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DESCRIPCIÓN

Método para la secreción y producción de alto nivel de proteína

Campo técnico5

La presente invención se refiere a un método para la producción secretora de alto nivel de una proteína, 
principalmente en levadura.

Técnica anterior10

Cuando se expresan proteínas secretoras, las secuencias señal de las mismas se reconocen por partículas de 
reconocimiento de señales (SRP), y las proteínas secretoras pasan entonces a través del translocón y entran en el 
retículo endoplásmico. Cuando las proteínas secretoras pasan a través del translocón, las estructuras de orden 
superior del mismo se sueltan y las proteínas se pliegan en el retículo endoplásmico (ER). El plegamiento de 15
proteínas puede producirse espontáneamente y diversas chaperonas moleculares ayudan en tal plegamiento. Una 
conformación nativa formada en el retículo endoplásmico es crítica para la secreción, y las proteínas con un 
plegamiento erróneo no pueden entrar en la ruta secretora ubicada de manera posterior. Cuando las proteínas no se 
pliegan correctamente en el retículo endoplásmico, de manera desventajosa se agregan en el mismo proteínas que 
tienen estructuras de orden superior anómalas. Tal alteración en la modificación que tiene lugar en el retículo 20
endoplásmico (es decir, la adición de una cadena de azúcar o un enlace disulfuro) y el transporte deteriorado desde 
el retículo endoplásmico provocan “estrés del retículo endoplásmico”. Como medio para abordar tal estrés del 
retículo endoplásmico, se induce una respuesta de estrés denominada “respuesta de proteínas desplegadas (UPR)”
en células eucariotas. La inducción de transcripción y la regulación de la traducción de UPR son respuestas que 
restablecen las proteínas anómalas acumuladas. También existe un mecanismo denominado “degradación asociada 25
a ER (ERAD)” que degrada y elimina las proteínas anómalas, para mantener la homeostasis en el retículo 
endoplásmico. Además, se conocen chaperonas moleculares que sueltan las proteínas agregadas con el propósito 
del plegamiento, así como chaperonas moleculares que ayudan en el plegamiento de proteínas en el retículo 
endoplásmico. Por ejemplo, HSP104 puede realizar una reacción que no puede realizarse con la ayuda de otras 
chaperonas que actúan conjuntamente con HSP70 y solubiliza proteínas de los agregados (Glover JR, Lindquist S, 30
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 conformación apropiada (H2L2) a través de la 
formación de un enlace disulfuro entre la cadena pesada de anticuerpo y la cadena ligera de anticuerpo o entre35
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 introducción de
un enlace disulfuro a través de plegamiento oxidativo de proteínas se lleva a cabo mediante la proteína disulfuro 
isomerasa (PDI) oxidativa en el retículo endoplásmico (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 40
medio de oxidación de proteínas sustrato se reoxida mediante ERO1 oxidativa ubicada en la proximidad de la 
membrana (Mezghrani, A., Fassio, A., Benham, A., Simmen, T., Braakman, I. 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 retículo endoplásmico de levaduras hay 5 tipos de familias de PDI (es decir, PDI1, 45
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 proteínas se 
mejora mediante BiP/Kar2, que funciona en cooperación con PDI (Marcus Mayer, Ursula Kies, Robert Kammermeier50
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 está asociada con la inducción 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 actúa sobre una proteína que tiene una estructura anómala en el retículo endoplásmico, presenta una 55
actividad nucleasa a través de la formación de un dímero 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 mRNA splicing in the unfolded protein 
response, Cell, 1997, 90 (6): 1031-1039). Además, Bip/Kar2 se asocia con plegamiento de proteínas en el retículo 60
endoplásmico en cooperación con SCJ1 ubicada en el retículo endoplásmico (Susana Silberstein, Gabriel 
Schlenstedt, Pam A. Silver y Reid Gilmore, A Role for the DnaJ 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 están asociadas con el plegamiento correcto de65
proteínas secretoras. Además, se han hecho intentos para aumentar la cantidad de proteínas secretoras producidas
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con la ayuda de chaperonas moleculares. Cuando un enlace S-S produce abundante albúmina sérica humana en la 
levadura K. lactis, por ejemplo, la cantidad de producción aumenta 15 veces tras la introducción de ERO1 o PDI1 
(Tiziana Lodi, Barbara Neglia y Claudia Donnini, Secretion of human serum albumin by Kluyveromyces lactis
overexpressing KlPDI1 and KIERO1, Applied. Environ. Microbiol., 2005, 71 (8): 4359-4363). Sin embargo, la
introducción simultánea de ERO1 y PDI1 no conduce a una mejora adicional y simplemente adelanta el momento de5
producción. Además, IL-1 sin enlace S-S no produce ningún efecto. También se ha notificado que la cantidad de
producción secretora aumentó 8 veces por medio de la coexpresión 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 concluyó que Bip impide la agregación y se 10
aumentó la cantidad de producción 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, además, la 
cantidad de producción secretora aumentó 3 veces por medio de la coexpresión con Bip; sin embargo, el uso de PDI 
o PDI en combinación con Bip no pudo producir ningún efecto (Damasceno, Leonardo, et al., Cooverexpression of
chaperones for enhanced secretion of a single-chain antibody fragment in Pichia pastoris. Applied. Microbic. Biotech. 15
(2007) 74(2): 381-389). Además, se inspeccionaron los efectos de un nivel aumentado de PD1 sobre la secreción de
IL-15 y el receptor del factor de necrosis tumoral (es decir, la proteína de fusión con Fc (TNFR:Fc)) en células CHO. 
Como resultado, la sobreexpresión de PDI permitió la retención de TNFR:Fc (es decir, proteínas 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: 20
736-743). Esto sugiere que la sobreexpresión de PDI da como resultado de manera desventajosa una disminución 
en la cantidad de producción secretora en células CHO.

Tal como se describió anteriormente, se han hecho intentos para mejorar la producción secretora de proteínas tales 
como anticuerpos por medio de la coexpresión de chaperonas moleculares que ayudan en el plegamiento de 25
proteínas. Sin embargo, no siempre pueden obtenerse efectos debido a los tipos o las combinaciones de células 
huésped o chaperonas moleculares. En un ejemplo de producción de anticuerpo, simplemente se producen 
anticuerpos de cadena sencilla, y aún no se ha descubierto un método para producir de manera eficaz proteínas de 
alto peso molecular o proteínas agregadas, incluyendo anticuerpos completos.

30
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 proteína disulfuro isomerasa y el uso un sistema de expresión 
de este tipo para mejorar la secreción de glicoproteínas que contienen cadenas de azúcar de tipo mamífero, como 
los anticuerpos humanos.

35
Descripción de la invención

En su sentido más amplio, la invención se refiere al contenido definido en las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, la presente invención pretende proporcionar un medio para la producción secretora de alto nivel de40
proteínas y, más particularmente, proteínas 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 coexpresión de uno o más tipos de genes de chaperonas moleculares con las dianas 45
de expresión (es decir, genes de proteínas foráneas) en levadura u otras células huésped daba como resultado un 
aumento en la cantidad de producción secretora de proteínas foráneas. Además, descubrieron que la actividad de la 
proteína O-manosiltransferasa (PMT) asociada con la adición de cadena de O-azúcar a una proteína específica de 
levadura, que inhibe la agregación de heteromultímeros tales como anticuerpos, puede inhibirse para mejorar 
adicionalmente la productividad aproximadamente de 2 a 45 veces. La presente invención se ha completado 50
basándose en tales hallazgos.

Específicamente, la presente descripción incluye lo siguiente.

(1) Una célula huésped transformada en la que se han introducido uno o una combinación de dos o más de los 55
genes de chaperonas (a) a (c) a continuación:

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

60
(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de nucleótidos 
complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11 ó 13 y 
que codifica para una proteína que tiene una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas; y

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucleótidos que tiene una homología de al menos el 80% con la 65
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11 ó 13 y que codifica para una proteína que tiene 
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una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas.

(2) Una célula huésped transformada en la que se han introducido uno o una combinación de dos o más de los 
genes que codifican para las proteínas chaperonas (d) a (f) a continuación:

5
(d) una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14;

(e) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos el 80% con la
secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14 y que tiene una actividad de aceleración 
de la secreción de proteínas foráneas; y10

(f) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos mostrada 
en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14 mediante deleción, sustitución y/o adición de uno o varios aminoácidos y que 
tiene una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas.

15
(3) Una célula huésped transformada en la que se han introducido uno o una combinación de dos o más de los 
genes de chaperonas (g) o (h) a continuación;

(g) un gen que codifica para PDI1, MPD1, SCJ1, ERO1, FKB2, JEM1, LHS1, MPD2, ERJ5 o EUG1 derivado de S. 
cerevisiae o un gen homólogo del mismo; o20

(h) un gen que codifica para PDI, ERO1-L, ERO1-L o GRP78 derivado de ser humano, un gen homólogo 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 25
o una combinación de dos o más de los genes de chaperonas (i) a (xii) a continuación, un gen homólogo del mismo
o un gen con codones modificados del mismo:

(i) un gen que codifica para PDI1 derivado de O. minuta;
30

(ii) 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;35

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

(vi) un gen que codifica para Kar2 derivado de O. minuta;
40

(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;45

(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-L y un gen que codifica para GRP78 derivados 50
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.

55
(5) La célula huésped transformada según cualquiera de (1) a (4), en la que la célula huésped es una célula 
eucariota.

(6) La célula huésped transformada según (5), en la que la célula eucariota es una célula de levadura.
60

(7) La célula huésped transformada según (6), en la que la levadura es una levadura asimiladora de metanol.

(8) La célula huésped transformada según (7), en la que la levadura asimiladora de metanol es Ogataea minuta.

(9) La célula huésped transformada según (6), en la que la levadura es Saccharomyces cerevisiae.65
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(10) La célula huésped transformada según cualquiera de (1) o (9), en la que se ha introducido un gen que codifica 
para una proteína foránea.

(11) La célula huésped transformada según (10), en la que la proteína foránea es una proteína multimérica.
5

(12) La célula huésped transformada según (11), en la que la proteína multimérica es un heteromultímero.

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

10
(14) La célula huésped transformada según (10), en la que la proteína foránea es glicosiltransferasa.

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

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

(17) El método para producir una proteína según (16), en la que se inhibe la actividad proteína O-manosiltransferasa 
(PMT) con la adición de un inhibidor de la actividad PMT al medio.20

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

(19) El método para producir una proteína según (16), en la que se inhibe la actividad proteína O-manosiltransferasa 25
(PMT) por medio de la destrucción del gen PMT.

(20) El método para producir una proteína según (16), en la que se inhibe la actividad proteína O-manosiltransferasa 
(PMT) por medio de la destrucción del gen PMT y con la adición de un inhibidor de la actividad PMT al medio.

30
(21) El método para producir una proteína según (20), en la que el inhibidor de la actividad PMT es ácido 5-[[3,4-(1-
fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético.

(22) El método para producir una proteína según cualquiera de (19) a (21), en la que destrucción del gen PMT es 
una destrucción simple del gen PMT5 o el gen PMT6 o una destrucción doble del gen PMT5 y el gen PMT6.35

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

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 
11 ó 13;40

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de nucleótidos 
complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11 ó 13 y 
que codifica para una proteína que tiene una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas; y

45
(c) un gen que consiste en una secuencia de nucleótidos que tiene una homología de al menos el 80% con la 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11 ó 13 y que codifica para una proteína que tiene 
una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas.

(24) Un gen que codifica para cualquiera de las proteínas chaperonas (d) a (f) a continuación:50

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

(e) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos el 80% con la 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14 y que tiene una actividad de aceleración 55
de la secreción de proteínas foráneas; y

(f) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos mostrada 
en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14 mediante deleción, sustitución y/o adición de uno o varios aminoácidos y que 
tiene una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas.60

(25) Un vector de expresión que comprende el gen según (23) o (24).

(26) Un vector de expresión que comprende el gen (g) o (h) a continuación:
65

(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 homólogo del mismo; o

(h) un gen que codifica para PDI, ERO1-L, ERO1-L o GRP78 derivado de ser humano, un gen homólogo del 
mismo o un gen con codones modificados del mismo.

5
Breve descripción de los dibujos

La figura 1 muestra la construcción de vectores de expresión para diversas proteínas chaperonas derivadas de O. 
minuta (onaP03606, onaP09407, onaP09507, onaP09607 y onaP09707).

10
La figura 2 muestra la construcción del vector de coexpresión (onaP11107) para una proteína chaperona derivada 
de ser humano (PDI humana con codones modificados) y para una proteína chaperona derivada de O. minuta
(OmERO1).

La figura 3 muestra la construcción del vector de expresión de OmKar2 (pOU1/Kar2-Ppt) por medio de la regulación15
del promotor de PGK.

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

20
La figura 5 es un gráfico 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 adición de un inhibidor de O-
manosilación (derivado de ácido rodanin-3-acético 1c) (1: sin adición de 1c; 2: se añadieron 100 l de medio que 
contenía 1c 20 M el día 3; 3: se añadieron 100 l de medio que contenía 1c 20 M el día 2 y el día 3).

25
La figura 6 muestra los resultados del análisis 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 adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de ácido rodanin-3-acético 1c) (1: sin adición de 1c; 
2: se añadieron 100 l de medio que contenía 1c 20 M el día 3; 3: se añadieron 100 l de medio que contenía 1c 
20 M el día 2 y el día 3).30

La figura 7 es un gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa de 
levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de 
ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se había introducido un gen de una única proteína chaperona (SCJ1, EUG1, 
ERO1, Kar2, MPD1, PDI1 y HSP104) derivada de una cepa de O. minuta.35

La figura 8 muestra los resultados del análisis 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 adición de un 
inhibidor de O-manosilación (derivado de ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se había introducido un gen de una 
única proteína chaperona (SCJ1, EUG1, ERO1, Kar2, MPD1, PDI1 y HSP104) derivada de una cepa de O. minuta 40
(parte superior: SDS-PAGE/WB en condiciones reductoras; se detectan simultáneamente 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 gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa de 
levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de 45
ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habían introducido genes de una pluralidad de proteínas chaperonas
(2xPDI1, PDI1/HSP104, PDI1/Kar2 y PDI1/ERO1) derivadas de una cepa de O. minuta.

La figura 10 muestra los resultados del análisis 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 adición de un 50
inhibidor de O-manosilación (derivado de ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habían introducido genes de una 
pluralidad de proteínas 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 simultáneamente Hc de anticuerpo y
Lc de anticuerpo; parte inferior: SDS-PAGE/WB en condiciones no reductoras; se detecta Lc de anticuerpo).

55
La figura 11 es un gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa 
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de 
ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habían introducido genes de proteínas chaperonas (PDI1) derivadas de S.
cerevisiae, de ser humano y de ser humano sintetizadas.

60
La figura 12 es un gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa 
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de 
ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habían introducido combinaciones de genes de tres tipos de proteínas 
chaperonas derivadas de una cepa de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2) y genes de proteínas chaperonas derivadas de 
diferente especies (PDI/OmERO1 humanas).65
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La figura 13 muestra la construcción de un vector de expresión de anticuerpo, YEp352GAP-II-ScKarHc/ScKarLc.

La figura 14 es un gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa 
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de 5
ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se había introducido el gen de la proteína chaperona (PDI1) derivada de S. 
cerevisiae.

La figura 15 muestra cambios en los valores de actividad para la ácido siálico transferasa (ST3Gal1) expresada en
una cepa (YT-2) en la que no se había introducido el gen de proteína chaperona derivada de O. minuta (PDI1) y en10
una cepa (YT-3) en la que se había introducido el gen PDI1 con el transcurso del tiempo.

La figura 16 muestra los resultados del análisis de inmunotransferencia de tipo Western de ácido siálico transferasa
(ST3Gal1) expresada en una cepa (YT-2) en la que no se había introducido el gen de proteína chaperona derivada 
de O. minuta (PDI1) y en una cepa (YT-3) en la que se había introducido el gen PDI1.15

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

20
La figura 18 muestra los resultados del análisis de inmunotransferencia de tipo Western de ácido siálico transferasa
(ST3Gal1) expresada en cepas (YT-4, YT-5, YT-6 e YT-7) en las que se habían introducido genes de las proteínas 
chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1x2, PDI1/OmKar2, PDI1/ERO1 y PDI1/HSP104).

La figura 19 es un gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una línea 25
celular animal productora de anticuerpo (es decir, la célula COS-1) en la que se habían introducido genes de las 
proteínas chaperonas derivadas de células CHO (CHOBiP y CHOPDI) y la proteína chaperona derivada de ser 
humano (hERO1-L).

La figura 20 es un gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa 30
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de 
ácido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habían introducido genes de las proteínas chaperonas derivadas de ser 
humano (PDI, ERO1-L, ERO1-L y GRP78).

La figura 21 muestra los resultados del análisis de inmunotransferencia de tipo Western de anticuerpos secretados 35
en el sobrenadante de cultivo de cepas de levadura productoras de anticuerpo (cultivadas con o sin la adición de un 
inhibidor de O-manosilación (derivado de ácido rodanin-3-acético 1c)) en las que se habían introducido genes de las 
proteínas chaperonas derivadas de ser humano (PDI, ERO1-L, ERO1-L y GRP78).

La figura 22 muestra los resultados del análisis de inmunotransferencia de tipo Western obtenidos cuando se 40
expresa la lisozima humana fusionada a señal aMF de levadura en cepas en las que se había introducido el vector 
de coexpresión para tres tipos de las proteínas chaperonas derivadas de O. minuta (OmPDI1, OmERO1 y OmKar2) 
o el vector de coexpresión para tres tipos de las proteínas chaperonas derivadas de ser humano (hPDI sintetizada, 
hERO1-L sintetizada y hGRP78 sintetizada).

45
La figura 23 es un gráfico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados cuando se 
cultiva con o sin la adición de un inhibidor de O-manosilación (derivado de ácido rodanin-3-acético 1c) en cepas 
preparadas introduciendo vectores de coexpresión para tres tipos de las proteínas chaperonas derivadas de O. 
minuta (OmPDI1, OmERO1 y OmKar2) y un gen de anticuerpo en una cepa en la que se habían destruido los genes 
PMT.50

La figura 24 es una fotografía que muestra los resultados de observación con microscopio electrónico de barrido de
la cepa de O. minuta en la que se había destruido el gen PMT.

La figura 25 es una fotografía que muestra los resultados de observación con microscopio electrónico de transmisión55
de la cepa de O. minuta en la que se había destruido el gen PMT.

La figura 26 muestra los resultados de examinar la concentración de un inhibidor de O-manosilación (derivado de 
ácido rodanin-3-acético 1c) que se ha añadido a una cepa preparada introduciendo vectores de coexpresión para 
tres tipos de las proteínas chaperonas derivadas de O. minuta (OmPDI1, OmERO1 y OmKar2) y un gen de 60
anticuerpo en la cepa de O. minuta en la que se había destruido el gen PMT4.

La figura 27 muestra patrones de elución de cromatografía de exclusión molecular (SEC)-HPLC de diversos 
anticuerpos purificados producidos a partir de O. minuta.

65
La figura 28 muestra los resultados del análisis 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 gráfico que muestra los resultados de medir la actividad citotóxica de diversos anticuerpos 
purificados producidos a partir de O. minuta.

5
La figura 30 es un gráfico que muestra los resultados de medir la actividad citotóxica de diversos anticuerpos 
purificados producidos a partir de O. minuta.

A continuación en el presente documento se describe en detalle la presente invención.
10

1. Gen usado para la producción secretora de alto nivel de una proteína

La producción secretora de alto nivel de una proteína en la presente invención implica el uso de un gen que codifica 
para un conjunto de chaperonas moleculares (a continuación en el presente documento tal gen se denomina “gen de 
chaperonas”) que funciona en el plegamiento de proteínas y la inhibición de la degradación o la agregación de una 15
proteína desnaturalizada en el retículo endoplásmico.

En la invención, se usa una combinación de dos o más de los genes de chaperonas (a) a (c) o (d) a (f):

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1;20

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de nucleótidos 
complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para 
una proteína que tiene una actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas, en la que las condiciones 
rigurosas comprenden una concentración de sodio de 15 a 750 mM, una temperatura de 25ºC a 70ºC, una 25
concentración de formamida del 0% al 50%, lavándose el filtro a una concentración de sal de sodio de 15 a 600 mM
y a una temperatura de 50ºC a 70ºC tras la hibridación; o

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucleótidos que tiene una homología de al menos el 90% con la 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para una proteína que tiene una actividad de 30
aumento de la secreción de proteínas foráneas, en la que la homología se determina usando un programa FASTA o 
BLAST, o

(d) una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2;
35

(e) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos el 90% con la 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de aumento de la secreción de 
proteínas foráneas, en la que la homología se determina usando un programa FASTA o BLAST; o

(f) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos mostrada 40
en SEQ ID NO: 2 mediante deleción, sustitución y/o adición de uno a 10 aminoácidos y que tiene una actividad de 
aumento de la secreción de proteínas foráneas.

Los ejemplos de genes de chaperonas que se usan en la presente descripción incluyen genes PDI1, MPD1, SCJ1, 
EUG1, ERO1, HSP104 y Kar2 derivados de la cepa de Ogataea minuta (O. minuta), que se obtuvieron 45
recientemente en la presente invención. Los genes PDI1, MPD1, SCJ1, EUG1, ERO1, HSP104 y Kar2 derivados de 
Ogataea minuta (O. minuta) consisten cada uno en una secuencia de nucleótidos mostrada en las SEQ ID NO: 1, 3, 
5, 7, 9, 11 ó 13, y secuencias de aminoácidos deducidas basadas en tales secuencias de nucleótidos son tal como 
se muestran en las en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14.

50
El gen de chaperonas usado en la presente descripción puede ser un gen que codifica para una proteína que 
consiste en una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 
6, 8, 10, 12 ó 14 mediante deleción, sustitución y/o adición de uno o varios aminoácidos, siempre que tal gen tenga 
una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas.

55
El número de aminoácidos que pueden delecionarse, sustituirse y/o añadirse es preferiblemente de 1 a varios. El 
número representado por el término “varios” no está limitado de manera particular. Por ejemplo, tal número es 20 o
menor, preferiblemente 10 o menor, más preferiblemente 7 o menor y más preferiblemente 5 o menor, 
aproximadamente. El término “mutación” usado en el presente documento se refiere principalmente a una mutación 
que se introduce artificialmente por medio de un método conocido para preparar una proteína mutante, y el término 60
puede referirse a una mutación que es similar a una existente en la naturaleza.

Además, el gen de chaperonas usado en la presente descripción puede ser un gen que codifica para una proteína 
que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos el 80% con la secuencia de 
aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14 y que tiene una actividad de aceleración de la 65
secreción de proteínas foráneas. El término “una homología de al menos el 80%” se refiere preferiblemente a una 
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homología de al menos el 85%, más preferiblemente una homología de al menos el 90% y lo más preferiblemente
una homología de al menos el 95%. La búsqueda de homología entre proteínas puede llevarse a cabo con el uso de, 
por ejemplo, la base de datos de ADN de Japón (DDBJ) por medio de FASTA, BLAST u otros programas.

El término “actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas” usado en el presente documento se 5
refiere a la actividad de secreción de alto nivel de una proteína foránea plegada correctamente en una célula 
huésped basada en la actividad de chaperonas moleculares para el plegamiento de proteínas (por ejemplo, 
formación de un enlace disulfuro), la actividad de replegamiento de una proteína desnaturalizada para dar una 
proteína normal y la actividad de inhibir la agregación de proteínas desnaturalizadas en el retículo endoplásmico.

10
Además, la expresión “...tiene una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas” se refiere a que 
tal actividad es sustancialmente equivalente a la actividad de una proteína que tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ó 14.

El gen de chaperonas usado en la presente descripción puede ser un gen que se hibrida en condiciones rigurosas 15
con un ADN que consiste en una secuencia de nucleótidos complementaria al ADN que comprende la secuencia de 
nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11 ó 13 y que codifica para una proteína que tiene una actividad
de aceleración de la secreción de proteínas foráneas.

En las “condiciones rigurosas” mencionadas anteriormente, se forma un denominado híbrido específico, pero no se 20
forma un híbrido no específico. En tales condiciones, por ejemplo, hebras complementarias de un ácido nucleico 
altamente homólogo, es decir, un ácido nucleico que consiste en una secuencia de nucleótidos que tiene una 
homología de al menos el 80%, preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más 
preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11 ó 13
experimentan hibridación, pero las hebras complementarias de un ácido nucleico que tiene niveles de homología 25
menores no experimentarán hibridación. Más específicamente, la concentración de sodio es de 15 a 750 mM, 
preferiblemente de 50 a 750 mM y más preferiblemente de 300 a 750 mM, la temperatura es de 25ºC a 70ºC, 
preferiblemente de 50ºC a 70ºC y más preferiblemente de 55ºC a 65ºC, y la concentración de formamida es del 0% 
al 50%, preferiblemente del 20% al 50% y más preferiblemente del 35% al 45%. En condiciones rigurosas, además, 
generalmente se lava un filtro a una concentración de sal de sodio de 15 a 600 mM, preferiblemente de 50 a 600 mM30
y más preferiblemente de 300 a 600 mM, y la temperatura es de 50ºC a 70ºC, preferiblemente de 55ºC a 70ºC y más
preferiblemente de 60ºC a 65ºC, tras la hibridación.

Un experto en la técnica puede obtener fácilmente tales genes homólogos consultando, por ejemplo, Molecular 
Cloning (Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 35
10 Skyline Drive Plainview, N.Y., 1989). Además, la búsqueda de homología entre secuencias de nucleótidos puede 
llevarse a cabo por medio de FASTA, BLAST u otros programas.

La mutación de aminoácidos mencionada anteriormente, tal como deleción, sustitución y/o adición, puede
introducirse por medio de una técnica conocida en la materia, tal como el método de Kunkel o el método de dúplex 40
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 descripción puede ser un gen de chaperonas derivado de otras especies 45
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.50

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

55
Además, 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 (SGD1D60
primario: S000001937: SEQ ID NO: 136) y EUG1 (SGDID primario: S000002926; SEQ ID NO: 138). La información 
de secuencia con respecto a los genes derivados de Saccharomyces cerevisiae está disponible de SGD (base de 
datos del genoma de Saccharomyces: http://www.yeastgenome.org/).

Tales genes de chaperonas derivados de otras especies de organismos también pueden ser genes homólogos a los 65
mismos, siempre que tales genes tengan una actividad de aceleración de la secreción de proteínas foráneas. El 
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grado de tal homología de secuencia, el número de deleciones, sustituciones o adiciones de aminoácido, las 
condiciones rigurosas y los métodos para la mutagénesis son tal como se describieron anteriormente.

Además, los genes de chaperonas derivados de otras especies de organismos pueden ser genes con codones 
modificados que se modifican para mejorar la eficacia de traducción por medio de la sustitución de una secuencia de 5
nucleótidos por un codón que se usa frecuentemente en una célula huésped (ocasionalmente puede hacerse 
referencia al término “con codones modificados” como “sintetizado” en el presente documento). El ADN que tiene 
una secuencia de nucleótidos 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 sí por el extremo. Por tanto, puede sintetizarse ADN de interés.10

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

15
El gen de chaperonas que se usa en la presente invención 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.

20
Los ejemplos preferibles adicionales de los genes de chaperonas que se usan en la presente descripción incluyen 
una combinación del gen PDI1 y el gen ERO1 derivados de O. minuta, una combinación del gen PDI1 y el gen Kar2
derivados de O. minuta, una combinación del gen PDI derivado de ser humano (un gen con codones modificados) y
el gen ERO1 derivado de O. minuta, una combinación del gen PDI1, el gen ERO1 y el gen Kar2 derivados de O. 
minuta, una combinación del gen PDI, el gen ERO1-L y el gen GRP78 derivados de ser humano (genes con 25
codones modificados), y una combinación 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 codón que va a usarse está optimizada con respecto a la de O. 30
minuta.

En la presente descripción, los genes mencionados anteriormente usados para la producción secretora de alto nivel
de proteínas y genes que codifican para proteínas foráneas que son las dianas de la producción secretora de alto 
nivel descrita más adelante (a continuación en el presente documento estos genes se denominan “genes diana”) 35
pueden obtenerse mediante una técnica general de preparación de ARNm y síntesis 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 40
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. Además, puede fraccionarse poli (A)+ 
ARN por medio de centrifugación 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 cebadores45
oligodT y transcriptasa inversa, se sintetiza ADNc bicatenario a partir del ADNc monocatenario usando ADN
sintetasa I, 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 EcoRI), 
fosforilación o similar, se incorpora en un fago , tal como gt11, y entonces se empaqueta in vitro para preparar una 
biblioteca de ADNc. Además de un fago , pueden usarse vectores de plásmido para preparar una biblioteca de 50
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 aísla el gen diana de ADN genómico o cuando se aísla un fragmento que contiene una región de 
promotor y una región de terminador, se extrae ADN genómico de una cepa celular de un organismo fuente, y se 55
selecciona el gen diana según una técnica común (Molecular Cloning, 1989; Methods in enzymology 194, 1991). El 
ADN genómico 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 extracción de ADN, técnicas de precipitación con 60
alcohol tras la eliminación de residuos celulares a una alta concentración de sal, o técnicas de precipitación con 
alcohol tras extracción 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 2065
meros a 30 meros y se usa ADN genómico como molde. Se confirma la secuencia de nucleótidos 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 cromosómico de5
una línea celular de un organismo fuente por medio de una técnica convencional, digiriendo parcialmente el ADN 
cromosómico con enzimas de restricción adecuadas para fragmentación, ligando el fragmento resultante a un vector 
adecuado e introduciendo entonces el vector en una célula huésped adecuada. Alternativamente, puede extraerse 
ARNm 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 10
biblioteca génica. En tal caso, puede usarse un plásmido que se conoce como vector convencional para la 
preparación de bibliotecas génicas, y por extensión pueden usarse fagos, cósmidos u otros vectores. Puede 
seleccionarse una célula huésped que se somete a transformación o transducción según el tipo de vector.

Los clones que portan fragmentos de genes diana se seleccionan de la biblioteca génica anterior por medio de 15
hibridación de colonias, hibridación de placas de lisis u otros medios que impliquen el uso de sondas marcadoras 
que contienen secuencias específicas para los genes diana.

Además, los genes diana pueden someterse a una síntesis química total. Por ejemplo, se preparan dos pares de
oligonucleótidos complementarios y entonces se aparean, se ligan varias cadenas de ADN apareadas con la ayuda 20
de ADN ligasa, o se preparan varios oligonucleótidos 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). Además, las secuencias de nucleótidos de ADN 25
anteriores pueden determinarse fácilmente con el uso de un kit de secuenciación disponible comercialmente o
similar.

2. Vector de expresión
30

La presente descripción proporciona un vector que comprende un único tipo del gen de chaperonas, un vector que 
comprende dos o más copias de un único tipo de los genes de chaperonas, o un vector que comprende una 
combinación de dos o más 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 transformación. 
Alternativamente, puede usarse un vector que comprende una pluralidad de genes para llevar a cabo la 35
transformación. Además, un vector de expresión de este tipo puede comprender un gen que codifica para una 
proteína foránea. Alternativamente, puede prepararse por separado un vector de expresión que comprende un gen 
que codifica para una proteína foránea. En tal caso, se cotransfectan vectores en una célula huésped.

Un gen que codifica para una proteína foránea no está limitado particularmente. Los ejemplos incluyen: diversos 40
genes de enzimas, tales como el gen de lisozima, el gen de -amilasa y el gen de -galactosidasa, y en particular, 
genes de glicosiltransferasas que son necesarios para la producción de glicoproteínas farmacéuticamente útiles, 
tales como el gen de eritropoyetina (EPO) y los genes del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF); 
diversos genes de interferón que son proteínas fisiológicamente activas, tales como genes de interferón  e
interferón ; diversos genes de interleucinas, tales como genes de IL1 y IL2; diversos genes de citocinas, tales como45
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 invención es particularmente eficaz con una proteína que sea altamente hidrófoba y una proteína cuya 
producción secretora sea insuficiente debido a la formación compuesta. Por tanto, la proteína foránea mencionada 50
anteriormente incluye una proteína multimérica, tal como un anticuerpo o su fragmento funcional, es decir, un 
heteromultímero.

Puede añadirse de manera adecuada una región de regulación de la expresión al gen de chaperonas o un gen que 
codifica para una proteína foránea para constituir un vector de expresión como unidad de expresión proteica. Una55
unidad de expresión proteica comprende, en el sentido de un marco de lectura de transcripción, al menos una región 
de promotor, el gen anterior y una región de terminador de la transcripción. Un promotor que puede usarse en el 
presente documento puede ser un promotor de expresión inducible o promotor de expresión constitutiva. Los 
ejemplos de promotores de expresión 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 60
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 
expresión constitutiva incluyen promotores del gen de gliceraldehído-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). Además, 65
un terminador de la transcripción puede ser una secuencia que tiene una actividad de terminación de la transcripción
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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 producción secretora de alto nivel de proteínas foráneas, es necesario el uso de un promotor
potente. Cuando se intenta la producción de una proteína que tiene menos probabilidad de plegarse o menos 
probabilidad de secretarse con el uso de un promotor altamente activo, puede producirse de manera desventajosa 5
hiposecreción. Tal hiposecreción se produce debido a los siguientes motivos. Es decir, la producción de proteína 
supera la capacidad del ribosoma en el que se realiza la traducción y del retículo endoplásmico en el que realizan el 
plegamiento y la secreción. Esto provoca que las proteínas 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 expresión hasta el grado en el que las proteínas resultantes 10
no se desnaturalicen y no experimenten agregación o las proteínas resultantes no superen la capacidad de 
secreción. Alternativamente, puede atenuarse la actividad de los promotores y entonces pueden usarse los 
promotores de interés. Es probable que las moléculas que forman heteromultímeros se vean afectadas como se 
describió anteriormente entre las proteínas multiméricas. En particular, moléculas tales como anticuerpos son
heterotetrámeros que comprenden dos moléculas de cada una de la cadena pesada y de la cadena ligera que están 15
agregadas. Por tanto, el nivel de expresión es un factor importante para realizar una agregación adecuada.

El vector de expresión de la presente descripción puede comprender un marcador de selección para seleccionar un 
transformante. Por ejemplo, los vectores de expresión para levadura pueden comprender genes de marcadores 
auxótrofos seleccionados de entre genes de His1, His2, His3, His4, His5, His6, Leu2, Arg1, Arg2, Arg3, Trp1, Lys2, 20
Ade1, Ade2, Ura3 y Ura5.

Como marcadores de selección, pueden usarse marcadores resistentes a fármacos que confieren resistencia a
fármacos tales como cerulenina, aureobasidina, Zeocin, canavanina, cicloheximida, higromicina, blasticidina, 
tetraciclina, kanamicina, ampicilina y neomicina, además de los marcadores auxótrofos mencionados anteriormente. 25
Por tanto, pueden seleccionarse transformantes. Además, pueden usarse como marcadores genes que confieren 
resistencia a disolventes con respecto a etanol, resistencia osmótica con respecto a glicerol o sal, resistencia a iones 
metálicos con respecto a cobre, y similares, de modo que pueden seleccionarse transformantes.

3. Célula huésped transformada30

La célula huésped transformada de la presente descripción comprende el gen descrito en 1. anteriormente o el 
vector de expresión 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 35
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. Más
específicamente, puede usarse la cepa YK3 de Ogataea minuta (och1pep4prb1yps1ura3ade1) como la cepa 
de Ogataea minuta, y puede usarse la cepa BY4741 de Saccharomyces cerevisiae (MATa his3 leu2met1540
ura3) como las cepas de Saccharomyces cerevisiae, aunque las cepas de levadura no están limitadas a esto.

Además, la presente descripción pretende obtener una célula huésped en la que el retículo endoplásmico (ER), que 
es esencial para la secreción, esté potenciado. Por consiguiente, la presente invención puede aplicarse a células 
animales u otras células.45

En la presente descripción, puede introducirse un vector de expresión 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 (Ito 
et al., Agric. Biol. Chem., 48, 341, 1984), la electroporación (Becker, D. M. et al., 1990; Methods. Enzymol., 194, 182-50
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 lipofección.

4. Método para producir proteína
55

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

60
La célula huésped transformada puede cultivarse en un medio según 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 65
nitrógeno y sales inorgánicas 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 almidón; ácidos orgánicos tales 
como ácido acético y ácido propiónico; y alcoholes tales como etanol y propanol. Los ejemplos de fuentes de 
nitrógeno incluyen: amoniaco; sales de amonio de ácidos inorgánicos u orgánicos tales como cloruro de amonio, 
sulfato de amonio, acetato de amonio y fosfato de amonio; otros compuestos que contienen nitrógeno; peptona; 5
extractos de carne; y licor de maíz fermentado. Los ejemplos de sales inorgánicas incluyen: fosfato de monopotasio, 
fosfato de dipotasio, fosfato de magnesio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio, sulfato de hierro (I), sulfato de 
manganeso, sulfato de cobre y carbonato de calcio. Según el tipo de marcador de selección, puede añadirse de 
manera adecuada un agente antibiótico, tal como aureobasidina, ampicilina o tetraciclina, a un medio. 
Alternativamente, puede eliminarse un aminoácido que puede suministrarse mediante un gen que complementa la 10
auxotrofía (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 15ºC y 32ºC, y preferiblemente de 
aproximadamente 28ºC. Cuando se expresa una proteína que tiene una estructura estérica complicada como 15
anticuerpo, el cultivo puede llevarse a cabo preferiblemente a baja temperatura, con el fin de plegar de manera más
eficaz una proteína de este tipo en la célula. La duración 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 estático, con 
sacudidas, con agitación o con aireación, o por medio de un cultivo continuo.

20
Un producto de expresión de un gen de una proteína foránea del producto de cultivo (es decir, una disolución de 
cultivo o células cultivadas) puede confirmarse por medio de SDS-PAGE, inmunotransferencia de tipo Western, 
ELISA, o similares.

Las proteínas producidas pueden aislarse y purificarse por medio de técnicas convencionales para el aislamiento y 25
la purificación de proteínas. Cuando se producen proteínas diana en los cuerpos fúngicos o las células tras el cultivo, 
los cuerpos fúngicos o las células pueden pulverizarse usando, por ejemplo, un pulverizador ultrasónico, una prensa 
francesa, un homogeneizador Manton-Gaulin, un molino Dinomil, o similares, para obtener las proteínas diana. 
Cuando las proteínas diana se producen fuera del cuerpo fúngico o las células, la disolución de cultivo se usa tal 
cual, o el cuerpo fúngico o las células se retiran por medio de centrifugación o similar. Después de esto, las 30
proteínas diana se recogen por medio de extracción usando un disolvente orgánico, se someten a diversas técnicas 
de cromatografía (por ejemplo, cromatografía hidrófoba, de fase inversa, de afinidad o de intercambio iónico), 
filtración en gel usando tamices moleculares, electroforesis usando gel de poliacrilamida, o similar, según la 
necesidad. Estas técnicas pueden emplearse solas o en combinaciones de dos o más. Por tanto, pueden aislarse y 
purificarse las proteínas diana.35

Las técnicas de cultivo y purificación anteriores son ejemplos, y los métodos no están limitados a las mismas. La 
secuencia de aminoácidos del producto génico purificado puede confirmarse mediante un método convencional de
análisis de aminoácidos, tal como la secuenciación de aminoácidos automatizada por medio de la técnica de 
degradación de Edman.40

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

45
Se forma una cadena de O-azúcar en una célula de mamífero tras la adición de GalNAc mediante la péptido O-
GalNAc transferasa, que está presente principalmente en el aparato de Golgi. Tal adición de cadena de azúcar tiene 
lugar tras el plegamiento de proteínas. Por el contrario, la formación de cadena de O-azúcar en células de levadura y
moho se inicia tras la adición de manosa a un residuo de serina o treonina de la proteína mediante una proteína-O-
manosiltransferasa (PMT) codificada por el gen PMT. Tal adición se denomina actividad PMT. La adición de manosa50
tiene lugar en paralelo al plegamiento de proteínas en el retículo endoplásmico (ER) en la célula. Por tanto, puede 
añadirse de manera desventajosa una cadena de azúcar innecesaria a un sitio en el que tal adición no tendría lugar 
en el caso de la expresión de proteínas de mamífero. Por consiguiente, tal modificación innecesaria provocaría una 
formación de agregados insuficiente y reduciría la actividad.

55
Por consiguiente, realizando el cultivo en condiciones en las que se inhibe la actividad proteína O-
manosiltransferasa (PMT), puede inhibirse la formación de una cadena de O-azúcar innecesaria. Esto también 
acelera el ensamblaje de proteínas y permite mantener la actividad y propiedades físicas nativas de proteínas. En la 
presente invención, los efectos de la producción secretora de alto nivel de proteínas por medio de la introducción del 
gen de chaperonas pueden producir adicionalmente efectos sinérgicos regulando la formación de cadena de O-60
azúcar potenciada por URP por medio de la inhibición de la actividad PMT.

La adición de una cadena de O-azúcar peculiar para una levadura o un moho puede inhibirse mediante, por ejemplo, 
los dos métodos descritos a continuación. Estos métodos pueden realizarse en combinación.

65
(1) El cultivo y la producción se llevan a cabo en condiciones en las que se inhibe la actividad PMT que experimenta 
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la adición de una cadena de O-azúcar peculiar para una levadura o un moho.

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

5
La actividad proteína O-manosiltransferasa (PMT) de (1) anteriormente puede inhibirse con la adición 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 ácido rodanin-3-acético (Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 14, 
págs. 3975-3978, 2004). Los ejemplos específicos del derivado de ácido rodanin-3-acético incluyen ácido 5-[[3,4-(1-
fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético (compuesto (1c) descrito en Bioorganic & Medicinal 10
Chemistry Letters, Vol. 14, pág. 3975, 2004) y ácido {(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, pág. 3975, 
2004). PMT es importante para la generación de manoproteínas que constituyen la pared celular de levadura. Una 
actividad PMT excesivamente reducida afectará de manera adversa al crecimiento de levadura. Por consiguiente, 
cuando se usan sistemas de expresión inducible, la adición de un inhibidor de la actividad PMT en el momento de la 15
expresión de genes de proteínas foráneas, tras el crecimiento celular, sería más eficaz. Por tanto, pueden producirse 
al máximo nivel proteínas diana de alta calidad en las que se inhibe la modificación de cadena de O-azúcar.

La actividad proteína O-manosiltransferasa (PMT) descrita en (2) anteriormente puede inhibirse perturbando el gen 
PMT o inhibiendo la expresión de tal gen. En S. cerevisiae, PMT está codificada por al menos 6 genes; es decir, el 20
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 homodímero (PMT4p) o un heterodímero (PMT1p/PMT2p) y presentan actividad. La 
deficiencia del gen PMT puede ser deficiencia simple o doble. Tal como se describió anteriormente, PMT es un gen 
importante para el crecimiento de levadura. Cuando la actividad, tal como deficiencia de gen PMT, se elimina o se 25
reduce extremadamente, la pared celular se vuelve frágil. Por tanto, el uso de una cepa deficiente en el gen PMT
requiere atención. 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 PMT5 o bien PMT6 o una cepa en la que se han destruido tanto el gen PMT5 como el gen 
PMT6.

30
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 atenuación de un promotor.

Mejores modos para llevar a cabo la invención
35

A continuación en el presente documento, la presente invención y descripción se describe en detalle con referencia 
a los ejemplos, aunque el alcance técnico de la presente invención no está limitado a los ejemplos. Los plásmidos, 
las enzimas de restricción, las enzimas modificadoras de ADN, y similares que se usan en los ejemplos de la 
presente invención son productos disponibles comercialmente, y estos productos pueden usarse según técnicas 
convencionales. Además, los procedimientos de clonación de ADN, secuenciación de nucleótidos, transformación de 40
células huésped, cultivo de células huésped transformadas, toma de muestras y purificación 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] Construcción de un vector para la introducción de un gen de anticuerpo45

(1) Construcción de un vector para la introducción de un gen de anticuerpo que porta un gen resistente a Zeocin
como marcador de selección y que comprende el casete de promotor y terminador de gen GAP

Con el fin de preparar un marcador de gen resistente a Zeocin, se sometió un fragmento de ADN sintetizado50
mostrado en SEQ ID NO: 15 a digestión doble con las enzimas de restricción HindIII y KpnI para obtener un 
fragmento de ADN que contenía un gen resistente a Zeocin.

Se escindió pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 2003/091431 con SpeI, se le proporcionaron 
extremos romos, y entonces se ligó. Se sometieron el sitio SalI y el sitio EcoT22I del plásmido resultante a cambio 55
de ligador con el sitio SpeI y el sitio BamHI, respectivamente. Se obtuvo así el plásmido pOMexGP1USp. Se 
sometió el pOMexGP1USp resultante a digestión doble con las enzimas de restricción HindIII y KpnI para aislar un 
fragmento que contenía el promotor del gen GAP y el terminador, y se introdujo en el mismo un fragmento de ADN 
que contenía el marcador del gen resistente a Zeocin para obtener el plásmido pOMexGP1Z.

60
Tras añadir las secuencias de nucleótidos de los sitios de enzima de restricción (el sitio XbaI 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 digirió el fragmento resultante con XbaI y BamHI para obtener un fragmento del gen de cadena
pesada de anticuerpo.65
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Se usó 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 continuación a 94ºC durante 30 
segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 2 minutos, y se repitió este ciclo 20 veces. Se obtuvo así una 
región constante del gen de cadena pesada de anticuerpo.

5
SynCH-F: 5’-GGAGCTCAAAAAGCTAGCACCAAGGGTCCATCCGTTTTCC-3’ (SEQ ID NO: 16)

SynCH-R: 5’-CAGATCTTTACTTACCTGGGGACAAGGACAAG-3’ (SEQ ID NO: 17)

Se sometió el fragmento de ADN resultante a digestión doble con las enzimas de restricción SacI y BamHI, y se 10
introdujo el fragmento resultante en pOMexGP1Z, que se había sometido a digestión doble con las enzimas de 
restricción SacI y BamHI. Se designó el vector resultante como pOMexGPZ/SynCH. Puede introducirse una región 
variable del gen de cadena pesada de anticuerpo en un sitio entre los sitios de enzima de restricción SacI y NheI de
este vector.

15
(2) Construcción de un vector para la introducción de un gen de anticuerpo que porta el gen ADE1 como marcador 
de selección y que comprende el casete de promotor y terminador de gen GAP

Se trató pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 2003/091431 con EcoT22I y se le proporcionaron 
extremos romos. Se introdujo el ligador BamHI en el mismo para obtener pOMexGP2U. Se trató pOMexGP2U con20
SalI y se le proporcionaron extremos romos. Se introdujo el ligador SpeI en el mismo para obtener pOMexGP3U. Se 
digirió pOMexGP3U con HindIII y KpnI para aislar un fragmento de aproximadamente 2,0 kb que comprendía el 
casete de expresión de GAP. Se ligó el fragmento resultante a un fragmento de aproximadamente 5,0 kb que 
comprendía el marcador ADE1 aislado tratando pOMex4A (dado a conocer en el documento WO 2003/091431) con
HindIII y KpnI para obtener pOMexGP1A. Se proporcionó extremos romos al fragmento obtenido mediante la 25
escisión de pOMexGP1A con la enzima de restricción BsiWI y se introdujo el ligador NdeI (Takara Bio). Se designó 
el plásmido resultante como pOMexGP2A.

Tras añadir las secuencias de nucleótidos de los sitios de enzima de restricción (el sitio XbaI 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 TRAIL30
(documento WO 2001/083560, sintetizado por Takara Bio teniendo en cuenta la frecuencia del uso de codones de
O. minuta), se digirió el fragmento resultante con XbaI y BamHI para obtener un fragmento del gen de cadena ligera 
de anticuerpo.

Se usó el gen de cadena ligera de anticuerpo sintetizado artificialmente resultante como molde para llevar a cabo 35
una PCR usando el cebador SynCL-F y el cebador SynCL-R mostrados a continuación a 94ºC durante 30 segundos, 
55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 2 minutos, y se repitió este ciclo 20 veces. Se obtuvo así una región 
constante del gen de cadena ligera de anticuerpo.

cebador SynCL-F: 5’-GACTAGTAAAAACGTACGGTTGCTGCTCCATCCGTTTTCATC-3’ (SEQ ID NO: 18)40

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

Se sometió el fragmento de ADN resultante a digestión doble con las enzimas de restricción SpeI y BglII, y se 
introdujo el fragmento resultante en pOMexGP2A, que se había sometido a digestión doble con las enzimas de 45
restricción SpeI y BamHI. Se designó el vector resultante como pOMexGPA/SynCL. Puede introducirse una región 
variable del gen de cadena ligera de anticuerpo en un sitio entre las enzimas de restricción SpeI y BsiWI de este 
vector.

[Ejemplo 2] Construcción de un vector de expresión para un gen de anticuerpo50

Con el fin de expresar la señal de Kar2 derivada de O. minuta (a continuación en el presente documento
denominada la “señal de OmKar2”) y la cadena ligera y la cadena pesada del anticuerpo anti-receptor de TRAIL 
como proteína de fusión, se ligó la secuencia señal 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 de55
O. minuta) por medio de PCR de extensión por solapamiento usando los cebadores oligonucleotídicos a 
continuación.

Para la señal de OmKar2 y la cadena pesada de anticuerpo anti-receptor de TRAIL
60

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)65
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SanH-Nhe: 5’-GGCTAGCGGAGGAAACGGTAAC-3’ (SEQ ID NO: 23)

Para la señal de OmKar2 y la cadena ligera de anticuerpo anti-receptor de TRAIL

Om-Kar2-Spe: 5’-GACTAGTATGTTTAAGTTCAACCGCTC-3’ (SEQ ID NO: 24)5

OmKar-SanL-R3: 5’-GGGTCATCTGGATGTCCGCCTCTGCTTCCACG-3’ (SEQ ID NO: 25)

OmKar-SanL-F3: 5’-CGTGGAAGCAGAGGCGGACATCCAGATGACCC-3’ (SEQ ID NO: 26)
10

SanL-Bsi: 5’-GCGTACGCTTGATCTCAACC-3’ (SEQ ID NO: 27)

Se amplificó la región de la secuencia señal de OmKar2 usando ADN genómico de O. minuta preparado usando el 
reactivo de extracción de ADN de levadura Y-DER (PIERCE, 78870) como molde. Con el uso de ADN polimerasa 
AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024), se llevó a cabo una PCR usando los cebadores Om-Kar2-Sac y OmKar-15
SanH-R3 para la cadena pesada y los cebadores Om-Kar2-Spe y OmKar-SanL-R3 para la cadena ligera a 95ºC 
durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 30 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se 
recuperaron así fragmentos de ADN diana amplificados de aproximadamente 0,1 kb.

Se amplificó la región de gen de anticuerpo usando ADN obtenido sintetizando el codón del ADNc de anticuerpo 20
anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560) según la frecuencia del codón de O. minuta usado como 
molde. Con el uso de ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024), se llevó 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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos, 68ºC durante 30 segundos, y se repitió 
este ciclo 30 veces. Se recuperaron un fragmento de ADN diana amplificado de la región variable de cadena pesada25
de aproximadamente 0,36 kb y uno de la región variable de cadena ligera de aproximadamente 0,33 kb.

Posteriormente, se usaron la región de señal de OmKar2 amplificada para la cadena pesada y la región variable de 
cadena pesada como moldes, se llevó a cabo una PCR usando los cebadores Om-Kar2-Sac y SanH-Nhe y ADN 
polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC 30
durante 30 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se recuperó así un fragmento de ADN diana amplificado de
aproximadamente 0,47 kb. Además, se usaron la región de señal de OmKar2 amplificada para la cadena ligera y la 
región variable de cadena ligera como moldes, y se llevó a cabo una PCR usando los cebadores Om-Kar2-Spe y
SanL-Bsi y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 
segundos y 68ºC durante 30 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se recuperó así un fragmento de ADN diana 35
amplificado de aproximadamente 0,43 kb. Se clonaron los fragmentos de ADN recuperados en pCR2.1-TOPO. 
Basándose en las secuencias de nucleótidos de los fragmentos de ADN insertados, se confirmó que la región 
variable de cadena pesada de anticuerpo anti-señal de OmKar2 y la región variable de cadena ligera de anticuerpo 
anti-señal de OmKar2 tenían genes que estaban fusionados en marco entre sí. A partir de un plásmido que tenía un 
fragmento de ADN, cuya secuencia de nucleótidos se había confirmado, se recuperó un fragmento de ADN que 40
contenía la región variable de cadena pesada de anticuerpo anti-señal de OmKar por medio de digestión con SacI y
NheI con el uso del sitio de enzima de restricción SacI introducido en el cebador Om-Kar2-Sac y el sitio de enzima 
de restricción NheI introducido en el cebador SanH-Nhe. Por separado, se usaron el sitio de enzima de restricción 
SpeI introducido en el cebador Om-Kar2-Spe y el sitio de enzima de restricción BsiWI introducido en el cebador
SanL-Bsi para recuperar un fragmento de ADN que contenía las regiones variables de cadena ligera de anticuerpo 45
anti-señal de OmKar por medio de digestión con SpeI 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 región variable de cadena pesada de anticuerpo anti-señal de OmKar
recuperado por medio de digestión doble con las enzimas de restricción SacI y NheI y un fragmento de ADN que 50
codifica para la región variable de cadena ligera de anticuerpo anti-señal de OmKar recuperado por medio de 
digestión doble con las enzimas de restricción SpeI y BsiWI, al vector de expresión pOMexGPZ/SynCH para la 
región constante de cadena de IgG1 humana obtenido por medio de digestión doble con las enzimas de restricción
SacI y NheI (preparado en el ejemplo 1) y el vector de expresión pOMexGPA/SynCL para la región constante de 
IgG1 humana obtenido por medio de digestión doble con las enzimas de restricción SpeI y BsiWI (preparado en el 55
ejemplo 1), respectivamente. Se designaron los plásmidos resultantes como onaP02706 y onaP03106.

[Ejemplo 3] Construcción de un vector de expresión para un gen de chaperonas solo

(1) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen OmPDI160

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1 (1551 pb) codifica 
para una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2 (516 residuos de 
aminoácido).

65
La proteína anterior tiene una homología de secuencia de nucleótidos de aproximadamente el 60,5% con respecto a 
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PDI1 (YCL043C) de S. cerevisiae y una supuesta homología de secuencia de aminoácidos de aproximadamente el 
46,9%. Se dedujo que la proteína era un homólogo funcional que también comprendía dos dominios similares a 
tiorredoxina, CGHC (Cys-Gly-His-Cys), en PDI1 de S. cerevisiae, y se designó como OmPDI1 al ser PDI1 de O. 
minuta. Dado que la secuencia de nucleótidos de OmPDI1 comprende los sitios de escisión para las enzimas de 
restricción EcoT22I y SalI, se modificaron los sitios de enzima de restricción EcoT22I y SalI por medio de PCR de 5
extensión por solapamiento usando los cebadores oligonucleotídicos a continuación.

OMPDI1SAL: 5’-GGTCGACATGAAGTTATTTGGATTGAC-3’ (SEQ ID NO: 28)

OMPDI1T22I: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3’ (SEQ ID NO: 29)10

OMPDI912F: 5’-GAGATACGGTATGCACGCCAAGAAC-3’ (SEQ ID NO: 30)

OMPDI936R: 5’-GTTCTTGGCGTGCATACCGTATCTC-3’ (SEQ ID NO: 31)
15

OMPDI1321F: 5’-GTTGCCGGTGTTGACATCGCCGG-3’ (SEQ ID NO: 32)

OMPDI1343R: 5’-CCGGCGATGTCAACACCGGCAAC-3’ (SEQ ID NO: 33)

Se llevó a cabo una PCR usando el ADN genómico de O. minuta preparado usando el reactivo de extracción de 20
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde, los cebadores OMPDI1SAL y OMPDI936R, los cebadores 
OMPDI912F y OMPDI1343R, y los cebadores OMPDI1321F y OMPDI1T22I, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se 
repitió este ciclo 30 veces. Se amplificaron así fragmentos de ADN diana de aproximadamente 0,94 kb, 
aproximadamente 0,43 kb y aproximadamente 0,23 kb. Posteriormente, se llevó a cabo una PCR usando los 25
fragmentos amplificados anteriores y los cebadores OMPDI1SAL y OMPDI1T22I a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC 
durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se amplificó adicionalmente el 
fragmento de ADN diana amplificado de aproximadamente 1,6 kb y se clonó el fragmento resultante en pCR2.1-
TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que el fragmento 
diana tenía el gen OmPDI1. A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia de 30
nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía OmPDI1 por medio de digestión con SalI y
EcoT22I, con el uso del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el cebador OMPDI1SAL y el sitio de enzima 
de restricción EcoT22I introducido en el cebador OMPDI1T22I. Con el fin de expresar de manera constitutiva
OmPDI1 en O. minuta, se ligó OmPDI1 a pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 2003/091431 
recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I. Se designó el plásmido resultante como onaP03606.35

(2) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen OmMPD1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 3 (936 pb) codifica para 
una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 4 (311 residuos de 40
aminoácido).

La proteína anterior tiene una homología de secuencia de nucleótidos de aproximadamente el 47,3% con respecto a 
MPD1 (YOR288C) de S. cerevisiae y una supuesta homología de secuencia de aminoácidos de aproximadamente el 
31,2%. Se dedujo que la proteína era un homólogo funcional que también comprendía un dominio similar a 45
tiorredoxina, CGHC (Cys-Gly-His-Cys), contenido en derivado de MPD1 de S. cerevisiae, y se designó como 
OmMPD1 al ser MPD1 derivada de O. minuta. Se amplificó el fragmento resultante por medio de PCR usando los 
cebadores oligonucleotídicos a continuación.

OMIC1379SAL: 5’-GGTCGACATGAAAGTGGCAAGTTTG-3’ (SEQ ID NO: 34)50

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

Se llevó a cabo una PCR usando el ADN genómico de O. minuta preparado usando el reactivo de extracción de 
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 55
95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. 
Se amplificó así un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,94 kb y se introdujo el fragmento resultante en 
pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que el 
fragmento diana tenía el gen OmMPD1. A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN con una 
secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía OmMPD1 por medio de 60
digestión con SalI y EcoT22I, con el uso del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el cebador 
OMIC1379SAL y el sitio de enzima de restricción EcoT22I introducido en el cebador OMIC1379T22I. Con el fin de 
expresar de manera constitutiva OmMPD1 en O. minuta, se ligó OmMPD1 a pOMexGP1U dado a conocer en el 
documento WO 2003/091431 recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I. Se designó el plásmido 
resultante como onaP04006.65
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(3) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen OmSCJ1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 5 (930 pb) codifica para 
una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 6 (309 residuos de 
aminoácido).5

La proteína anterior tiene una homología de secuencia de nucleótidos de aproximadamente el 54,8% con respecto a 
SCJ1 (YMR214W) de S. cerevisiae y una supuesta homología de secuencia de aminoácidos de aproximadamente el 
36,6%. Se dedujo que la proteína era un homólogo funcional que comprendía el dominio rico en cisteína (CR) central
de la proteína DnaJ de CXXCXGXG y una región parcialmente homóloga a la región terminal de DnaJ-C, y se 10
designó como OmSCJ1 al ser SCJ1 de O. minuta. Se amplificó el fragmento resultante por medio de PCR usando
los cebadores oligonucleotídicos a continuación.

OMSCJ1SAL: 5’-GGTCGACATGTTTATGGAGATCGGAG-3’ (SEQ ID NO: 36)
15

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

Se llevó a cabo una PCR usando el ADN genómico de O. minuta preparado usando el reactivo de extracción de 
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 
95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. 20
Se amplificó así un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,93 kb y se clonó el fragmento resultante en 
pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que el 
fragmento diana tenía el gen OmSCJ1. A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia 
de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía OmSCJ1 por medio de digestión con
SalI y EcoT22I, con el uso del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el cebador OMSCJ1SAL y el sitio de 25
enzima de restricción EcoT22I introducido en el cebador OMSCJ1T22I. Con el fin de expresar de manera 
constitutiva OmSCJ1 en O. minuta, se ligó OmSCJ1 a pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 
2003/091431 recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I. Se designó el plásmido resultante como 
onaP03806.

30
(4) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen OmEUG1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 7 (1137 pb) codifica 
para una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 8 (378 residuos de 
aminoácido).35

Aunque la proteína anterior no mostró una homología obvia con respecto a la familia de proteína disulfuro 
isomerasas de S. cerevisiae, la proteína comprendía dominios similares a tiorredoxina de CHSC en una región que 
comprendía los residuos 52 a 55 y de CGYC en una región que comprendía los residuos 174 a 177 desde el 
extremo N-terminal. En S. cerevisiae se conocen cinco tipos de proteína disulfuro isomerasas que tienen dominios 40
similares a tiorredoxina; sin embargo, aquéllas que tienen dos dominios similares a tiorredoxina en las moléculas 
están limitadas a PDI1 y EUG1. Dado que P5 que pertenece a la familia de PDI humana es la única isomerasa que 
tiene dos dominios similares a tiorredoxina desde el extremo N-terminal hasta la región central de la molécula (Gene, 
1995, 164, págs. 377-378), se deduce que la proteína anterior funciona como una proteína disulfuro isomerasa. 
Además, se dedujo que la proteína tenía el dominio de retención en ER de KDEL en el extremo C-terminal y45
funcionaba como proteína disulfuro isomerasa en el retículo endoplásmico de levadura.

Por consiguiente, se dedujo que la proteína anterior era un homólogo funcional de EUG1 derivado de S. cerevisiae, 
y se designó como OmEUG1 al ser EUG1 de O. minuta. Dado que la secuencia de nucleótidos de OmEUG1 
comprende sitios de escisión para las enzimas de restricción EcoT22I y SalI, se modificaron los sitios de enzima de 50
restricción EcoT22I y SalI por medio de PCR de extensión por solapamiento usando los cebadores 
oligonucleotídicos a continuación.

OMEUG1SAL: 5’-GGTCGACATGAAAGTCACGTCTATCTGG-3’ (SEQ ID NO: 38)
55

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

OMEUG819F: 5’-GATACACGCAGTTGACGAGCTG-3’ (SEQ ID NO: 40)

OMEUG840R: 5’-CAGCTCGTCAACTGCGTGTATC-3’ (SEQ ID NO: 41)60

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

OMEUG946R: 5’-CTTCTTTCGACAATGCGTTGTC-3’ (SEQ ID NO: 43)
65

Se llevó a cabo una PCR usando el ADN genómico de O. minuta preparado usando el reactivo de extracción de 
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ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde, los cebadores OMEUG1SAL y OMEUG840R, los 
cebadores OMEUG819F y OMEUG946R, y los cebadores OMEUG925F y OMEUG1T22I, y ADN polimerasa 
AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 
segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se amplificaron así fragmentos de ADN diana de aproximadamente
0,84 kb, aproximadamente 0,13 kb y aproximadamente 0,21 kb. Posteriormente, se llevó a cabo una PCR usando5
los fragmentos amplificados anteriores, los cebadores OMEUG1SAL y OMEUG1T22I, y ADN polimerasa AccuPrime 
Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos, y
se repitió este ciclo 30 veces. Se amplificó así un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,1 kb y se clonó el 
fragmento resultante en pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, 
se confirmó que el fragmento diana tenía el gen OmEUG1. A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN 10
con una secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía OmEUG1 por medio 
de digestión con SalI y EcoT22I con la utilización del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el cebador 
OMEUG1SAL y el sitio de enzima de restricción EcoT22I introducido en el cebador OMEUG1T22I. Con el fin de 
expresar de manera constitutiva OmEUG1 en O. minuta, se ligó OmEUG1 a pOMexGP1U digerido con SalI y
EcoT22I dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designó el plásmido resultante como onaP03706.15

(5) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen OmERO1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 9 (1728 pb) codifica 
para una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 10 (575 residuos de 20
aminoácido).

La proteína anterior tiene una homología de secuencia de nucleótidos de aproximadamente el 37,4% con respecto a 
ERO1 (YML130C) de S. cerevisiae y una supuesta homología de secuencia de aminoácidos de aproximadamente el 
35,1%. Se sabe que ERO1 de S. cerevisiae comprende 14 residuos Cys y al menos 10 residuos Cys están 25
asociados con enlace disulfuro (Cell, 2007, 129, págs. 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 oxidación
de PDI1, y Cys352-Cys355 se asocia con la reoxidación de disulfuro lanzadera reducido (Moll. Cell, 1999, 4, págs.
469-477). La búsqueda de homología 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 30
equivalente a Cys activo de Cys352-Cys355 de S. cerevisiae, están conservados. Por tanto, se deduce que la 
proteína anterior tiene una actividad similar a oxidorreductasa endoplásmica. Por tanto, se deduce que la proteína 
anterior es un homólogo funcional de ERO1 de S. cerevisiae y se designó como OmERO1 al ser ERO1 de O. 
minuta. Dado que la secuencia de nucleótidos de OmERO1 comprende un sitio de escisión para la enzima de 
restricción SalI, se modificó el sitio de enzima de restricción SalI por medio de PCR de extensión por solapamiento35
usando los cebadores oligonucleotídicos a continuación.

OMEROSAL: 5’-GGTCGACATGAAGCACGTGATAAGTGGC-3’ (SEQ ID NO: 44)

OMEROT22I: 5’-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45)40

OMERO166F: 5’-GAGTTTGAGTCCACGCCTTTCCGCG-3’ (SEQ ID NO: 46)

OMERO190R: 5’-CGCGGAAAGGCGTGGACTCAAACTC-3’ (SEQ ID NO: 47)
45

Se llevó a cabo una PCR usando el ADN genómico de O. minuta preparado usando el reactivo de extracción 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 95ºC durante 
10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se 
amplificaron así fragmentos de ADN diana de aproximadamente 0,19 kb y aproximadamente 1,56 kb. 50
Posteriormente, se llevó a cabo una PCR usando los fragmentos amplificados anteriores, los cebadores 
OMEROSAL y OMEROT22I, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 
55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 120 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se amplificó así un 
fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,73 kb y se clonó el fragmento resultante en pCR2.1-TOPO. 
Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que el fragmento diana 55
tenía el gen OmERO1. A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia de nucleótidos 
confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía OmERO1 por medio de digestión con SalI y EcoT22I 
con la utilización del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el cebador OMEROSAL y el sitio de enzima de 
restricción EcoT22I introducido en el cebador OMEROT22I. Con el fin de expresar de manera constitutiva OmERO1 
en O. minuta, se ligó OmERO1 a pOMexGP1U recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I dado a 60
conocer en el documento WO 2003/091431. Se designó el plásmido resultante como onaP03906.

(6) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen OmHSP104

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 11 (2700 pb) codifica 65
para una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 12 (899 residuos de 
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aminoácido).

La proteína anterior tiene una homología de secuencia de nucleótidos de aproximadamente el 60,4% con respecto a 
HSP104 (ILL026W) de S. cerevisiae y una supuesta homología de secuencia de aminoácidos de aproximadamente
el 63,4%. HSP104 de S. cerevisiae es una chaperona molecular que pertenece a la familia de HSP100/C1p, y actúa 5
conjuntamente con una chaperona molecular que pertenece a la familia de HSP70/HSP40 y una chaperona auxiliar 
de la misma para regenerar una proteína agregada. La proteína 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 proteína anterior era un homólogo funcional de HSP104 de S. cerevisiae y se designó como 
OmHSP104 al ser HSP104 de O. minuta.10

Se llevó a cabo una PCR usando el ADN genómico de O. minuta preparado usando el reactivo de extracción 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, 12344-15
024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 180 segundos, y se repitió este ciclo 
30 veces. Se amplificó así un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2,7 kb y se clonó el fragmento 
resultante en pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se 
confirmó que el fragmento diana tenía el gen OmHSP104. A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN 
con una secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía OmHSP104 por 20
medio de digestión con SalI y EcoT221 con la utilización del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el 
cebador OmHSP104salF y el sitio de enzima de restricción EcoT22I introducido en el cebador OmHSP104EcoTR. 
Con el fin de expresar de manera constitutiva OmHSP104 en O. minuta, se ligó OmHSP104 a pOMexGP1U 
recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se 
designó el plásmido resultante como onaP07107.25

(7) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen OmKar2

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 13 (1998 pb) codifica 
para una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 14 (665 residuos de 30
aminoácido).

La proteína anterior tiene una homología de secuencia de nucleótidos de aproximadamente el 60,4% con respecto a 
Kar2 (YJL034W) de S. cerevisiae y una supuesta homología de secuencia de aminoácidos de aproximadamente el 
74,6%. Por tanto, se dedujo que la proteína de interés era un homólogo funcional y se designó como OmKar2 al ser35
Kar2 de O. minuta. La secuencia de nucleótidos de OmKar2 comprende sitios de escisión para las enzimas de 
restricción HindIII y KpnI. Con el fin de recuperar un casete de expresión que comprendía una región desde un 
promotor hasta un terminador tras clonación en pOMEGPU-1, se modificaron los sitios de enzima de restricción 
HindIII y KpnI por medio de PCR de extensión por solapamiento usando los cebadores oligonucleotídicos a 
continuación.40

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

OMKAR-R: 5’-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3’ (SEQ ID NO: 51)
45

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)50

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

Kar3-F: 5’-CGGATTCGGCTCCAAACTTGATGAGGATGACAAGG-3’ (SEQ ID NO: 56)
55

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

Se llevó a cabo una PCR usando el ADN genómico de O. minuta preparado usando el reactivo de extracción 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 Pfx60
(Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se 
repitió este ciclo 30 veces. Se amplificaron así fragmentos de ADN diana de aproximadamente 0,6 kb, 
aproximadamente 0,95 kb, aproximadamente 0,3 kb y aproximadamente 0,2 kb. Posteriormente, se llevó 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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 65
segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se amplificó así un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2,0 kb 
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y se clonó el fragmento resultante en pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de 
ADN insertado, se confirmó que el fragmento diana tenía el gen OmKar2. A partir de un plásmido que portaba el 
fragmento de ADN con una secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía 
OmKar2 por medio de digestión con SalI y EcoT22I con la utilización del sitio de enzima de restricción SalI 
introducido en el cebador OMKAR-P y el sitio de enzima de restricción EcoT22I introducido en el cebador OMKAR-5
R. Con el fin de expresar de manera constitutiva OmKar2 en O. minuta, se ligó OmKar2 a pOMexGP1U recuperado 
por medio de digestión con SalI y EcoT22I dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designó el 
plásmido resultante como onaP09007.

(8) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScPDI110

PDI1 (YCL043C) de S. cerevisiae consiste en una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 121) compuesta por 522 
residuos de aminoácido codificada por una secuencia de nucleótidos de 1569 pb (SEQ ID NO: 120). Se llevó a cabo 
una PCR usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de levadura 
Y-DER (PIERCE, 78870) como molde, el cebador ScPDI-sal-F (5’-GGTCGACATGAAGTTTTCTGCTGGTG-3’: SEQ 15
ID NO: 58), el cebador ScPDI-EcoT-R (5’-GATGCATTTACAATTCATCGTGAATG-3’ SEQ ID NO: 59), y ADN 
polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC 
durante 90 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces. Se amplificó así un fragmento de ADN diana de
aproximadamente 1,6 kb y se clonó el fragmento resultante en pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de 
nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que el fragmento diana tenía el gen PDI1 de S. cerevisiae 20
(ScPDI1). A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia de nucleótidos confirmada, 
se recuperó un fragmento de ADN que contenía ScPDI1 por medio de digestión con SalI y EcoT22I con la utilización 
del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el cebador ScPDI-sal-F y el sitio de enzima de restricción 
EcoT22I introducido en el cebador ScPDI-EcoT-R. Con el fin de expresar de manera constitutiva ScPDI1 en O. 
minuta, se ligó ScPDI1 a pOMexGP1U recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I dado a conocer en el 25
documento WO 2003/091431. Se designó el plásmido resultante como onaP09307.

(9) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen de PDI humana

La PDI humana (hPDI, n.º de registro P07237) consiste en una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 141) 30
compuesta por 508 residuos de aminoácido codificada por una secuencia de nucleótidos 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 codón de iniciación. Se restauró una región 
de 20 pb ausente por medio de PCR de extensión por solapamiento usando AK095938 como molde. 
Posteriormente, se llevó a cabo una PCR usando el cebador SalmodifiedPDI-F (5’-35
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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos, y se repitió este ciclo 30 
veces. Se amplificó así un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,5 kb y se clonó el fragmento resultante
en pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que el 40
fragmento diana tenía el gen de hPDI. A partir de un plásmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia 
de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN que contenía hPDI por medio de digestión con SalI y
EcoT22I con la utilización del sitio de enzima de restricción SalI introducido en el cebador SalmodifiedPDI-F y el sitio 
de enzima de restricción EcoT22I introducido en el cebador EcoTmodifiedPDI-R. Con el fin de expresar de manera 
constitutiva hPDI en O. minuta, se ligó hPDI a pOMexGP1U recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I 45
dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designó el plásmido resultante como onaP09207.

(10) Construcción de un vector de expresión constitutiva para gen de PDI humana con codones modificados

La PDI humana (hPDI, n.º de registro P07237) consiste en una secuencia de aminoácidos compuesta por 508 50
residuos de aminoácido codificada por una secuencia de nucleótidos de 1527 pb. Se sintetizó el gen de hPDI
teniendo en cuanta la preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plásmido que 
portaba el fragmento de ADN con una secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN 
(SEQ ID NO: 142) que contenía hPDI sintetizada por medio de digestión con SalI y EcoT22I con la utilización del 
sitio de enzima de restricción SalI y el sitio de enzima de restricción EcoT22I, que se habían introducido en el 55
momento de la síntesis. Con el fin de expresar de manera constitutiva la hPDI sintetizada en O. minuta, se ligó hPDI 
sintetizada a pOMexGPIU recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I dado a conocer en el documento 
WO 2003/091431. Se designó el plásmido resultante como onaP09107.

[Ejemplo 4] Construcción de un vector de expresión para una combinación de genes de chaperonas60

(1) Construcción del vector pZ/GpGt para la introducción de una segunda chaperona

Con el fin de coexpresar dos genes de chaperonas, se construyó un vector que comprendía el promotor de GAP y el 
terminador de GAP y que portaba, como marcador de selección, un gen resistente a Zeocin de la siguiente manera. 65
Con el fin de sustituir el sitio de escisión para la enzima de restricción HindIII ubicado en el sentido de 5’ del 
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promotor de GAP y el sitio de escisión para la enzima de restricción KpnI ubicado en el sentido de 3’ del terminador 
de GAP de pOMexGP1U con la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción ApaI, GGGCCC, se llevó 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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 120 segundos, y se 5
repitió este ciclo 30 veces. Se clonó el fragmento de ADN diana resultante de aproximadamente 2,1 kb en pCR2.1-
TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que el fragmento 
diana comprendía la región de promotor de GAP y la región de terminador de GAP. Se introdujo el fragmento de 
ADN con una secuencia de nucleótidos confirmada en el sitio ApaI del vector pOMexGPZ/SynCH-AA, sustituido con
la secuencia de reconocimiento de enzima de restricción ApaI por medio de la inserción del ligador pApa I (Takara 10
Bio, 4605P) en la secuencia de reconocimiento de enzima de restricción HindIII ubicada en el sentido de 5’ del 
promotor de GAP y la secuencia de reconocimiento de enzima de restricción KpnI ubicada en el sentido de 3’ del 
terminador de GAP de pOMexGPZ/SynCH. Por tanto, se construyó el vector pZ/GpGt que comprendía el promotor 
de GAP y el terminador de GAP que puede seleccionarse con el uso de un gen resistente a Zeocin.

15
(2) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen OmPDI1 y el gen OmERO1

Se recuperó la región de OmERO1 del vector de expresión constitutiva de OmERO1, onaP03906, con la ayuda de
las enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, se 
introdujo un fragmento de SalI-EcoT22I que contenía OmERO1 para construir pZ/GpGt/OmERO1. Posteriormente, 20
se digirió pZ/GpGt/OmERO1 con la enzima de restricción ApaI, y se recuperó un fragmento que comprendía el 
promotor de GAP-OmERO1-terminador de GAP (es decir, el casete de expresión de OmERO1). Se introdujo el 
casete de expresión de OmERO1 recuperado en el sitio de enzima de restricción ApaI del vector de expresión de 
OmPDI1, onaP03606, se confirmó la dirección de inserción por medio de PCR y se seleccionó un vector en el que 
se había introducido el casete de expresión de OmPDI1 y OmERO1 en una orientación inversa uno con respecto a 25
otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresión de OmPDI1, onaP03606. Se designó el vector de 
coexpresión resultante para OmPDI1 y OmERO1 como onaP09507 (figura 1).

(3) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen OmPDI1 y el gen OmKar2
30

Se recuperó la región de OmKar2 del vector de expresión constitutiva de OmKar2, onaP09007, con la ayuda de las 
enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, se 
introdujo un fragmento de SalI-EcoT22I que contenía OmKar2 para construir pZ/GpGt/OmKar2. Posteriormente, se 
digirió pZ/GpGt/OmKar2 con la enzima de restricción ApaI y se recuperó un fragmento que comprendía el promotor 
de GAP-OmKar2-terminador de GAP (es decir, el casete de expresión de OmKar2). Se introdujo el casete de 35
expresión de OmKar2 recuperado en el sitio de enzima de restricción ApaI del vector de expresión de OmPDI1, 
onaP03606, se confirmó la dirección de inserción por medio de PCR y se seleccionó un vector en el que se había 
introducido el casete de expresión de OmPDI1 y OmKar2 en una orientación inversa uno con respecto a otro 
alrededor del marcador URA3 del vector de expresión de OmPDI1, onaP03606. Se designó el vector de coexpresión 
resultante para OmPDI1 y OmKar2 como onaP09707 (figura 1).40

(4) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen OmPDI1 y el gen OmHSP104

Se recuperó la región de OmHSP104 del vector de expresión constitutiva de OmHSP104, onaP07107, con la ayuda 
de las enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, 45
se introdujo un fragmento de SalI-EcoT22I que contenía OmHSP104 para construir pZ/GpGt/OmHSP104. 
Posteriormente, se digirió pZ/GpGt/OmHSP104 con la enzima de restricción ApaI y se recuperó un fragmento que 
comprendía el promotor de GAP-OmHSP104-terminador de GAP (es decir, el casete de expresión de OmHSP104). 
Se introdujo el casete de expresión de OmHSP104 recuperado en el sitio de enzima de restricción ApaI del vector de 
expresión de OmPDI1, onaP03606, se confirmó la dirección de inserción por medio de PCR y se seleccionó un 50
vector en el que se había introducido el casete de expresión de OmPDI1 y OmHSP104 en una orientación inversa
uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresión de OmPDI1, onaP03606. Se designó 
el vector de coexpresión resultante para OmPDI1 y OmHSP104 como onaP09607 (figura 1).

(5) Construcción de un vector de expresión constitutiva que comprende dos copias de casetes de expresión del gen55
OmPDI1

Se recuperó la región de OmPDI1 del vector de expresión constitutiva de OmPDI1, onaP03606, con la ayuda de las 
enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, se 
introdujo un fragmento de SalI-EcoT22I que contenía OmPDI1 para construir pZ/GpGt/OmPDI1. Posteriormente, se 60
digirió pZ/GpGt/OmPDI1 con la enzima de restricción ApaI y se recuperó un fragmento que comprendía el promotor 
de GAP-OmPDI1-terminador de GAP (es decir, el casete de expresión de OmPDI1). Se introdujo el casete de 
expresión de OmPDI1 recuperado en el sitio de enzima de restricción ApaI del vector de expresión de OmPDI1, 
onaP03606, se confirmó la dirección de inserción por medio de PCR y se seleccionó un vector en el que se había 
introducido un casete de expresión de la primera copia, OmPDI1, y un casete de expresión de la segunda copia, 65
OmPDI1, en una orientación inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresión 
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de OmPDI1, onaP03606. Se designó el vector de coexpresión resultante que comprendía dos copias de los casetes 
de expresión de OmPDI1 como onaP09407 (figura 1).

(6) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen de hPDI y el gen OmERO1
5

Se recuperó la región de OmERO1 del vector de expresión constitutiva de OmERO1, onaP03906, con la ayuda de
las enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, se 
introdujo un fragmento de SalI-EcoT22I que contenía OmERO1 para construir pZ/GpGt/OmERO1. Posteriormente, 
se digirió pZ/GpGt/OmERO1 con la enzima de restricción ApaI y se recuperó un fragmento que comprendía el 
promotor de GAP-OmERO1-terminador de GAP (es decir, el casete de expresión de OmERO1). Se introdujo el 10
casete de expresión de OmERO1 recuperado en el sitio de enzima de restricción ApaI del vector de expresión 
constitutiva para el gen de PDI humana con codones modificados, onaP09107, se confirmó la dirección de inserción
por medio de PCR y se seleccionó un vector en el que se había introducido el casete de expresión de OmERO1 y 
HPDI humana con codones modificados en una orientación inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador 
URA3 del vector constitutivo de PDI humana con codones modificados, onaP09107. Se designó el vector de 15
coexpresión resultante para PDI humana con codones modificados y OmERO1 como onaP11107 (figura 2).

(7) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para los genes OmPDI1, OmERO1 y
OmKar22

20
Se construyó un vector de coexpresión para tres genes de chaperonas de la siguiente manera.

(7-1) Construcción de un vector de expresión de gen foráneo (pOMexPGHy) con un promotor y un terminador de 
fosfoglicerina cinasa (PGK1) usando un gen resistente a higromicina B como marcador de selección

25
Se obtuvo el gen PGK1 que codifica para fosfoglicerina cinasa a partir de la cepa IFO10746 de Ogataea minuta y se 
determinó la secuencia de nucleótidos del mismo.

(i) Preparación de sondas
30

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

35
PPG5: 5’-GN GTN GAY TTY AAY GTN CCN TTR GA-3’ (SEQ ID NO: 64)

PPG3: 5’-GY NAC DCC NGG YAA YTC YTT DCC YTC-3’ (SEQ ID NO: 65)

El cebador PPG5 (SEQ ID NO: 64) corresponde a la secuencia de aminoácidos, RVDFNVPLD, y el cebador PPG3 40
(SEQ ID NO: 65) es una secuencia de una hebra complementaria de una secuencia de nucleótidos correspondiente 
a la secuencia de aminoácidos, EGKELPGVA. Se usó ADN cromosómico de la cepa IFO10746 de O. minuta como 
molde, se llevó a cabo una PCR usando los cebadores PPG5 y PPG3 a 94ºC durante 30 segundos, 50ºC durante 1 
minuto y 72ºC durante 1 minuto, y se repitió este ciclo 25 veces. Se recuperó un fragmento de ADN amplificado (de 
aproximadamente 1,2 kb) y se clonó usando el kit de clonación TOPO TA. Se aisló ADN plasmídico del clon 45
resultante y se determinó la secuencia de nucleótidos. Por tanto, se seleccionó un clon que tenía una secuencia de 
nucleótidos que codifica para una secuencia de aminoácidos que tiene una alta homología con la secuencia de 
aminoácidos del gen PGK1 derivado de S. cerevisiae y C. maltosa en el fragmento de ADN con inserción de 
plásmido. Se recuperó un fragmento con inserción de ADN de 1,2 kb tras escindir el plásmido con EcoRI, seguido 
por electroforesis en gel de agarosa.50

(ii) Preparación y examen de biblioteca

Se escindió ADN cromosómico de la cepa IFO10746 de O. minuta con diversas enzimas de restricción y se realizó 
una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Se transfirió el ADN separado a la membrana de nailon Hybond N+ 55
(GE Healthcare Bio-Sciences). Se marcó el fragmento de ADN obtenido anteriormente con el uso de AlkPhos 
DIRECT (RPN3690, GE Healthcare Bio-Sciences), seguido por hibridación de tipo Southern. Se llevó a cabo la 
hibridación según una técnica convencional (Molecular cloning 2nd edn., ed. Sambrook, J., et al., Cold Spring Harbor 
Laboratory U.S.A., 1989). Como resultado, se consideró 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 preparó una biblioteca genómica. 60
Se escindió ADN cromosómico de O. minuta con BamHI y se sometió a electroforesis en agarosa, y se recuperó un 
fragmento de ADN de aproximadamente 9,0 kb del gel. Se ligó el fragmento de ADN recuperado a pUC118 
escindido con BamHI y se transformó en la cepa DH5 de E. coli según el método de Hanahan (Gene, 10, 63, 1980) 
para preparar la biblioteca. Se examinaron aproximadamente 4.000 clones por medio de hibridación de colonias
usando los fragmentos de ADN mencionados anteriormente como sondas. De entre los clones positivos obtenidos, 65
se seleccionaron los plásmidos pOMPGK1 que portaban los genes PGK1.
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(iii) Secuenciación de nucleótidos

Se determinó la secuencia de nucleótidos en la región de BamHI en el plásmido pOMPGK1 mediante el método de 
paseo con cebador y se encontró que la secuencia determinada tenía la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ 5
ID NO: 66. La secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 66 comprende un marco de lectura abierto que 
comprende 1.254 pares de bases desde los nucleótidos 4.766 hasta 6.016. Se inspeccionó la homología entre la 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 67 que se deduce basándose en el marco de lectura abierto y
fosfoglicerina cinasas derivadas de Saccharomyces cerevisiae y Candida maltosa. Como resultado, se encontró que 
la primera homología era del 74% y que la segunda homología era del 81%.10

(iv) Construcción de un casete de expresión de gen foráneo usando el promotor y el terminador del gen PGK1

Se preparó un casete de expresión que introduce un gen foráneo entre un fragmento que contenía el promotor del 
gen PGK1 y un fragmento que contenía un terminador de O. minuta. Con el fin de introducir los sitios SpeI, BglII y15
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-20
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)25

Usando el pOMPGK1 anterior como molde, se llevó 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 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 1 minuto y 72ºC durante 1 
minuto, y se repitió este ciclo 20 veces. Además, se llevó 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 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 1 minuto y 72ºC 30
durante 1 minuto, y se repitió 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 clonación TOPO TA. Se determinaron las secuencias de nucleótidos de
los fragmento de ADN de inserción para seleccionar clones que tenían las secuencias de nucleótidos correctas. Se 
aislaron los fragmentos de ADN de inserción de 1,5 kb y 1,0 kb como el fragmento de HindIII-BamHI y el fragmento 
de BamHI-KpnI, respectivamente.35

Se introdujo el fragmento de BamHI-KpnI de 1,0 kb mencionado anteriormente entre BamHI y KpnI de pOMex5H 
descrito en el documento WO 2003/091431. Después de esto, se introdujo el fragmento de HindIII-BamHI de 1,5 kb 
mencionado anteriormente entre HindIII y BamHI del plásmido obtenido. Se designó el plásmido resultante como 
pOMexPGHy. pOMexPGHy es un vector de expresión de gen foráneo que comprende los sitios SpeI, BglII y BamHI 40
en el casete de expresión del gen PGK1.

(7-2) Construcción de vector de coexpresión para OmPDI1 y OmERO1 por medio de la regulación de la expresión 
mediante el promotor de GAP y para OmKar2 por medio de la regulación de la expresión mediante el promotor de 
PGK45

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 sometió la región 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 sometió la región de 50
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 
95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos con el uso de ADN polimerasa 
AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024), y se repitió 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. Basándose en la secuencia 55
de nucleótidos del fragmento de ADN insertado, se confirmó que los fragmentos diana comprendían las regiones de 
promotor de PGK y de terminador de PGK.

Posteriormente se digirió el vector de expresión constitutiva para el gen OmKar2, onaP09007, con las enzimas de 
restricción EcoT22I y KpnI y se ligó el fragmento resultante a la región de terminador de PGK recuperada por medio 60
de digestión con las enzimas de restricción EcoT22I y KpnI. Además, se digirió el plásmido resultante con las
enzimas de restricción HindIII y SalI, y se ligó el fragmento resultante a la región de terminador de PGK recuperada 
por medio de digestión con las enzimas de restricción HindIII y SalI. En el plásmido resultante, se sustituyeron el 
promotor de GAP y el terminador de GAP por el promotor de PGK y el terminador de PGK, y se reguló la expresión 
de OmKar2 mediante el promotor de PGK. Por tanto, se designó como el vector pOU1/Kar2Ppt (figura 3). Se 65
proporcionó extremos romos al sitio de enzima de restricción HindIII de pOU1/Kar2Ppt, se introdujo el sitio de 
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escisión para la enzima de restricción KpnI con el uso del ligador pKpnI (Takara Bio, 4668P), y se designó el vector 
resultante como pOU1/Kar2-PptK.

Posteriormente, se digirió pOU1/Kar2-PptK con la enzima de restricción KpnI, se recuperó un fragmento que 
contenía el promotor de PGK-OmKar2-terminador de PGK (es decir, el casete de expresión de OmKar2) y se 5
introdujo el fragmento resultante en el sitio de enzima de restricción KpnI del vector de coexpresión para OmPDI1 y
OmERO1, onaP09507, para construir el vector de coexpresión para OmPDI1, OmERO1 y OmKar2, onaP11007 
(figura 4).

[Ejemplo 5] Preparación de una cepa de levadura con introducción de chaperonas (O. minuta)10

Se digirieron todos los vectores de expresión constitutiva para el gen de chaperonas construido en el ejemplo 4 con
la enzima de restricción NotI y entonces se introdujo en la cepa YK5 de O. minuta (och1yps1ura3ade1: una 
cepa en la que se había destruido el gen de proteasa YPS1 de Ogataea minuta) por medio de electroporación. Se 
llevó a cabo la electroporación en las condiciones descritas en el documento WO 2003/091431. Tras la 15
electroporación, se aplicó el fragmento resultante sobre medio de agar Casamino-U que se había esterilizado por 
medio de inyección de vapor a presión (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de
casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano, 20 mg/l de adenina y 20 g/l de agar Bacto), seguido por 
multiplicación a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido volviera a crecer
sobre medio de agar Casamino-U, un transformante en el que el gen de chaperonas, cuya expresión se regula 20
mediante el promotor de GAP, se seleccionó por medio de PCR de colonias. Se suspendió parte de la levadura que 
se había multiplicado sobre medio de agar Casamino-U en 10 l de una disolución de SDS al 0,25%, se añadieron 
90 l de agua esterilizada y entonces se retiraron las células de levadura por medio de centrifugación a 2.700 x g y
4ºC durante 5 minutos. Se designó el sobrenadante obtenido como disolución de ADN. Se designó una cepa que se 
confirmó que se había amplificado con el uso del cebador GAPpforS-F (5’-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ 25
ID NO: 76) diseñado en la secuencia de promotor de GAP y el cebador mostrado a continuación, como cepa en la 
que se había introducido un vector de expresión constitutiva para el gen de chaperonas. Al construir un vector de 
coexpresión para tres genes de chaperonas, se expresó OmKar2 con el uso del promotor de PGK. Por tanto, se 
confirmó la introducción del casete de expresión de promotor de PGK-Omkar2-terminador de PGK con el uso del 
cebador PGKpforS-F (5’-TAACGCCGCATAGAACTAGC-3’: SEQ ID NO: 77) diseñado en la secuencia de promotor 30
de PGK y el cebador OMKAR-R (5’-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3’: SEQ ID NO: 51).

(p1) Un cebador usado para confirmar la introducción de OmPDI1 y 2 copias de OmPDI1

OMPDI1T22I: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3’ (SEQ ID NO: 29)35

(p2) Un cebador usado para confirmar la introducción de OmMPD1

OMIC1379T22I: 5’-GATGCATTCATAGCTCATCTTTTTC-3’ (SEQ ID NO: 35)
40

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

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

(p4) Un cebador usado para confirmar la introducción de OmEUG145

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

(p5) Un cebador usado para confirmar la introducción de OmERO1
50

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

(p6) Un cebador usado para confirmar la introducción de OmHSP104

OmHSP104EcoTR: 5’-GATGCATTTAATCGAGATCAGGACTGC-3’ (SEQ ID NO: 49)55

(p7) Un cebador usado para confirmar la introducción de OmKar2

OMKAR-R: 5’-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3’ (SEQ ID NO: 51)
60

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

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

(p9) Un cebador usado para confirmar la introducción de hPDI65
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EcoTmodifiedPDI-R: 5’-GATGCATTTACAGTTCATCTTTCACAG-3’ (SEQ ID NO: 61)

(p10) Un cebador usado para confirmar la introducción de hPDI sintetizada

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

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

OMPDI1T22I: 5’-GATGCATTTACAAGTGGTCGTGAGCCAG-3’ (SEQ ID NO: 29) y OMEROT22I: 5’-
GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45)10

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

OMPDI1T22I: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3’ (SEQ ID NO: 29) y OMKAR-R: 5’-
GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3’ (SEQ ID NO: 51)15

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

OMPDI1T22I: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3’ (SEQ ID NO: 29) y OmHSP104EcoTR: 5’-
GATGCATTTAATCGAGATCAGGACTGC-3’ (SEQ ID NO: 49)20

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

ShPDI-ttaR: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78) y OMEROT22I: 5’-
GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45):25

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

OMPDI1T22I: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3’ (SEQ ID NO: 29), OMEROT22I: 5’-
GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45) y OMKAR-R: 5’-30
GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCGAG-3’ (SEQ ID NO:51).

Se amplificó un fragmento diana por medio de PCR usando TaKaRa LA Taq™ con tampón GC (Takara Bio, 
RR02AG) a 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante de 60 a 180 segundos, y se 
repitió este ciclo 30 veces. Se designaron los transformantes a continuación, que se confirmó que se habían 35
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 ona0340640

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

(E4) La cepa que expresa de manera constitutiva OmEUG1, la cepa ona03706
45

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

(E6) La cepa que expresa de manera constitutiva OmHSP104, la cepa ona13407

(E7) La cepa que expresa de manera constitutiva OmKar2, la cepa ona2300750

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

(E9) La cepa que expresa de manera constitutiva hPDI, la cepa ona31107
55

(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 ona3050760

(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
65

(E15) La cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética+OmERO1, la cepa ona45007
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(E16) La cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1+OmERO1+OmKar2, la cepa ona44607

[Ejemplo 6] Construcción de una cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta)
5

Se introdujo el vector de expresión 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 usó la cepa ona01206 preparada a partir de la cepa YK5 de O. 
minuta de la siguiente manera.

10
Cuando la cepa YK5 de O. minuta no complementaba una mutación de deleción de ura3, se redujo la capacidad de 
crecimiento se delecionó el codón de iniciación del gen de ura3. Por consiguiente, con el fin de complementar una 
mutación de deleción de ura3, se llevó a cabo una recombinación homóloga usando el fragmento de OmURA3 para 
complementar una mutación de deleción de ura3. Tras transformar la cepa YK5 de O. minuta con el uso del 
fragmento de OmURA3 por medio de electroporación, se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U, 15
que se había esterilizado por medio de inyección de vapor a presión, y se dejó que el transformante creciera a 30ºC
durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar 
Casamino-U, se suspendió parte de la levadura que había crecido sobre medio de agar Casamino-U en 10 l de una 
disolución de SDS al 0,25%, se añadieron 90 l de agua esterilizada y se retiraron las células de levadura por medio 
de centrifugación a 2.700 x g y 4ºC durante 5 minutos. Se designó el sobrenadante obtenido como disolución de 20
ADN. Con el uso del cebador OmURA3F (5’-ATGTCCTCGACTAAGACATACGC-3’: SEQ ID NO: 79) y el cebador 
OmURA3R (5’-TCATGCGACACGACTCAAATAAG-3’: SEQ ID NO: 80), que se habían diseñado en el lado del codón 
de iniciación y en el lado del codón de terminación del gen de ura3, respectivamente, se amplificó un fragmento 
diana de aproximadamente 0,8 kb usando TaKaRa LA Taq™ con tampón GC (Takara Bio, RR02AG) (94ºC durante 
30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 60 segundos, y se repitió este ciclo 30 veces). Se designó 25
el transformante, que se confirmó que se había amplificado, como la cepa ona01206 como cepa candidata de ura3.

Posteriormente, se introdujo el vector de expresión 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 electroporación. Como cadena 
pesada de anticuerpo, se usó 1 g de onaP02706 digerido con la enzima de restricción Sse8387I. Como cadena 30
ligera de anticuerpo, se usó 1 g de onaP03106 digerido con la enzima de restricción NotI. Tras la electroporación, 
se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, 
R250-01) a una concentración de 100 g/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de
casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano y 20 g/l de agar Bacto), y se dejó que el transformante 
creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido volviera a crecer35
sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración 
de 100 g/ml, y se designó el transformante resultante como cepa productora de secreción de anticuerpo. Se cultivó 
la cepa productora de anticuerpo de la siguiente manera. Con el uso de medio 2x YP-P6-GG (se preparó el medio 
disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la 
disolución por medio de inyección de vapor a presión y añadiendo 100 ml de tampón fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO440
1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado, 10 ml de una disolución de glucosa al 50% 
esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por separado), se introdujeron de 800 l a 1000 l 
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 selló la parte superior de la placa con selladores de placa permeables al CO2 (Greiner, 
676051). Se llevó a cabo el cultivo a una velocidad de agitación de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 45
3 ó 4 días. Se retiraron las células de levadura de la disolución de cultivo por medio de centrifugación a 2.700 x g y
4ºC durante 5 minutos para preparar un sobrenadante de cultivo, y se designó el sobrenadante resultante como 
muestra de anticuerpo de secreción.

Se sometieron los anticuerpos secretados y producidos a ensayo cuantitativo por medio de ELISA tipo sándwich. Se 50
adsorbieron proteínas de receptor de TRAIL que eran antígenos de los anticuerpos anti-receptor de TRAIL en una 
placa de 96 pocillos, se añadió una muestra de anticuerpo de secreción y se llevó a cabo la detección usando un 
anticuerpo anti-Fc específico 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 55
producir un anticuerpo a aproximadamente 0,8 mg/l (figura 5).

[Ejemplo 7] Efectos de la inhibición de la adición de cadena de O-azúcar de levadura productora de anticuerpo
provocada por la adición de un inhibidor de proteína manosil transferasa (PMT) sobre la producción de anticuerpo

60
Se cultivó la levadura productora de anticuerpo obtenida en el ejemplo 6 en condiciones en las que se inhibía la 
formación de cadena de O-azúcar por medio de la adición de inhibidores de PMT (inhibidores de PMT, derivado de 
ácido rodanin-3-acético: ácido 5-[[3,4-(1-fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético (se añadió al 
medio el compuesto 1c descrito en Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, vol. 14, pág. 3975, 2004). Con el uso 
de medio 2x YP-P6-GG [(se preparó el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona 65
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Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolución por medio de inyección de vapor a presión y añadiendo 
100 ml de tampón fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado, 
10 ml de una disolución de glucosa al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por 
separado), se introdujeron 800 l 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 selló la parte superior de la placa con selladores de 5
placa permeables al CO2 (Greiner, 676051). Se llevó a cabo el cultivo control a una velocidad de agitación de
310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 2 días, se añadieron 100 l de medio 2x YP-P6-GG y se añadieron 
adicionalmente 100 l de medio 2x YP-P6-GG el día 3. En el caso de cultivo que implicaba la adición simple de un 
derivado de ácido rodanin-3-acético 1c, se llevó a cabo el cultivo a una velocidad de agitación de 310 rpm, una 
amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 2 días, se añadieron 100 l de medio 2x YP-P6-GG y se añadieron 10
adicionalmente 100 l de medio 2x YP-P6-GG que contenía 20 M de 1c el día 3. En el caso de cultivo que 
implicaba la adición de un derivado de ácido rodamin-3-acético 1c dos veces, se llevó a cabo el cultivo a una 
velocidad de agitación de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 2 días, se añadieron 100 l de medio 2x 
YP-P6-GG que contenía 20 M de 1c y se añadieron adicionalmente 100 l de medio 2x YP-P6-GG que contenía 
20 M de 1c el día 3.15

Se confirmaron la secreción y producción de un anticuerpo por medio de ELISA tipo sándwich o inmunotransferencia 
de tipo Western. Se retiraron las células de levadura del producto de cultivo por medio de centrifugación a 2.700 x g
y 4ºC durante 5 minutos, y se designó 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 sándwich. Se 20
adsorbieron proteínas de receptor de TRAIL que eran antígenos de los anticuerpos anti-receptor de TRAIL en una 
placa de 96 pocillos, se añadió la muestra de anticuerpo secretado y se llevó a cabo la detección usando un 
anticuerpo anti-Fc específico 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).

25
Se llevó a cabo una inmunotransferencia de tipo Western tal como sigue. Tras someter la proteína a SDS-PAGE en 
condiciones reductoras y no reductoras, se transfirió la proteína separada a una membrana de PVDF y se detectaron 
la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo usando anticuerpo anti-IgG humana (específico de cadena ) 
(Sigma, 1-3382) y anticuerpo de cabra anti-kappa b&f humana purificado por afinidad (Bethyl, A-80-115A) como 
anticuerpos primarios. Se usó anticuerpo anti-IgG de cabra purificado por afinidad conjugado con peroxidasa (H&L) 30
(conejo) (Rockland, n.º 605-4313) como anticuerpo secundario. Se llevó a cabo la detección usando el kit de 
detección 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 secreción y
producción de un anticuerpo a 0,8 mg/l. Con una adición sencilla de inhibidores de PMT, se aumentó la cantidad de 35
producción de anticuerpo hasta aproximadamente 1,7 mg/l y se aumentó hasta aproximadamente 1,9 mg/l; es decir, 
de aproximadamente 2,1 a aproximadamente 2,4 veces más, por medio de la adición de inhibidores de PMT dos 
veces. Es decir, se aumentó la cantidad de producción de anticuerpo en de aproximadamente 2,1 a 
aproximadamente 2,4 veces por medio de la adición de inhibidores de PMT (figura 5). Además, el análisis de 
inmunotransferencia de tipo Western demostró que, en cultivo control, se detectaba una cadena pesada de40
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 específico de cadena pesada de anticuerpo, 
aunque la cadena pesada de anticuerpo de alto peso molecular disminuyó por medio de la adición de inhibidores de 
PMT al cultivo (figura 6: SDS-PAGE/WB en condiciones reductoras, se detectaron simultáneamente Hc de 
anticuerpo y Lc de anticuerpo). Por consiguiente, cuando debía cultivarse la levadura transformada con el uso de45
una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271) con la adición de inhibidores de PMT, se llevó a cabo el cultivo 
a 30ºC durante 2 días, y se llevó a cabo adicionalmente el cultivo añadiendo 100 l de medio 2x YP-P6-GG que 
contenía 20 m de 1c y entonces 100 l de medio 2x YP-P6-GG que contenía 20 m de 1c 3 días más tarde.

[Ejemplo 8] Construcción de una cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta) que expresa de manera 50
constitutiva una chaperona.

Se introdujo el vector de expresión 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 electroporación. Como cadena pesada de anticuerpo, se usó 1 g de55
onaP02706 digerido con la enzima de restricción Sse83871. Como cadena ligera de anticuerpo, se usó 1 g de
onaP03106 digerido con la enzima de restricción NotI. Tras la electroporación, se aplicó el transformante sobre 
medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de
100 g/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 
20 mg/l de L-triptófano y 20 g/l de agar Bacto), y se dejó que el transformante creciera a 30ºC durante 60
aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar 
Casamino-U-A al que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml y se 
examinó una cepa que secreta y produce un anticuerpo. Se seleccionó la cepa ona08906 como la cepa que expresa 
de manera constitutiva OmSCJ1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó la cepa
ona09206 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmEUG1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido 65
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en la misma, se seleccionó la cepa ona09406 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmERO1 y que 
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó la cepa ona26407 como la cepa que expresa de 
manera constitutiva OmKar2 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó 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 seleccionó la cepa ona15807 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmHSP104 y que 5
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.

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

Con el uso de la cepa que expresa de manera constitutiva una chaperona y que tiene el gen de anticuerpo 10
introducido en la misma obtenida en el ejemplo 8, se examinaron los efectos de la introducción de chaperona sobre 
la producción secretora de anticuerpo. Además, se examinaron los efectos de potenciación de la producción 
secretora de anticuerpo provocados por la adición 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
producción secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,8 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva15
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 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva OmKar2 y que tiene el gen de anticuerpo 20
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 ona09806) 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) 25
presentaba una de 1,8 mg/l. Potenciando la expresión de chaperona, se mejoró la capacidad de producción 
secretora de anticuerpo en aproximadamente de 2 a 5 veces. Además, se encontró que la adición de inhibidores de 
PMT al cultivo mejoraba la cantidad de producción 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 encontró que la cantidad de30
producción secretora de anticuerpo mejoraba en aproximadamente 15 veces más que la obtenida por medio de 
cultivo control de la cepa en la que se había introducido el gen de anticuerpo (es decir, la cepa ona02306) construida
en el ejemplo 6. Tal como se muestra en la figura 8, se confirmó claramente por medio de análisis de 
inmunotransferencia de tipo Western tras electroforesis en condiciones no reductoras que se secretaba y producía 
un anticuerpo de longitud completa (H2L2).35

[Ejemplo 10] Efectos de la combinación de chaperonas

Se introdujo el vector de expresión 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 40
ejemplo 5 por medio de electroporación. Como cadena pesada de anticuerpo, se usó 1 g de onaP02706 digerido 
con la enzima de restricción Sse8387I. Como cadena ligera de anticuerpo, se usó 1 g de onaP03106 digerido con 
la enzima de restricción NotI. Tras la electroporación, se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A
al que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml (6,7 g/l de base 
nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano y45
20 g/l de agar Bacto) y se dejó que el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se 
dejó que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido 
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml y se examinó una cepa que secreta y produce un 
anticuerpo. Se seleccionó la cepa ona32507 como la cepa que porta dos unidades de expresión de OmPDI1 y que 
expresa de manera constitutiva OmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa 50
2xOmPDI1), se seleccionó la cepa ona33407 como la cepa que expresa de manera constitutiva
OmPDI1/OmHSP104 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó 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 seleccionó la cepa ona33107 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmERO1 y
que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.55

Tal como se muestra en la figura 9, una cepa control en la que se había introducido el gen de anticuerpo (es decir, la 
cepa ona02306) presentaba una cantidad de producción secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,8 mg/l y
aproximadamente 1,9 mg/l cuando se añadían 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 60
de aproximadamente 1,8 mg/l y aproximadamente 4,6 mg/l cuando se añadían 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 añadían 
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 y65
aproximadamente 7,6 mg/l cuando se añadían 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 añadían 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 producción secretora de anticuerpo de aproximadamente
6,8 mg/l y aproximadamente 15,8 mg/l cuando se añadían inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera 5
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/l cuando se añadían 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 añadían inhibidores de PMT, y la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmERO1 10
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 añadían inhibidores de PMT. Se mejoró 
adicionalmente la capacidad para la producción secretora de anticuerpo que se había mejorado en 
aproximadamente de 2 a 5 veces potenciando la expresión de una chaperona sola, cuando se potenció la expresión 
de chaperonas en combinación. Cuando se potenciaron la expresión de OmPDI1 y la de OmERO1, en particular, se 15
mejoró la capacidad de producción secretora de anticuerpo en aproximadamente 22 veces y se mejoró en 
aproximadamente 33 veces con la adición de inhibidores de PMT al cultivo.

Tal como se muestra en la figura 10, se confirmó por medio de análisis de inmunotransferencia de tipo Western tras 
electroforesis en condiciones no reductoras que la cantidad de un anticuerpo de longitud completa (H2L2) secretado, 20
que se dedujo que se había plegado correctamente, aparentemente había aumentado.

[Ejemplo 11] Efectos de la expresión constitutiva de proteína disulfuro isomerasa (PDI) heteróloga sobre la
producción secretora de anticuerpo

25
Se introdujo el vector de expresión 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 heteróloga cultivada sola en el 
ejemplo 5 por medio de electroporación. Como cadena pesada de anticuerpo, se usó 1 g de onaP02706 digerido 
con la enzima de restricción Sse8387I. Como cadena ligera de anticuerpo, se usó 1 g de onaP03106 digerido con 
la enzima de restricción NotI. Tras la electroporación, se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A30
al que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml (6,7 g/l de base 
nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano y
20 g/l de agar Bacto), y se dejó que el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se 
dejó que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido 
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml, y se examinó una cepa que secreta y produce un 35
anticuerpo. Se seleccionó 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 seleccionó la cepa 
ona38907 como la cepa que expresa de manera constitutiva PDI humana y que tiene el gen de anticuerpo 
introducido en la misma, y se seleccionó la cepa ona39307 como la cepa que expresa de manera constitutiva PDI 
humana sintética (es decir, PDI humana con la utilización de codones optimizada según la de O. minuta) y que tiene 40
el gen de anticuerpo introducido en la misma.

Tal como se muestra en la figura 11, una cepa control en la que se había introducido el gen de anticuerpo (es decir, 
la cepa ona02306) presentaba una cantidad de producción secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,8 mg/l y
aproximadamente 1,9 mg/l cuando se añadían inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera constitutiva45
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 añadían 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 añadían inhibidores de PMT, 
la cepa que expresa de manera constitutiva ScPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es 50
decir, la cepa ona32207) presentaba una de aproximadamente 3,7 mg/l y aproximadamente 11,3 mg/l cuando se 
añadían 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 añadían 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 55
de aproximadamente 9,5 mg/l y aproximadamente 20,1 mg/l cuando se añadían inhibidores de PMT. Cuando se 
potenció la expresión de un homólogo funcional, es decir, PDI heteróloga, además de la expresión constitutiva de
PDI1 de O. minuta, se encontró también que mejoraba la capacidad de producción secretora de anticuerpo. En el 
caso de hPDI sintetizada teniendo en cuenta la frecuencia de uso de codones de O. minuta, en particular, la adición
de inhibidores de PMT al cultivo dio como resultado una mejora en la capacidad para la producción secretora de 60
anticuerpo de hasta aproximadamente 25 veces mayor que la del control y aproximadamente 1,6 veces mayor que 
la obtenida tras la introducción de OMPDI1 y la adición de inhibidores de PMT al cultivo.

[Ejemplo 12] Efectos de la combinación de chaperonas
65

Se introdujo el vector de expresión 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 electroporación. Como cadena pesada de anticuerpo, se usó 1 g de onaP02706 digerido con la 
enzima de restricción Sse8387I. Como cadena ligera de anticuerpo, se usó 1 g de onaP03106 digerido con la 
enzima de restricción NotI. Tras la electroporación, se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al 5
que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml (6,7 g/l de base 
nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano y
20 g/l de agar Bacto), y se dejó que el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se 
dejó que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido 
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml, y se examinó una cepa que secreta y produce un 10
anticuerpo. Se seleccionó la cepa ona49707 como cepa en la que se había introducido el gen de un anticuerpo que 
expresa de manera constitutiva PDI humana sintética/OmERO1, y se seleccionó la cepa ona48707 como la cepa en 
la que se había introducido el gen de un anticuerpo que expresa de manera constitutiva OmPDI1, OmERO1 y
OmKar2.

15
Tal como se muestra en la figura 12, una cepa control en la que se había introducido el gen de anticuerpo (es decir, 
la cepa ona02306) presentaba una cantidad de producción secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,65 mg/l y
aproximadamente 2,2 mg/l cuando se añadían 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 añadían inhibidores de PMT, y la cepa 20
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 
añadían 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 producción secretora de anticuerpo de aproximadamente 10,8 mg/l y aproximadamente 23,4 mg/l 25
cuando se añadían 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 añadían inhibidores de PMT. Cuando se 
potenció la expresión de PDI heteróloga, es decir, PDI humana sintética y OmERO1, se aumentó la capacidad de
producción secretora de anticuerpo en al menos el 20%, en comparación con el caso en el que se potenció la30
expresión de OmPDI1 y OmERO1. Es decir, la capacidad de producción secretora de anticuerpo era 
aproximadamente 36 veces mayor que la del control. Cuando se potenció la expresión de OmPDI1, OmERO1 y
OmKar2 en combinación, se mejoró adicionalmente la capacidad de producción secretora de anticuerpo, que era 
aproximadamente 45,8 veces mayor que la del control.

35
[Ejemplo 13] Construcción de un vector de expresión para un gen de anticuerpo

Con el fin de expresar una señal secretora de Kar2 (YTL034W) derivada de S. cerevisiae (denominada a 
continuación en el presente documento “señal ScKar2”) y las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo anti-receptor 
de TRAIL como proteína de fusión, se ligó el gen de señal ScKar2 al gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL 40
(documento WO 2001/083560) por medio de PCR de extensión por solapamiento usando los cebadores 
oligonucleotídicos a continuación.

Para la cadena pesada de señal ScKar2-anticuerpo anti-receptor de TRAIL
45

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)50

H04: 5’-GGTCGACTCATTTACCCGGGGACAG-3’ (SEQ ID NO: 84)

Para la cadena ligera de señal ScKar2-anticuerpo anti-receptor de TRAIL
55

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)60

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

Se amplificó la región del gen de señal ScKar2 usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo 
de extracción de ADN de levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó a cabo una PCR a 95ºC durante 10 65
segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos usando el cebador BipXba-F y el cebador 
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BipTraH-R para la cadena pesada, y se repitió este ciclo 30 veces. Además, se llevó a cabo una PCR a 95ºC 
durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC 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 repitió este 
ciclo 30 veces. Se recuperaron fragmentos de ADN diana amplificados de aproximadamente 0,15 kb.

5
Se amplificó la región de gen de anticuerpo usando el ADNc de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 
2001/083560) como molde. Se llevó a cabo una PCR a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y
68ºC durante 90 segundos usando el cebador BipTraH-F y el cebador H04 para la cadena pesada. Además, se llevó 
a cabo una PCR a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos usando el 
cebador BipTraL-F y el cebador L04 para la cadena ligera y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024), 10
y se repitió este ciclo 30 veces. Se recuperaron un fragmento de ADN diana amplificado de una región de cadena 
pesada de aproximadamente 1,35 kb y uno de una región de cadena ligera de aproximadamente 0,65 kb.

Posteriormente, se llevó a cabo una PCR a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 
90 segundos usando la región de señal ScKar2 para la cadena pesada y la región de cadena pesada de15
aproximadamente 1,35 kb como moldes, el cebador BipXba-F y el cebador H04, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, 12344-024), y se repitió este ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana amplificado de
aproximadamente 1,5 kb. Además, se llevó a cabo una PCR a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 
segundos y 68ºC durante 60 segundos usando la región de señal ScKar2 para la cadena ligera y la región de 
cadena ligera de aproximadamente 0,65 kb como moldes y el cebador BipXba-F y el cebador L04, y se repitió este 20
ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana amplificado de aproximadamente 0,8 kb. Se clonaron los 
fragmentos de ADN recuperados en pCR2.1-TOPO. Basándose en la secuencia de nucleótidos del fragmento de 
ADN insertado, se confirmó que los fragmentos diana comprendían cada uno el gen en el que se había fusionado la 
señal ScKar-cadena pesada de anticuerpo en marco con la señal ScKar2-cadena ligera de anticuerpo. Se usaron el 
sitio de enzima de restricción XbaI introducido en el cebador BipXba-F y el sitio de enzima de restricción SalI25
introducido en los cebadores H04 y L04 para recuperar un fragmento de ADN que codifica para la señal ScKar2-
cadena pesada de anticuerpo y la señal ScKar2-cadena ligera de anticuerpo por medio de digestión con XhaI y SalI.

Con el fin de expresar la cadena pesada de anticuerpo y la cadena ligera de anticuerpo en S. cerevisiae, se ligó un 
fragmento de ADN que codifica para la señal ScKar2-cadena pesada de anticuerpo y la señal ScKar2-cadena ligera 30
de anticuerpo recuperado por medio de digestión con XbaI y SalI, al sitio XbaI-SalI en el casete de promotor-
terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de
E. coli/levadura YEp352 (Yeast 2, págs. 163-167, 1986). Se designaron los plásmidos resultantes como plásmidos
YEp352GAP-II-ScKarHc e YEp352GAP-II-ScKarLc.

35
Posteriormente, se recuperó un fragmento de gen que codifica para BamHI-promotor de GAP-señal ScKar2-cadena 
ligera de anticuerpo-terminador de GAP-BamHI a partir de YEp352GAP-II-ScKarLc usando los sitios de enzima de 
restricción BamHI ubicados en ambos extremos del casete de promotor-terminador de GAP. Posteriormente, se 
digirió YEp352GAP-II-ScKarHc con la enzima de restricción HpaI. Se proporcionó extremos romos a estos 
fragmentos, se ligaron entre sí y se transformaron en JM109 de E. coli. Se seleccionaron de manera arbitraria los 40
clones obtenidos, se sometieron a PCR de colonias (94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC 
durante 60 segundos) usando el cebador 352-HpaI-R2 (5’-CAAAATGAAGCACAGATGC-3’: SEQ ID NO: 89), el 
cebador L04 (5’-GGTCGACCTAACACTCTCCCCTGT-3’: SEQ ID NO: 88) y TaKaRa LA Taq™ con tampón GC
(Takara Bio, RR02AG), y se repitió este ciclo 30 veces. Se seleccionaron los clones en los que se habían insertado 
el promotor de GAP-señal ScKar2-cadena pesada de anticuerpo-terminador de GAP y el promotor de GAP-señal 45
ScKar2-cadena ligera de anticuerpo-terminador de GAP en una orientación inversa uno con respecto a otro. De los 
transformantes que se confirmó que se habían amplificado, se seleccionó un vector en el que se había introducido 
BamHI-promotor de GAP-señal ScKar2-cadena ligera de anticuerpo-terminador de GAP-BamHI en el sitio de enzima 
de restricción HpaI de extremos romos de YEp352GAP-II-ScKarHc, y se designó como YEp352GAP-II-
ScKarHc/ScKarLc (figura 13).50

[Ejemplo 14] Construcción de un vector de expresión para un gen de chaperonas solo

(1) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen PDI1 de S. cerevisiae (Sc PDI1)
55

Se amplificó PDI1 de Sc (YCL043C: SEQ ID NO: 120 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 121 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó a cabo una PCR usando el cebador PDI1-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, 12344-60
024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos, y se repitió este ciclo 30 
veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,6 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. Después 
de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScPDI1 en
S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScPDI1 recuperado por medio de digestión con SacI y SmaI con el uso 
de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador PDI1-sac y el cebador PDI1-sma, al 65
sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3, 
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GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-167, 1986). Se designó el 
plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScPDI1.

(2) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScMPD1
5

Se amplificó ScMPD1 (YOR288C: SEQ ID NO: 122 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 123 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó 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, 10
12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se repitió este 
ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,96 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. 
Después de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar 
ScMPD1 en S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScMPD1 recuperado por medio de digestión con SacI y
SmaI con el uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador MPD1-sac y el 15
cebador MPD1-sma, al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-
167, 1986). Se designó el plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScMPD1.

(3) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScSCJ120

Se amplificó ScSCJ1 (YMR214W: SEQ ID NO: 124 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 125 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó a cabo una PCR usando el cebador SCJ1-sac (5’-
CGAGCTCATGATTCCAAAATTATATATAC-3’: SEQ ID NO: 94), el cebador SCJ1-sma (5’-25
GCCCGGGCTACAACTCATCTTTGAGC-3’: SEQ ID NO: 95) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se repitió este ciclo 30 
veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,1 kb y se clonó en pCR2.1.-TOPO. Después 
de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScSCJ1 en
S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScMPD1 recuperado por medio de digestión con SacI y SmaI con el 30
uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador SCJ1-sac y el cebador SCJ1-sma,
al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3, 
GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-167, 1986). Se designó el 
plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScSCJ1.

35
(4) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScERO1

Se amplificó ScERO1 (YML130C: SEQ ID NO: 126 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 127 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó a cabo una PCR usando el cebador ERO1-sac2 (5’-40
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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 120 segundos, y se repitió este 
ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,7 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. 
Después de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar 45
ScERO1 en S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScERO1 recuperado por medio de digestión con SacI y
SmaI con el uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador ERO1-sac2 y el 
cebador ERO1-sma2, al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-
167, 1986). Se designó el plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScERO1.50

(5) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScFKB2

Se amplificó ScFKB2 (FPR2/YDR519W: SEQ ID NO: 128 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 129 (secuencia 
de aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 55
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó 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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 30 segundos, y se repitió este ciclo 30 
veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,5 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. Después 60
de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScFKB2 en
S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScFKB2 recuperado por medio de digestión con SacI y SmaI con el 
uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador FKB2-sac y el cebador FKB2-sma,
al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3, 
GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-167, 1986). Se designó el 65
plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScFKB2.
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(6) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScJEM1

Se amplificó ScJEM1 (YJL073W: SEQ ID NO: 130 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 131 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 5
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó 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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 120 segundos, y se repitió este 
ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,9 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. 10
Después de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar 
ScJEM1 en S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScJEM1 recuperado por medio de digestión con SacI y
SmaI con el uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador JEM1-sac y el cebador 
JEM1-sma, al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-15
167, 1986). Se designó el plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScJEM1.

(7) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScLHS1

Se amplificó ScLHS1 (YKL073W: SEQ ID NO: 132 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 133 (secuencia de 20
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó 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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 180 segundos, y se repitió este 25
ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2,65 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. 
Después de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar 
ScLHS1 en S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScLHS1 recuperado por medio de digestión con SacI y
SmaI con el uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador LHS1.1-sac y el 
cebador LHS1-sma, al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato 30
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-
167, 1986). Se designó el plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScLHS1.

(8) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScMPD2
35

Se amplificó ScMPD2 (YOL088C: SEQ ID NO: 134 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 135 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó 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, 40
12344-024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se repitió este 
ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,8 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. 
Después de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar 
ScMPD2 en S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScMPD2 recuperado por medio de digestión con SacI y
SmaI con el uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador MPD2-sac y el 45
cebador MPD2-sma, al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-
167, 1986). Se designó el plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScMPD2.

(9) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScERJ550

Se amplificó ScERJ5 (YFR041C: SEQ ID NO: 136 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 137 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó a cabo una PCR usando el cebador YFR041C-sac (5’-
CGAGCTCATGAACGGTTACTGGAAAC-3’: SEQ ID NO: 106), el cebador YFR041C-sma (5’-55
GCCCGGGTCATTTACGTGAATAGATC-3’: SEQ ID NO: 107) y ADN polimerasa Accu-Prime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 60 segundos, y se repitió este ciclo 30 
veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,9 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. Después 
de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScERJ5 en
S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScERJ5 recuperado por medio de digestión con SacI y SmaI con el 60
uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador YFR041C-sac y el cebador 
YFR041C-sma, al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-
167, 1986). Se designó el plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScERJ5.

65
(10) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen ScEUG1
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Se amplificó ScEUG1 (YDR518W: SEQ ID NO: 138 (secuencia de nucleótidos), SEQ ID NO: 139 (secuencia de 
aminoácidos)) usando ADN genómico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracción de ADN de 
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevó a cabo una PCR usando el cebador EUG1-sac (5’-
CGAGCTCATGCAAGTGACCACAAGATT-3’: SEQ ID NO: 108), el cebador EUG1-sma (5’-5
GCCCGGGTTATAATTCATCATGTACGG-3’: SEQ ID NO: 109) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos, y se repitió este ciclo 30 
veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,5 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. Después 
de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScEUG1 
en S. cerevisiae, se ligó el gen que codifica para ScEUG1 recuperado por medio de digestión con SacI y SmaI con el 10
uso de los sitios de enzima de restricción SacI y SmaI introducidos en el cebador EUG1-sac y el cebador EUG1-
sma, al sitio SacI-SmaI en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. coli/levadura YEp351 (Yeast 2, págs. 163-167, 1986). Se 
designó el plásmido resultante como YEp351GAP-II-ScEUG1.

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

Se prepararon células competentes de la cepa ZUO1/YGR285C (MATa his3 leu2 met15  ura3 zuo1) derivada 
de la cepa BY4741 de S. cerevisiae usando el kit Frozen-EZ Yeast Transformation II (ZYMO RESARCH). Se sembró 
la cepa ZUO1/YGR285C de S. cerevisiae en 5 ml de medio YPAD (medio YPD que contenía adenina al 0,04% 20
(Sigma)), y se usaron las células de levadura resultantes del cultivo durante la noche a 30ºC y 310 rpm. Se 
introdujeron los vectores de expresión 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 II (ZYMO RESARCH), y se seleccionaron en cada 
caso transformantes crecidos sobre medio de agar ST que contenía 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 KCl 0,3 M y que carece de 25
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 expresión de cadena pesada y cadena ligera de anticuerpo 
comprende un gen marcador URA3 que complementa la mutación que requiere uracilo de un huésped. Por el 30
contrario, YEp351GAP-II (un vector de control en el que no se ha introducido el gen), YEp351GAP-II-ScPDI1 (el 
vector de expresión de ScPDI1), YEp351GAP-II-ScMPD1 (el vector de expresión de ScMPD1), YEp351GAP-II-
ScSCJ1 (el vector de expresión de ScSCJ1), YEp351GAP-II-ScERO1 (el vector de expresión de ScERO1), 
YEp351GAP-II-ScFKB2 (el vector de expresión de ScFKB2), YEp351GAP-II-ScJEM1 (el vector de expresión de 
ScJEM1), YEp351GAP-II-ScLHS1 (el vector de expresión de ScLHS1), YEp351GAP-II-ScMPD2 (el vector de 35
expresión de ScMPD2), YEp351GAP-II-ScERJ5 (el vector de expresión de ScERJ5) y YEp351GAP-II-ScEUG1 (el 
vector de expresión de ScEUG1) tienen cada uno un gen marcador LEU2 que complementa la mutación que 
requiere leucina de un huésped. Se transformaron células huésped de modo que puedan crecer sólo cuando se 
introducen el vector de expresión para el gen de un anticuerpo y el vector de expresión constitutiva para una 
chaperona, y se construyeron 10 tipos de cepas de levadura que expresan un anticuerpo que expresa de manera 40
constitutiva una chaperona a partir de la cepa ZUO1/YGR285C de S. cerevisiae.

Se aplicó medio ST (500 l) (medio de base nitrogenada de levadura y sulfato de amonio que contiene glucosa al 
2%, adenina al 0,04% y KCl 0,3 M y que carece de uracilo y leucina (Sigma)) sobre una placa de 96 pocillos 
profundos (Greiner, 780271), se sembró el transformante con el uso de un palillo de dientes, se selló la parte 45
superior de la placa con selladores de placa permeables al CO2 (Greiner, 676051) y se llevó a cabo el cultivo a una 
velocidad de agitación de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 3 días. Se llevó 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 adición de inhibidores de PMT, se aplicó 1 ml de medio YPAD al que se le había añadido inicialmente el 
derivado de ácido rodanin-3-acético 1c hasta una concentración final de 10 M a la placa. Se sembró la disolución 50
de cultivo que se había cultivado sobre medio ST hasta una concentración final del 5% y se selló la parte superior de 
la placa con selladores de placa permeables al CO2 (Greiner, 676051). Después de esto, se llevó a cabo el cultivo a 
una velocidad de agitación de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 3 días. Se preparó el sobrenadante 
de cultivo a partir de la disolución de cultivo y se designó como muestra que contenía un anticuerpo secretado y 
producido por levadura. Se confirmó la producción secretora de anticuerpo por medio de ELISA tipo sándwich. Se 55
retiraron las células de levadura del producto de cultivo por medio de centrifugación a 2.700 x g y 4ºC durante 5 
minutos, y se designó el sobrenadante de cultivo resultante como muestra de anticuerpo secretado. Se llevó a cabo 
un ELISA tipo sándwich adsorbiendo las proteínas de receptor de TRAIL que eran antígenos de los anticuerpos anti-
receptor de TRAIL en una placa de 96 pocillos, añadiendo la muestra de anticuerpo secretado y realizando la 
detección usando un anticuerpo anti-Fc específico de IgG humana marcado con peroxidasa (anticuerpo frente a IgG 60
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 producción secretora de 
anticuerpo de 3,9 ng/ml. Sin embargo, cuando se suprimió la adición de una cadena de O-azúcar, la cepa control 65
presentaba una cantidad aproximadamente 2,5 veces mayor de producción secretora de anticuerpo; es decir, 
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10 ng/ml, y se observaron efectos de supresión de la adición de cadena de O-azúcar. Cuando se suprimió la adición 
de una cadena de O-azúcar, las cepas en las que se habían introducido cada uno de ScERO1 y ScPDI1 
presentaban cada una cantidades aproximadamente 7 veces y aproximadamente 20 veces mayores de producción 
secretora de anticuerpo; es decir, 26,4 ng/ml y 79,2 ng/ml.

5
[Ejemplo 16] Construcción de una cepa de coexpresión para OmPDI1 y ácido alfa-2,3-siálico transferasa humana 
(ST3GalI)

(1) Construcción de un vector de expresión de ST3GaII
10

Se amplificó un gen que codifica para una secuencia que comprende 3 repeticiones de la secuencia FLAG 
(3xFLAG). Se amplificó el gen por medio de PCR usando el vector de expresión P3xFLAG-CMV-13 (Sigma, E4776) 
como molde y el cebador 5’-3XFLAG (5’-atcatcatcatgcccgggccgactacaaagaccat-3’: SEQ ID NO: 110), el cebador 3’-
3XFLAG (5’-gcaccgtctcggatcccttgtcatcgtcatcctt-3’: SEQ ID NO: 111) a los que se habían añadido el sitio SrfI y el sitio 
BamHI, respectivamente. Se insertó el fragmento resultante en el vector de expresión de O. minuta, pOMEA1-His6, 15
(Akeboshi et al., 2007, Appl. Environ. Microbiol., 73:4805-4812) escindido con SrfI y BamHI usando el kit de 
clonación por PCR In-Fusion Dry-Down (Takara Bio, Z9602N). Se designó el vector resultante como pOMEA1-6H3F.

Posteriormente, se amplificó un gen que codifica para un sitio catalizador de ST3GalI. El gen de ST3GalI está 
presente en el cromosoma 8 humano y su secuencia de nucleótidos de ADNc está registrada en una base de datos 20
pública, GenBank, con el n.º de registro L29555. Se amplificó en primer lugar el dominio catalizador del gen de 
ST3GalI por medio de PCR usando el cebador 3FLAG-ST3GalI-F (5’-
GATGACGATGACAAGGGATCCaactactcccacaccatgg-3’: SEQ ID NO: 112) y el cebador 3FLAG-ST3Gal1-R (5’-
GCACCGTCTCGGATCCtcatctccccttgaagatccggat-3’: SEQ ID NO:113). Se usó un clon de entrada de la biblioteca 
de glicosiltransferasa humana preparada en el proyecto NEDO SG como molde (Shimma et al., 2006, Appl. Environ. 25
Microbiol., 72, 7003-7012). Se insertó el fragmento obtenido en el sitio BamHI de pOMEA1-6H3F usando el kit de 
clonación por PCR In-Fusion Dry-Down (Takara Bio, Z9602N). Tras confirmar la secuencia de nucleótidos, se 
designó el fragmento como el vector de expresión, pOMEA1-6H3F-ST3Gal1.

(2) Construcción de la cepa de expresión de ST3GalI30

Se escindió el plásmido pOMEA1-6H3F-ST3Gal1 con la enzima de restricción NotI y entonces se transformó la cepa 
TK10-1-2 de O. minuta. Se llevó a cabo la transformación mediante el método de acetato de litio. Tras la 
transformación, se aplicó el resultado sobre medio SD-Ade (glucosa al 2%, base nitrogenada de levadura sin 
aminoácidos al 0,17% (Difco), bases de ácido nucleico excepto adenina y una mezcla de aminoácidos (de 20 a 35
400 mg/l)), y se llevó a cabo el cultivo a 30ºC durante 2 días. Se confirmó si el vector de expresión se había 
incorporado a un cromosoma o no por medio de la PCR de colonias descrita en el ejemplo 5 y se designó el 
transformante como la cepa YT-1.

Posteriormente, se introdujo el vector de expresión de PDI1 derivada de O. minuta (onaP03606) construido en el 40
ejemplo 3. Además, se llevó a cabo la transformación usando pOMexGP1U que no contenía OmPDI1 como control. 
Tras transformar la cepa YT-1 de la manera descrita anteriormente, se aplicó el transformante sobre un medio SD-
Ura (glucosa al 2%, base nitrogenada de levadura sin aminoácidos al 0,17% (Difco), bases de ácido nucleico 
excepto uracilo y mezcla de aminoácidos (de 20 a 400 mg/l)), y se llevó a cabo el cultivo a 30ºC durante 2 días. Se 
confirmó si el vector de expresión se había incorporado a un cromosoma o no por medio de la PCR de colonias 45
descrita en el ejemplo 5, se designó la cepa en la que se había introducido pOMexGP1U (plásmido control) como la 
cepa YT-2 y se designó la cepa en la que se había introducido onaP03606 como la cepa YT-3.

[Ejemplo 17] Expresión de ácido alfa-2,3-siálico transferasa humana (ST3GalI)
50

Se inocularon la cepa YT-2 y la cepa YT-3 en 5 ml de medio YPAD+KCl (polipeptona al 2%, extracto de levadura al 
1%, glucosa al 2%, adenina (40 mg/l), cloruro de potasio 0,3 M), y se llevó a cabo un precultivo a 30ºC durante la 
noche. Posteriormente, se inoculó 1 ml de una disolucion de precultivo en 150 ml de medio YPAD+KCl, y se llevó a 
cabo el cultivo a 30ºC durante 48 horas. Se recuperaron las cepas, se resuspendieron en 100 ml de medio 
BMMY+casaminoácidos al 2% (extracto de levadura al 1%, polipeptona al 2%, base nitrogenada de levadura sin 55
aminoácidos al 1,34% (Difco), KPi 0,1 M (pH 6,0), casaminoácidos al 2%, metanol al 1%), y se cultivaron a 20ºC 
durante 96 horas. Se añadió metanol hasta una concentración del 0,5% cada 12 horas. Tras completarse el cultivo, 
se sometió el producto de cultivo a centrifugación para retirar las células de levadura y se designó la disolución 
resultante como disolución enzimática bruta.

60
Se sometió a ensayo la actividad enzimática de la siguiente manera. Se añadió una disolución enzimática bruta 
(2 l) a 18 l de una disolución de reacción (Tris-HCl 0,1 M (pH 7,5), MnCl2 1 mM, CMP-NeuAc 5 mM, core1-pNP 
50 M) y se inició la reacción. Tras llevar a cabo la reacción a 37ºC durante 30 minutos, se terminó la reacción por 
medio de ebullición y se llevó a cabo un análisis de HPLC. Se usó una columna Cosmosil 5C18-ARII (4,6 x 250 mm, 
Nacalai Tesque, Inc.) y se usó una mezcla de ácido trietilaminoacético 0,2 M (pH 7,0, disolución A) y acetonitrilo 65
(disolución B) (disolución A:disolución B = 9:1) como fase móvil. Se equilibró la columna, se inyectó la muestra en la 
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misma y se llevó a cabo una elución 20 minutos después. Se llevó a cabo la detección usando un detector UV 
(longitud de onda de detección: 300 nm). Eluyó un sustrato core1-pNP 14,5 minutos más tarde y eluyó un producto 
de reacción, sialylcore1-pNP, 17 minutos más tarde. Se cuantificó el producto de reacción basándose en el área de 
pico y se designó el resultado como actividad (U). Se definió la unidad “1 U” como la cantidad de una enzima que es 
necesaria para producir 1 mol del producto de reacción por minuto. La figura 15 muestra cambios en los niveles de 5
expresión de la enzima con el transcurso del tiempo durante el cultivo. Como resultado, se observó una actividad 
enzimática aumentada en la cepa que expresa ST3GalI (YT-3) en la que se había introducido OmPDI1, en 
comparación con la cepa en la que no se había introducido OmPDI1 (YT-2), y la diferencia en los niveles de 
expresión llegó a ser de hasta aproximadamente 3,4 veces 96 horas más tarde.

10
Entonces se llevó a cabo un análisis de inmunotransferencia de tipo Western. Se sometieron los sobrenadantes de 
cultivo en cantidades equivalentes a “10 U” de la cepa YT-2 y la cepa YT-3 a tratamiento con EndoHf (NEB, 
P0703S) según el protocolo, se aplicaron y entonces se sometieron a SDS-PAGE. Tras la electroforesis, se transfirió 
el producto a una membrana de PVDF y se llevó a cabo una inmunotransferencia de tipo Western según una técnica 
convencional. Se usó un anticuerpo de ratón anti-FLAG M2 (Sigma, F1804) como anticuerpo primario y un material 15
compuesto de anticuerpo anti-IgG de ratón-fosfatasa alcalina como anticuerpo secundario. Se llevó a cabo la 
detección usando CDP-Star y un analizador de imágenes, LAS1000 (Fujifilm Corporation). Además, se cuantificaron 
las señales usando Image Gauge (Fujifilm Corporation).

Se muestran los resultados en la figura 16 y en la tabla 1. Aunque además del ensayo de actividad enzimática se 20
llevó a cabo un análisis de inmunotransferencia de tipo Western, se encontró que la intensidad de la señal de 
ST3GalI derivada de la cepa en la que se había introducido OmPDI1 (YT-3) estaba atenuada hasta tan sólo 0,6 
veces. Por tanto, se consideró que la introducción de OmPDI1 dio como resultado la promoción de la formación de 
enlaces disulfuro normales en moléculas de ST3GalI, y aumentó el número de proteínas plegadas correctamente, lo 
que a su vez elevó la actividad específica en aproximadamente 1,6 veces.25

30

[Ejemplo 18] Construcción de una cepa de coexpresión para un vector de expresión para una combinación de genes 
de chaperonas y un vector de expresión para ácido alfa-2,3-siálico transferasa humana (ST3GalI)

Se introdujo el vector de expresión para diversas combinaciones de genes de chaperonas derivado de O. minuta 35
preparado en el ejemplo 4 en la cepa YT-1 del ejemplo 17. De la misma manera que en el ejemplo 16, se 
escindieron plásmidos con NotI para transformar la cepa YT-1. Tras la transformación, se aplicó el fragmento 
resultante sobre un medio SD-Ura (glucosa al 2%, base nitrogenada de levadura sin aminoácidos al 0,17% (Difco), 
bases de ácido nucleico excepto uracilo y mezcla de aminoácidos (de 20 a 400 mg/l)) y se llevó a cabo el cultivo a 
30ºC durante 2 días. Se confirmó si el vector de expresión se había incorporado o no a un cromosoma por medio de 40
la PCR de colonias descrita en el ejemplo 5, se designó una cepa expresada que tenía un vector de coexpresión 
(onaP09407) que portaba dos copias del casete de expresión de OmPDI1 como la cepa YT-4, se designó una cepa 
expresada que tenía un vector de coexpresión (onaP09707) para OmPDI1 y OmKar2 como la cepa YT-5, se designó 
una cepa expresada que tenía un vector de coexpresión (onaP09507) para OmPDI1 y OmERO1 como la cepa YT-6, 
y se designó una cepa expresada que tenía un vector de coexpresión (onaP09607) para OmPDI1 y OmHSP104 45
como la cepa YT-7. Se llevó a cabo el cultivo de la misma manera que en el ejemplo 17, se sometió a ensayo la 
expresión de enzima de cada cepa con el transcurso del tiempo y se muestran los resultados en la figura 17. 
Además, se sometieron 30 l del sobrenadante de cultivo a tratamiento con EndoHf (NEB, P0703S) según el 
protocolo y entonces análisis de inmunotransferencia de tipo Western. Se muestran los resultados en la figura 18, y 
se muestran las intensidades de señal cuantificadas y las actividades específicas determinadas basándose en las 50
mismas en la tabla 2.

Tabla 1
Cepa que expresa chaperona Intensidad de señal (UA) Actividad específica (pU/UA)

YT-2 4694842 2,13
YT-3 2976349 3,36
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Los niveles de expresión de enzima dejaron sustancialmente de aumentar 2 días tras la inducción en las cepas YT-
4, -5 y -7; sin embargo, la actividad siguió creciendo a niveles significativos hasta 4 días tras la inducción en la cepa 
YT-6 y actividad por ml del sobrenadante de cultivo de la cepa YT-6 fue máxima al final. Aunque no se observó 
ningún aumento claro en la actividad específica en las cepas de expresión YT-4 y YT-5, se observó un aumento en 25
la actividad específica con el transcurso del tiempo en las cepas YT-6 y YT-7. Por tanto, se consideró que la 
coexpresión de ERO1 o HSP104 daría como resultado un aumento en el número de moléculas de enzima que se 
plegaban correctamente.

[Ejemplo 19] Construcción de un vector de expresión para un gen de chaperonas solo30

(1) Construcción de un vector de expresión constitutiva el gen de GRP78/BiP de hámster chino

Se clonó el gen de GRP78 de hámster chino (n.º de registro M17169: SEQ ID NO: 152) de la siguiente manera para 
construir un vector de expresión.35

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 extracción de ARN total QuickPrep (GE Healthcare Life Sciences, 27-9271-01). 
Se usó ARN total purificado (600 ng) para sintetizar ADNc por medio de transcripción inversa usando ReverTra Ace-
- (TOYOBO, FSK-101). Se llevó a cabo una PCR usando el ADNc resultante como molde, el cebador CHOGRP78-40
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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 120 segundos, y se repitió este ciclo 30 
veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. Después 
de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Se ligó el gen de CHO GRP78 por 45
medio de digestión con XhoI y NotI, al sitio XhoI-NotI en pME18s (n.º de registro AB009864) con el uso de los sitios 
de enzima de restricción XhoI y NotI introducidos en el cebador CHOGRP78-F y el cebador CHOGRP78-R. Se 
designó el plásmido resultante como pME18s/choGRP78.

(2) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen de PDI de hámster chino50

Se clonó el gen de PDI de hámster chino (n.º de registro AF364317: SEQ ID NO: 153) de la siguiente manera para 
construir un vector de expresión.

Se llevó a cabo una PCR usando el ADNc resultante como molde como en el caso de (1) anterior, el cebador 55
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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos, y se repitió este 
ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,5 kb y se clonó en pCR2.1-TOPO. 
Después de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Se ligó el gen de CHO 60
PDI recuperado por medio de digestión con XhoI y NotI, al sitio XhoI-NotI en pME18s (n.º de registro AB009864) con 
el uso de los sitios de enzima de restricción XhoI y NotI introducidos en el cebador CHOPDI-F y el cebador CHOPDI-
R. Se designó el plásmido resultante como pME18s/choPDI.

(3) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen de ERO1-L humana65

Tabla 2
Cepa que expresa chaperona Intensidad de señal (UA) Actividad (mU/ml) Actividad específica (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
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Se clonó el gen de ERO1-L humana (n.º de registro NM_019891: SEQ ID NO: 146) de la siguiente manera para 
construir un vector de expresión.

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 extracción de ARN total QuickPrep (GE Healthcare 5
Life Sciences, 27-9271-01). Se usó ARN total purificado (600 ng) para sintetizar ADNc por medio de transcripción 
inversa usando ReverTra Ace-- (TOYOBO, FSK-101). Se llevó 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 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 68ºC durante 90 segundos, y se 10
repitió este ciclo 30 veces. Se recuperó un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,4 kb y se clonó en 
pCR2.1-TOPO. Después de esto, se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Se ligó 
el gen de ERO1-L humana recuperado por medio de digestión con XhoI, al sitio XhoI de pME18s (n.º de registro 
AB009864) con el uso del sitio de enzima de restricción XhoI introducido en el cebador hERO-F y el cebador hERO-
R. Se designó el plásmido resultante como pME18s/hERO1-L.15

(4) Construcción de un vector de expresión 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 expresión pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, V790-20) y se designó el fragmento resultante 20
como pcDNA3.1 (+)/expAB.

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

Se introdujeron los vectores de expresión constitutiva para diversos genes de chaperonas construidos en el ejemplo 25
19 (1) a (3) en las células COS-1 para examinar los efectos de la introducción de una chaperona sobre la producción 
secretora de anticuerpo.

Se sembraron las células COS-1 en una microplaca de 24 pocillos (IWAK1 SI-Tech, 3820-024N) a 1,5 x 105

células/pocillo y se cotransfectaron el vector que expresa el anticuerpo anti-receptor de TRAIL, pcDNA3.1 (+)/expAB, 30
y los vectores de expresión 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 llevó a cabo el cultivo durante 48 
horas, se clarificó el sobrenadante de cultivo por medio de centrifugación a 21.600 x g a 4ºC durante 3 minutos, y se 
designó el sobrenadante resultante como muestra de anticuerpo de secreción.

35
Se sometieron los anticuerpos secretados y producidos a ensayo cuantitativo por medio de ELISA tipo sándwich. Se 
adsorbió la proteína receptora de TRAIL (es decir, el antígeno del anticuerpo anti-receptor de TRAIL) en una placa 
de 96 pocillos, se añadió la muestra de anticuerpo secretado y se llevó a cabo la detección usando un anticuerpo 
anti-Fc específico 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 40
muestra en la figura 19, se observó una mejora en la cantidad de producción de aproximadamente el 19% y 
aproximadamente el 13% en la cepa en la que se había introducido CHO BiP y la cepa en la que se había 
introducido CHO PDI, en comparación con la cepa control (es decir, una cepa en la que sólo se había introducido el 
gen de anticuerpo). Cuando se introdujeron genes de chaperonas en combinación, además, se encontró que la 
cantidad de producción secretora aumentaba aproximadamente el 30% en la cepa en la que se habían introducido 45
CHO BiP+ERO1-L humana y CHO PDI+ERO1-L humana, en comparación con la cepa control (es decir, una cepa 
en la que sólo se había introducido el gen de anticuerpo).

[Ejemplo 21] Construcción de un vector de expresión para un gen de chaperonas solo
50

(1) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen de ERO1-L humana

ERO1-L humana (hERO1-L, n.º de registro Q96HE7) es un homólogo funcional de OmERO1 y comprende una 
secuencia de aminoácidos compuesta por 468 residuos de aminoácido (SEQ ID NO: 144) codificada por una 
secuencia de nucleótidos de 1.407 pb (SEQ ID NO: 143). Se sintetizó el gen de hERO1-L teniendo en cuenta la 55
preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plásmido que portaba el fragmento de 
ADN con una secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 145) que 
contenía hERO1-L sintética por medio de digestión con SalI y EcoT221 con el uso del sitio de enzima de restricción 
SalI y el sitio de enzima de restricción EcoT22I que se habían introducido en el momento de la síntesis. Con el fin de 
expresar de manera constitutiva hERO1-L sintética en O. minuta, se ligó hERO1-L a pOMexGP1U recuperado por 60
medio de digestión con SalI y EcoT22I dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designó el plásmido 
resultante como onaP17608.

(2) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen de ERO1-L humana
65

E08845087
26-05-2015ES 2 537 806 T3

 



40

ERO1-L humana (hERO1-L, n.º de registro NP_063944) es un homólogo funcional de OmERO1 y comprende una 
secuencia de aminoácidos compuesta por 467 residuos de aminoácido (SEQ ID NO: 147) codificada por una 
secuencia de nucleótidos de 1.404 pb (SEQ ID NO: 146). Se sintetizó el gen de hERO1-L teniendo en cuenta la 
preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plásmido que portaba el fragmento de 
ADN con una secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 148) que 5
contenía hERO1-L sintética por medio de digestión con SalI y EcoT22I con el uso del sitio de enzima de restricción 
SalI y el sitio de enzima de restricción EcoT22I que se habían introducido en el momento de la síntesis. Con el fin de 
expresar de manera constitutiva hERO1-L sintética en O. minuta, se ligó hERO1-L sintética a pOMexGP1U 
recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT221 dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se 
designó el plásmido resultante como onaP17808.10

(3) Construcción de un vector de expresión constitutiva para el gen de GRP78 humana

GRP78 humana (hGRP78, n.º de registro NP_005338) es un homólogo funcional de OmKar2 y comprende una 
secuencia de aminoácidos compuesta por 654 residuos de aminoácido (SEQ ID NO: 150) codificada por una 15
secuencia de nucleótidos de 1.965 pb (SEQ ID NO: 149). Se sintetizó el gen de hGRP78 teniendo en cuenta la 
preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plásmido que portaba el fragmento de 
ADN con una secuencia de nucleótidos confirmada, se recuperó un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 151) que 
contenía hGRP78 sintética por medio de digestión con SalI y EcoT22I con el uso del sitio de enzima de restricción 
SalI y el sitio de enzima de restricción EcoT22I que se habían introducido en el momento de la síntesis. Con el fin de 20
expresar de manera constitutiva hGRP78 sintética en O. minuta, se ligó hGRP78 sintética a pOMexGP1U 
recuperado por medio de digestión con SalI y EcoT22I dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se 
designó el plásmido resultante como onaP17408.

[Ejemplo 22] Construcción de un vector de expresión para una combinación de genes de chaperonas25

(1) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen de hPDI sintética y el gen de 
hERO1-L sintética

Se recuperó la región de hERO1-L sintética a partir del vector de expresión constitutiva para hERO1-L sintética, 30
onaP17608, con el uso de las enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerir el vector pZ/GpGt construido en el 
ejemplo 4 con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, se introdujo el fragmento de SalI-EcoT22I que contenía 
hERO1-L sintética para construir pZ/GpGt/hERO1-L sintética. Posteriormente, se digirió pZ/GpGt/hERO1-L
sintética con la enzima de restricción ApaI y se recuperó un fragmento que contenía el promotor de GAP-hERO1-L
sintética-terminador de GAP (el casete de expresión de hERO1-L sintética). Se introdujo el casete de expresión de 35
hERO1-L sintética recuperado en la enzima de restricción ApaI del vector de expresión de hPDI sintética 
(onaP09107), se confirmó la dirección de inserción por medio de PCR y se seleccionó un vector en el que se había 
introducido el casete de expresión de hPDI sintética y el casete de expresión de hERO1-L sintética en una 
orientación inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresión de hPDI sintética 
(onaP09107). Se designó el vector de coexpresión resultante para hPDI sintética y hERO1-L sintética como 40
onaP18208.

(2) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen de hPDI sintética y el gen de 
hERO1-L sintética

45
Se recuperó la región de hERO1-L sintética a partir del vector de expresión constitutiva para hERO1-L sintética, 
onaP17608, con el uso de las enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerir el vector pZ/GpGt construido en el 
ejemplo 4 con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, se introdujo el fragmento de SalI-EcoT22I que contenía 
hERO1-L sintética para construir pZ/GpGt/hERO1-L sintética. Posteriormente, se digirió pZ/GpGt/hERO1-L
sintética con la enzima de restricción ApaI y se recuperó un fragmento que contenía el promotor de GAP-hERO1-L50
sintética-terminador de GAP (el casete de expresión de hERO1-L sintética). Se introdujo el casete de expresión de 
hERO1-L sintética recuperado en la enzima de restricción ApaI del vector de expresión de hPDI sintética 
(onaP09107), se confirmó la dirección de inserción por medio de PCR y se seleccionó un vector en el que se habían 
insertado el casete de expresión de hPDI sintética y el casete de expresión de hERO1-L sintética en una 
orientación inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresión de hPDI sintética 55
(onaP09107). Se designó el vector de coexpresión resultante para hPDI1 sintética y hERO1-L sintética como 
onaP18308.

(3) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen de hPDI sintética y el gen de 
hGRP78 sintética60

Se recuperó la región de hGRP78 sintética a partir del vector de expresión constitutiva para hGRP78 sintética, 
onaP17408, con el uso de las enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Tras digerirse el vector pZ/GpGt construido en 
el ejemplo 4 con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, se introdujo el fragmento de SalI-EcoT22I que contenía 
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hGRP78 sintética para construir pZ/GpGt/hGRP78 sintética. Posteriormente, se digirió pZ/GpGt/hGRP78 sintética 
con la enzima de restricción ApaI y se recuperó un fragmento que contenía el promotor de GAP-hGRP78 sintética-
terminador de GAP (el casete de expresión de hGRP78 sintética). Se introdujo el casete de expresión de hGRP78 
sintética recuperado en la enzima de restricción ApaI del vector de expresión de hPDI sintética (onaP09107), se 
confirmó la dirección de inserción por medio de PCR y se seleccionó un vector en el que se habían insertado el 5
casete de expresión de hPDI sintética y el casete de expresión de hGRP78 sintética en una orientación inversa uno 
con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresión de hPDI sintética (onaP09107). Se 
designó el vector de coexpresión resultante para hPDI1 sintética y hGRP78 sintética como onaP18108.

(4) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen de hPDI sintética, el gen de 10
hERO1-L sintética y el gen de hGRP78 sintética

Se construyó un vector de coexpresión para hPDI sintética y hERO1-L sintética por medio de la regulación de la 
expresión mediante el promotor de GAP y para hGRP78 sintética por medio de la regulación de la expresión 
mediante el promotor de PGK de la siguiente manera.15

Se recuperó la región de terminador de PGK a partir del plásmido pOU1/Kar2-PptK construido en el ejemplo 4 con el 
uso de las enzimas de restricción EcoT22I y KpnI. Además, se recuperó la región de hGRP78 sintética a partir del 
plásmido onaP17408 con el uso de las enzimas de restricción SalI y EcoT22I. Se ligaron tres fragmentos, es decir, el 
plásmido pUC119 (Takara Bio, TKR-3319) preparado con la ayuda de las enzimas de restricción SalI y KpnI, la 20
región de terminador de PGK recuperada por medio de digestión con las enzimas de restricción EcoT22I y KpnI, y la 
región de hGRP78 sintética recuperada por medio de digestión con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I, entre 
sí para construir pUC119/hGRP78 sintética+PGKt. Posteriormente, se sometieron la región de promotor de PGK 
recuperada de pOU1/Kar2-PptK con la ayuda de las enzimas de restricción KpnI y SalI, la hGRP78 sintética 
recuperada de pUC119/hGRP78 sintética+PGKt con la ayuda de las enzimas de restricción SalI y KpnI, y el 25
plásmido pUC119 (Takara Bio, TKR-3319) preparado por medio de digestión de la región de terminador de PGK con 
la enzima de restricción KpnI, a ligamiento de 3 fragmentos. Por tanto, se obtuvo pUC119/PGKp + hGRP78 sintética 
+ PGKt. Posteriormente, se digirió pUC119/PGKp + hGRP78 sintética + PGKt con la enzima de restricción KpnI, se 
recuperó un fragmento que contenía el promotor de PGK-hGRP78 sintética-terminador de PGK (el casete de 
expresión de hGRP78 sintética) y se introdujo el fragmento resultante en el sitio de enzima de restricción KpnI del 30
vector de coexpresión (onaP18208) para hPDI sintética y hERO1-L sintética para construir un vector de 
coexpresión (onaP18508) para hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética.

(5) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen de hPDI sintética, el gen de 
hERO1-L sintética y el gen de hGRP78 sintética35

Se construyó un vector de coexpresión para hPDI sintética y hERO1-L sintética por medio de la regulación de la 
expresión mediante el promotor de GAP y para hGRP78 sintética por medio de la regulación de la expresión 
mediante el promotor de PGK de la siguiente manera.

40
Se digirió el pUC119/PGKp + hGRP78 sintética + PGKt construido en (4) anterior con la enzima de restricción KpnI, 
se recuperó un fragmento que contenía el promotor de PGK-hGRP78 sintética-terminador de PGK (el casete de 
expresión de hGRP78 sintética) y se introdujo el fragmento en el sitio de enzima de restricción KpnI del vector de 
coexpresión (onaP18308) para hPDI sintética y hERO1-L sintética para construir el vector de coexpresión 
(onaP18608) para hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética.45

(6) Construcción de un vector de coexpresión y expresión constitutiva para el gen de hPDI sintética, el gen OmERO1 
y el gen de hGRP78 sintética

Se construyó un vector de coexpresión para hPDI sintética y OmERO1 por medio de la regulación de la expresión 50
mediante el promotor de GAP y para hGRP78 sintética por medio de la regulación de la expresión mediante el 
promotor de PGK de la siguiente manera.

Se digirió el pUC119/PGKp + hGRP78 sintética + PGKt construido en (4) anterior con la enzima de restricción KpnI, 
se recuperó un fragmento que contenía el promotor de PGK-hGRP78 sintética-terminador de PGK (el casete de 55
expresión de hGRP78 sintética) y se introdujo el fragmento en el sitio de enzima de restricción KpnI del vector de 
coexpresión (onaP11107) para hPDI sintética y OmERO1 para construir el vector de coexpresión (onaP18708) para 
hPDI sintética, OmERO1 y hGRP78 sintética.

[Ejemplo 23] Preparación de una cepa de levadura con introducción de chaperonas (O. minuta)60

Se digirieron todos los vectores de expresión constitutiva para genes de chaperonas construidos en el ejemplo 21 y 
en el ejemplo 22 con la enzima de restricción NotI y entonces se introdujeron en la cepa YK5 de O. minuta 
(och1yps1ura3ade1: cepa deficiente en el gen YPS1 de proteasa de Ogataea minuta) por medio de 
electroporación. Se llevó a cabo la electroporación en las condiciones descritas en el documento WO 2003/091431. 65
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Tras la electroporación, se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U que se había esterilizado por 
medio de inyección de vapor a presión (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de 
casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano, 20 mg/l de adenina y 20 g/l de agar Bacto), y se dejó que 
el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido 
volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U y se seleccionó un transformante en el que se había introducido 5
una chaperona, regulándose se expresión mediante el promotor de GAP, por medio de PCR de colonias. Se 
suspendió parte de la levadura que había crecido sobre medio de agar Casamino-U en 10 l de disolución de SDS al 
0,25%, se añadieron 90 l de agua esterilizada y entonces se retiraron las células de levadura por medio de 
centrifugación a 2.700 x g y 4ºC durante 5 minutos. Se designó el sobrenadante obtenido como disolución de ADN. 
Se designó una cepa en la que se observaba amplificación con el uso del cebador GAPpforS-F diseñado dentro de 10
la secuencia de promotor de GAP (5’-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO: 76) y el cebador mostrado a 
continuación como cepa en la que se había introducido un vector de expresión constitutiva para chaperona. Dado 
que se expresó hGRP78 sintética con el uso del promotor de PGK cuando se construyó un vector de coexpresión 
para tres genes de chaperonas, se confirmó la introducción del casete de expresión de promotor de PGK-hGRP78 
sintética-terminador de PGK con el uso del cebador PGKpforS-F que se diseñó dentro de la secuencia de promotor 15
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 introducción de hPDI sintética
20

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

(p16) Cebador usado para confirmar la introducción de hERO1-L sintética

E1La-EcoT-R: 5’-ATGCATTTAGTGGATGTTTTG-3’ (SEQ ID NO: 155)25

(p17) Cebador usado para confirmar la introducción de hERO1-L sintética

E1Lb-EcoT-R: 5’-ATGCATTTATCTGGAGTGTTG-3’ (SEQ ID NO: 156)
30

(p18) Cebadores usados para confirmar la introducción de hPDI sintética + hERO1-L sintética

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

E1La-EcoT-R: 5’-ATGCATTTAGTGGATGTTTTG-3’ (SEQ ID NO: 155)35

(p19) Cebadores usados para confirmar la introducción de hPD1 sintética y hERO1-L sintética

ShPDI-ttaR: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78) y
40

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

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

ShPDI-ttaR: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78) y45

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

(p21) Cebadores usados para confirmar la introducción de HPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética
50

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)55

(p22) Cebadores usados para confirmar la introducción de hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética

ShPDI-ttaR: 5’-GATGCATTTACAACTGGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78),
60

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 introducción de hPDI sintética, OmERO1 y hGRP78 sintética65
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ShPDI-ttaR: 5’-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78),

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

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

Se llevó a cabo una PCR usando TaKaRa LA Taq™ con tampón GC (Takara Bio, RR02AG) a 94ºC durante 30 
segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante de 60 a 180 segundos para amplificar el fragmento diana, y se 
repitió este ciclo 30 veces. Se designó cada uno de los transformantes a continuación en los que se observaba 10
amplificación como cepa de expresión constitutiva para chaperona.

(E17) Cepa de expresión constitutiva para hERO1-L sintética; la cepa ona56407

(E18) Cepa de expresión constitutiva para hERO1-L sintética; la cepa ona5690715

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

(E20) Cepa de expresión constitutiva para hPDI sintética y hERO1-L sintética; la cepa ona65708
20

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

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

(E23) Cepa de expresión constitutiva para hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética; la cepa ona6870825

(E24) Cepa de expresión constitutiva para hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética; la cepa ona68908

(E25) Cepa de expresión constitutiva para hPDI sintética, OmERO1 y hGRP78 sintética; la cepa ona69108
30

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

Se introdujo el vector de expresión 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 único gen de chaperonas, una cepa 35
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 
electroporación. Como cadena pesada de anticuerpo, se usó 1 g de onaP02706 digerido con la enzima de 
restricción Sse8387I. Como cadena ligera de anticuerpo, se usó 1 g de onaP03106 digerido con la enzima de 
restricción NotI. Tras la electroporación, se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le 40
había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de 
levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano y 20 g/l de agar 
Bacto) y se dejó que el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el 
transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido Zeocin™ 
(Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml de medio de agar, se examinó una cepa que secreta y 45
produce un anticuerpo. Se seleccionó la cepa ona77108 como la cepa que expresa de manera constitutiva hERO1-
L sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó la cepa ona62508 como la cepa 
que expresa de manera constitutiva hERO1-L sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se 
seleccionó 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 seleccionó la cepa ona77408 como la cepa que expresa de manera 50
constitutiva hPDI sintética/hERO1-L sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se 
seleccionó la cepa ona77808 como la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-L sintética y 
que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó 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 
seleccionó la cepa ona78808 como la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-L55
sintética/hGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó 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 seleccionó la cepa ona80308 como la cepa que expresa de manera 
constitutiva hPDI sintética/OmERO1/hGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.

60
[Ejemplo 25] Efectos de una chaperona sobre la producción 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 introducción de 
una chaperona derivada de ser humano sobre la producción secretora de anticuerpo. Además, se examinaron los 65
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efectos de la potenciación de la producción secretora de anticuerpo con la adición 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 producción 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-L y 5
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-L 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 10
sintética/hERO1-L 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-L
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 15
2,3 mg/l, 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 (es decir, la cepa ona78808) presentaba una de 
aproximadamente 0,8 mg/l, 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 (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 20
de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona80308) presentaba una de aproximadamente 5,6 mg/l. 
Potenciando la expresión de chaperona derivada de ser humano, se mejoró la capacidad de producción secretora de 
anticuerpo en aproximadamente de 2 a 13 veces. Añadiendo inhibidores de PMT al cultivo, además, todas las cepas 
productoras de anticuerpo presentaban las cantidades aumentadas de producción secretora de anticuerpo, tal como 
se muestra en la figura 20. En particular, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-L25
sintética/hGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona79608) 
presentaba una cantidad de producción 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 demostró que tales cepas presentaban 
una cantidad de producción secretora de anticuerpo mejorada aproximadamente 23 veces y aproximadamente 30 30
veces más que la de un cultivo control. Tal como se muestra en la figura 21, se confirmó por medio de análisis de 
inmunotransferencia de tipo Western tras electroforesis en condiciones no reductoras que aparentemente se 
secretaba y producía un anticuerpo de longitud completa (H2L2). Como en el caso de la expresión del/de los gen(es) 
de chaperonas derivado(s) de O. minuta solos o en combinación, también se mejoró la capacidad para la producción 
secretora de anticuerpo cuando la expresión del/de los gen(es) de chaperonas derivado(s) de ser humano se 35
potenciaron solos o en combinación. Añadiendo inhibidores de PMT al cultivo, además, se mejoró la capacidad de 
producción secretora de anticuerpo en aproximadamente de 23 a 30 veces.

[Ejemplo 26] Efectos de una chaperona sobre la expresión de lisozima humana
40

(1) Construcción de un vector de expresión para lisozima humana

La lisozima humana (hLyz, n.º de registro NM_000239) está codificada por un gen que comprende 447 pares de
bases y comprende 148 residuos de aminoácido. Con el fin de expresarse de manera eficaz en O. minuta y con el fin 
de expresarse en forma de una proteína de fusión con la señal de secreción (denominada a continuación en el 45
presente documento “señal de secreción aMF”) de MF alpha1 derivado de S. cerevisiae (número de registro 
GENBANK; P01149) para la secreción de manera eficaz en O. minuta, se sintetizó el gen de hLyz fusionada a señal 
de secreción aMF teniendo en cuenta la preferencia de codones de O. minuta. Se construyó un vector de expresión 
ligando un fragmento que contenía el marcador ADE1 que se obtuvo digiriendo pOMex4A dado a conocer en el 
documento WO 2003/091431 con las enzimas de restricción KpnI y ApaI, a un fragmento que contenía el promotor 50
de GAP y el terminador de GAP obtenido digiriendo pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 
2003/091431 con las enzimas de restricción KpnI y ApaI, y se designó el fragmento resultante como el vector 
pOMEGPA-1 (SalI-EcoT22I). Se introdujo el gen de hLyz fusionada a señal de secreción aMF recuperado por medio 
de digestión con las enzimas de restricción SalI y EcoT22I en pOMEGPA-1 (SalI-EcoT22I) preparado con la ayuda 
de las enzimas de restricción SalI y EcoT221 para construir un vector de expresión para el gen de hLyz fusionada a 55
señal de secreción aMF (onaP21808).

(2) Construcción de una cepa de levadura (O. minuta) que produce hLyz fusionada a señal de secreción aMF

Se introdujo el vector de expresión para el gen de hLyz fusionada a señal de secreción aMF, onaP21808, construido 60
en (1) en la cepa ona01206 que complementa una mutación de deleción de ura3 de la cepa YK5 de O. minuta 
construida en el ejemplo 6, una cepa que expresa de manera constitutiva una combinación 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 combinación de chaperonas derivadas de ser humano; es decir, 
hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética, cultivada en el ejemplo 23 (es decir, la cepa ona68908), 65
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respectivamente, por medio de electroporación. Con el uso de 1 g de onaP21808 digerido con la enzima de 
restricción NotI, se aplicaron los transformantes sobre medio de agar Casamino-U-A (6,7 g/l de base nitrogenada de 
levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano y 20 g/l de agar 
Bacto) tras electroporación, y se dejó que los transformantes crecieran a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 
días. Se dejó que los transformantes crecidos crecieran de nuevo sobre medio de agar Casamino-U-A y entonces se 5
cultivaron.

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

Se introdujo el vector de expresión para el gen de hLyz fusionada a señal de secreción aMF, onaP21808, en la cepa 10
ona01206 en la que no se había introducido una combinación de chaperonas, una cepa que expresa de manera 
constitutiva una combinación 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 combinación 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 15
el uso de medio 2x YP-P6-GG (se preparó el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de 
peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolución por medio de inyección de vapor a presión y 
añadiendo 100 ml de tampón fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por 
separado, 10 ml de una disolución de glucosa al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% 
esterilizada por separado), se introdujeron 800 l de medio 2x YP-P6-GG en una placa de 96 pocillos profundos 20
(Greiner, 780271), se sembraron las cepas con el uso de un palillo de dientes y se selló la parte superior de la placa 
con selladores de placa permeables al CO2 (Greiner, 676051). Tras llevar a cabo el cultivo a una velocidad de 
agitación de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 2 días, se añadieron 100 l de medio 2x YP-P6-GG 
que contenía derivado de ácido rodanin-3-acético 1c 20 M y se añadieron 100 l de medio 2x YP-P6-GG que 
contenía 20 M de 1c tres días más tarde. Se retiraron las células de levadura de la disolución cultivada por medio 25
de centrifugación a 2.700 x g y 4ºC durante 5 minutos, se preparó un sobrenadante de cultivo y se designó el 
sobrenadante resultante como muestra de lisozima humana secretada.

Se evaluó la lisozima humana secretada y producida por medio de análisis de inmunotransferencia de tipo Western y 
en términos de actividad bacteriolítica. Se llevó a cabo un análisis de inmunotransferencia de tipo Western 30
sometiendo la lisozima humana secretada y producida a SDS-PAGE en condiciones reductoras, transfiriendo la 
proteína separada a la membrana de PVDF y realizando la detección usando el kit de detección de 
inmunotransferencia de tipo Western ECL Advance (GE, RPN2135) con el uso de la fracción de IgG conjugada con 
peroxidasa del rábano de antisuero de conejo policlonal frente a lisozima humana (Nordic Immunological 
Laboratories, RAHu/Lys/PO).35

Además, se sometió a ensayo la actividad bacteriolítica de la siguiente manera. Se usaron bacterias de M. 
lysodeikticus como sustrato y se suspendió en tampón fosfato 50 mM para preparar una disolución de sustrato con 
una concentración de 0,16 mg/ml. A 240 l de esta disolución de sustrato, se le añadieron 10 l de un sobrenadante 
de cultivo (la lisozima humana secretada) y se incubó la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. 40
Después de esto, se sometió 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 definió 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. Además, se sometió a ensayo la cantidad total de proteínas en el 
sobrenadante de cultivo usando el kit de ensayo de proteína DC II (Bio-Rad, 500-0112JA) usando albúmina sérica 45
bovina como patrón.

Los resultados del análisis de inmunotransferencia de tipo Western demuestran que se expresa lisozima humana en 
todas las cepas sometidas a prueba (figura 22). Además, se encontró que la cepa en la que se habían introducido 
genes de chaperonas derivados de O. minuta; OmPDI1, OmERO1 y OmKar2, o la cepa en la que se habían 50
introducido genes de chaperonas derivados de ser humano; hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética, 
presentaban una capacidad para secreción y producción de lisozima humana mejorada en aproximadamente 1,5 
veces o más que la de la cepa en la que no se había introducido una chaperona, basándose en la actividad 
bacteriolítica sometida a ensayo (tabla 3).

55
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[Ejemplo 27] Construcción de una cepa de expresión constitutiva para una combinación de chaperonas en una cepa 
deficiente en proteína manosil transferasa (PMT) de O. minuta20

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

(1-1) Preparación de un vector deficiente en el gen PMT425

Se llevó a cabo una PCR usando ADN cromosómico de la cepa IFO10746 de O. minuta como molde, el cebador 
PMT4inf5’armF (5’-CGGGCCCCCCCTCGAGTCTATGCTCCAAGACCT-3’: SEQ ID NO: 157) y el cebador 
PMT4inf5’armR (5’-TACCGTCGACCTCGATCAACAACCACTGATTCC-3’ : SEQ ID NO: 158) a 94ºC durante 30 
segundos, 55ºC durante 1 minuto y 72ºC durante 2 minutos, y se repitió este ciclo 25 veces. Se recuperó un 30
fragmento de ADN amplificado de aproximadamente 2,2 kb, se introdujo el fragmento recuperado en rURApBKS 
preparado con la ayuda de la enzima de restricción XhoI usando el kit In-Fusion (Clontech, 631774) y se confirmó la 
secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN insertado. Se designó el plásmido resultante como 
PMT4K/O5armrURA3. Además, se llevó a cabo una PCR usando ADN cromosómico de la cepa IFO10746 de O. 
minuta como molde, el cebador PMT4inf3’armF (5’-AGTTCTAGAGCGGCCATCCTATACCTGTCGTGCCT-3’: SEQ 35
ID NO: 159) y el cebador PMT4inf3’armR (5’-ACCGCGGTGGCGGCCGCTCGTGTTGTTCCAGGTAATCC-3’: SEQ 
ID NO: 160) a 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 1 minuto y 72ºC durante 2 minutos, y se repitió este ciclo 25 
veces. Se recuperó 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 restricción NotI usando el kit de 
clonación por PCR In-Fusion (Clontech, 631774) y se confirmó la secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN 40
insertado. Se designó el vector resultante como PMT4K/O/rURA3.

(1-2) Preparación de una cepa deficiente en PMT4 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt4)

Se digirió el vector deficiente en el gen PMT4, PMT4K/O/rURA3, construido en (1-1) anterior con las enzimas de 45
restricción XhoI y NotI, y se introdujo el resultado en la cepa YK5 de O. minuta (och1yps1ura3ade1) por medio 
de electroporación. Con el fin de confirmar que se había destruido el gen PMT4 en esta cepa, se sintetizaron los 
cebadores mostrados a continuación.

PMT4PCR5’armF: 5’-GGTAGAGGACCGTATGTAGC-3’ (SEQ ID NO: 161)50

PMT4PCR5’armR: 5’-CAATGAAACGTTTCCGTAGGT-3’ (SEQ ID NO: 162)

PMT4PCR3’armF3: 5’-TGCGAAATCGGGCCCTCT-3’ (SEQ ID NO: 163)
55

PMT4PCR3’armR3: 5’-CCGGAGTTTGCACGGCTAC-3’ (SEQ ID NO: 164)

Se suspendió parte de la levadura transformada que se había multiplicado sobre medio de agar Casamino-U en 
10 l de una disolución de SDS al 0,25%, se añadieron 90 l de agua esterilizada y entonces se retiraron las células 
de levadura por medio de centrifugación a 2.700 x g y 4ºC durante 5 minutos. Se designó el sobrenadante obtenido 60
como disolución de ADN. Se llevó a cabo una PCR usando el cebador PMT4PCR5’armF (SEQ ID NO: 161) y el 
cebador PMT4PCR5’armR (SEQ ID NO: 162) a 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 1 minuto y 72ºC durante 2 
minutos, y se repitió este ciclo 25 veces. En la cepa a la que se había incorporado en el locus de PMT4 el fragmento 
introducido, se detectó un fragmento amplificado de 5,8 kb tal como se deduce. De manera similar, se llevó a cabo 
una PCR usando el cebador PMT4PCR3’armF (SEQ ID NO: 163) y el cebador PMT4PCR3’armR (SEQ ID NO: 164) 65
a 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 1 minuto y 72ºC durante 3 minutos, y se repitió este ciclo 25 veces. En la 

Tabla 3
Huésped Chaperona

introducida
Clon Actividad 

bacteriolítica 
(unidad/ml)

Cantidad total
de proteína 

(mg/ml)

Actividad 
específica

(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 hPEG 1 36,0 53 0,68
Ona68908 hPEG 2 29,3 48 0,61
Ona68908 hPEG 3 33,3 51 0,65

PEK = OmPD11 + OmERO1 + OmKar2
hPEG = hPD1 sintética + hERO1-L sintética + hGRP78 sintética
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cepa a la que se había incorporado en el locus de PMT4 el fragmento introducido, se detectó un fragmento 
amplificado de 7,4 kb tal como se deduce. Se designó la cepa seleccionada como la cepa YK41 de O. minuta 
(och1yps1ura3ade1pmt4::rURA3).

(1-3) Preparación de cepa deficiente en PMT4 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt4) en la que se habían 5
introducido los genes de chaperonas

Se cultivó la cepa YK41 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt4::rURA3) preparada en (1-2) anterior en medio 
YPDA y se aplicó sobre medio de ácido 5-fluoroorótico (5-FOA) (Zymo Research, F9002) para obtener la cepa que 
requiere uracilo crecida. Se designó la cepa obtenida como la cepa ona93608 (och1yps1ura3ade1pmt4). 10
Posteriormente, se digirió el vector de expresión constitutiva, onaP11007, para OmPDI1, OmERO1 y OmKar2 
construido en el ejemplo 4 con la enzima de restricción NntI y se introdujo en la cepa ona93608 por medio de 
electroporación. Se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dejó que el transformante creciera 
a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido creciera sobre medio de agar 
Casamino-U de nuevo y se seleccionó un transformante en el que se había introducido una chaperona por medio de 15
PCR de colonias. Se confirmó la introducción 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) diseñados dentro de la secuencia de promotor de 
GAP, se confirmó la de OmERO1 con el uso de GAPpforS-F (5’-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO: 
76) y OMEROT22I (5’-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATAGAG-3’: SEQ ID NO: 45) y se confirmó la de OmKar2 20
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) diseñados dentro de la secuencia de promotor 
de PGK. Se designó la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta obtenida (och1yps1ura3ade1pmt4) en la que 
se habían introducido los genes de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona96708.

25
(2) Preparación de la cepa deficiente en el gen PMT5 en la que se habían introducido los genes de proteínas 
chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2)

Se cultivó la cepa YK6 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt5::rURA3) dada a conocer en el documento WO 
2007/132949 en medio YPDA y se aplicó sobre medio de ácido 5-fluoroorótico (5-FOA) (Zymo Research, F9002) 30
para obtener una cepa que requiere uracilo crecida. Se designó la cepa obtenida como la cepa ona64908 
(och1yps1ura3ade1pmt5). Posteriormente, se digirió el vector de expresión constitutiva, onaP11007, para 
OmPDI1, OmERO1 y OmKar2 construido en el ejemplo 4 con la enzima de restricción NotI y se introdujo en la cepa 
ona64908 por medio de electroporación. Se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dejó que 
el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido 35
creciera sobre medio de agar Casamino-U de nuevo y se seleccionó un transformante en el que se había introducido 
una chaperona por medio de PCR de colonias. Se confirmó la introducción 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) diseñados dentro de la secuencia de promotor de 
GAP, se confirmó la de OmERO1 con el uso de GAPpforS-F (5’-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO: 40
76) y OMEROT22I (5’-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’: SEQ ID NO: 45) y se confirmó 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) diseñados dentro de la secuencia de promotor 
de PGK. Se designó la cepa deficiente en PMT5 de O. minuta obtenida (och1yps1ura3ade1pmt5), en la que 
se habían introducido los genes de chaperona (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona69308.45

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

Se cultivó la cepa YK7 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt6::rURA3) dada a conocer en el documento WO 50
2007/132949 en medio YPDA y se aplicó sobre medio de ácido 5-fluoroorótico (5-FOA) (Zymo Research, F9002) 
para obtener una cepa que requiere uracilo crecida. Se designó la cepa obtenida como la cepa ona65008 
(och1yps1ura3ade1pmt6). Posteriormente, se digirió el vector de expresión constitutiva, onaP11007, para 
OmPD11, OmERO1 y OmKar2 construido en el ejemplo 4 con la enzima de restricción NotI y se introdujo en la cepa 
ona65008 por medio de electroporación. Se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dejó que 55
el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido 
creciera sobre medio de agar Casamino-U de nuevo y se seleccionó un transformante en el que se había introducido 
una chaperona por medio de PCR de colonias. Se confirmó la introducción 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) diseñados dentro de la secuencia de promotor de 60
GAP, se confirmó 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 confirmó 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) diseñados dentro de la secuencia de promotor 
de PGK. Se designó la cepa deficiente en PMT6 de O. minuta obtenida (och1yps1ura3ade1pmt6) en la que 65
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se habían introducido los genes de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona69508.

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

5
(4-1) Destrucción del gen PMT5 en una cepa deficiente en el gen PMT6

Se digirió el vector deficiente en el gen PMT5, PMT5K/O/rURA3, dado a conocer en el documento WO 2007/132949 
con la enzima de restricción HindIII y entonces se introdujo en la cepa ona65008 (och1yps1ura3ade1pmt6) 
preparada en (3) anterior por medio de electroporación. Se confirmó si el gen PMT5 se había destruido o no en la 10
cepa con el uso del cebador dado a conocer en el documento WO 2007/132949. Se suspendió parte de la levadura 
transformante que se había multiplicado sobre medio de agar Casamino-U en 10 l de una disolución de SDS al 
0,25%, se añadieron 90 l de agua esterilizada y entonces se retiraron las células de levadura por medio de 
centrifugación a 2.700 x g y 4ºC durante 5 minutos. Se designó el sobrenadante obtenido como disolución de ADN. 
Se llevó a cabo una PCR usando el cebador gPMT5-5 (5’-CGGTGACGACTTCGACTAGTCGAG-3’: SEQ ID NO: 15
165) y el cebador gPMT5-2 (5’-CGGTGCTGTTGGCGTCGTCATGGGTG-3’: SEQ ID NO: 166) a 94ºC durante 30 
segundos, 55ºC durante 1 minuto y 72ºC durante 2 minutos, y se repitió este ciclo 25 veces. En la cepa a la que se 
había incorporado en el locus de PMT5 el fragmento introducido, se detectó un fragmento amplificado de 4,9 kb tal 
como se deduce. De manera similar, se llevó a cabo una PCR usando el cebador gPMT5-3 (5’-
GGCGCGTTCCAATTCCACTCTGCTG-3’: SEQ ID NO: 167) y el cebador gPMT5-4 (5’-20
CGACGAGTCCTCTCACCAGGAGGTTG-3’: SEQ ID NO: 168) a 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 1 minuto 
y 72ºC durante 2 minutos, y se repitió este ciclo 25 veces. En la cepa a la que se había incorporado en el locus de 
PMT5 el fragmento introducido, se detectó un fragmento amplificado de 4,9 kb tal como se deduce. Se designó la 
cepa seleccionada como la cepa YK51 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt6pmt5::rURA3).

25
(4-2) Preparación de cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta 
(och1yps1ura3ade1pmt5pmt6) en la que se había introducido una chaperona

Se cultivó la cepa YK51 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt6pmt5::rURA3) preparada en (4-1) anterior en 
medio YPDA y se aplicó sobre medio de ácido 5-fluoroorótico (5-FOA) (Zymo Research, F9002) para obtener una 30
cepa que requiere uracilo crecida. Se designó la cepa obtenida como la cepa ona15707 
(och1yps1ura3ade1pmt5pmt6). Posteriormente, se digirió el vector de expresión constitutiva, onaP11007, 
para OmPDI1, OmERO1 y OmKar2 construido en el ejemplo 4 con la enzima de restricción NotI y se introdujo en la 
cepa ona15707 por medio de electroporación. Se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dejó 
que el transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido 35
creciera sobre medio de agar Casamino-U de nuevo y se seleccionó un transformante en el que se había introducido 
una chaperona por medio de PCR de colonias. Se confirmó la introducción 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) diseñados dentro de la secuencia de promotor de 
GAP, se confirmó la de OmERO1 con el uso de GAPpforS-F (5’-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO: 40
76) y OMEROT22I (5’-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’: SEQ ID NO: 45) y se confirmó 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) diseñados dentro de la secuencia de promotor 
de PGK. Se designó la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta obtenida 
(och1yps1ura3ade1pmt5pmt6) en la que se habían introducido los genes de chaperonas 45
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona56207.

(5) Construcción de una cepa de levadura productora de anticuerpos (O. minuta) utilizando la cepa deficiente en el 
gen PMT en la que se habían introducido los genes de las proteínas chaperonas derivadas de O. minuta
(PDI1/EPO1/Kar2)50

Se introdujeron los vectores de expresión para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 
2001/083560) construido en el ejemplo 2 en las cepas mostradas a continuación preparadas introduciendo los genes 
de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) en las cepas deficientes en PMT construidas en (1) a (4) anteriores por 
medio de electroporación.55

Cepa deficiente en PMT4 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt4) en la que se habían introducido los genes 
de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) (es decir, la cepa ona96708)

Cepa deficiente en PMT5 de O. minuta (och1yps1ra3ade1pmt5) en la que se habían introducido los genes de60
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) (es decir, la cepa ona69308)

Cepa deficiente en PMT6 de O. minuta (och1yps1ura3ade1pmt6) en la que se habían 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 (och1yps1ura3ade1pmt5pmt6) en la que se 
habían introducido los genes de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) (es decir, la cepa ona56207)

Como cadena pesada de anticuerpo, se usó 1 g de onaP02706 digerido con la enzima de restricción Sse83871. 
Como cadena ligera de anticuerpo, se usó 1 g de onaP03106 digerido con la enzima de restricción NotI. Tras la 5
electroporación, se aplicó el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido Zeocin™ 
(Invitrogen, R250-01) a una concentración de 100 g/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos, 
0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptófano y 20 g/l de agar Bacto) y se dejó que el 
transformante creciera a 30ºC durante aproximadamente de 2 a 3 días. Se dejó que el transformante crecido volviera 
a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le había añadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una 10
concentración de 100 g/ml, y se examinó una cepa que secreta y produce un anticuerpo. Se seleccionó 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 seleccionó 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 seleccionó la cepa 15
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 seleccionó 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.

20
[Ejemplo 28] Confirmación de la capacidad para la producción de anticuerpo de la cepa de levadura productora de
anticuerpo (O. minuta) preparada introduciendo genes de proteínas chaperonas derivadas de O. minuta
(PDI1/EPO1/Kar2) en la cepa deficiente en el gen de proteína manosil transferasa (PMT) de O. minuta.

Se confirmó la capacidad para la producción secretora de anticuerpo de la cepa deficiente en PMT que expresa de 25
manera constitutiva las chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la 
misma construida en el ejemplo 27 (5). Además, se examinaron los efectos de la potenciación de la producción 
secretora de anticuerpo con la adición de inhibidores de PMT que se encontraron en el ejemplo 7.

Se cultivó la cepa productora de anticuerpo de la siguiente manera. Con el uso de medio 2x YP-P6-GG (se preparó 30
el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona Bacto en 900 ml de agua pura, 
esterilizando la disolución por medio de inyección de vapor a presión y añadiendo 100 ml de tampón fosfato 10x (pH 
6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado, 10 ml de una disolución de glucosa 
al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por separado), se introdujeron 800 l de 
medio 2x YP-P6-GG en una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271), se sembraron las cepas con el uso de 35
un palillo de dientes y se selló la parte superior de la placa con selladores de placa permeables al CO2 (Greiner, 
676051). Se llevó a cabo el cultivo a una velocidad de agitación de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC, y se 
añadieron en cada caso 100 l de medio 2x YP-P6-GG 2 y 3 días tras el inicio del cultivo. Se llevó a cabo el cultivo 
que implicaba la adición de inhibidores de PMT con el uso de medio 2x YP-P6-GG (se preparó el medio disolviendo 
20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolución por 40
medio de inyección de vapor a presión y añadiendo 100 ml de tampón fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4

0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado, 10 ml de una disolución de glucosa al 50% esterilizada por 
separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por separado), se introdujeron 800 l 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 selló la parte superior de la placa con selladores de placa permeables al CO2 (Greiner, 676051). Se llevó a cabo 45
en primer lugar el cultivo que implicaba la adición del derivado de ácido rodanin-3-acético 1c a una velocidad de 
agitación de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30ºC durante 2 días, se añadieron 100 l de medio 2x YP-P6-GG 
que contenía 1c 20 M y se añadieron adicionalmente 100 l de medio 2x YP-P6-GG que contenía 1c 20 M el día 
3.

50
Se confirmaron la secreción y producción de un anticuerpo por medio de ELISA tipo sándwich o inmunotransferencia 
de tipo Western. Se retiraron las células de levadura del producto de cultivo por medio de centrifugación a 2.700 x g 
y 4ºC durante 5 minutos, y se designó 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 sándwich. Se 
adsorbieron proteínas receptoras de TRAIL que eran antígenos de los anticuerpos anti-receptor de TRAIL en una 55
placa de 96 pocillos, se añadió la muestra de anticuerpo secretado y se llevó a cabo la detección usando un 
anticuerpo anti-Fc específico 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 
llevó a cabo una inmunotransferencia de tipo Western tal como sigue. Tras someter la proteína a SDS-PAGE en 
condiciones reductoras y no reductoras, se transfirió la proteína separada a una membrana de PVDF y se detectaron 60
la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo usando anticuerpo anti-IgG humana (específico de cadena ) 
(Sigma, I-3382) y anticuerpo de cabra anti-kappa b&f humana purificado por afinidad (Bethyl, A-80-115A) como 
anticuerpos primarios. Se usó anticuerpo anti-IgG de cabra purificado por afinidad conjugado con peroxidasa (H&L), 
conejo, Rockland, n.º 605-4313) como anticuerpo secundario. Se llevó a cabo la detección usando el kit de detección 
de inmunotransferencia de tipo Western ECL Advance (GE, RPN2135).65
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Tal como se muestra en la figura 23, una cepa control (es decir, la cepa ona02306) presentaba una cantidad de 
producción 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 mg/l; la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que expresa de 5
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 10
(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 expresión potenciada de chaperona era eficaz para una cepa individual o 15
doblemente deficiente del gen PMT, y se mejoró la capacidad de producción secretora de anticuerpo en 
aproximadamente de 5 a 14 veces más que la de una cepa control.

Además, la adición de inhibidores de PMT, rodanina, al cultivo dio como resultado una mejora en la cantidad de 
producción secretora de anticuerpo de aproximadamente 20 veces a aproximadamente 33 veces en todas las cepas 20
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 producción secretora de anticuerpo 25
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 producción secretora de anticuerpo de la misma en aproximadamente el 60% la 30
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 describió 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 35
ona98808), que presentaba una cantidad de producción de tan solo aproximadamente 0,4 mg/l, experimentó un 
crecimiento y una división anómalos 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 examinó la cantidad de un inhibidor de la actividad PMT, derivado de ácido rodanin-3-40
acético 1c añadido. Se llevó a cabo el cultivo introduciendo 800 l de medio 2x YP-P6-GG a una placa de 96 pocillos 
profundos (Greiner, 780271), se añadieron en cada caso 100 l de medio preparado mientras se ajustaba la 
concentración del derivado de ácido rodanin-3-acético 1c a 1,25, 2,5, 5, 10, 20 ó 40 M con la ayuda de medio 2x 
YP-P6-GG, 2 y 3 días tras el inicio del cultivo (concentración final: 0,25, 0,5, 1, 2, 4 u 8 M). Como resultado, se 
mejoró la cantidad de producción en aproximadamente el 13% cuando se añadió medio 2x YP-P6-GG que contenía 45
1c 0,25 M (concentración final), tal como se muestra en la figura 26. Se determinó que la concentración del 
inhibidor de la actividad PMT, derivado de ácido rodanin-3-acético 1c, que debe añadirse 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), era aproximadamente 1/16 la de otras cepas.

50
[Ejemplo 29] Purificación de anticuerpo producido por una cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta) 
preparada introduciendo los genes de las proteínas 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 encontró que la destrucción del gen PMT de O. minuta reducía la 55
capacidad para la producción secretora de anticuerpo en cierta medida e influía significativamente en la morfología 
de O. minuta. Esto sugiere fuertemente que la supresión de la adición de cadena de O-azúcar por medio de la 
supresión de la actividad PMT de O. minuta influye significativamente en las funciones fisiológicas de O. minuta. Por 
tanto, se considera que la evaluación de la actividad biológica (es decir, actividad citotóxica) de anticuerpos 
producidos por tales cepas productoras de anticuerpo conduce al descubrimiento de condiciones óptimas para 60
combinaciones de mutación de PMT, expresión constitutiva de proteínas chaperonas (PDI1/EPO1/Kar2) y adición de 
un inhibidor de la actividad PMT (derivado de ácido rodanin-3-acético 1c).

(1) Cultivo de cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta) preparada introduciendo los genes de las 
proteínas chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2) en la cepa deficiente en el gen PMT65
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Se seleccionó 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 seleccionó 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 seleccionó la 
cepa ona98808 como la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas 5
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccionó 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 seleccionó 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 seleccionó la cepa 10
ona67408 como 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.

Se sometió un matraz Erlenmeyer de 100 ml que comprendía 20 ml de medio Casamino-U-A preparado añadiendo 
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentración de 50 g/ml a medio Casamino-U-A (6,7 g/l de base nitrogenada 15
de levadura sin aminoácidos, 0,5 g/l de casaminoácidos, 20 g/l de glucosa y 20 mg/l de L-triptófano) a cultivo de 
siembra a una velocidad de agitación de 210 rpm, una amplitud de 75 mm, a 30ºC durante 2 días. Posteriormente, 
se introdujeron de 20 a 30 ml de la disolución de cultivo de siembra en un matraz Erlenmeyer de 2 l que contenía 
400 ml de medio 2x YP-P6-GG (se preparó el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de 
peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolución por medio de inyección de vapor a presión y 20
añadiendo 100 ml de tampón fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por 
separado, 10 ml de una disolución de glucosa al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% 
esterilizada por separado) y se llevó a cabo el cultivo a una velocidad de agitación de 210 rpm, una amplitud de 
75 mm, a 30ºC. Después de que el valor de DO 600 superase 10, se añadió un inhibidor de la actividad PMT 
(derivado de ácido rodanin-3-acético 1c) (concentración de disolución madre: 40 mM) en cantidades de 0,2 M cada 25
vez que el valor de DO600 aumentaba en 1. Sólo 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 añadió el inhibidor de la actividad PMT en cantidades de 
0,0125 M en cada caso.

30
(2) Purificación de un anticuerpo producido a partir de O. minuta

Se retiraron las células de levadura de la disolución de cultivo por medio de centrifugación a 13.000 x g, 4ºC, durante 
30 minutos, y se designó el sobrenadante de cultivo como muestra de anticuerpo secretado. Se concentró la 
muestra usando Pall Filtron Centrimate™ (tamiz de medio Omega Centrimate 10K, Pall) y entonces se purificó con 35
el uso del purificador AKTA (GE). Al principio, se adsorbió la muestra de anticuerpo concentrada en HiTrap 
Mabselect SuRe (GE, 11-0034-94), que se había equilibrado con tampón fosfato de sodio (fosfato de sodio 20 mM, 
cloruro de sodio 300 mM, pH 7,2) y se eluyó la muestra con el uso de tampón de elución de IgG ImmunoPure 
(Pierce, 21009). Se neutralizó inmediatamente la fracción eluida con la adición de tampón Tris-HCl 1 M (pH 9) en 
una cantidad de una décima parte de la fracción de elución, y entonces se añadió una cantidad equivalente de 40
tampón fosfato de sodio (fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2). Posteriormente, se adsorbió la 
fracción eluida con el uso de HiTrap Mabselect SuRe en un cartucho de proteína L (Pierce, n.º 89929), que se había 
equilibrado con tampón fosfato de sodio (fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2), y se eluyó la 
muestra con el uso de tampón de elución de IgG ImmunoPure (Pierce, 21009). Se sometió la fracción eluida 
purificada con cartucho de proteína L a filtración en gel con el uso de Superdex200 10/30 GL (GE, 17-5175-01), que 45
se había equilibrado con tampón 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 cromatografía de exclusión molecular (SEC)-HPLC usando PROTEIN KW403-4F (4,6 (d.i.) x 300 mm) (Showa 
Denko K.K., F6989202). Se usó tampón fosfato de sodio (fosfato de sodio 30 mM, cloruro de sodio 300 mM, pH 6,7) 
como fase móvil. La figura 27 muestra un patrón de elución por medio de SEC-HPLC de los anticuerpos purificados. 50
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/OmKar2) 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), 55
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 60
misma (es decir, la cepa ona67408) produjeron cromatogramas estrechos.

Los resultados de SDS-PAGE en condiciones reductoras/no reductoras seguido por análisis de inmunotransferencia 
de tipo Western demuestran que el heterotetrámero 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 65
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 heterotetrámero de la cadena 
pesada y la cadena ligera de anticuerpo se detectó 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 5
(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 encontró que la potenciación de la expresión de 10
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) aceleraba la formación de un ensamblaje; es decir, el heterotetrámero de 
la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo.

(3) Actividad citotóxica de anticuerpos producidos a partir de O. minuta
15

(3-1) Medición de la cantidad de proteína de anticuerpo purificado

Se midió la cantidad de la proteína de anticuerpo purificado empleando albúmina sérica bovina como patrón y 
usando el kit de ensayo de proteína DC II (Bio-Rad, 500-0112JA).

20
(3-2) Medición de la actividad citotóxica de anticuerpo purificado

Se midió la actividad citotóxica del anticuerpo anti-receptor de TRAIL mediante el método de reticulación usando 
anticuerpos secundarios tal como se describe a continuación. Se usó un anticuerpo anti-receptor de TRAIL 
producido con el uso de una célula de mamífero como muestra control. Se usó anticuerpo de cabra frente a Fc de 25
IgG humana purificado por afinidad (MP Biomedicals, n.º 55071) como anticuerpo secundario. Se ajustó la 
concentración del anticuerpo secundario a 1 mg/ml con el uso de medio de cultivo celular (medio RPMI 1640 que 
contenía suero al 10%, GIBCO, 11875), y se usó el medio de cultivo celular que contenía el anticuerpo secundario 
así preparado para preparar una muestra a una concentración de 2.000 ng/ml. Además, se preparó una serie de 
dilución de la muestra preparada (200 ng/ml, 20 ng/ml, 2 ng/ml y 0,2 ng/ml; diluciones de 10 veces) y se fraccionó en 30
la placa de 96 pocillos Corning (costar, n.º 3598) a 50 l/pocillo. Se sembró una suspensión de células Jurkat (1 x 
105 células/ml) en la placa a la que se había añadido la muestra a 50 l/pocillo. Se cuantificó el ATP derivado de 
células con actividad metabólica 72 horas tras el inicio del cultivo con el uso del kit de detección de ATP (ensayo de 
viabilidad celular luminiscente CellTiter-GIo™, Promega, n.º G7571), se designó la supervivencia celular del grupo 
no tratado como el 100% y se determinó el recuento de células viables en cada grupo tratado. Tal como se muestra 35
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 40
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 45
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 50
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 55
28,2 ng/ml.

La actividad citotóxica 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 sólo una undécima parte de la del 
anticuerpo anti-receptor de TRAIL producido a partir de células animales. El anticuerpo producido por la cepa 60
ona48707 que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma presentaba una actividad citotóxica 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 citotóxica mayor que la de la cepa control, el 65
anticuerpo producido a partir de la cepa deficiente en PMT6 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 ona74608) 
presentaba la mayor actividad citotóxica, 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 adición de los inhibidores de PMT (es decir, el derivado de ácido rodanin-3-acético 1c) presentaban la 5
mayor actividad biológica.

Aplicabilidad industrial

Según la presente invención, la introducción de genes de chaperonas en células huésped posibilita la secreción y 10
producción de alto nivel de proteínas que tienen estructuras complicadas (por ejemplo, anticuerpos) que se pliegan 
correctamente en células huésped, así como proteínas normales. Empleando la introducción de genes de 
chaperonas en combinación con la supresión de la adición de cadena de O-azúcar inherente a levadura, pueden 
alcanzarse efectos sinérgicos con respecto a la secreción y producción de alto nivel de proteínas.

15
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<210> 16
<211> 40
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> cebador
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<210> 17
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<220>
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador5

<400> 18

<210> 1910
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> cebador

<400> 19

20
<210> 20
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

25
<220>
<223> cebador

<400> 20

30

<210> 21
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> cebador

<400> 2140

<210> 22
<211> 32
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

50
<400> 22

<210> 23
<211> 2255
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador60
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<210> 24
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 2410

<210> 25
<211> 32
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
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<400> 25

<210> 26
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45
<210> 28
<211> 27
<212> ADN
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<400> 28
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<210> 29
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<210> 30
<211> 25
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

10
<400> 30

<210> 31
<211> 2515
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador20

<400> 31

<210> 3225
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> cebador

<400> 32

35
<210> 33
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

40
<220>
<223> cebador

<400> 33

45

<210> 34
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial50

<220>
<223> cebador

<400> 3455

<210> 35
<211> 25
<212> ADN60
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

ES 2 537 806 T3

 



106

<400> 35

<210> 365
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>10
<223> cebador

<400> 36

15
<210> 37
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

20
<220>
<223> cebador

<400> 37

25

<210> 38
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> cebador

<400> 3835

<210> 39
<211> 28
<212> ADN40
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

45
<400> 39

<210> 40
<211> 2250
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador55

<400> 40

<210> 4160
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2 537 806 T3

 



107

<220>
<223> cebador

<400> 41

5

<210> 42
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial10

<220>
<223> cebador

<400> 4215

<210> 43
<211> 22
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

25
<400> 43

<210> 44
<211> 2830
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador35

<400> 44

<210> 4540
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> cebador

<400> 45

50
<210> 46
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

55
<220>
<223> cebador

<400> 46

60

<210> 47
<211> 25

ES 2 537 806 T3

 



108

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador5

<400> 47

<210> 4810
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> cebador

<400> 48

20
<210> 49
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

25
<220>
<223> cebador

<400> 49

30

<210> 50
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> cebador

<400> 5040

<210> 51
<211> 29
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

50
<400> 51

<210> 52
<211> 3555
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador60

<400> 52

ES 2 537 806 T3

 



109

<210> 53
<211> 35
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

10
<400> 53

<210> 54
<211> 3515
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador20

<400> 54

<210> 5525
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> cebador

<400> 55

35
<210> 56
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

40
<220>
<223> cebador

<400> 56

45

<210> 57
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial50

<220>
<223> cebador

<400> 5755

<210> 58
<211> 26
<212> ADN60
<213> Artificial

<220>

ES 2 537 806 T3

 



110

<223> cebador

<400> 58

5
<210> 59
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

10
<220>
<223> cebador

<400> 59

15

<210> 60
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial20

<220>
<223> cebador

<400> 6025

<210> 61
<211> 27
<212> ADN30
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

35
<400> 61

<210> 62
<211> 2240
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador45

<400> 62

<210> 6350
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>55
<223> cebador

<400> 63

60
<210> 64
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ES 2 537 806 T3

 



111

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 645

<210> 65
<211> 26
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

15
<400> 65

<210> 66
<211> 904620
<212> ADN
<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS25
<222> (4766)..(6016)

<400> 66

ES 2 537 806 T3

 



112

ES 2 537 806 T3

 



113

ES 2 537 806 T3

 



114

ES 2 537 806 T3

 



115

ES 2 537 806 T3

 



116

ES 2 537 806 T3

 



117

ES 2 537 806 T3

 



118

ES 2 537 806 T3

 



119

ES 2 537 806 T3

 



120

<210> 67
<211> 417
<212> PRT5
<213> Ogataea minuta

<400> 67

ES 2 537 806 T3

 



121

ES 2 537 806 T3

 



122

<210> 68
<211> 42
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

10

ES 2 537 806 T3

 



123

<400> 68

<210> 69
<211> 655
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador10

<400> 69

<210> 7015
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 70

25
<210> 71
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 71

35

<210> 72
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 7245

<210> 73
<211> 24
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

55
<400> 73

<210> 74
<211> 2860
<212> ADN

ES 2 537 806 T3

 



124

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

5
<400> 74

<210> 75
<211> 2710
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador15

<400> 75

<210> 7620
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> cebador

<400> 76

30
<210> 77
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 77

40

<210> 78
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial45

<220>
<223> cebador

<400> 7850

<210> 79
<211> 23
<212> ADN55
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

60
<400> 79

ES 2 537 806 T3

 



125

<210> 80
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 8010

<210> 81
<211> 26
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

20
<400> 81

<210> 82
<211> 4125
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador30

<400> 82

<210> 8335
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> cebador

<400> 83

45
<210> 84
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

50
<220>
<223> cebador

<400> 84

55

<210> 85
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial60

<220>
<223> cebador

ES 2 537 806 T3

 



126

<400> 85

<210> 865
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>10
<223> cebador

<400> 86

15
<210> 87
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

20
<220>
<223> cebador

<400> 87

25

<210> 88
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> cebador

<400> 8835

<210> 89
<211> 19
<212> ADN40
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

45
<400> 89

<210> 90
<211> 2650
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador55

<400> 90

<210> 9160
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2 537 806 T3

 



127

<220>
<223> cebador

<400> 915

<210> 92
<211> 31
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

15
<400> 92

<210> 93
<211> 3120
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador25

<400> 93

<210> 9430
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>35
<223> cebador

<400> 94

40
<210> 95
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

45
<220>
<223> cebador

<400> 95

50

<210> 96
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial55

<220>
<223> cebador

<400> 9660

<210> 97

ES 2 537 806 T3

 



128

<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> cebador

<400> 97

10
<210> 98
<211> 26
<212> ARN
<213> Artificial

15
<220>
<223> cebador

<400> 98

20

<210> 99
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> cebador

<400> 9930

<210> 100
<211> 32
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

40
<400> 100

<210> 101
<211> 3245
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador50

<400> 101

<210> 10255
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>60
<223> cebador

<400> 102

ES 2 537 806 T3

 



129

<210> 103
<211> 29
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

10
<400> 103

<210> 104
<211> 3315
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador20

<400> 104

<210> 10525
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> cebador

<400> 105

35
<210> 106
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

40
<220>
<223> cebador

<400> 106

45

<210> 107
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial50

<220>
<223> cebador

<400> 10755

<210> 108
<211> 27
<212> ADN60
<213> Artificial

ES 2 537 806 T3

 



130

<220>
<223> cebador

<400> 108

5

<210> 109
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial10

<220>
<223> cebador

<400> 10915

<210> 110
<211> 35
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

25
<400> 110

<210> 111
<211> 3430
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador35

<400> 111

<210> 11240
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> cebador

<400> 112

50
<210> 113
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

55
<220>
<223> cebador

<400> 113

60

ES 2 537 806 T3

 



131

<210> 114
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 114

10

<210> 115
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 11520

<210> 116
<211> 25
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

30
<400> 116

<210> 117
<211> 2935
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador40

<400> 117

<210> 11845
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

<400> 118

55
<210> 119
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador

ES 2 537 806 T3

 



132

<400> 119

<210> 120
<211> 15695
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS10
<222> (1).. (1569)

<400> 120

ES 2 537 806 T3

 



133

ES 2 537 806 T3

 



134

ES 2 537 806 T3

 



135

ES 2 537 806 T3

 



136

<210> 121
<211> 522
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 121

ES 2 537 806 T3

 



137

ES 2 537 806 T3

 



138

ES 2 537 806 T3

 



139

<210> 122
<211> 957
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(957)10

<400> 122

ES 2 537 806 T3

 



140

ES 2 537 806 T3

 



141

<210> 123
<211> 318
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 123

ES 2 537 806 T3

 



142

ES 2 537 806 T3

 



143

<210> 124
<211> 1134
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1134)10

<400> 124

ES 2 537 806 T3

 



144

ES 2 537 806 T3

 



145

ES 2 537 806 T3

 



146

<210> 125
<211> 377
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 125

ES 2 537 806 T3

 



147

ES 2 537 806 T3

 



148

<210> 126
<211> 1692
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1692)10

<400> 126

ES 2 537 806 T3

 



149

ES 2 537 806 T3

 



150

ES 2 537 806 T3

 



151

ES 2 537 806 T3

 



152

<210> 127
<211> 563
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 127

ES 2 537 806 T3

 



153

ES 2 537 806 T3

 



154

ES 2 537 806 T3

 



155

     

<210> 128
<211> 4085

ES 2 537 806 T3

 



156

<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS5
<222> (1)..(408)

<400> 128

10

<210> 129
<211> 135
<212> PRT

ES 2 537 806 T3

 



157

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 129

5

<210> 130
<211> 1938
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae10

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1938)

ES 2 537 806 T3

 



158

<400> 130

ES 2 537 806 T3

 



159

ES 2 537 806 T3

 



160

ES 2 537 806 T3

 



161

ES 2 537 806 T3

 



162

<210> 131
<211> 645
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 131

ES 2 537 806 T3

 



163

ES 2 537 806 T3

 



164

ES 2 537 806 T3

 



165

ES 2 537 806 T3

 



166

<210> 132
<211> 2646
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (2646)10

<400> 132

ES 2 537 806 T3

 



167

ES 2 537 806 T3

 



168

ES 2 537 806 T3

 



169

ES 2 537 806 T3

 



170

ES 2 537 806 T3

 



171

ES 2 537 806 T3

 



172

<210> 133
<211> 881
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 133

ES 2 537 806 T3

 



173

ES 2 537 806 T3

 



174

ES 2 537 806 T3

 



175

ES 2 537 806 T3

 



176

ES 2 537 806 T3

 



177

<210> 134
<211> 834
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(834)10

<400> 134

ES 2 537 806 T3

 



178

ES 2 537 806 T3

 



179

<210> 135
<211> 277
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 135

ES 2 537 806 T3

 



180

ES 2 537 806 T3

 



181

<210> 136
<211> 888
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (888)10

<400> 136

ES 2 537 806 T3

 



182

ES 2 537 806 T3

 



183

<210> 137
<211> 295
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 137

ES 2 537 806 T3

 



184

ES 2 537 806 T3

 



185

<210> 138
<211> 1554
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1554)10

<400> 138

ES 2 537 806 T3

 



186

ES 2 537 806 T3

 



187

ES 2 537 806 T3

 



188

<210> 139

ES 2 537 806 T3

 



189

<211> 517
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 1395

ES 2 537 806 T3

 



190

ES 2 537 806 T3

 



191

ES 2 537 806 T3

 



192

<210> 140
<211> 1527
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1527)10

<400> 140

ES 2 537 806 T3

 



193

ES 2 537 806 T3

 



194

ES 2 537 806 T3

 



195

<210> 141
<211> 508
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 141

ES 2 537 806 T3

 



196

ES 2 537 806 T3

 



197

ES 2 537 806 T3

 



198

<210> 142
<211> 1527
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

10
<400> 142

ES 2 537 806 T3

 



199

ES 2 537 806 T3

 



200

<210> 143
<211> 1407
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1407)10

<400> 143

ES 2 537 806 T3

 



201

ES 2 537 806 T3

 



202

ES 2 537 806 T3

 



203

<210> 144
<211> 468
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 144

ES 2 537 806 T3

 



204

ES 2 537 806 T3

 



205

ES 2 537 806 T3

 



206

<210> 145
<211> 1407
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

10
<400> 145

ES 2 537 806 T3

 



207

<210> 146
<211> 1404
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1404)10

ES 2 537 806 T3

 



208

<400> 146

ES 2 537 806 T3

 



209

ES 2 537 806 T3

 



210

<210> 147

ES 2 537 806 T3

 



211

<211> 467
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1475

ES 2 537 806 T3

 



212

ES 2 537 806 T3

 



213

ES 2 537 806 T3

 



214

<210> 148
<211> 1404
<212> ADN
<213> Artificial

5
<220>
<223> ADN sintético

<400> 148

10

ES 2 537 806 T3

 



215

<210> 149
<211> 1965
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1965)10

<400> 149

ES 2 537 806 T3

 



216

ES 2 537 806 T3

 



217

ES 2 537 806 T3

 



218

ES 2 537 806 T3

 



219

<210> 150
<211> 654
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 150

ES 2 537 806 T3

 



220

ES 2 537 806 T3

 



221

ES 2 537 806 T3

 



222

ES 2 537 806 T3

 



223

<210> 151
<211> 1965
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

10
<400> 151

ES 2 537 806 T3

 



224

ES 2 537 806 T3

 



225

<210> 152
<211> 1965
<212> ADN5
<213> Cricetulus griseus

<400> 152

ES 2 537 806 T3

 



226

ES 2 537 806 T3

 



227

<210> 153
<211> 1530
<212> ADN5
<213> Cricetulus griseus

<400> 153

ES 2 537 806 T3

 



228

<210> 154
<211> 19
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

10
<400> 154

<210> 155
<211> 2115
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador20

<400> 155

<210> 15625
<211> 21

ES 2 537 806 T3

 



229

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador5

<400> 156

<210> 15710
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> cebador

<400> 157

20
<210> 158
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

25
<220>
<223> cebador

<400> 158

30

<210> 159
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> cebador

<400> 15940

<210> 160
<211> 38
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

50
<400> 160

<210> 161
<211> 2055
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador60

<400> 161

ES 2 537 806 T3

 



230

<210> 162
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 16210

<210> 163
<211> 18
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

20
<400> 163

<210> 164
<211> 1925
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador30

<400> 164

<210> 16535
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> cebador

<400> 165

45
<210> 166
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

50
<220>
<223> cebador

<400> 166

55

<210> 167
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial60

<220>
<223> cebador
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<400> 167

<210> 1685
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>10
<223> cebador

<400> 168

15
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REIVINDICACIONES

1. Célula huésped transformada

(i) en la que se han introducido uno o una combinación de dos o más de los genes de chaperonas (a) a (c) 5
a continuación:

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1;

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de 10
nucleótidos complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 
1 y que codifica para una proteína que tiene una actividad de aumento de la secreción de proteínas 
foráneas, en la que las condiciones rigurosas comprenden una concentración de sodio de 15 a 750 mM,
una temperatura de 25ºC a 70ºC, una concentración de formamida del 0% al 50%, lavándose el filtro a una 
concentración de sal de sodio de 15 a 600 mM y a una temperatura de 50ºC a 70ºC tras la hibridación; y15

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucleótidos que tiene una homología de al menos el 90% con
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para una proteína que tiene una 
actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas, en la que la homología se determina usando 
un programa FASTA o BLAST, o20

(ii) en la que se han introducido uno o una combinación de dos o más de los genes que codifican para las 
proteínas chaperonas (d) a (f) a continuación:

(d) una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2;25

(e) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos el 
90% con la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de aumento de 
la secreción de proteínas foráneas, en la que la homología se determina usando un programa FASTA o 
BLAST; y30

(f) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos 
mostrada en SEQ ID NO: 2 mediante deleción, sustitución y/o adición de uno a 10 aminoácidos y que tiene 
una actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas.

35
2. Célula huésped transformada según la reivindicación 1(i), en la que se han introducido adicionalmente uno 

o una combinación de dos o más de los genes de chaperonas (iv) a (vi) a continuación:

(iv) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 5, 
7, 9, 11 ó 13;40

(v) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de 
nucleótidos complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 
3, 5, 7, 9, 11 ó 13 y que codifica para una proteína que tiene una actividad de aumento de la secreción de 
proteínas foráneas, en la que las condiciones rigurosas comprenden una concentración de sodio de 15 a 45
750 mM, una temperatura de 25ºC a 70ºC, una concentración de formamida del 0% al 50%, lavándose el 
filtro a una concentración de sal de sodio de 15 a 600 mM y a una temperatura de 50ºC a 70ºC tras la 
hibridación; y

(vi) un gen que consiste en una secuencia de nucleótidos que tiene una homología de al menos el 90% con50
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 5, 7, 9, 11 ó 13 y que codifica para una proteína 
que tiene una actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas, en la que la homología se 
determina usando un programa FASTA o BLAST.

3. Célula huésped transformada según la reivindicación 1(ii), en la que se han introducido adicionalmente uno 55
o una combinación de dos o más de los genes que codifican para las proteínas chaperonas (vii) a (ix) a 
continuación:

(vii) una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 ó 
14;60

(viii) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos el 
90% con la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 ó 14 y que tiene una 
actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas, en la que la homología se determina usando 
un programa FASTA o BLAST; y65
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(ix) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos 
mostrada en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 ó 14 mediante deleción, sustitución y/o adición de uno a 10 
aminoácidos y que tiene una actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas.

4. Célula huésped transformada según la reivindicación 1, en la que la célula huésped es una célula eucariota.5

5. Célula huésped transformada según la reivindicación 4, en la que la célula eucariota es una célula de 
levadura.

6. Célula huésped transformada según la reivindicación 5, en la que la levadura es una levadura asimiladora 10
de metanol.

7. Célula huésped transformada según la reivindicación 6, en la que la levadura asimiladora de metanol es 
Ogataea minuta.

15
8. Célula huésped transformada según la reivindicación 5, en la que la levadura es Saccharomyces cerevisiae.

9. Célula huésped transformada según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que se ha 
introducido un gen que codifica para una proteína diana foránea.

20
10. Célula huésped transformada según la reivindicación 9, en la que la proteína foránea es una proteína 

multimérica.

11. Célula huésped transformada según la reivindicación 10, en la que la proteína multimérica es un 
heteromultímero.25

12. Célula huésped transformada según la reivindicación 11, en la que el heteromultímero es un anticuerpo.

13. Célula huésped transformada según la reivindicación 9, en la que la proteína foránea es glicosiltransferasa.
30

14. Método para producir una proteína que comprende cultivar la célula huésped transformada según una 
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 en un medio y tomar una muestra de una proteína diana del 
producto de cultivo.

15. Método para producir una proteína según la reivindicación 14, en el que cultivo se lleva a cabo en 35
condiciones en las que se inhibe la actividad proteína O-manosiltransferasa (PMT).

16. Método para producir una proteína según la reivindicación 15, en el que se inhibe la actividad proteína O-
manosiltransferasa (PMT) con la adición de un inhibidor de la actividad PMT al medio.

40
17. Método para producir una proteína según la reivindicación 16, en el que el inhibidor de la actividad PMT es 

ácido 5-[[3,4-(1-fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético.

18. Método para producir una proteína según la reivindicación 15, en el que se inhibe la actividad proteína O-
manosiltransferasa (PMT) por medio de la destrucción del gen PMT.45

19. Método para producir una proteína según la reivindicación 15, en el que se inhibe la actividad proteína O-
manosiltransferasa (PMT) por medio de la destrucción del gen PMT y con la adición de un inhibidor de la 
actividad PMT al medio.

50
20. Método para producir una proteína según la reivindicación 19, en el que el inhibidor de la actividad PMT es 

ácido 5-[[3,4-(1-fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético.

21. Método para producir una proteína según una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que la 
destrucción del gen PMT es una destrucción simple del gen PMT5 o el gen PMT6 o una destrucción doble 55
del gen PMT5 y el gen PMT6.

22. Cualquiera de los genes de chaperonas (a) a (c) a continuación de Ogataea minuta:

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1;60

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de 
nucleótidos complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 
1 y que codifica para una proteína que tiene una actividad de aumento de la secreción de proteínas 
foráneas, en los que las condiciones rigurosas comprenden una concentración de sodio de 15 a 750 mM,65
una temperatura de 25ºC a 70ºC, una concentración de formamida del 0% al 50%, lavándose el filtro a una 
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concentración de sal de sodio de 15 a 600 mM y a una temperatura de 50ºC a 70ºC tras la hibridación; y

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucleótidos que tiene una homología de al menos el 90% con
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para una proteína que tiene una 
actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas, en los que la homología se determina usando 5
un programa FASTA o BLAST,

o

un gen que codifica para cualquiera de las proteínas chaperonas (d) a (f) a continuación :10

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

(e) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos el 
90% con la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de aumento de 15
la secreción de proteínas foráneas, en los que la homología se determina usando un programa FASTA o 
BLAST; y

(f) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos 
mostrada en SEQ ID NO: 2 mediante deleción, sustitución y/o adición de uno a 10 aminoácidos y que tiene 20
una actividad de aumento de la secreción de proteínas foráneas.
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