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DESCRIPCION
Células huésped y procedimientos de uso

Campo de la invencién

La invencion pertenece al campo de la ingenieria biomédica. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a
cepas de Pichia modificadas genéticamente y a procedimientos de produccién de polipéptidos en las mismas.

Antecedentes de la invencion

Los polipéptidos y proteinas terapéuticas se pueden expresar en diversas células huésped, incluyendo células
bacterianas, células de E. coli, células fungicas o de levaduras, células de un microorganismo, células de insectos y
células de mamiferos. Huéspedes fungicos, tales como la levadura metiltréfica Pichia pastoris tiene claras ventajas
para la expresion de proteinas terapéuticas, por ejemplo, no secreta grandes cantidades de proteinas enddgenas,
que tiene un fuerte promotor inducible, se puede cultivar en medios quimicos definidos y puede producir altos titulos
de proteinas recombinantes (Cregg y col., Mol. Biotech. 16:23-52 (2000)). Las levaduras y hongos filamentosos se
han usado con éxito para la produccion de proteinas recombinantes, tanto intracelulares y secretadas (Cereghino, J.
L. y J. M. Cregg 2000 FEMS Microbiology Reviews 24(1): 45 66; Harkki, A., et al. 1989 Bio-Technology 7(6): 596;
Berka, R. M., et al. 1992 Abstr. Papers Amer. Chem.Soc.203: 121-BIOT; Svetina, M., et al. 2000 J. Biotechnol.
76(23): 245-251. Pichia es una célula huésped notable para la expresion de seroalbumina humana recombinante
(HSA). Sin embargo, la expresion de otros polipéptidos terapéuticos, incluidos polipéptidos fusionados
genéticamente con HSA se enfrenta a los obstaculos técnicos de la protedlisis no deseada y la glicosilacion.

Las proteinas heterdlogas expresadas en P. pastoris pueden contener azlcares de manosa adicionales resultantes
en glicanos "ricos en manosa", asi como grupos manosilfosfato que imparten una carga negativa en una proteina.
Las proteinas glicosiladas, ya sea con glicanos ricos en manosa o mananos cargados tienen un alto riesgo de
provocar una respuesta inmunitaria en los seres humanos (Takeuchi, Trends in Glycosci. & Glycotech., 9:529-S35
(1997); Rosenfeld y col., J. Biol. Chem., 249:2319-2321 (1974)). Por consiguiente, seria deseable producir péptidos
terapéuticos, polipéptidos y/o proteinas en sistemas de huéspedes fungicas, de forma que patrén de glicosilacion
sea idéntico o al menos similar al de los seres humanos.

El documento US6051419 describe genes que influyen sobre la actividad proteolitica de Pichia. Daly et al. describen
la expresion de proteinas heterdlogas en Pichia (Journal of Molecular Recognition Vol. 18, No. 2, 119-138). Los
documentos W09914347 1 y US6153424 describieron cepas de Pichia deficientes en proteasa. Gleeson et al
describen la generacion de cepas deficientes en proteasa y su uso en la expresion de proteinas heterdlogas
(Methods in Molecular Biology Vol. 103, 81-94).

Por lo tanto, existe la necesidad de cepas de levadura, en particular cepas de Pichia que sean capaces de producir
péptidos heterdlogos, polipéptidos y/o proteinas con proteolisis reducida y/o glicosilacién en comparaciéon con las
cepas de tipo salvaje. Ademas, existe la necesidad de identificar genes dentro de cepas de levadura, en particular
cepas de Pichia, responsables de producir las proteinas implicadas en vias proteoliticas y de glicosilacion.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona una cepa de Pichia modificada genéticamente en la que la secuencia de acido
nucleico que codifica:

(i) PEP4, PRB1 e YMP1,
(i) PEP4, PRB1 e YMP2, 0
(iii) PEP4, PRB1 e YMP3

es modificada genéticamente para producir deficiencia de proteasa de al menos tres de las siguientes enzimas y/o
tipo de enzima: aminopeptidasa de tipo Arg / Ala, aspartil proteasa, serin proteasa, serin proteasa secretada, serin
proteasa Prb 1, aminopeptidasa de tipo Leu, en comparacion con la cepa de tipo salvaje.

Se describen cepas de Pichia modificadas genéticamente en las que al menos una secuencia de acido nucleico que
codifica un producto génico funcional y/o al menos un acido nucleico necesario para la expresion de al menos un
producto génico en dicha cepa de Pichia estd modificada genéticamente, en el que dicho producto génico es
responsable de la protedlisis y/o la glicosilacion en dicha cepa de Pichia modificada genéticamente.

También se proporcionan en el presente documento procedimientos de produccién de al menos un polipéptido
heterélogo que comprende expresar dicho polipéptido heterélogo en una cepas de Pichia modificada genéticamente
de la presente invencién. Se describen péptidos expresados de forma heterdloga, polipéptidos y proteinas
expresadas en las células huésped de la presente invencion.

Se describe un polipéptido aislado que tiene al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 99 % y/o 100 % de identidad de secuencia con la SEC ID N° 4, SEC ID N° 6y SEC ID N° 8.
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También se describe una cepa de células huésped genéticamente modificada en la que dicho padre de tipo salvaje
parental de dicha célula huésped comprende un gen que codifica un polipéptido que tiene al menos 60 % de
identidad de secuencia con las SEC ID N° 4, 6 y 8, en la que dicho gen se modifica genéticamente en el genoma de
dicha célula huésped de tal manera que el producto del gen o su actividad se reduce o se elimina en dicha célula
huésped genéticamente modificada en comparacion con dicha célula huésped de tipo salvaje.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Nueva proteasa Ymp1 de Pichia identificada utilizando la purificacion por afinidad y analisis CL/EM
Figura 2: Estructura predicha de YMP1 (SEC ID N° 4) que muestra los aminoacidos 1-857 como la SEC ID N° 15.
Figura 3: Ensayo de actividad de la proteasa de la cepa mutante ymp1

Figura 4: Ensayo zimografico de la cepa mutante ymp1

Figura 5: Efecto de inactivacion de ymp1 sobre la proteolisis de la proteina heteréloga (SEC ID N° 1)

Figura 6: Efecto de inactivacion de ysp2 sobre la proteolisis de la proteina heterdloga (SEC ID N° 1)

Figura 7: Efecto de inactivacion de ysp? sobre la proteolisis de la proteina heterdloga (SEC ID N° 1)

Figura 8: Efecto de inactivacion de pep4 sobre la proteolisis de la proteina heterdloga (SEC ID N° 1)

Figura 9: Estudio de estabilidad en tampdn de las cepas mutantes ymp1, ymp3

Figura 10: Resultados del ensayo de zimoliasa par alas cepas de tipo salvaje (WT) y mutantes pmt1 y pmt4 de
Pichia

Figura 11: Analisis de glicosilacion de proteinas heterélogas (SEC ID N° 1) de la cepa mutante pmt4

Descripcion detallada de la invenciéon

“Célula(s) huésped” como se usa en el presente documento se refiere a una célula que se ha introducido (por
ejemplo, transformado, infectado o transfectado) o es capas de introduccién (por ejemplo, transformacion, infeccion
o transfeccion) por una secuencia de polinucledtidos aislados. Las células huésped de origen de levadura y/u
hongos filamentosos pueden incluir, entre otros, las siguientes familias, géneros y especies: Pichia pastoris, Pichia
finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia menabranaefaciens, Pichia methanolica, Pichia minuta
(Ogataea minuta, Pichia lindneri), Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichi salictaria, Pichia guercum, Pichia
pijperi, Pichia stiptis, Pichia sp., Saccharomyces castelii, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri,
Saccharomyces sp., Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp., Kluyveromyces lactis, Candida albicans, Candida
sp., Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei,
Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp., Fusarium gramineum, Fusarium venenatum, Physcomitrella patens y
Neurospora crassa.

"Transformado" como se conoce en la técnica, es la modificacion dirigida del genoma o apisona de un organismo a
través de la introduccion de ADN o ARN externo, o a cualquier otra introduccion estable de ADN o ARN externo.

"Transfectada" como se conoce en la técnica, es la introduccién de ADN o ARN externo en un microorganismo,
incluyendo, pero no limitado a, ADN o ARN recombinante.

“Identidad”, como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos o mas secuencias polipeptidicas o dos o mas
secuencias polinucleotidicas, segun el caso, determinado comparando las secuencias. En la técnica, “identidad”
también significa el grado de relaciéon de la secuencia entre secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas, como
puede ser el caso segun se determine mediante la correspondencia entre cadenas de dichas secuencias. La
“identidad” se puede calcular con facilidad mediante procedimientos conocidos, que incluyen pero sin limitacion, los
descritos en (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M. ed., Oxford University Press, New York, 1988;
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Printer, Gribskov, M. y
Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Match., 48: 1073
(1988). Se disefian procedimientos para determinar la identidad para dar la mayor coincidencia entre las secuencias
analizadas. Ademas, los procedimientos para determinar la identidad se codifican en programas informaticos
disponibles para el publico. Los procedimientos de programas informaticos para determinar la identidad entre dos
secuencias incluyen, entre otros, el paquete del programa GCG (Devereux, J., y col., Nucleic Acids Research 12(1):
387 (1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S.F. y col., J. Molec. Biol. 215: 403-410 (1990). La familia de
programas BLAST X esta disponible publicamente en NCBI y otras fuentes BLAST Manual, Altschul, S., y col., NCBI
NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., y col., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). También se puede usar el
algoritmo bien conocido de SmithWaterman para determinar la identidad.
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Los parametros para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)
Matriz de comparacion: BLOSSUM62 de Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992)
Sancién por hueco: 12
Sancion de longitud de hueco: 4

Un programa util con estos parametros esta publicamente disponible como el programa de “huecos” de Genetics
Computer Group, Madison WI. Los parametros anteriormente mencionados son los parametros por defecto para
comparaciones de péptidos (junto con ausencia penalizacion para los huecos en los extremos).

Los parametros para la comparacion de polinucledtidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)
Matriz de comparacion: apareamientos = + 10, apareamiento erréneo = 0
Sancién por hueco: 50
Sancion de longitud de hueco: 3
Disponible como: El programa de “huecos” de Genetics Computer Group, Madison WI.
Estos son los parametros por defecto para las comparaciones de los acidos nucleicos.

Un significado de “identidad” para polinucleétidos y polipéptidos, como puede ser el caso, se proporcionan en (1) y
(2) mas adelante.

(1) Las realizaciones de polinucledtidos incluyen adicionalmente un polinucleétido aislado que comprende una
secuencia de polinucleétidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 o 100 % de identidad con una
secuencia de referencia, por ejemplo, la SEC ID N° 3, en la que dicha secuencia de polinucleétidos puede ser
idéntica a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 3 o puede incluir hasta un cierto nUmero entero de
alteraciones de nucledtidos comparada con la secuencia de referencia, en la que dichas alteraciones se
seleccionan del grupo constituido por al menos una delecion, sustitucion de nucleétidos, incluyendo transicion y
transversion, o insercion, y en la que dichas alteraciones se pueden producir en las posiciones terminales 5’ y 3’
de la secuencia de nucledtidos de referencia o en cualquier parte entre aquellas posiciones terminales,
intercaladas bien individualmente entre los nucleétidos en la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos
contiguos dentro de la secuencia de referencia, y en la que dicho nimero de alteraciones de nucledtidos se
determina multiplicando el niumero total de nucleétidos en la SEC ID N° 3 por el nimero entero que define el
porcentaje de identidad dividido por 100 y después restando ese producto de dicho nimero total de nucleétidos
enlaSECIDN°3, 0

en la que n, es el nimero de alteraciones de nucleétidos, x, es el nimero total de nucleétidos en la SEC ID N° 3,
y es 0,95 para 95 %, 0,97 para 97 %, 1,00 para 100 %, etc., y * es el simbolo del operador de
multiplicacion, y en la que cualquier producto no entero de x, e y se redondea hacia abajo al nimero entero mas
cercano antes de restarlo de x,. Las alteraciones de una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido
pueden crear mutaciones sin sentido, de sentido erréneo o mutaciones de desplazamiento del marco de lectura
en esta secuencia codificante y, por lo tanto, alterar el polipéptido codificado por el polinucleétido después de
dichas alteraciones.

(2) Las realizaciones de polipéptidos ademas incluyen un polipéptido aislado que comprende un polipéptido que
tiene al menos, 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 o0 100 % de identidad a la secuencia de polipéptidos de referencia
tal como la SEC ID N° 4, en la que dicha secuencia de polinucleétidos puede ser idéntica a la secuencia de
referencia o puede incluir hasta un cierto nimero entero de alteraciones de aminoacidos comparada con la
secuencia de referencia, en la que dichas alteraciones se seleccionan entre el grupo constituido por la menos
una delecion, sustitucion de aminoacidos, incluyendo sustitucion, conservadora o y no conservadora, o insercion,
y en la que dichas alteraciones se pueden producir en las posiciones terminales amino- o carboxi de la secuencia
de polipéptidos de referencia o en cualquier parte entre aquellas posiciones terminales, intercaladas o bien
individualmente entre los aminoacidos en la secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de
la secuencia de referencia, y en la que dicho nimero de alteraciones de aminoacidos se determina multiplicando
el numero total de aminoacidos por el numero entero que define el porcentaje de identidad dividido por 100 y
después restando ese producto de dicho numero total de aminoacidos, o:

Ma<Xy-(Xa*y)
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en la que n, es el numero de alteraciones de aminoacidos, Xa es el nimero total de aminoacidos en la secuencia,
y es 0,95 para 95 %, 0,97 para 97 %, 1,00 para 100 %, y - es el simbolo del operador de multiplicacion, y
en la que cualquier producto no entero de x, e y se redondea hacia abajo al nUmero entero mas cercano antes
de restarlo de xa.

“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” a partir de su estado natural, es decir, si se produce en la
naturaleza, se ha cambiado o eliminado de su ambiente natural, o ambos. Por ejemplo, un polinucledtido o un
polipéptido de origen natural en un organismo vivo no esta “aislado”, pero el mismo polinucleétido o polipéptido
separado de los materiales coexistentes de su estado natural esta “aislado”, incluyendo, entre otros, cuando dicho
polinucleétido o polipéptido se introduce de nuevo en una célula.

Un acido nucleico o polinucledtido “aislado” o “sustancialmente puro” (por ejemplo, un ARN, ADN o un polimero
mixto) es uno que esta sustancialmente separado de otros componentes celulares que acompafa de forma natural
al polinucledtido nativo en su célula huésped natural, por ejemplo ribosomas, polimerasas y secuencias gendémicas
con las que esta asociado de forma natural. El término abarca un acido nucleico o polinucleétido que (1) se ha
retirado de su entorno de origen natural, (2) no esta asociado con todo o una porcion de un polinucleétido en el que
el "polinucledtido aislado" se encuentra en la naturaleza, (3) esta unido operativamente a un polinucleétido al que no
esta unido en la naturaleza, o (4) no se produce en la naturaleza. El término "aislado" o "sustancialmente puro" se
puede utilizar también en referencia a aislados de ADN recombinante o clonado, analogos de polinucleétidos
sintetizados quimicamente, o analogos de polinucleétidos que son sintetizados biolégicamente por sistemas
heterdlogos.

Sin embargo, "aislado" no requiere necesariamente que el acido nucleico o polinucleétido descrito de este modo ha
sido eliminado en si fisicamente de su entorno nativo. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico endégeno en el
genoma de un organismo se considera "aislado" en el presente documento si una secuencia heterdloga se coloca
adyacente a la secuencia de acido nucleico enddégeno, de manera que la expresion de esta secuencia de acido
nucleico endégeno se altera, por ejemplo, se ha aumentado, disminuido o eliminado. En este contexto, una
secuencia heteréloga es una secuencia que no esta de forma natural adyacente a la secuencia de acido nucleico
enddgeno, ya sea o no la secuencia heterdloga es en si misma enddgena (procedente de la misma célula huésped o
progenie de la misma) o exdgena (procedente de una célula huésped diferente o progenie de la misma). A modo de
ejemplo, una secuencia promotora puede sustituirse (por ejemplo, mediante recombinaciéon homologa) por el
promotor nativo de un gen en el genoma de una célula huésped, de tal manera que este gen tiene un patron de
expresion alterado. Este gen se convertiria ahora en "aislado" porque esta separado de al menos algunas de las
secuencias que lo flanquean de forma natural.

Un acido nucleico también se considera "aislado" si contiene cualquier modificacion que no se produce de forma
natural en al acido nucleico correspondiente en un genoma. Por ejemplo, una secuencia codificante endégena se
considera "aislada" si contiene una insercién, delecion o una mutaciéon puntual introducida artificialmente, por
ejemplo, por intervencion humana. Un "acido nucleico aislado" también incluye un acido nucleico integrado en un
cromosoma de la célula huésped en un sitio heterélogo y una construccion de acido nucleico presente como un
episoma. Ademas, un "acido nucleico aislado" puede estar sustancialmente libre de otro material celular, o
sustancialmente libre de medio de cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Tal como se usa en el presente documento, "secuencia de acido nucleico que codifica un producto génico funcional"
se refiere a cualquier porcidon de una parte codificante de un gen. La secuencia de acido nucleico que codifica un
producto génico funcional puede ser una porcion de una enzima que es capaz de hacer al menos una actividad la
enzima completa o de la totalidad de la enzima.

Tal como se usa en el presente documento, "acido nucleico necesario para la expresion de al menos un producto
génico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica cualquier porcién de un gen y/o esta unido
operativamente a un acido nucleico que codifica un producto génico, pero no comprende necesariamente secuencia
de codificacion. A modo de ejemplo, una secuencia de acido nucleico necesaria para la expresioén de al menos un
producto génico incluye, pero no se limita a, potenciadores, promotores, secuencias reguladoras, codones de
iniciacion, codones de terminacion, secuencias de poliadenilacion, y/o secuencias de codificacion.

Tal como se usa en el presente documento, "proteolisis" o "producto génico responsable de la proteolisis en una
célula" se refiere a cualquier péptido, polipéptido, proteina y/o enzima o porciéon del mismo capaz de provocar la
escision de al menos un péptido, polipéptido y/o proteina. El producto génico responsable de la proteolisis puede ser
directamente responsable de la escision (es decir, una peptidasa) o puede ser indirectamente responsable como
parte de una via de sintesis de peptidasa. Ejemplos de productos génicos que son responsables de la proteolisis en
una célula incluyen, pero no se limitan a, aspartil proteasas, serin proteasas, aspartil proteasas secretadas, serin
proteasas secretadas, proteasas metiltréficas de levadura, endopeptidasas de tipo DPP |V, metaloendopeptidasas,
serin proteasas de tipo Prb1, serin proteasas Prb1 y carboxipeptidasas de tipo CPY. Asimismo se incluyen en esta
definicion la proteasa que puede ser secretada por una célula, pero todavia mantener parte o toda la actividad de
proteolisis, tal como una serin proteasa secretada. Una proteasa secretada puede ser responsable de la protedlisis
dentro de la célula y/o fuera de la célula.
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Tal como se usa en el presente documento, "glicosilacion" o "producto génico responsable de la glicosilacion en una
célula" se refiere a cualquier péptido, polipéptido, proteina y/o enzima o porciéon de los mismos que participan en la
adicién de al menos un resto de sacarido a un polipéptido o alargamiento de al menos una cadena de sacarido en la
célula. El producto génico responsable de la glicosilacion en una célula puede ser directamente responsable de la
adicién de un sacarido a un polipéptido en una célula, por ejemplo, entre otros, manosiltranferasas. Las
manosiltransferasas pueden transferir un residuo de Dol-P-Man a un residuo de serina y/o treonina en un péptido,
polipéptido y/o proteina o pueden actuar para transferir un residuo de manosa de GPD-Man a un sacarido,
alargando de este modo la cadena de sacarido. Como alternativa, el producto génico responsable de la glicosilacion
puede ser parte de una ruta de glicosilacion y puede ser indirectamente responsable de la adicién de polisacarido a
un polipéptido en una célula. Ejemplos de productos génicos que son responsables de la glicosilacion en una célula
incluyen, pero no se limitan a, manosiltranferasas.

Tal como se usa en el presente documento, "actividad de proteasa 1 metiltréfica de levadura (Ymp1)" se refiere a
cualquier actividad que la proteina identificada en el presente documento como SEC ID N° 4 pueda realizar. Por
ejemplo, la actividad de proteasa 1 metiltréfica de levadura o actividad Ympl incluye, pero no se limita a, la
capacidad de una enzima para escindir proteoliticamente un péptido, polipéptido, o proteina. En particular, la
actividad Ympl puede referirse a la capacidad de una enzima para escindir un polipéptido que comprende un
fragmento y/o variante de un agonista de GLP-1, tal como, pero no limitado a, GLP-1 humano y/o albdmina humana.
Al menos una actividad Ymp1 incluye, pero no se limita a, al menos una actividad de serin proteasa.

"Polinucledtido (s)" se refiere generalmente a cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido que puede ser
ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. "Polinucleétido (s)" incluyen, sin limitacion, ADN mono y
bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias o regiones mono, bi y tricatenarias, simple,
ARN, y ARN mono y bicatenario y ARN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, moléculas hibridas que
comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarias o, mas tipicamente, regiones bicatenarias o tricatenarias,
0 una mezcla de regiones mono y bicatenarias. Ademas, "polinucleotido” tal como se utiliza en el presente
documento se refiere a regiones de triple hebra que comprenden ARN o ADN o ambos ARN y ADN. Las hebras en
tales regiones pueden ser de la misma molécula o de diferentes moléculas. Las regiones pueden incluir todas de
una o mas de las moléculas, pero mas tipicamente implican solamente una regién de algunas de las moléculas. Una
de las moléculas de una region de triple hélice a menudo es un oligonucleétido. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término "polinucledtido (s)" incluye también ADN o ARN como se ha descrito anteriormente que
comprenden una o mas bases modificadas. Por lo tanto, los ADN o ARN con esqueletos modificados para la
estabilidad o por otras razones son "polinucledtido (s)" tal como se pretende con ese término en el presente
documento. Ademas, los ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tales como inosina, o bases modificadas,
tales como bases tritiladas, por citar sélo dos ejemplos, son polinucleétidos como se usa el término en el presente
documento. Se apreciara que se ha realizado una gran variedad de modificaciones se en el ADN y el ARN que
sirven para muchos propdsitos Utiles conocidos por los expertos en la técnica. El término "polinucleétido (s)", como
se emplea en el presente documento abarca dichas de polinucleétidos formas quimicamente, enzimaticamente o
metabdlicamente modificadas, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células,
incluyendo, por ejemplo, células simples y complejas. "Polinucleétido (s)" también abarca polinucleétidos cortos a
menudo denominados oligonucleétido (s).

“Polipéptido(s)” se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende dos o mas aminoacidos unidos entre si por
enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados. “Polipéptido(s)” se refiere tanto a cadenas cortas, normalmente
denominadas péptidos, oligopéptidos y oligbmeros, y a cadenas mas largas, en general denominadas proteinas. Los
polipéptidos pueden comprender aminoacidos distintos a los 20 aminoacidos codificados en los genes. Los
polipéptido (s)" incluyen los modificados ya sea mediante procesos naturales, tales como procesamiento y otras
modificaciones postraduccionales, pero también mediante técnicas de modificacion quimica. Tales modificaciones
estan bien descritas en textos basicos y en monografias mas detalladas, asi como en una voluminosa bibliografia de
investigacion, y son bien conocidos por los expertos en la técnica. Se apreciara que el mismo tipo de modificacion
puede estar presente en el mismo grado o en grado variable en varios sitios en un polipéptido dado. Asimismo, un
polipéptido dado puede comprender muchos tipos de modificaciones. Las modificaciones se pueden producir en
cualquier punto en un polipéptido, incluida la estructura peptidica, las cadenas laterales de aminoacidos y los
extremos amino o carboxilo. Las modificaciones incluyen, por ejemplo, acetilacién, acilacion, ADP-ribosilacion,
amidacién, union covalente de flavina, unidon covalente de un resto hemo, unién covalente de un nucleétido o
derivado nucleotidico, uniéon covalente de un lipido o derivado lipidico, uniéon covalente de fosfotidilinositol,
reticulacién, ciclacién, formaciéon de puentes disulfuro, desmetilacién, formaciéon de reticulaciones covalentes,
formacion de cisteina, formacion de piroglutamato, formilacién, carboxilacion gamma, glicosilacion, formacion de
anclajes GPI, hidroxilacion, yodinacion, metilacion, miristoilacion, oxidacion, pegilacion, procesamiento proteolitico,
fosforilacion, prenilacién, racemizacion, glicosilaciéon, union lipidica, sulfatacion, carboxilacion gamma de restos de
acido glutamico, hidroxilacion y ADP-ribosilacién, selenoilacion, sulfatacion, adicion mediada por ARN de
transferencia de aminoacidos a proteinas, tales como arginilacion y ubiquitinacién. Véase, por ejemplo, PROTEINS -
STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 22 Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, New York,
1993 y Wold, F., Posttranslational Protein Modifications: Perspectives and Prospects, pag. 1-12 en
POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New
York (1983); Seifter y col., Meth. Enzymol. 18: 626-646 (1990) y Rattan y col., Protein Synthesis: Posttranslational
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Modifications and Aging, Ann. N.Y. Acad. Sci. 663: 48-62 (1992). Los polipéptidos pueden ser ramificados o ciclicos,
con o sin ramificacion. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y ciclicos ramificados pueden ser el resultado de
procesos naturales postraduccionales o pueden fabricarse también mediante procedimientos completamente
sintéticos,

"Sistema(s) de expresion recombinante" se refiere a sistemas de expresion o porciones de los mismos o
polinucleétidos de la invencion introducidos, transfectados o transformados en una célula huésped o lisado de célula
huésped para la produccion de los polinucleétidos y polipéptidos de la invencion.

“Variante(s)”, como el término se usa en el presente documento, se refiere a un polinucledtido o polipéptido que se
diferencia de un polinucledtido o polipéptido, respectivamente, de referencia, pero conserva las propiedades
esenciales. Una variante tipica de un polinucleétido difiere en una secuencia de nucleétidos de otro, polinucleétido
de referencia. Los cambios en la secuencia de nucledtidos de la variante pueden o no alterar la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia. Los cambios de nucleétidos pueden dar
como resultado sustituciones, adiciones, deleciones, proteinas de fusion y truncamientos de aminoacidos en el
polipéptido codificado por la secuencia de referencia, como se describe mas adelante. Una variante tipica de un
polipéptido difiere en una secuencia de aminoacidos de otro, polipéptido de referencia. Generalmente, las
diferencias se limitan de manera que las secuencias del polipéptido de referencia y la variante sean estrechamente
similares en conjunto y, en muchas regiones, idénticas. Una variante del polipéptido de referencia se puede
diferenciar en la secuencia de aminoacidos en una o mas sustituciones, adiciones, deleciones en cualquier
combinacion Un residuo de aminoacidos sustituido o insertado puede o no puede estar codificado por el codigo
genético. También se describen variantes de cada uno de los polipéptidos, esto es, polipéptidos que varian de los
referentes en sustituciones de aminoacidos conservativas, en las que un residuo es sustituido por otro con
caracteristicas similares. De estas sustituciones las tipicas se dan entre Ala, Val, Leu e lle; entre Ser y Thr; entre los
residuos acidos Asp y Glu; entre Asn y GIn; y entre los residuos basicos Lys y Arg; o los residuos aromaticos Phe y
Tyr. Particularmente hay variantes en las que varios, 5-10, 1-5, 1-3, 1-2 i 1 aminoacidos se sustituyen, eliminan, o
afaden en cualquier combinacién. Una variante de un polinucleétido o polipéptido puede ser de origen natural tal
como una variante alélica, o puede ser una variante que no se conoce que sea de origen natural. Variantes no
naturales de polinucleétidos y polipéptidos pueden hacerse mediante técnicas de mutagénesis, mediante sintesis
directa y mediante otros procedimientos recombinantes conocidos por los expertos en la técnica.

"Microorganismo(s) "significa un (i) procariota, incluyendo, pero no limitado a, un miembro del género Streptococcus,
Staphylococcus, Bordetella, Corynebacterium, Mycobacterium, Neisseria, Haemophilus, Actinomycetes,
Streptomycetes, Nocardia, Enterobacter, Yersinia, Fancisella, Pasturella, Moraxella, Acinetobacter, Erysipelothrix,
Branhamella, Actinobacillus, Streptobacillus, Listeria, Calymmatobacterium, Brucella, Bacillus, Clostridium,
Treponema, Escherichia, Salmonella, Kleibsiella, Vibrio, Proteus, Erwinia, Borrelia, Leptospira, Spirillum,
Campylobacter, Shigella, Legionella, Pseudomonas, Aeromonas, Rickettsia, Chlamydia, Borrelia y Mycoplasma, e
incluyendo ademas, entre otros, un miembro de la especie o grupo Estreptococo del grupo A, Estreptococo del
grupo B, Estreptococo del grupo C, Estreptococo del grupo D, Estreptococo del grupo G, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium,
Streptococcus durans, Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium diptheriae, Gardnerella vaginalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium leprae, Actinomyctes israelii, Listeria monocytogenes, Bordetella pertusis,
Bordatella parapertusis, Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Haemophilus influenzae,
Haemophilus aegyptius, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus ducreyi, Bordetella, Salmonella typhi, Citrobacter
freundii. Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Yersinia pestis, Kleibsiella pneumoniae, Serratia marcessens, Serratia
liquefaciens, Vibrio cholera. Shigella dysenterii. Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Franscisella tularensis,
Brucella abortis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium
botulinum, Treponema pallidum, Rickettsia rickettsii Y Chlamydia trachomitis, (ii) una arqueobacteria, incluyendo,
entre otros, Archaebacter, y (iii) un eucariota unicelular o filamentoso, incluyendo, entre otros, un protozoo, un
hongo, un miembro del género Saccharomyces, Kluveromyces, o Candida, y un miembro de la especie
Saccharomyces ceriviseae, Kluveromyces lactis, o Candida albicans.

“Bacteria (I) significa un (i) procariota, incluyendo, pero no limitado a, un miembro del género Streptfococcus,
Staphylococcus, Bordetella, Corynebacterium, Mycobacterium, Neisseria, Haemophilus, Actinomycetes,
Streptomycetes, Nocardia, Enterobacter, Yersinia, Fancisella, Pasturella, Moraxella, Acinetobacter, Erysipelothrix,
Branhamella, Actinobacillus, Streptobacillus, Listeria, Calymmatobacterium, Brucella, Bacillus, Clostridium,
Treponema, Escherichia, Salmonella, Kleibsiella, Vibrio, Proteus, Erwinia, Borrelia, Leptospira, Spirillum,
Campylobacter, Shigella, Legionella, Pseudomonas, Aeromonas, Rickettsia, Chlamydia, Borrelia y Mycoplasma, e
incluyendo ademas, entre otros, un miembro de la especie o grupo Estreptococo del grupo A, Estreptococo del
grupo B, Estreptococo del grupo C, Estreptococo del grupo D, Estreptococo del grupo G, Strepfococcus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptoeoccus faecalis,
Streptococcus faecium, Streptococcus durans, Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium diptheriae, Gardnerella vaginalis, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium ulcerans, Mpycobacterium leprae, Actinomyctes israelii, Listeria
monocytogenes, Bordetella pertusis, Bordatella parapertusis, Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Haemophilus influenzae, Haemophilus aegyptius, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus ducreyi,
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Bordetella, Salmonella typhi, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Yersinia pestis, Kleibsiella
pneumoniae, Serratia marcessens, Serratia liquefaciens, Vibrio cholera, Shigella dysenterii, Shigella flexneri,
Pseudomonas aeruginosa, Franscisella tularensis, Brucella abortis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Treponema pallidum, Rickettsia rickettsii y Chlamydia
trachomitis, y (ii) una arqueobacteria incluyendo, entre otras, Archaebacter.

Como se usa en el presente documento, "polipéptido(s) heterdlogo (s)" se refiere a un polipéptido no sintetizado de
forma natural por una célula huésped transformada o microorganismo de interés e introducido en la célula huésped o
microorganismo por ADN recombinante. Por ejemplo, Pichia puede actuar como una célula huésped para la
expresion de seroalbumina humana, que no se produce en Pichia no transformada o no transfectada. Los
polipéptidos heterdlogos pueden incluir polipéptidos que han sido modificados para facilitar el aislamiento.

Tal como se usa en el presente documento "marcador de afinidad" se refiere a cualquier resto asociado con una
molécula que puede dar a dicha molécula una afinidad selectiva por otra sustancia o molécula. Por ejemplo, un
marcador de afinidad puede usarse para facilitar la purificacion de una molécula proporcionando a la molécula una
afinidad selectiva por el material de empaquetado de la columna. Un ejemplo no limitante de un marcador afinidad
es un marcador de His.

Una secuencia de acido nucleico esta “unida operativamente” cuando se coloca en una relacioén funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o lider secretor esta unido operativamente
a ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secreciéon del polipéptido; un
promotor o potenciador esta unido operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la
secuencia; o un sitio de unién al ribosoma esta unido operativamente a una secuencia codificante si esta colocado
de manera que facilita la traduccién. Generalmente, "unido operativamente" significa que las secuencias de ADN que
estan unidas son contiguas, y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no tienen que ser contiguos. La union se logra mediante uniones en sitios de restriccion convenientes.
Si tales sitios no existen, los ligadores o adaptadores de oligonucledtidos sintéticos se usan de acuerdo con la
practica convencional

Como se usa en el presente documento, "cosechado" de células se refiere a la recoleccion de células del cultivo
celular. Las células pueden concentrarse durante el cosechado para separarlos del caldo de cultivo, por ejemplo por
centrifugacion o filtracion. El cosechado de las células pueden comprender ademas la etapa de lisis de las células
para obtener material intracelular, tal como, pero no limitado a, polipéptidos y polinucleétidos. El experto en la
técnica debe entender que cierto material celular, incluyendo, pero no limitado a, polipéptido expresado de forma
heterdloga, puede liberarse de las células durante el cultivo. Por lo tanto, un producto (por ejemplo, un polipéptido
expresado de forma heterdloga) de interés puede permanecer en caldo de cultivo después de cosechar las células.

Ademas se proporcionan procedimientos en los que la construccién de ADN recombinante codifica un marcador
seleccionable. Tal marcador seleccionable proporciona una seleccion positiva o negativa. También se proporcionan
procedimientos que comprenden expresar dicho marcador seleccionable y comparar la cantidad de marcador
seleccionable producido por al menos una primera célula transformada de la etapa de seleccién con la cantidad de
marcador seleccionable producido por al menos una segunda célula transformada de la etapa de seleccion en el que
la primero y segunda célula transformada produce el mismo marcador seleccionable. Como se entiende en la
técnica, los marcadores seleccionables incluyen, pero no se limitan a, dihidrofolato reductasa (dhfr), B-galactosidasa,
proteina fluorescente, forma secretada de la fosfatasa alcalina placentaria humana, beta-glucuronidasa, los
marcadores seleccionables de levadura Leu 2 y URAS3, genes resistentes a la apoptosis y oligonucleétidos
antisentido, asi como genes de resistencia a antibiéticos que confieren la capacidad de crecer en presencia de
antibioticos, incluyendo, neomicina (neo), kanamicina, geneticina, higromicina B, puromicina, zeocina, blasticidina,
nourseotricina, bialafos, fleomicina y ampicilina. Como también se entiende en la técnica, las células pueden
ordenarse por diversos medios, incluyendo pero no limitados a, inspeccién visual o un clasificador de células tal
como un BD FACS Aria, que puede detectar la expresion de un marcador seleccionable.

El término "tipo salvaje” como se entiende en la técnica se refiere a una célula huésped o una secuencia de
polipéptidos o polinucleétidos que se produce en una poblacion nativa sin modificacion genética. Por ejemplo, un
"padre de tipo salvaje de una célula huésped" se refiere a una cepa no modificada de una célula huésped antes de
realizar o que se produzca cualquier modificacion genética en el genoma de la célula huésped.

Como se usa en el presente documento, "rendimiento del titulo" se refiere a la concentracion de un producto (por
ejemplo, polipéptido, expresado de forma heteréloga) en solucion (por ejemplo, caldo de cultivo o0 mezcla de lisis —
células o tampodn) y se expresa generalmente como mg/l o g/l. Un aumento en el rendimiento titulo puede referirse a
un aumento absoluto o relativo de la concentracion de un producto producido con dos conjunto definidos de
condiciones.

Hormona incretina” como se usa en el presente documento significa cualquier hormona que potencia la secrecion de
insulina o, de otra manera, aumenta el nivel o insulina. Un ejemplo de una hormona incretina es GLP-1. GLP-1 es
una incretina secretada por las células L intestinales en respuesta a la ingestion de alimentos. En un individuo sano,
GLP-1 desempeiia un papel importante en la regulacion de los niveles posprandiales de glucosa en sangre mediante
la estimulacion de la secrecion de insulina dependiente de la glucosa por el pancreas lo que da como resultado una
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mayor absorcién de la glucosa en la periferia. GLP-1 también suprime la secrecion de glucagén, que conduce a la
reduccion de la produccion hepatica de glucosa. Ademas, GLP-1 retrasa el tiempo de vaciado gastrico y reduce la
motilidad del intestino delgado, de modo que retrasa la absorcion de los alimentos. GLP-1 estimula la competencia
continuada de las células beta mediante la estimulacién de la transcripcion de genes implicados en la secrecion de
insulina dependiente de glucosa y mediante la estimulacion de la neogénesis de células beta (Meier, et al. Biodrugs
2003; 17 (2): 93-102).

"Actividad de GLP-1" como se usa en el presente documento significa una o mas de las actividades del GLP-1
humano de origen natural, incluyendo, pero no limitado a, reduccién de la glucosa en sangre y/o en plasma,
estimulacion de la secrecion de insulina dependiente de la glucosa o, de otro modo, elevacion del nivel o la insulina,
supresion de la secrecion de glucagon, reduccion de la fructosamina, aumento de la liberacion de glucosa y el
metabolismo en el cerebro, retraso del vaciado gastrico y estimulacion de la competencia de las células beta, y/o
neogénesis. Cualquiera de estas actividades y otras actividades asociadas con la actividad de GLP-1 pueden
deberse directa o indirectamente a una composicion que tiene actividad de GLP-1 o un agonista de GLP-1. A modo
de ejemplo, una composicion que tiene actividad de GLP-1 puede estimular directa o indirectamente dependiente de
la glucosa, mientras que la estimulacion de la produccién de insulina puede reducir indirectamente los niveles de
glucosa en plasma en un mamifero.

Un "mimético de incretina" como se usa en el presente documento es un compuesto capaz de potenciar la secrecion
de insulina o, de otra manera, aumentar el nivel o insulina. Un mimético de incretina puede ser capaz de estimular la
secrecion de insulina, aumentar la neogénesis de las células beta, inhibir la apoptosis de las células beta, inhibir la
secrecion de glucagon, retrasar el vaciado gastrico e inducir de saciedad en un mamifero. Un mimético de incretina
puede incluir, pero no se limita a, cualquier polipéptido que tiene actividad de GLP-1, incluyendo, pero no limitado a,
exendina 3 y exendina 4, incluyendo cualquier fragmento y/o variante y/o conjugado de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, "fragmento”, cuando se utiliza en referencia a un polipéptido, es un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es la misma como parte, pero no toda, la secuencia de
aminoacidos de todo el polipéptido de origen natural. Los fragmentos pueden estar "libres" o comprendidos dentro
de un polipéptido mas grande del cual forman una parte o region como una Unica regién continua en un solo
polipéptido mas grande. A modo de ejemplo, un fragmento de GLP-1 de origen natural seria incluir los aminoacidos
7 a 36 de los aminoacidos de origen natural 1 a 36. Ademas, los fragmentos de un polipéptido también pueden ser
variantes de la secuencia parcial de origen natural. Por ejemplo, un fragmento de GLP-1 que comprende los
aminoacidos 7-30 de GLP-1 de origen natural también puede ser una variante que tiene sustituciones de
aminoacidos dentro de su secuencia parcial.

Tal como se usa en el presente documento, "conjugado” o "conjugados" se refiere a dos moléculas que estan unidas
entre si. Por ejemplo, un primer polipéptido puede estar unido covalente o no covalentemente a un segundo
polipéptido. El primer polipéptido puede estar unido covalentemente mediante un enlazador quimico o puede
fusionarse genéticamente al segundo polipéptido, en el que el primero y el segundo polipéptido comparten un
esqueleto polipeptidico comun. Conjugado puede comprender al menos un polipéptido terapéutico conjugado a la
seroalbumina humana. Otros conjugados también incluyen, pero no se limitan a, al menos un polipéptido terapéutico
conjugado a la transferrina, un dominio variable de cadena unica, y/o al menos una region Fc de un anticuerpo. Los
conjugados pueden comprender 0 no un enlazador.

Tal como se usa en el presente documento "orientado en tandem" se refiere a dos o mas polipéptidos que estan
adyacentes uno a otro como parte de la misma molécula. Pueden estar unidos forma covalente o no covalente. Dos
o0 mas polipéptidos orientados en tandem pueden formar parte del mismo esqueleto del polipéptido. Los polipéptidos
orientados en tandem pueden tener orientacion directa o invertida y/o pueden estar separados por otras secuencias
de aminoacidos.

Un “anticuerpo de dominio” o “dAb" se puede considerar lo mismo que un “dominio variable Unico" que es capaz de
unirse a un antigeno. Un dominio variable Unico puede ser un dominio variable de anticuerpo humano, pero también
incluye dominios variables unicos de anticuerpo de otras especies, como dAb Vyy de roedores (por ejemplo, tal como
se divulga en el documento WO 00/29004), de tiburén nodriza y de Camelid. El Vi de camélidos son polipéptidos
en el dominio variable Unico de inmunoglobulina que derivan de especies, entre las que se incluyen camellos,
llamas, alpacas, dromedarios y guanacos, que producen anticuerpos de cadena pesada desprovistos de forma
natural de las cadenas ligeras. Dichos dominios Vuy pueden humanizarse de acuerdo con técnicas estandar
disponibles en la técnica y dichos dominios se consideran “anticuerpos de dominio” de acuerdo con la invencion.
Como se usa en el presente documento V4 incluye dominios Vyy de camélidos.

La frase “dominio variable unico” se refiere a un dominio variable de la proteina de union al antigeno (por ejemplo,
VH, VhH, VL) que se une especificamente a un antigeno o epitopo independientemente de una regiéon o dominio
diferente.

La expresion “proteina de unidon al antigeno”, como se usa en el presente documento se refiere a anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo y otras construcciones proteicas, tales como dominios, pero no se limitan a dominios
variables y anticuerpos de dominios, que pueden unirse a un antigeno.
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Como se usa en el presente documento, "cantidad reducida" de una enzima o fragmento de la misma o actividad
enzimatica en comparacion con una célula huésped genéticamente modificado se refiere a una célula huésped
modificada genéticamente que produce menos de al menos una enzima o muestra menos de al menos un tipo de
actividad enzimatica cuando se compara con una célula huésped no modificadas genéticamente. Tipicamente, la
comparacion de la actividad enzimatica producida por una célula huésped modificada genéticamente es con la cepa
de tipo salvaje de la misma especie antes de la modificacion genética. Sin embargo, la comparacion también puede
ser entre el huésped modificado genéticamente y un huésped de tipo salvaje del género pero diferentes especie o
cepa o con ofra cepa modificada genéticamente. Una reduccion en al menos una enzima o actividad enzimatica
también incluye una anulacién completa de al menos una enzima o actividad enzimatica en la que ninguno de al
menos una enzima se produce en una célula huésped modificada genéticamente y/o ninguno de al menos una
enzima es funcional o muestra actividad. También se incluye dentro de esta definicion una cantidad reducida de al
menos una actividad enzimatica. Es decir, las enzimas que tienen mas de una actividad pueden mantener la
cantidad de una primera actividad, mientras que se reduce una segunda actividad de la misma enzima.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "condiciones rigurosas" y "condiciones de hibridacion
rigurosas" quieren decir que la hibridacion se producira solo si hay al menos una identidad del 70 % y al menos del
80 %, pero de al menos un 95 %, entre las secuencias. Un ejemplo de condiciones de hibridacion rigurosas es la
incubacion durante toda la noche a 42 °C en una solucién que comprende: 50 % de formamida, 5x SSC (NaCl 150
mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), 5x soluciéon de Denhardt, 10 % de sulfato de dextrano y
20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmén cortado y desnaturalizado, seguido de lavado de los filtros en 0,1
x SSC a aproximadamente 65 °C. Las condiciones de hibridacién y de lavado son muy conocidas y se encuentran
ejemplos en Sambrook, y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor, N.Y.,
(1989), particularmente en su capitulo 11.

Tal como se usa en el presente documento "modificacion genética" o "genéticamente modificado” se refiere a
cualquier supresion, sustitucion, delecion y/o insercion de una o mas bases o de un fragmento de una secuencia (s)
de ADN celular. Tal modificacion genética puede obtenerse in vitro (directamente en ADN aislado) o in situ, por
ejemplo mediante técnicas de ingenieria genética o exponiendo las células a un agente mutagénico. Agentes
mutagénicos incluyen, por ejemplo, agentes fisicos tales como rayos energéticos (rayos X, rayos y, UV, etc.) o
agentes quimicos capaces de reaccionar con diferentes grupos funcionales de ADN, tales como agentes alquilantes
(EMS, NQO, etc.) agentes bialquilantes, agentes intercalantes, etc. Las modificaciones genéticas también pueden
obtenerse mediante alteracion genética, por ejemplo, de acuerdo con el procedimiento divulgado por Rothstein et al.
(Meth. Enzymol. 194:281-301(1991)). De acuerdo con este procedimiento, parte o la totalidad de un gen se sustituye
a través de recombinacion homdloga por una version modificada in vitro. Las modificaciones genéticas pueden
obtenerse también por cualquier mutacién de tipo insercion en las secuencias de ADN, tales como transposones,
fagos, etc. Ademas, como se usa en el presente documento "genéticamente modificado" se puede referir a un gen
que codifica un polipéptido o un polipéptido que tiene al menos una delecién, sustitucion o supresién de un acido
nucleico o aminoacido, respectivamente. Por ejemplo, un polipéptido en el que al menos un aminoacido esta
sustituido por la forma de tipo salvaje seria considerado modificado genéticamente.

La modificacion genética puede invertirse o atenuarse mediante un mecanismo celular. Como alternativa, las
mutaciones pueden no ser reversibles y sin fugas. Las mutaciones “con fugas” incluyen mutaciones que tienen como
resultado una inactivacion parcial en lugar de completa de la funcion de tipo salvaje.

Las modificaciones genéticas realizadas por las células huésped de la invencidon pueden estar localizadas en una
region de codificacion de la secuencia de ADN de la célula y/o en una regién que afecta a la expresion de un gen.
Por tanto, las modificaciones generalmente afectaran al producto génico o a la regulacion o estimulacion del
producto génico de proteinas y/o enzimas implicadas en la proteolisis y/o glicosilacion. La capacidad reducida de las
células para escindir proteoliticamente y/o glicosilar un polipéptido expresado de forma heterdloga puede deberse a
cambios estructurales y/o conformacionales, con respecto a la producciéon de una o mas enzimas con propiedades
biolégicas alteradas, con respecto a la ausencia de produccion de dichas una o mas enzimas o con respecto a la
produccion de una o mas enzimas en niveles bajos.

Se describen cepas de Pichia modificadas genéticamente en las que al menos una secuencia de acido nucleico que
codifica un producto génico funcional y/o al menos un acido nucleico necesario para la expresion de al menos un
producto génico en dicha cepa de Pichia estd modificada genéticamente, en el que dicho producto génico es
responsable de la protedlisis y/o la glicosilacion en dicha cepa de Pichia modificada genéticamente. Las cepas de
Pichia modificadas genéticamente de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, Pichia en la que al menos
una secuencia de acidos nucleicos que codifica al menos uno de los siguientes un producto génico funcional o
expresion de dicho producto génico esta modificado genéticamente: PEP4, PRB1, YPS1, YPS2, YMP1, DAP2,
GRH1, PRD1, YSP3, PRB3, YMP y/o YMP3. También se describen cepas de Pichia modificadas genéticamente que
producen una cantidad reducida, ninguna y/o al menos una reduccién de la actividad de al menos una de las
siguientes enzimas y/o tipo de enzima: aspartil proteasas, serin proteasas, aspartil proteasas secretadas, serin
proteasas secretadas, proteasas metiltréficas de levadura, endopeptidasas de DPP 1V, metaloendopeptidasas, serin
proteasas de tipo Prb1, serin proteasas Prb1, carboxipeptidasas de tipo CPY y/o manosiltranferasas en comparacion
con la cepa de tipo salvaje. Adicionalmente, las cepas modificadas genéticamente pueden producir una enzima
seleccionada de: aspartil proteasas, serin proteasas, aspartil proteasas secretadas, serin proteasas secretadas,
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proteasas metiltroficas de levadura, endopeptidasas de DPP |V, metaloendopeptidasas, serin proteasas de tipo
Prb1, serin proteasas Prb1, carboxipeptidasas de tipo CPY y/o manosiltranferasas, en las que dicha enzima
demuestra al menos una actividad reducida de dicha enzima en comparacion con una cepa de tipo salvaje y/o
enzima.

Las cepas de Pichia genéticamente modificadas también incluyen cepas de Pichia en las que al menos una de las
siguientes secuencias de acidos nucleicos que codifican un producto génico funcional o la expresion de dicho
producto génico estd modificada genéticamente: OCH1, PMT1, PMT2, ylo PMT4. La Pichia modificada
genéticamente producen una cantidad reducida, ninguna actividad o actividad reducida de al menos una
manosiltransferasa en comparacion con la cepa de tipo salvaje. Adicionalmente, las cepas modificadas
genéticamente pueden producir una enzima asociada con la glicosilacion tal como al menos una manosiltransferasa
que tiene una actividad reducida en comparacion con la enzima de tipo salvaje.

Las cepas genéticamente modificadas de Pichia incluyen, pero no se limitan a, una forma modificada genéticamente
de las cepas salvajes de Pichia X-33 o SMD1163. Las cepas de Pichia modificadas genéticamente incluyen, pero no
se limitan a, una forma modificada genéticamente de tipo salvaje de Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia
trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia methanolica, Pichia minuta (Ogataea minuta, Pichia
lindneri), Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichi salictaria, Pichia guercum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia
sp. de tipo salvaje.

Se describen cepas de Pichia modificadas en las que la siguiente secuencia de acido nucleico que codifica un
producto génico funcional o la expresion de dicho producto génico esta modificada genéticamente: PEP4, PRB1,
YPS1, YPS2, YMP1, YMP2, YMP3 y PMT4. La Pichia modificada produce una cantidad reducida, ninguna actividad
o actividad reducida de al menos uno de los siguientes productos génicos en comparacion con una cepa de tipo
salvaje: aspartil proteasa, serin proteasa, serin proteasa secretada y manosiltransferasa. Las cepas de Pichia
modificadas también tienen una actividad reducida de al menos uno de los siguientes productos génicos en
comparacion con la cepa de tipo salvaje: al menos una aspartil proteasa, al menos una serin proteasa, al menos una
serin proteasa secretada y/o al menos una manosiltransferasa.

Las cepas de Pichia modificadas genéticamente pueden comprender ademas un polinucleétido capaz de expresar al
menos un polipéptido heterdlogo. El polinucleétido capaz de expresar al menos un polipéptido heterdlogo incluyen,
pero no se limitan a, vectores, ADN transformado en el genoma de la célula huésped, virus o parte de un virus, y/o
plasmidos. El polinucledtido capaz de expresar un polipéptido heterélogo puede transformarse en el genoma de
Pichia y/o puede ser parte de un vector de expresion y/o sistema de expresion episomal.

Como se entiende en la técnica, el ADN puede transformarse en una célula huésped mediante varios
procedimientos diferentes. En levaduras, puede usarse cualquier procedimiento conveniente de transferencia de
ADN, tal como electroporacion, el procedimiento del cloruro de litio o el procedimiento de esferoplasto. Para producir
una cepa estable adecuada para la fermentacion de alta densidad, es deseable integrar el ADN en el cromosoma
huésped. La integracion se produce a través de recombinacion homadloga, usando técnicas conocidas en la técnica.
Por ejemplo, el ADN capaz de expresar al menos una proteina heteréloga se puede proporcionar con secuencias
flanqueantes homoélogas a las secuencias del organismo huésped. De esta manera, la integracion se produce en un
sitio definido en el genoma del huésped, sin alteracion de genes deseables o esenciales. Como alternativa, el ADN
capaz de expresar al menos una proteina heterdéloga se integra en el sitio de un gen no deseado en un cromosoma
huésped, efectuando la interrupcion o delecion del gen o la expresion de ese producto génico. Por ejemplo, la
integracion en los sitios de los genes YMP1, YMP2, YMPi, PEP4, prbl, YPSL, YPS2, DAP2, GRHL, prdl, YSP3,
PRB3, SEC ID N° 10, SEC ID N° 12 y/o SEC ID N° 14 permite la expresion de la proteina heteréloga al tiempo que
evita la expresion de enzimas implicadas en la proteolisis en levaduras. En otras realizaciones, el ADN puede
introducirse en el huésped a través de un cromosoma, plasmido, vector retroviral, o integracion aleatoria en el
genoma huésped.

En otro aspecto de la presente invencion, al menos un polipéptido heterélogo expresado en las células huésped de
la presente invencion comprende al menos un agonista de GLP-1. En algunos aspectos, el agonista de GLP-1 se
selecciona del grupo de: hormona incretina y/o fragmento, variante y/o conjugado del mismo y mimético de incretina
y/o fragmento, variante y/o conjugado del mismo. En algunos aspectos, al menos un polipéptido heterdlogo tiene al
menos una actividad de GLP-1.

Los polipéptidos que tienen actividad de GLP-1 pueden comprender al menos un fragmento y/o variante de GLP-1
humano. Los dos fragmentos de origen natural de GLP-1 humano se representan en la SEC ID N° 2
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-

8 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-

29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Ala-Trp-Leu-val-Lys-Gly-Arg-Xaa (SEQ ID NO:2)

en la que: Xaa en la posicion 37 es Gly (en lo sucesivo designado como "GLP-1 (7-37)"), o -NH ; (en lo sucesivo
designado como "GLP-1 (7-36)"). Los fragmentos de GLP-1 pueden incluir, pero no se limitan a, moléculas de GLP-1
que comprenden, o como alternativa que consisten en, los aminoacidos 7 a 36 del GLP-1 humano (GLP-1 (7-36)).
Las variantes de GLP-1 o fragmentos de los mismos pueden incluir, pero no se limitan a, uno, dos, tres, cuatro, cinco
0 mas sustituciones de aminoacidos de GLP-1 tipo salvaje en o en los fragmentos de origen natural de GLP-1 se
muestra en la SEC ID N° 2. Las variantes de GLP-1 o fragmentos de GLP-1 pueden incluir, pero no se limitan a,
sustituciones de un residuo de alanina analogo a la alanina 8 del GLP-1 de tipo salvaje, estando dicha alanina
mutada a una glicina (en lo sucesivo designado "A8G") (véase, por ejemplo, los mutantes divulgados en la patente
de EE.UU. N° 5.545.618).

En otro aspecto, el al menos un polipéptido que tiene actividad de GLP-1 comprende al menos un fragmento y/o
variante de GLP-1 humano fusionado con seroalbumina humana. En otro aspecto, al menos un fragmento y la
variante de GLP-1 comprenden GLP-1(7-36(A8G)). El al menos un fragmento y la variante de GLP-1 esta fusionado
genéticamente a seroalbumina humana.. En otro aspecto, el polipéptido heterdlogo de la presente invencion
comprende al menos dos GLP-1 (7-36 (A8G)) en tandem y genéticamente fusionados a la seroalbumina humana.
Los dos GLP-1 (7-36 (A8G)) se fusionan genéticamente en el extremo N de la seroalbumina humana. En algunos
casos, el polipéptido heterélogo comprende la SEC ID N° 1.

HGEGTFTSDVSSYLEGQARKEFTAWLVKGRHGEGTFTSDVSSYLEGQARKEFIAWLVKGR 60
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLYNEVTEFAKTCVADESAE 120
NCDKSLHTL FGDKLCTIVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPRLVRPE 180
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCOAADKAACLL 240
PKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTIDLT 200
KVHTECCHGDLLECADDRADLAKY ICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP 360
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEK 420
CCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVS 480
TPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTE 540
SLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKA 600
TKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAATLGL 674
(SEQ ID NO:1)

En todavia otra realizacion, al menos un polipéptido heterélogo expresado en las células huésped de la invencion
comprende uno o mas de los siguientes: al menos una proteina de unién a antigeno, al menos un dominio variable
sencillo, y/o al menos un anticuerpo de dominio. Los polipéptidos que comprenden al menos un dominio de unién a
antigeno pueden comprender también al menos un polipéptido y/o agonista y/o antagonista del receptor del péptido.
En algunos casos, el agonista del polipéptido puede ser un agonista del receptor de GLP-1. Como se entiende en la
técnica, mas de un polipéptido heterélogo puede expresarse en la misma célula. A modo de ejemplo, un polipéptido
heterélogo que tiene actividad de GLP-1 se puede expresar en la misma célula como una proteina de union a
antigeno. El polipéptido que tiene actividad de GLP-1 puede expresarse a partir el mismo polinucleétido que la
proteina de unién a antigeno, unido operativamente a la secuencia de acido nucleico necesaria para la expresion.
Como alternativa, y a modo de ejemplo, un polipéptido que tiene actividad de GLP-1 puede expresarse
independientemente de un segundo polipéptido heterdlogo tal como una proteina de union a antigeno, ya sea desde
el mismo ADN episomal o genoma pero unido operativamente a diferentes secuencias de polinucleétidos necesarias
para la expresion o a partir de secuencias de ADN localizadas en vectores separados.

También, en el presente documento se proporcionan cepas de Pichia modificadas genéticamente, en las que dicha
cepa muestra una proteolisis reducida de dicho al menos un polipéptido heterélogo en dicha cepa en comparacion
con Pichia de tipo salvaje. Ademas, Pichia modificada genéticamente puede mostrar una glicosilacion reducida o
ausencia de glicosilacion de dicho al menos un polipéptido heterélogo en dicha cepa en comparacion con Pichia de
tipo salvaje.

En otro aspecto se proporcionan procedimientos para producir un polipéptido heterélogo que comprenden expresar
dicho polipéptido heterélogo en una Pichia modificada genéticamente de la invencion. También se describen
polipéptidos heterdlogos producidos en una cualquiera de las Pichia modificadas genéticamente de la presente
invencion.

Se describen polinucleétidos aislados que tienen una identidad de secuencia de al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %, y/o 100 % con las SEC ID N° 3, 5, y 7. Se describen polipéptidos
aislados que tienen una identidad de secuencia de al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90
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%, 95 %, 99 %, y/o 100 % con las SEC ID N° 4, 6, y 8. Se describen células huésped modificadas genéticamente en
las que el padre de tipo silvestre de dicha célula huésped modificada genéticamente comprende un gen que codifica
un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 99 %, y/o 100 % con las SEC ID N° 4, 6, 8, en las que dicho gen esta modificado genéticamente en el
genoma de dicha célula huésped de tal manera que el producto génico se reduce o elimina en dicha célula huésped
modificada genéticamente en comparacion con dicha célula huésped de tipo salvaje. También se describen células
huésped genéticamente modificadas en las que dicho tipo silvestre parental de dicha célula huésped modificada
genéticamente comprende un gen que tiene una identidad de secuencia de al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %, y/o 100 % con las SEC ID N° 3, 5, y 7, en las que dicho gen esta modificado
genéticamente en el genoma de dicha célula huésped genéticamente modificada. La célula huésped modificada
genéticamente de la presente invencion puede tener una actividad proteasa reducida o eliminada en comparacion
con dicha célula huésped parental de tipo salvaje. La célula huésped modificada genéticamente de la presente
invencion tiene actividad proteasa metiltrofica de levadura reducida o eliminada (Ympl). En algunos casos, la célula
huésped es Pichia.

Se describen polinucledtidos aislados que tienen una identidad de secuencia de al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %, y/o 100 % con las SEC ID N° 9, 11, y 13. Se describen polipéptidos
aislados que tienen una identidad de secuencia de al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90
%, 95 %, 99 %, y/o 100 % con las SEC ID N° 10, 12,y 14.

Como se entiende en la técnica, la actividad enzimatica de una o mas enzimas producidas por células huésped en
cultivo puede verse afectada por las condiciones de crecimiento del cultivo. Por ejemplo, la actividad proteolitica de
una proteasa producida por una célula huésped en cultivo podria disminuirse mediante la alteracién de una o mas de
las siguientes condiciones: pH, oxigeno disuelto, temperatura, osmolaridad, uno o mas componentes de los medios,
inhibidores especificos de la proteasa, tiempo y/o velocidad de crecimiento, concentracion celular, duracion del
cultivo y/o la tasa de alimentacion de glucosa (por ejemplo, alimentacion discontinua). La adicion de los hidrolizados
de proteinas complejas al cultivo puede ser especialmente eficaz en la inhibicién de la proteolisis. Ademas, las
condiciones pueden alterarse en uno o mas puntos especificos durante el cultivo de una manera tal que se maximice
el efecto. Del mismo modo, la glicosilacion de las proteinas producidas en cultivo puede verse afectada por factores
similares. Por lo tanto, las condiciones de crecimiento para reducir la actividad enzimatica de una célula huésped, tal
como la actividad proteolitica o de glicosilacion, en cultivo pueden optimizarse mediante el ajuste de uno o mas de
los factores no limitantes mencionados anteriormente.

También, como se entiende en la técnica de produccion de la proteina heterdloga en una célula huésped puede
aumentarse mediante el control de muchos de los mismos factores indicados anteriormente. Ademas, la adicion de
los factores que aumentan el nimero de copias del vector, incluyendo, pero no limitado a, la adiciéon de rapamicina a
los medios de cultivo, también puede aumentar la produccién. Otros factores que pueden aumentar la produccién
incluyen, pero no se limitan a, la coexpresion de una o mas proteinas chaperonas, tal como la proteina disulfuro
isomerasa (PDI). Ademas, la hemoglobina (Hb) se puede coexpresar con al menos un polipéptido heterélogo en una
célula huésped para potenciar la disponibilidad de oxigeno para el metabolismo oxidativo, aumentando por lo tanto,
la produccién de polipéptido.

Las proteinas heterdlogas que se secretan a partir de una célula huésped durante la producciéon pueden comprender
una secuencia lider que facilita la secrecion. Las secuencias lider pueden modificarse para mejorar la secrecion vy,
por tanto, la produccion y recuperacion global de la proteina expresada de forma heterdloga; por ejemplo diferentes
secuencias lider de varias proteinas secretadas pueden estar unidas operativamente a la proteina heterdloga y
evaluarse para determinar la expresion potenciada. Como alternativa, una secuencia lider dada puede modificarse
por mutagénesis dirigida al sitio, o por medio de un enfoque de biblioteca combinatoria para identificar una variante
mejorada de la secuencia lider. Se pueden encontrar secuencias lider quiméricas, que comprenden regiones de dos
0 mas péptidos lider, se pueden para mejorar el nivel de expresion de la proteina heteréloga.

Ejemplos
Los ejemplos siguientes ilustran diversos aspectos no limitantes de la presente invencion.
Ejemplo 1 — Nuevas proteasas Ympl

Mediante purificacion por afinidad y analisis CL/EM se identificé una nueva proteasa en el sobrenadante del cultivo
de Pichia. La figura 1 muestra una nueva proteasa metiltréfica de levadura (Ympl) de Pichia identificada en el gel. El
sobrenadante filtrado clarificado de B378 (cepa nula de Pichia) se incubd durante la noche con aprotinina biotinilada.
El sobrenadante se cargd en una columna de 2 ml de avidina (Pierce) y se lavé con PBS. La columna se eluyd
secuencialmente con Tris 0,1 M, cloruro sédico 2 M, pH 7,5, después con acetato sodico 0,1 M, cloruro de sodio 2
M, pH 4,5y, por ultimo, con tampdn de elucion de biotina (Pierce). Los eluidos se concentraron y pasaron por SDS-
PAGE. Las bandas mas prominentes, las bandas 1 y 2, se escindieron del gel, se redujeron, alquilaron y digirieron
con tripsina in situ. Los péptidos tripticos de cada banda se analizaron mediante espectrometria de masas en
tandem - cromatografia liquida. Se realizdé una busqueda de los datos de la secuencia no interpretados frente a la
base de datos de contig-péptido de Pichia (Integrated Genetics) utilizando software de identificacion de proteinas
Mascot.
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Los péptidos generados a partir de las dos bandas 1y 2 coincidieron con un marco de lectura abierto (ORF) en una
base de datos del genoma de Pichia. El gen se aisl6 y secuencid, y contenia un marco de lectura abierto de 5115 pb
de acidos nucledtidos (SEC ID N° 3) que codifica una nueva proteina de 1.704 aminoacidos (SEC ID N° 4). El peso
molecular predicho de la proteina entera es 185,8 kDa. La secuencia de polinucleétidos de este gen de Pichia (que
se muestra en SEC ID N° 3) no comparte una homologia significativa con ninguna secuencia en GenBank. La
secuencia de aminoacidos de codificacion contiene dos dominios de estructura: el dominio en N-terminal (AA 1-865)
comparte identidades del 30,2 % con la serin endopeptidasa de Hypocrea lixii, y el dominio en C-terminal (AA 1305-
1449) comparte identidades del 48 % con el motivo LPXTG de la proteina del dominio de anclaje a la pared celular
de Lactobacillus reuteri. Sin embargo, la comparacién de la longitud completa de la SEC ID N° 4 y la serina
endopeptidasa de Hypocrea lixii muestra solo una identidad del 14,8 % usando el programa LALIGN de William
Pearson que calcula un alineamiento global de dos secuencias, version 2.2u (Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-
17). La estructura predicha para esta proteasa se muestra en la Figura 2. Su estructura y la secuencia en C-terminal
son unicas entre todas las serin proteasas de todas las especies. El gen se denomind proteasa metiltrofica de
levadura (YMP1) ya que esta presente en el cultivo de Pichia metiltréfica. Es una nueva clase de proteasa basada
en su estructura Unica. Ymp1 es uno de las proteinas secretadas mas abundantes en medio de cultivo metilotréfico
de Pichia sobre la base de un analisis global del sobrenadante de cultivo de Pichia usando CL / EM (datos no

mostrados).

ATGTTCCTCA
CTGGAAGATG
ATTGAGTATG
GACTTTARCA
ATCAGCAACG
GTTTACCCAG
TGGAACCCTC
GGTGTTGTTA
GGTATCGGAG
ATCACGAATG
GCARATAACA
TTCCCCTGTT
GATGATGGTC
CCAGCTTCCT
AACTCTGGAG
TCAGTTGGAT
AACGGTGAAT
GCCGAGLTTG
GCAGATAATG

AAAGTCTCCT
TACAAGATGC
AAGAAGCTTC
TCCAATACGA
ATAACAABAC
CTACTCTCAT
ATGGAARTTAC
TTGCAGTTAT
ATAATTTCCC
ATCCTATGGA
AAGATATGGT
CTGATAGTAC
ACAAGATTAT
TAATGGCCAG
AACTTGGTCC
CTGTTCARAAA
CAAGGGTTTT
AGGTTGATTT
CGAATAAAGC

TAGTTTTGCG
ACCAAAGATC
CACTTCAGCA
CTACTCAACT
CACTTTCCAG
TACATTAGAT
CGGTGTCGAT
CGATACTGGT
TATCAAAGCT
TTIGTGACGGT
TGGTGTTGCA
TTCGACTGAC
TTCGCTATCA
CAGGATTGCT
ATTCTATGCC
CGRACAATGG
TCCTTACCTC
TACCGAAGAA
TATTTTGTTA

TCTATCCTAA
AAAGGTAATG
TTTGCTACCC
GGTTCCCTTT
GATTTGCAAA
GAAACATTTG
TCTTTGCATG
GCTTGACTATA
GGTTATGATT
CATGGTACCT
CCAGATGCTC
ATAGTTATGG
CTGGGATCTG
CAAGACAGAG
TCCTCCCCTG
ACAACCTTTC
GCTTACAATG
AGAGGATGCG
AGARGGGGCG
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CGCTTTGCAA
AAGTACCCGG
AACTGAGAGC
TCAACGGAGC
GTTTGCGTGC
AGCTTGCTGA
AGCAAGGATA
CACACCCTGC
TGTCTTCCGG
TTGTATCCTC
AGATTGTCAT
CGGGTATGCA
ACTCGGGGTT
TTGTTTTGGT
CTTCTGGGAA
CAGTAACCTT
GTGCACAGAT
TCTATGRACC
TCGGCTGTGT

GGCCTGGGAT
TCGCTATATC
TGGGGGATAT
ATCTGTTCAR
AGTCAAAAAT
CACGAAGCCA
TACTGGTAGT
TCTGGGTGGT
TGATGGTGTC
CATCATTGTT
GTACAAAGTG
ARAGGCCTAT
TTCCAGIACT
GGCTGCTGGT
ACAAGTCATT
TACCTCTTCA
TGGATTTGAT
AGRAGARTCTCC
TGAAAACTTG



GAATTCRATT
AGACCATGGA
GTTGRAGAGG
TTAARGGTGA
AAGATGGATT
TCCGCTCCAG
GGAACAAGTT
GGAATTCARG
TTATTTGACT
GGAGCTGGTC
CCITATTIGC
AATGAGAACT
TCTAGATCAG
GATAGTGATG
GTTGGTGAAG
ATTCAGGGTR
GITGRAGTTG
TATTTGGATG
TATGACTGGG
ATTGACTTGG
GGACACAACA
TTTTTGCCTC
TTTGCTARACT
CCATATGGAG
GTCCTCGCTC
GAGCCTACCG
ARATCTAGCG
GATGAAGCAT
TCTGATTTGA
GAAGCATTTG
AGAGATATTA
TTCATTGCTC
AAGAATGAAR
AAGTTTGACA
AAACTAGARC
ACATCCGTTG
ATCARATTGAR
TACAGCGATT
CAGTACTTCT
GGTARATTTTA
CCRATTACTG

TATTGTCTGT
GTCTCTIGAA
AACTTGGAAT
GCACGAGTSA
ATTACTCCTC
GTGGAGACAG
TTGCTTGCCC
ATCCCCAGGA
GGAACGCAGT
TAGTGRACKC
AGCTCAATGA
CTGAGACTAT
CTTCTGGGAR
CTGCGACAGT
TCACTGTGAT
AGATTACATT
ATATTCATTC
ATGGTTCCTT
ATTCTCCTAG
TGCACCCTGA
ACTATTATGG
GTTACTITICA
TTTCTGTAGT
ACTTTTGGAA
CACCGARTGA
AAGAGTCAAC
AGGTGCCAAC
CCACCGAARG
CTGTCGGTGA
GATACACTTC
CTCTCCCACC
ATCCAGRATA
GATTAATTAT
ATCGAGACCA
AAGATTTCAT
ATTCTTATGC
TAGCAGGTGC
TGGCAACGAT
ATGATTGCTC
CAGCTGGATC
ATTCTACCGG

ES 2539378 T3

GGCTCGTTAC
TATTICTCCA
ATGGGTGARA
CCAAATGTTG
TCAAGGACCT
TTGGGGCGCT
CTATGTTGCA
CTATGTGAGA
GAAACTTGAG
TCTTGGTTTG
CACCATCAAT
TACCTATCAA
CATCCCATAC
TGCTCTATCC
CTTCTCTACA
TTATGGTGAT
CTGGGAGCCT
AGCATATGTT
ATTTTATTTT
TTATAGCATT
TCCCGTGGGA
ACAARCGTIATT
TCCTGCTGGT
CAARGAAGAC
AGARAACACT
GICTGAGTCA
TGAAGARARTT
CICTACTGAA
GGCCATTACC
CGACTGGTTG
TTACGCTGTT
CGCCCCATAC
GACTAGTCAG
AGTAATAACT
TTCTGCATTG
TTCGACCTTT
ACCAGACGRA
AGATATTAGT
ARRGCTCAAG
AGATGGTAAC
CICTCCAGTA

ARGGCTTACT
CTGATTGAGC
ACCCRAATCG
CCATCTGATA
GCTTATGARGC
TGGCCCGGTG
GGTCTTACAG
ALATTAGTCT
ACCTCTATGA
TTTGAGACTA
AGAGCCAGTG
GTTGTTCACG
CIGGTCARATC
ACAGAAGAGT
GAAGAAATTG
GTCATACCGA
CTCATTGAGA
GATGATGATC
AACCTGAGAT
GAGAARCGACT
TACGACTACG
ARCGAACTTG
GAATACARAG
TGGCAATTGT
ACTGRAGAGC
ACTGAAGAGC
ACTGRAGATG
GAACCAAGTG
GACGTTAGTG
GTTGTGICTT
GTACAAGTAA
CTTGAGCCCT
TTCAACTACG
CARGTGGAGG
GCCUCAGGTG
GACTTTATTC
GTTGAATGGT
TCTGATATCG
TACACTATTG
CAATACAGCA
GCTGAAGTTC

15

TCTTGTACAA
TAGACBRACGC
ACGCCGGTAA
AAGAGTATTT
TTGAATTTTT
GGCAATACGS
CTCTTTATGR
CCACAGCTAC
ATGCTCCACT
AGACTGTGAT
AGTATACCAT
TTCCGGGAAC
AAGATTTTGC
TGGTTTTGGS
ATCAAGARAC
TTGCTGTTCC
GGCCTTTATC
CTGATTATGR
ATGCAACCAR
ACGAATGGCC
ATTATACCTC
GATATCTTIC
CTCTATTTAG
TTGAATCCCC
CAACTGAGGA
CCTCITCTGA
CAACATCCAC
CTCAGCCCAC
TCACCAGTTT
TCACTTTCAA
CTATCCCAAR
CATTGCAAGT
ACACCAGAGT
GAGTTGTTTA
AATACGATTT
CATTGATTAG
TTATTGATAT
ATACTAATGA
GAARAGAGTT
ATACCACCGA
AATGTTTAAT

CTCATTTTCA
TTACTCTCTT
CACCGTCAAS
GGGAGTTGGA
CCCAACGATA
TGTTGCCTCA
ATCGCAGTTT
CGATCTTCARA
TATTCAACAG
CGTGTCTGCT
TCARATTAAG
TACTGTCTAC
ACCTTACGGT
ACCAGGAGAA
TGCTCCAATT
TTATATGGGA
AGTGAGRATG
GTTCAATGTG
AGAAGTATCG
TTTAGTTTCC
GGGTCAAGCC
TTTTTCCAGA
AGTTTTGCTA
AGTGTTTAAC
ATCCAGCGAG
GTCRACTGAG
AATTGATGAT
CGGTCCTTAC
GAGGACAACT
CACTACTGAC
TGAACTTCAA
TTTCTACACT
CATCGACTTC
TTTCACGATG
TGAATTTCAT
ATCCGAGCCA
TCCARGTGCA
TAATTTGCAG
TGATCAGTGG
TGGGTATGTT
GGRARGTATC



La secuencia polipeptidica codificada por la secuencia génica de la SEC ID N° 3 se presenta a continuacion como

SEC ID N° 4.

TCATTGAGTT
TCTGCGTTTA
GGTGGATTGG
ACTGGATCTG
ACTGAGGAGT
GAGGARTCAR
GAGCCTACTT
ATTGACCCAR
TCTGAGTCAA
ACTGCTGTAC
ACTGAGGARAC
CCTACCGATG
CCATCGATAG
ACTCAAAACA
ACCCCTGTAA
GITACTTCAG
TGTGAAACCG
TGCAACTCCT
GGTGCCGAAC
CTAACATACA
GGAGAGCTCA
ACTTATAGTA
GATGAGTCTA
GGAATTCAAG
ARCGAGAACT
TTGTTCGTTA

MFLESLLSFA
DFNIQYDYST
WHPHGITGVD
ITNDPMDCDG
DDGHKIISLS
SVGSVQNEQW
ADNANKAILL
VEEEVGIWVK
SAPGGDSWGA
LEDWNAVKLE

TCACARATAC
GACGTGGTTC
CAAAAAGAGA
AGGGGTTGGC
CAACCTCAGA
CTGAACCTAC
CTGAGTCAAC
CTGCTGTACC
CTGAGGAACC
CTACCGATGA
CTTCTGAGSA
AACCTACTGA
CACCTACTGC
CTACAGTCAC
CRATCACTTA
TTTGCCATGT
AAGACGTGAC
GTGCTGACAR
GTACAACAGT
CTGCGCCGAA
TTTCATCCAA
AGTCTGTTGA
ACACTGTTAC
CTGCTTCAAR
CTGGATCTAG

ES 2 539

TCTTGCTGAG
ATTCACCATG
ACTCTTCTCT
ATTTGACGTA
GGAATCTACT
TGAGGAATCT
TGAGGAACCT
TACCGATGAA
TTCTGAGGAG
ACCTACTGARA
GCCAACTTCT
AGAGCCAACT
TGTGCCAACT
TCAGACTACC
CACTGCACCA
ATGTGCAGAG
ARAGACTGCC
GCCTATCACT
TACATCGGTT
AGCCAGTCGT
GGGGATCACG
CACTAGCCAA
CACTACTCAA
CAGCACGAGC
ATTTTCGTTT

TATAA(SEQ ID NO:3}

SILTLCKAWD
GSLFNGASVQ
SLHEQGYTGS
HGTFVSSIIV
LGSDSGF3ST
TTEPVTFTSS
RRGYGCVELNL
TQIDAGNTVK
WEGGQYGVAS
TSMNAPLIQQ

LEDVQDAPKI
ISHDNETTFQ
GVVIAVIDTG
ANNKDMVGVA
PASLMASRIA
NGESRVFPYL
EFNLLSVAGY
LEV3TSDQML
GTSTACPYVA
GAGLVNALGL

378 T3

GATGAAGTAT
GCCAACGTIGE
TATATATTGS
TTTSAAGTTG
GAACAGGAAA
ACCCAGGRAC
TCTGAGGAGC
CCTACTGRAG
CCAACTTICTG
GAGCCAACTG
GACGATCICT
GAGGRGCCGA
TCCGACACAT
ATCACTTCAG
GTTSTGACTA
ACACCRATCA
GGCCCTAAGA
TACACCTACA
TGCAACGTTT
CATACAGITC
ATTCCTACTG
CGTACACTCG
GCCACACAAG
ATCTCAGCTC
GCTGGACTAT

KGNEVPGRYI
DLOSLRAVEN
VDYTHPALGG
PDAQIVMYRV
QDRVVLVRAG
AYNGAQIGFD
KAYFLYNSFS
PSDEEYLGVG
GLTALYESQF
FETKIVIVSA

16

TGAGAGTTGT
TAARCGTTIGA
ATGAAAATTA
CTGATCAGGT
CTTCCACCGA
CTACTGAAGA
CAACTTCTIGA
AGCCRACTGA
ACGATCTCTC
AGGAGCCTAC
CAATTGACCC
CCTCTGAGAC
CTTCTGGACA
TCTGTAATGT
AGCCAGTTTC
CAGTTACCTT
CTGTCACTTA
TCGCTCCAGR
GTGCTGAGAC
CTTCACAATA
TTCCTGCCCG
CTACCATTAC
TTTTGAGCGG
CAACTGTCAC
TCACAGTTCT

IEYEEASTSA
VYPATLITLD
GIGDNFPIKA
FPCSDSTSTD
NSGELGPFYA
ARLLEVDFTEE
RPWSLLNISP
KMDYYSSQGP
GIQDPODYVR
PYLELNDTIN

TCTTCACTCT
CATTACAGCT
CTATGCTAGT
CGAGGAGCCA
GGAACCTACC
GCCCACCGAC
CGATCTCTCA
GGAGCCTACT
AATTGACCCA
TTCTGAGTCA
BACTGCTGTA
TACCGATGAT
ATCGGTGGTT
TTGTGCTGAG
TTACACCACC
GACGTTGCCA
CACCGAAGTT
GTACACTCAA
ACCTGTAACG
TTCAAGTGCC
TCCAACTGGT
AARATCTTICA
TGAATCCAGT
TACAGCTGGG
GCCTCTTATC

FATQLRAGGY
ETFELADTKP
GYDLSSGDGV
IVMAGMQKAY
SSPASGKQVI
RGCVYEPEIS
LIELDNAYSL
AYELEFFPTI
ELVSTATDLQ
RASEYTIQIK
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NEMNSETITYQ
VGEVIVIEST
YLDDGS LAYV
GHHNNYYGPVG
FYGDFANKED
KSSEVPTEEIL
EAFGYTSDWL
KNERLIMTSQ
TSVDSYASTFE
QYFYDCSKLK
SL3FTNTLAE
TGSEGLAFDV
EPTSESTEEP
AVPTDEPTEE
SIAPTAVPTS
TSVCHVCAET
AERTTVTSVC
YSKSVDTSQR
ENSGSRFESFA

YVHVPGTIVY
EEIDQETAPI
DOCDEDYEFNY
TDYDYTSGOA
WQLFESPVFN
TEDATSTIDD
YVSFTFNTTD
FRYDTRVIDF
DFIPLIRSEP
YTIGKEFDQW
DEVLRVVLHS
FEVADQVEEP
SEEPTSDDLS
PTEEPTSEST
DTSSGQSVVT
PITVTLILPC
NVCAETPVTL
TLATITKSSD
GLFTVLPLIL

ES 2539378 T3

SESASGNIPY
IQGKITFYGD
YDWDSPRFYTF
FLPRYFQOQORI
VLAPPNEENT
DEASTESSTE
RDITLPPYAV
KFDNRDQVIT
IKLIAGAPDE
GNEFTAGSDGN
SAFRRGSFTM
TEESTSEEST
IDPTAVPTDE
EEPSEEPTSD
ONTTVTQTTI
ETEDVTKTAG
TYTAFKASRHE
ESNTVTTTQA
FVI.

LVNQDFAPYG
VIPIAVPIMG
NLRYATKEVS
NELGYL3FSR
TEEPTEESSE
EPSAQPTIGPY
VQVTIPNELQ
QVEGVVYFTM
VEWFIDIPSA
QYSHTTDGYV
ANVVNVDITA
EQETSTEEPT
PTEEPTEEPT
DLSIDPTAVP
TSVCHNVCAET
PETVTYTEVC
TVPSQYSSAG
TQVLSGESSG

{(SEQ ID NO:4)

DSDAATVALS
VEVDIESWEP
IDLVHPDYSI
FANFSVVPAG
EPTEESTSES
SDLTVGEAIT
FIAHPEYLZPY
KLEQDFISAL
YSDLATIDIS
PITDSTGSPEV
GGLAKRELFS
EESTEPTEES
SESTEEPSEE
TDEPTEEPTE
PVTITYTAPV
NSCADKPITY
ELISSKGITI
IQAASNSTSI

TEELVLGPGE
LIERPLSVRM
ENDYEWPLVS
EYXALFRVLL
TEEPSSESTE
DVSVTSLRTT
LEPSLQVFYT
APGEYDFEFH
SDIDTNDNLQ
AEVQCLMESI
YILDENYYAS
TQEPTEEPTD
TSDDLSIDPT
EPTSETTDDP
VTKPVSYTTV
TYIAPEYTQG
PTVPARPTGT
SAPTVTTAGHN

Ejemplo 2 — Nuevas proteasas

Se identificaron dos nuevas proteasas adicionales metiltréficas de levadura (Ymp2 y Ymp3) utilizando purificacion
por afinidad similar y el andlisis CL / EM como se describe en el Ejemplo 1 a partir del sobrenadante de la cepa
defectiva ymp1 de Pichia (véase el Ejemplo 3). El sobrenadante filtrado clarificado de B580 (cepa de Pichia ymp1
con delecién) se incubd durante la noche con AEBSF biotinilado (4- (2-aminoetil) bencenosulfonilfluoruro
clorhidrato). El sobrenadante se cargé en una columna de 10 ml de avidina (Pierce) y se lavé con PBS. La columna
se eluyd secuencialmente con Tris 0,1 M, cloruro sédico 2 M, pH 7,5, después con acetato sodico 0,1 M, cloruro de
sodio 2 M, pH 4,5y, por ultimo, con tampdn de elucién de biotina (Pierce). Los eluidos se desnaturalizaron mediante
la adicion de urea 8 M y los residuos de Cys se redujeron mediante reaccion con ditiotreitol (DTT) 20 mM y después
se alquilaron mediante reaccion con yodoacetamida 20 mM. Después de diluir la muestra a urea 2 M con
bicarbonato amoénico 100 mM (pH 8,5), las proteinas se digirieron con tripsina (tripsina modificada de calidad para
secuenciacion, Promega, Madison, WI). La mezcla de péptidos resultante de la digestion se desalé con una columna
de centrifugacion PepClean (Pierce, Rockford, IL), y se analizé mediante un sistema de CL-EM/EM, en el que en una
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con una columna C18 de fase inversa con un diametro interior de 75
micrometros se acopld en linea con un espectrometro de masas de trampa de iones (Thermo, Palo Alto, CA). Los
datos de espectrometria de masas adquiridos a partir del analisis CL-EM / EM se utilizaron para buscar contra la
base de datos de proteinas redundantes de GenBank, asi como en la base de datos de Pichia (Integrated Genetics)
usando el software de identificacion de proteinas Mascot.

A través de las coincidencias de péptidos se identificaron dos genes, llamados YMP2 y YMP3 que compartian
homologias con proteasas conocidas. YMP2 contiene un marco de lectura abierto de 618 pb de acidos nucleétidos
(SEC ID N° 5) que codifica una nueva proteina de 205 aminoacidos (SEC ID N° 6). El peso molecular predicho de la
proteina entera es 22,9 kDa. La secuencia de polinucleétidos de este gen de Pichia (que se muestra en SEC ID N°
5) no comparte una homologia significativa con ninguna secuencia en GenBank. No obstante, la secuencia de
aminoacidos de codificacion comparte identidades del 29 % con la Arginina / alanina aminopeptidasa de Pichia
pastoris.

ATGGCTCCCA
AACTTCCARAC
GAGCCCRCTG
TTCCACAATG
CTCATCACAA
TTCACCGGTA
GGAAGAGTCA
CTTGATAACA
TTAGTGAGTT
GTGATTGGTA
TGGACCATTC

GAACACTACC
CCGAAARARL
ATGARAGTGGT
TCAACRAGTC
TTAAGCTCAA
ACATTCAATC
CATACACTAC
TATTGTTGAA
CCATTTTGGA
CGAGATACCA
ATATTTARA

AGAAGACTTA
GACTTATGAT
CTTCAATGCC
TGAAAACGAA
AGAGAAGGTT
TGATAAAARTT
AAACCTTACC
AGCTCCATTC
TCTAAGCTCT
ATACCAAGTG

{SEQ ID NC:5)

ATTCCCTCCC
GGAGACATTG
AAGGATTIGG
ATCCCCGTITA
ACTTCCGGAA
GGATTTTACA
ACTCCARATG
AAGTTCGGAG
BAGGCTGACG
AGTGAGCCRA

17

TATACGACTT
TCATCCACTT
AATTGAAAGA
AGGAGATTGT
CGTTGCTGGT
AGGGAGACAC
CCAGGTTGGC
TARCTGCCAA
TCTTGAATGA
TAGCCCCAGC

GCACATCTAC
GGRGGTGARG
CGTACATGTC
TGATAACGAG
GAATATTTCC
AGATGTGGAA
ATTCCCATGT
TCCAGGACRA
CAATGACGAT
TTTACTGGAG
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La secuencia polipeptidica codificada por la secuencia génica de la SEC ID N° 5 se presenta a continuacion como
SEC ID N° 6.

MAPRTLPEDL IPSLYDLHIY NFQPEKKTYD GDIVIHLEVK EPTDEVVFNA KDLELKDVHV
FHNVNKSENE IPVKEIVDNE LITIKLKEKV TSGTLLVNIS FTGNIQSDKI GEYKGDTDVE
GRVTYTTNLT TPNARLAFPC LDNILLKAPF KFGVTANPG)Q LVSSILDLSS EADVLNDNDD
VIGTRYQYQV SEPIAPALLE WIIHI (SEQ ID NC:86)

YMP3 contiene un marco de lectura abierto de 1233 pb de acidos nucleétidos (SEC ID N° 7) que codifica una nueva
5 proteina de 410 aminoacidos (SEC ID N° 8). El peso molecular predicho de la proteina entera es 46,0 kDa. Su
secuencia de aminoacidos comparte identidades del 47 % con la leucina aminopeptidasa de Pichia stipitis.

10

La secuencia polipeptidica codificada por la

SEC ID N° 8.

ATGGTCAAAC
TGEAATCTCC
ATTCAATCCT
GGCCCCCAAG
ATATCATTTA
GCGCCAGTTA
GTAAATTCTT
TCTAGCTTCT

CAAGGTGARAT
GAACACCCTT
TCEAAMGGARA
TTCCCCAACA
CTTGAAGCGC
CACTTTTATT
AGAGCTGCAG
AAAGCTTTAG
AATCTGAATA
ACCGARATGTS
GCCATGGTCT
ACAARTTGACA
CGTTGTAGAG

MVKLISIIAL
GPQEYRIITE
YNSLIGEIDI
EHPWKQNSAT
LEALRIIVES
KALDHGESDH
AMVFESSFAY

TCATATCAAT
AGAACGTCTT
TGAAGAACGA
AATACCGTAT
TCGATGTCAC
CCGITCCAGA
TGATAGGTGA
TTACAAGATT

TGGTTCRATT
GCAAGCAGAA
AAGGGGACAT
TTCTCCGTGC
TCAGAATCAT
CTGCCGAAGA
AAGAGACTGET
ACCACGGGGA
GCTTCCTTGC
GGTATGCCTG
TTGARAGTAG
AGATCAATTT
TTGGGATTAG

TATAGCCCTA
ATCTGACGTC
GGTAATGTTC
TATCACTGAA
CTATCAGCAT
CTATCTTTAT
GATTGACATT
TTACARAATCT

GGCCTITGARA
TTCTGCCATC
TGTAGTAGTG
TCCAGGGGLCT
AGTTCAAAGT
AGGAGGACTA
TGTTGCTATG
ATCCGACCAC
ACTTTITAATC
CTCAGATCAT
TTTTGCCTAC
TCCACATATG
AACATTTTAG

secuencia génica de la SEC ID N° 7 se presenta a continuacion como

GTTCAACTTG
CATCACCCTT
GATGGCGACG
ARAGAGAAAT
GGAGACRATG
CCGTCCAATG
GGCAGAATGC
GACRAGGGGT

GATCCATCGA
TTTACGATAT
GGATGCCATC
GLTGATGATG
GGCCTCAAGT
CTTGGCTCCC
CTACRACRGG
TTCGGGCTAR
GATGCATACA
AGTTCTGCCT
ACARATCCCT

TCTCTGCGAC
CTCTCCATCT
ATCGCAGARAT
ACCAGTTGAA
TAGAGCTGCT
ATACTTTCCA
AGGCGTTTTT
TGCAGAGTTIC

GGTTCAATGT
ACGGTGAAAR
AAGATTCCAT
GATCTGGTGT
TTCACAATAC
AGCAAATTTT

ACATGACTGGE

TCACTGACCA
CTTCAATTCC
TGGAACATGG
TCATCCATAG

AATTGTACCT
CTTGGATTAT
AATCAAGTTA
AACAGAGGGG
CTATTCCAGT
TTTCAAACAA
GGGAARGGTTC
TATCTGGTTA

TACTACTGTG
TGITGATCCT
AAACTTGCTT
AACTTCCAAC
AGTAGAGTTT
CAGCTCGTAT
ATACATCCARA
TACARRCGCA
CTACAARGAA
TTATCCATCT
CACCCAAGAC

GCAGAGCAT GTCAAGTTGG TCCTGGGITA
GTGA (SEQ ID NO:7)

VQLVSATIVP
KEKYQLKTEG
GRMQAFLGRF
FTIYGENVDP
GLEFHNTVEF
FGLITDHTNA
TNPFIHSTQD

WHLQNVLSDV
ISFIDVTYQH
SSFFTRFYKS
SKGKGDIVVV
HFYSAEEGGL
NLNSFLALLI
TIDKINFPHM

HHPSLHLLDY
GDNVELLYSS
DKGLQSSIWL
GCHRDSINLL
LGSQQIFSSY
DAYTSIPYKE
AEHVKLVLGY

IQSLENEVMF
APVTVPDYLY
QOGELVQLALK
FPNILRAPGA
RAAFEETVVAM
TECGYACSDH
VVELGLEHFR

DGDDRRIIKL
PSNDTFHFKQ
DPSRENVTTV
DDDGSGVTSN
LOQDMTGYIQ
SSALEHGYPS
{SEQ ID NO:8§)

Adicionalmente, otras tres proteasas potenciales se identificaron utilizando todas las proteasas de levadura
conocidas contra la base de datos de Pichia. Las secuencias de polinucleétidos identificadas que codifican estas
proteasas identificadas y sus respectivas secuencias de polipéptidos se presentan en las SEC ID N° 9-14 siguientes.
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ATGRAATCGG
CCATTGCTGG
GTTGCTGAAT
ATTGAGUTGG
TCAACTGCCA
GIGACCAACA
CTARACATTG
CATCTTTTCT
TGGTTGAATG
CCCAGTTACA
GCTAGTGTTA
GTCGGTGATA
AAGTTTCCTC
TATTTGCCCA
GGAGTCATGA
ATGGCCTGTG
GATAGGGTCT
GTTACTTGTG
ACTGGCTTGA
AAAGRACTGG
TCTGAAGTCA
GGCGATGGAT
GTTCTGATTT
GTCAATGAGC

TTATTTGGAG
AAGAGCTTCA
TGGTGGGCAC
ATGTACCCAG
CTTCCCCCGT
CCAAGTTTGA
ATAAGGTAAR
ATTGGTTTTT
GTGGACCCGG
TCACCARAGA
TCTTCCTTGA
CIGCAACTGC
AGTTCCTGAC
AGATTGCTTC
TCGGTAATGG
GARAAGGTGG
ATCCAAGATG
TTCCGGCAAC
ATGTCTATGA
ARTACGTGGA
GTTCTTACAA
CTAAGCCTTT
ACGCAGGTGA
TAGAATGGRA

ES 2539378 T3

CCTTCTATCT
ACAGCAAACA
CCATTACTCT
GGAAAAGATC
TAGAARATGAA
TAATTATCAA
GCAATCTTCG
TGAATCCCGA
CTGCTCTTCT
GATTAAGCCG
GCAACCGGTT
TGCCAAAGAT
CTCTAATCTG
TGAGATTGTG
TCTTACTGAT
CTACAAGCAG
TGAACGTTTA
ACTTTATTGC
TATTCGTACA
GRAGTACATG
AGGTTGTGAC
CCACCAGTAT
TAAAGATTAT
CTTGTCTGAG

TTGCTAGCAT
TTTTTTAGCA
AAGGATGAGA
CAAGAGGCCT
TTTCCCTTGT
TTGAGGGTTA
GGATACCTGG
AATGATCCGT
ATTACAGGGT
GAACATAATC
GGAGTAGGAT
ACATATGTGT
CACATTGCTG
TCTCACGCAG
CCTCTAATTC
GTCATTTCGG
ACGCGGGCAT
GACCAAAAGC
ATGTGCGATG
ARCCAGCCTG
GATGATGTCT
ATCACGGATG
ATCTGTAATT
GAATTCCAGG
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TGTCGCAGGC
AGAAAACCGT
TAATCAGTCT
TCGATAAGTT
CTCAGCAAGA
AARAATCCCA
ATATCATTGA
CCACAGACCC
TGCTATTCGR
CTTATTCATG
TTTCTTACTC
TTTTGGAGCT
GGGAATCGTA
ACAAGACGTT
AGTATAAGTA
ACGAGGAATG
GTTATGAGTT
TACTGRAGCC
AAGGGACTGA
AAGTGCAGGA
TCTTAAGATT
TTCTCAATGC
GGCTAGGAAA
CAACTCCGAT

ATTGACTATT
TCCTCAACAA
ATGGARAGGAC
CGTARRACAA
TTGGGTGACA
CCCTGARAAG
TCAAGATAAG
AATCATCCTA
AARGATTGGC
GARCRACAAT
TTCTAAGAAA
TTTCTTCCAA
TGCTGGCCAT
TGACCTTTCA
CTATCAGCCA
TGATGAATTG
CCAAAATTCA
GTACACTGAC
TTTGTGTTAC
AGCCGTGGGC
TTTGTACTCT
AAGTATTCCG
CCRAAGCTTGG
TCGACCGTGG



TTCRCTTTGG
CTARGAGTAT
ATGGTTGTCA

MKSVIWSLLS
IELDVPREKL
LHNIDKVEQS3S
PSYITKEIKP
KFPQFLTSNL
MACGEGGYKQ
TGLNVYDIRT
GDGSKPFHQY
FTLDIWDYAG
Ho:10)

ATGATATTAC
CTGTCCTTGC
ACCCTCGCTG
GAAGTAGAGE
TTTGCGATCA
CCRRRCTACC
AATGCTTCAR
TCGGTGAGTA
CAACACTTCC
CATTACATTC
RACTTCAGTCT
CCAATGGCTT
ATGCTAGTTA
GCATTCACAT
AGARCTGGGA
AAGGACCTTG
GCCGAGGTCG
GGAGATTGGA
GTTTTGATTT
ACTGATGTCT
TTGGTTAATG
GTTTATGATG
ARTAGATGGR

MILHIYIILS
EVETRFETIV
NASIIYLDQP
HYIPVFADEIL
MLV TQDKCLS
KDLEFIDTYL
VLIYAGDKDF
VIDAGHMAPY

ATGCRATTGC
CTAATTCCTA
GGTGTATTAG
CCTARAATCG
ATGRABGARG
ATCCCTTACT
CACCGTGACC
CCARATCACT
TCCGTITGGTG
ATCAGTARAGC
TTTGARAACTC
TCCCTAGGCA
TATGTTATCG

ACAATAACGA
TTGATGCTGG
GATGGACACA

LLALSQALTI
QEAFDKFVEKQ
GYLDIIDQOE
EHNPY SWHIHY
HIAGESYAGH
VISDEECDEL
MCDEGTDLCY
ITDVLNASIP
HVQTYGNFSFE

ACACCTATAT
AGATGCCAAT
TTGGACRAAGA
CAAGATTTCC
AGAAGAAAGE
GRRTTRATGA
TCATCTACTT
ACACTGTTGT
CGGAATATCA
CGGTGTTTGC
TGATCGGARA
GTGGTGAAGG
CCCAAGATAA
GCGCACCGGEC
AGRATGTGTA
AARTTCATCGA
ATACCTATGA
TGAAACCTTA
ACGCAGGGGA
TGCCGTGGGET
GAAGGRAGGC
CTGGTCATAT
TATCCGGAGA

LLTIFPEAIG
SQLSYSTGPE
VNVGESYSSS
LSQENRNFNL
LIQACYDSQS
HOKFVQDALG
ICHWLGNRAW
DQPENSHEMYV

GTCATTCCGT
ACATTGAGTC
CCCACCATGG
CTAAGGATTC
GCCACCCTTC
CTTATATIAT
TTATCTCCAC
CATTTTTCST
ACTTGCTCAA
ATCCAGCAGT
ABRAACGGIGC
GCTTCAACAA
ATACAGGTAT
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TTATGCAGGA
TCACATGGTT
CGGTGATTIC

PLLEELGQQT
STATSPYRNE
HLFYWFFESR
ASVIFLEQPV
YLPEIASEIV
DREVYPRCERL
KELEYVEKYM
VLIYAGDEDY
LEVFDAGHMV

TATTCTCTICG
GGCCTTGGRA
ARTTCATGCC
AACTATAGTG
TGCARACTTTT
AAATCTGAAA
AGATCRACCE
TGCCGEGAGAA
ABCTAATGAC
AGACGRAATT
TGGATTAACT
TGGTGCCCCE
ATGTTTGTCT
TGCCATTTAT
TGATATTCGT
TACCTACTTA
ATCTTGCAAT
TCATGAACAT
CAAAGATTTC
TGATGCTGAT
TGGTGAATTT
GGCCCCATAT
CTTTAGCTTT

LSLOMPMALE
FAIRKKRDATE
SVINTVVAGE
TSVLIGNGLT
AFTCAPAATY
ALVDTYESCN
TDVLEWVDAD
NRWISGDESE

TGGATTGGCT
ATTACCCAGC
TAAACATCCT
CAAGGGACAC
GGCTCCAGTC
AGTCTTCAAG
TCTTCATGAA
TTCTAATGAG
GGGTTACACC
TGCTTTCATT
TCCTTGGGGT
GTACTTATAT
CCACGTCACT

AACGTACAAR
CCTTACAATC
TCATTTGGTT

FFSKKTVEQQ
FPLSQODWVT
NDPSTCPIIL
GVGFSY3SKK
SHADKTEDLS
TRACYEFQNS
NQPEVQEAVG
TCNWT.GNOAN
PYNQPVNALD

TTATTGACTA
GCTAGTTATG
ATACAARAGG
TCACAGTTAT
TGGGATTTCT
CCAATTTTCA
GTCAATCTTG
GATGTGTATG
TTTCATATTG
TTGAGTCAAR
GACCCTTTGA
TCAGTACTGC
TTAATTCAAG
TGTAATAACG
BAGGAATGTE
AATCAAARGT
TTTGAAATCA
GTCAGCAGTC
ATTTGCARACT
GGTTTTGAARA
ARGAACTATA
GATCAGCCAG

CTTATGGARAR
ARCCAGTCAA
ATTAA (SEQ

VAELVGTHYS
VTINTKFDNYQ
WLNGGPGCSS
VGEDTATAAKD
GVMIGNGLTD
VTCVPATLYC
SFEVESYKCCD
VNELEWNLSE
MVVRATHGDE

TATTTCCTAR
CCTCATTAGT
GTATTCAGCA
CCTATAGTAC
ATGTTGARAAG
ACCCCTATTC
GETTTTCTTA
CATITCTTCR
CCGGTGAATC
ACRACRAGARR
CTCRATACCG
CTGCCGATGA
CATGCTACGH
CTCAGATGGG
ATGGTGGATC
TTGTTCRAGA
ACRGAARCTT
TCTTGAACAA
GGTTGGGTAA
AAGCCGAAGT
GCAACTTCAC
AGAATTCTCA

CACTAG (SEQ ID No:1l)

ASYASLVEKA
WDFYVESQEL
DVYAFLOLFF
DPLTQYRYYE
CHMNAQMGPYQ
FEINRENFLFA
GFEKREVODW
H

ATCTTATCTG
CAGTTTGGTG
AAAGTTGATA
CCTAAGCTTT
ATTACTALCCC
BAGGGTGTCA
GAGTCTGTGA
AATGGCGAAR
GGATACTTCA
GAAARGGGATT
TTGSCCAGAG
GATSGAGCTG
CACARAGAAT

20

TLAVGOEIDA
PNYRINENLK
QHFPEYQTND
PMACGEGGAP
RTGKNVYDIR
GDWMKPYHEH
LVNGRRAGETF

(SEQ ID No:l12)

CCATAGCAGT
CTAATGETGA
TGGCTCACCA
GCCCTGAAGC
ATTCCGZTTC
CTTCAGAGGA
GCARATTAAG
CAGGTTACAC
CGGATGACAC
CGAGAGTATT
TCTCTCACAG
GIGETGARAGG
TCCAGGGTAG

CTTTTCCTTT
CGCACTTGAC
ID: %)

KDETTSTLHKD
LRVKESHPEK
ITGLLFEKIG
TYVFLELFFQ
PLIQYRYYQP
DQKLLKPYTD
DDVFLRFLYS
ETQATEIRPW
SFGY

AGCTATTGGT
GGAGARAAGCA
AGGTTIGGTTG
TGGCCCAAAR
TCAAGAGTTG
GTGGAATGGT
TTCTTCATCA
GCTITTTITT
TTATGCAGGA
TTTCAATCTT
ATATTACGAG
GTGCGARAAT
CTCACAGTCG
ACCCTATCAG
CTTGTGCTAT
TGCTTTGGGC
TTTATTTGCT
AGGTTTGCCC
TCGAGCATGG
CCAAGATTGG
CTACCTAAGG
TCAAATGGETC

IOKGIQOGWL
PIFNPYSWNG
FHIAGESYAG
SVLPFADECEN
KECDGGSLCY
VSSLINKGLP
KNYSNEFTYLR

CCAAGGATTG
CAGTGAACAA
TGGARAGCAT
TTTGAAGAAG
TAAAAACTTA
TATCGACTTC
AGAGTCAGAT
CGETGACTTC
TTTAGAGCTT
TGCCACCGAT
ARAAGCCTCTT
TGTTACTTCC
AGCATCTTGG

(SEQ ID
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GGTRAGACCA
GCTGGTACCA
AAGGTCTTGA
GCCACCCAAT
GCTAACATGI
GTTRAGRATC
ACCTCGCCAG
AGAGCTTACT
CTTTCTACCT
TCTCCTCACA
CIGTACTCTA
AAGTATGCAT
TACARATGGTG
GCTTCCTCCG
GAAAACTTGG

{3EQ ID HNo:

MOLRHSVGLA
PEKIAKDSKGH
HRDLISTLHE
ISKHPAVAFI
YVIDTGIHVT
KVLRSNGSGS
VENGIHFAVA
LSTYTGSDDA
KYASVGVLED

TTCCAGCTGG
TTGCTTCTGA
GATCTAATGG
CCCACTTGGA
CACTGGGTGG
GTATTCACTT
CAGCTGCTGA
TTTCTALCTA
ACACTGGTIC
TTGCTGGTCT
ACGGAGGATC
CTGTCGGAGT
GTGGACAARA
ACGATACTGG
CCCARGAGTT
13

ILSAIAVOGL
PKLCPEALKK
ESVSKLRESD
ERDSRVFATD
HEEFQGRASW
MSDVLKGVEY
AGNENQDACH
TATLSGTSMA
VPEDTPNLLY
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AGACGTTGAT
AAGCTACGGT
TTCTGGTTCG
TGCTCTTAAA
TGGTARATCT
TGCCCTTGCA
GARATGCCATC
CGGTAAATGT
GGATGACGCA
GTTGACTTAC
TGAGGGTGTC
ATTAGAGGAT
CCTTTICTTICT
TGAGTTTCAC
TGCACATTCA

LIPNIESLPS
MKEGHPSAPV
PNHSFFVSNE
FETQNGAPWG
GKTIPAGLCVD
ATQSHLDAVK
TSPAAARENAT
SPHIAGLLTY
YNGGGQNLSS

GACGATGGAA
GTTGCCAAGA
ATGTCAGATG
AAGGGCARCA
CCTGCTITGG
GCAGGTARCG
ACCGTCGGTG
GTTGACATTT
ACTGCTACCT
TTCCTATCAT
ACACCTGCTC
GTTCCAGARAG
TTCTGGGGAA
TCTTITGTGA
GTGARGGAGC

QFGANGDSEQ
ITTHSASKNL
NGETGYTGDF
LARVSHREKPL
DDGNGHGTHC
KGNKKFKGST
TVGASTLSDA
FLSLQPAAGS
FHGKETEDNY

ACGGTCACGG
AGGCTAATGT
TTCTCGAAGGE
AGAAATTTAR
ACCTTGCAGT
AAANCCAAGA
CATCAACCTT
TCGCTCCAGG
TGTCTGSTAC
TGCAGCCTGC
AATTGAALRAN
ACACTCCAAR
AGGAGACAGA
ACAAGCTTGA
TGGCTTCTGA

GYLAHHGEHP
IPYSYIIVFK
SVGDLLKGYT
SLGSFNKYLY
AGTIASESYG
ANMSLGGGES
RAYFSNYGKC
LYSNGGSEGV
ASSDDTGEFH

AACTCACTGT
TGTTGCCATC
TCTTGAGTAT
GGGCTCTACC
CAATGCTGCT
TGCTTGTAAC
ATCAGACGCT
TTTAAACATT
TTCAATGGCC
TGCTGGATCT
GAACCTCCTC
CCTCTTGGTT
AGACAATGTT
ATCAGCTGTT
ACTTATITAG

KVDMAHHGKH
KGVTSEDIDF
GYFTDDTLEL
DGAGGEGVTS
VARKANVVAI
PALDLAVNAA
VDIFAPGLNI
TPAQLKKNLL
SFVNKLESAV

ENLAQEFAHS VKELASELI (SEQ ID No:14)
Ejemplo 3 Proteasas defectivas

Se generaron varias cepas inactivadas de Pichia mediante los procedimientos siguientes. El extremo 5 'del gen que
se va a inactivar (200-500 pb) se amplificé a partir de ADN genémico de Pichia mediante PCR usando un cebador 5'
especifico del gen y un cebador 3’ especifico del gen con una secuencia de 20 pb complementaria al extremo 5’ del
casete de expresion del marcador de seleccion, por ejemplo KanMX. El extremo 3’ del gen que se va a inactivar
(200-500 pb) también se amplificé a partir del ADN gendémico de Pichia mediante PCR usando un cebador 5'
especifico del gen con una secuencia de 20 pb complementario al extremo 3 'del casete de expresion KanMX y un
cebador 3’ especifico del gen. En una reaccion de PCR separada, una cantidad adecuada del producto 5’, porducto
3’, el, ADN que contiene el casete de expresion KanMX, y los cebadores especificos del gen 5" y 3’ utilizados antes
se afadieron para hacer un casete de inactivacion que tiene el casete de expresion KanMX flanqueando regiones
homologas en 5’ y 3’ del gen inactivado. El fragmento de ADN se purificd y se transformé en Pichia usando un
procedimiento de electroporacion estandar. Las células recombinantes se seleccionaron en las placas YPD que
contienen un antibiético, por ejemplo KAN, y se efectu6 deteccion selectiva con PCR utilizando cebadores
especificos. Las cepas defectivas resultantes se confirmaron mediante secuenciacion gendémica y analisis de
transferencia de tipo Southern.

Las cepas defectivas individuales y multiples se transformaron después con ADN capaz de expresar un polipéptido
heterélogo. Cada cepa defectiva se transformé con al menos un vector que codifica la proteina terapéutica descrita
mediante la SEC ID N° 1. Los cultivos de cepas defectivas transformadas se cultivaron y se recogieron los
sobrenadantes. Los productos secretados se pasaron por geles NUPAGE MOPS para la deteccion degradacion del
producto por proteolisis. Las multiples bandas de la proteina heterdloga semipurificada se interpretdé que indicaban
actividad proteasa, mientras que una Unica banda de proteina heteréloga en el peso molecular apropiado se
interpreté como ausencia de actividad proteasa. Véase la figura 5-8.

La actividad proteasa en las muestras de sobrenadante de la fermentacion se midié utilizando un péptido sintético
con un marcador fluorescente e inactivador con longitudes de onda de excitacion y emision de 340 y 405 nm,
respectivamente. El sustrato peptidico se incubé con muestras de sobrenadante del cultivo y la tasa de degradacion
del sustrato se controlé usando HPLC fluorescente. Los resultados se expresan como aumento en el area del pico /
h. En la Figura 3, la actividad proteasa en el sobrenadante de la fermentacion fue de aproximadamente 68 a 285 en
la cepa mutante ymp1, mientras que la actividad proteasa en la cepa de control fue de aproximadamente 1541 a
1909. En consecuencia, la cepa mutante demostré una reduccion espectacular de la actividad proteasa sobre el
péptido.

El gel del zimograma es otro procedimiento para medir la actividad proteasa utilizando caseina o gelatina como
sustratos. En este experimento, las muestras de fermentacion se separaron en geles de acrilamida, ya sea con
caseina o con gelatina incorporada en la matriz en condiciones reductoras no desnaturalizantes. Después de la
separacion, las bandas de proteinas se renaturalizaron y se aplicé unotampc')n de desarrollo para proporcionar los
cofactores necesarios para la actividad proteasa. El gel se incubd a 37 C durante un periodo prolongado y después
se tifid con azul de Coomassie. Las areas de actividad proteolitica se identificaron como areas claras sobre el gel
sobre un fondo azul. Las proteasas activas degradaron el sustrato, no permitiendo que el area sobre el gel se uniera
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al azul de Coomassie. Las areas en el gel que carecen de proteasa activa permiten que la mancha se una al
sustrato, de modo que se genera el fondo azul. Figura 4 mostré las areas activas de la proteasa utilizando
sobrenadantes de fermentacion de las cepas mutantes ymp7 y dos cepas de control. Las cepas de control tenian
proteasas activas que migraron en las zonas de peso molecular tanto alto como bajo. Sin embargo, las sefiales en la
zona de peso molecular alto estaban muy disminuidas o desaparecidas en las cepas mutantes ymp1. Estos datos
muestran que las actividades en las zonas de alto peso molecular podrian deberse a la accion de ymp1. El resumen
de los resultados para las cepas defectivas se presentan en la Tabla 5.

Otros estudios utilizando un ensayo de estabilidad en tampdn demostraron la eficacia de la escision y el sitio cambia
cuando YMP1y YPS1 se eliminaron de las cepas huésped Pichia. En este ensayo, el patron proteina descrito por la
SEC ID N° 1 se incubd con los sobrenadantes del cultivo y los productos proteicos escindidos se analizaron
mediante espectrofotometria de masas para indicar los sitios de escisién y el porcentaje de productos de
degradacion (Tabla 1-4).

Usando el sobrenadante del caldo de fermentacion B804 (cepa parental SMD 1163 con delecion pmt4, véase el
Ejemplo 4), se detectaron 5 sitios de escision principales: Lys28/Gly29, Phe36/Thr37, Ser38/Asp39, Tyr43/Leud4 y
Lys50/Glu51 (Tabla 1).

Tabla 1: Caldo de fermentacion BS04 de SMD1163_pmt4 (01:40)

Secuencia 0h 24 h 48 h 5 dias

His1-Leu645 100 73,4 33,9 4,6
(Trp)Leu26 - Leu645 0 1,4 1,8 0
(Leu)Val27 — Leu645 0 0 0 0
(Lys)Gly29 — Leu645 0 59 6,3 1,9
(Phe)Thr37 — Leu645 0 8,7 28,4 31,7
(Thr)Se r38 — Leu645 0 1 0 0
(Ser)Asp39 — Leu645 0 4.6 12,9 18
(Val)Ser41 — Leu645 0 0 0 0
(Ser)Ser42 — Leu645 0 0 2,3 2,2
(Tyr)Leud4 — Leub45 0 1,9 5,8 5,3
(Lys)Glu51 — Leu645 0 4.1 8,8 28
(Ala)Trp55 — Leu645 0 0 0 3,4
(Trp)Leu56 — Leub45 0 0 0 4,9

La delecion de YMP1 de SMD1163_pmp4 (B688) disminuyd los sitios de escision de Phe36 / Thr37, Ser38 / Asp39y
Tyr43 / Leud4, pero mantuvo o aumento la escision en Lys50 / Glu51 y Lys28 / Gly29 (Tabla 2).

Tabla 2: Caldo de fermentacion B688 de la cepa defectiva en ymp1 de SMD1163_pmt4 (01:40)

Secuencia Oh 24 h 48 h

His1-Leu645 93,1 75,1 64,9
(Trp)Leu26 - Leu645 0 0 0
(Leu)Val27 — Leu645 0 0 0
(Lys)Gly29 — Leu645 1,4 18,5 26
(Phe)Thr37 — Leu645 0 0,8 1
(Thr)Se r38 — Leu645 0 0 0
(Ser)Asp39 — Leu645 0 0 0
(Val)Ser41 — Leu645 0 0 0
(Ser)Ser42 — Leu645 0 0 0
(Tyr)Leud4 — Leub45 0 0 0
(Lys)Glu51 — Leu645 55 4,6 7
(Ala)Trp55 — Leu645 0 0 0
(Trp)Leu56 — Leub45 0 0 0
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La delecion de la proteasa yps1 de SMD1163_pmit4 (B805) no elimind ningun sitio de escision pero disminuyd la
cantidad escindida en el sitio Lys50 / Glu51 (Tabla 3)

Tabla 3: Caldo de fermentacion B805 de la cepa defectiva en yps1 de SMD1163_pmt4 (01:40)

Secuencia Oh 24 h 48 h 5 dias

His1-Leu645 100 73,6 37,3 6
(Trp)Leu26 - Leu645 0 1,6 1,9 2,3
(Leu)Val27 — Leu645 0 0 0 0
(Lys)Gly29 — Leu645 0 4,9 5,6 2,7
(Phe)Thr37 — Leu645 0 10 27,1 41
(Thr)Se r38 — Leu645 0 0 0 0
(Ser)Asp39 — Leu645 0 55 16 28
(Val)Ser41 — Leu645 0 0 0 0
(Ser)Ser42 — Leu645 0 1 2,3 4.2
(Tyr)Leud4 — Leub45 0 2,3 5,6 9
(Lys)Glu51 — Leu645 0 1,1 2 3,1
(Ala)Trp55 — Leu645 0 0 1,9 3,8
(Trp)Leu56 — Leub45 0 0 0 0

Cuando se delecionaron las proteasas Ymp1 y Yps1 de SMD1163_pmt4 (B803), la escision se redujo
significativamente y solo se produjo en Lys28/Gly29 (Tabla 4).

Tabla 4: Caldo de fermentacion B803 de la cepa defectiva en ymp1/yps1 de SMD1163_pmt4 (01:40)

Secuencia

0h

24 h 48 h

5 dias

His1-Leu645

100

94,5 89,4

73,1

(Trp)Leu26 - Leu645

0 0

0

(Leu)Val27 — Leu645

o

0

0

(Lys)Gly29 — Leu645

=N
o
(o]

S,

N
»
©

(Phe)Thr37 — Leu645

o

o

(Thr)Se — Leu645r38

(Ser)Asp39 — Leu645

(Val)Ser41 — Leu645

(Ser)Ser42 — Leu645

(Tyr)Leud4 — Leu645

(Lys)Glu51 — Leu645

(Ala)Trp55 — Leu645

(Trp)Leu56 — Leub45

O |0O|0O|0O|0O|0O|0O0|0O|0O|O|O |O

OO0 |O|L,

O |00 O|0o|o |o|o

O |0 |00 |0 |0 |0 |o

La inactivacion individual de ymp2, ymp3 se realizé6 en SMD1163. Se realizaron inducciones en matraz de agitacion
con estas cepas defectivas y se obtuvieron muestras de los sobrenadantes control SMD1163 y del cultivo a las 24
horas de la induccién. El patréon de proteina descrito por la SEC ID N° 1 se incubd con estas muestras a 30 C
durante 24 horas y se analiz6 mediante gel de SDS PAGE.

A partir del analisis PAGE, la delecion de ymp3 disminuyd significativamente la escision del patrén de proteina, pero
la delecién de ymp2 tiene menos efecto sobre la proteolisis (Véase la Figura 9).

Tabla 5

Gen

Descripcion

Huésped

Proteasa

def.

Evaluacion
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Gen Descripcidn Huésped Proteasa Evaluacion
def.
PEP4 Aspartil proteasa X-33 pep4 Proteolisis heteréloga reducida
PRB1 Serin proteasa X-33 pep4 pep4.prbl Proteolisis heterdloga reducida
YPS1 Aspartil proteasa X-33 pep4 pep4, Proteolisis heteréloga reducida
ysp1
YPS2 Aspartil proteasa SMD1163 pep4, Proteolisis heteréloga reducida
secretada prb1,
yps2
YMP1 (SEC | Serin proteasa secretada SMD1163 pep4, Proteolisis heteréloga reducida
ID N° 4) prb1,
ymp1
DAP2 Endoproteasa de tipo SMD1163 pep4, Sin cambios en la proteolisis
DPP IV _prb1,
dap2
GRH1 Serin proteasa SMD1163 clon6é pep4, Sin cambios en la proteolisis
prb1, grh1
PRD1 metaloendopeptasa SMD1163 c16 pep4, Sin cambios en la proteolisis
[PDI] prb1, prdi1
YSP3 Serin proteasa secretada | SMD1163 c16 pep4, Sin cambios en la proteolisis
[PDI] prb1,
vsp3
PRB2 Serin proteasa de tipo | SMID1163 c16 pep4, =
Prb1 [PDI] prb1, prb2
PRB3 Serin proteasa de tipo |(SMD1163 cloné pep4, Sin cambios en la proteolisis
Prb1 prb1, prb3
YMP2 (SEC De tipo Arg/Ala SMD1163 pep4, prb1, Reduccién moderada de la
ID N° 6) aminopeptidasa ymp?2 proteolisis heteréloga
YMP3 (SEC De tipo Leu SMD1163 pep4, Proteolisis heteréloga reducida
IDN°8 aminopeptidasa prb1,
ymp3
PPC1 (SEC | Carboxipeptidasa de tipo | SMD1163 cl6 pep4, =
ID N° 10) CPY _prb1,
ppci
PPC2 (SEC | Carboxipeptidasa de tipo | SMD1163 c16 pep4, =
ID N° 12) CPY _prb1,
ppc2
PPB1 (SEC De tipo proteasa B SMD1163 cl6 pep4, =
ID N° 14) vacuolar prb1,
ppb1

Aqui se identifican seis polipéptidos, Pep4, Prb1, Yps1, Yps2 y los recién descubiertos Ymp1, Ymp3, en Pichia que
son responsables de la degradacion del polipéptido heterélogo (SEC ID N° 1). La inactivacion genética de estos

genes puede mejorar significativamente la productividad de la expresion de la proteina heteréloga.

Ejemplo 4 Manosiltransferasas defectivas

Cuando el polipéptido heterélogo (SEC ID N° 1) producido a partir de la cepa de Pichia de tipo salvaje GS 115 se
analizé mediante CL / EM se observaron multiples isoformas de masa incrementada de 162 Da. Un analisis adicional
usando digestién con varias enzimas y CL / EM demostré que la glicosilacion se producia en el resto HSA, y los
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resultados se confirmaron usando secuenciacion de Edman y analisis de la composicion de hidratos de carbono
(datos no mostrados). El analisis de la composicién de hidratos de carbono confirmé que estas modificaciones se
debian a la glicosilacion con O-manosa, que es una modificacion postraduccional frecuente de las proteinas
producidas en Pichia pastoris.

Las cepas defectivas en manosiltransferasa de Pichia se realizaron utilizando los mismos procedimientos descritos
en el Ejemplo 2 para las proteasas defectivas. Es decir, se inserté un casete de expresiéon KanMX en uno de estos
genes responsables de la glicosilacion en levadura: OCH1, PMT1, PMT2, y PMT4. Las cepas defectivas se
transformaron con un vector capaz de expresar la SEC ID N° 1. Los cambios fenotipicos de estas cepas defectivas
se demostraron usando el ensayo de sensibilidad zimoliasa (Figura 10). En este experimento, el cultivo de levadura
en crecimiento exponencial se diluyé hasta DO600 = 0,3 en YPD suplementado con 5U / ml de zimoliasa. Los
cultivos se incubaron a temperatura ambiente con agitacion suave. Se recogieron muestras cada 15 minutos durante
2 horas y la medicién de la DO600 se realizé como un indicador de la muerte celular.

Los genes de la manosiltransferasa son esenciales para la integridad de la pared celular completa. Las cepas
defectivas en pmt1 y pmt4 pueden tener paredes celulares parciales o incompletas, que pueden resultar en una
mayor sensibilidad al tratamiento con zimoliasa. Los datos mostraron que las mutantes pmt1 y pmt4 murieron
rapidamente con el tratamiento con zimoliasa.

La proteina heterdloga se evalud para determinar la glicosilacion comparando la produccién heteréloga en cepas
modificadas genéticamente con cepas de tipo salvaje. El resumen de los resultados para las cepas defectivas se
presentan en la Tabla 6 a continuacion. Asimismo, véase la Figura 11. Los resultados mostraron que Pmt4 es el
Unico responsable de la glicosilaciéon de HSA en Pichia. Una cepa defectiva solo en pmt4 puede producir HSA
humana sin glicosilar.

Tabla 6
Gen Descripcion Huésped Proteasa def. Evaluacion
OCH1 manosiltransferasa SMD1163 | pep4, prb1, och1 sin cambios en la
glicosilacién
PMT1 manosiltransferasa SMD1163 | pep4, prb1, pmt1 sin cambios en la
glicosilacién
PMT2 manosiltransferasa SMD1163 | pep4, prb1, pmt2 ausencia de inactivacion
limpia
PMT4 manosiltransferasa SMD1163 | pep4, prb1, pmt4 sin glicosilacion

Ejemplo 5 — Coexpresion con proteinas chaperonas

Varias proteinas chaperonas pudieron coexpresarse con la proteina heteréloga en una célula huésped para
aumentar la produccion de proteinas heterélogas. Ejemplos de proteinas chaperonas que pueden coexpresarse con
la proteina heteréloga en levaduras para aumentar la produccion heterdloga se presentan en la Tabla 7 a
continuacion.

Tabla 7
GEN Nombre de la proteina Especie de origen
HAC1 Factor de transcripcion bZip S. cerevisiae
KAR2 Proteina de union BiP S. cerevisiae
EUG Homoélogo de PDI S. cerevisiae
JEM1 Proteina de tipo DnaJ de la membrana | Pichia y S. cerevisiae

del RE 1

CUP5 Subunidad proteolipidica de la V-ATPasa | Pichia y S. cerevisiae

KIN2 serina/treonina proteina quinasa Pichia y S. cerevisiae
SSA4 Proteina del shock térmico Pichia y S. cerevisiae
SSE1 Proteina del shock térmico Pichia y S. cerevisiae
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HSP26 Proteina del shock térmico de 26 kDa S. cerevisiae

Listado de secuencias

<110> JIN, Yong Hwan

JOWETT, James D.

TAYLOR, Alexander H.

ZHU, Yuan

<120> Células huésped y procedimientos de uso
<130> PU63510

<140> tbd
<141> 2010-02-24

<150> 61.155.706
<151> 2009-02-26

<160> 15

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211> 645

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapiens

<400> 1

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
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1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg His Gly
20 25 30
Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala
35 40 45
Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Asp Ala His Lys
50 55 60
Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys
65 70 75 80
Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln Gln Cys Pro Phe
85 20 95
Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe Ala Lys Thr
100 105 110
Cys Val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr
115 120 125
Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr
130 135 140
Gly Glu Met Ala Asp Cys Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu
145 150 155 160
Cys Phe Leu Gln His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val
165 170 175
Arg Pro Glu Val Asp Val Met Cys Thr Ala Phe His Asp Asn Glu Glu
180 185 199
Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg His Pro Tyr
195 200 205
Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala
210 215 220
Phe Thr Glu Cys Cys Gln Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro
225 230 235 240
Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gln
245 250 255
Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu Gln Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys
260 265 270
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Ala Trp Ala Val Ala Arg Leu Ser Gln Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe
275 280 285
Ala Glu Val Ser Lys Leu Val Thr Asp Leu Thr Lys Val His Thr Glu
290 295 300
Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu
305 ' 310 315 320
AlaLys Tyr Ile Cys Glu Asn Gln Asp Ser Ile Scr Ser Lys Leu Lys
325 330 335
Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His Cys Ile Ala Glu
340 343 350
Val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp
355 360 365
Phe Val Glu Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp
370 375 380
Val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp
385 390 395 400
Tyr Ser Val Val L.cu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr
405 410 415
Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys
420 425 430
Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gin Asn Leu lle
435 440 445
Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu Gln Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gln
450 455 460
Asn Ala Leu Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val Pro Gln Val Ser Thr
465 470 475 480
Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val Gly Ser Lys
485 490 495
Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glu Asp Tyr
500 505 510
Leu Ser Val Val Leu Asn Gln Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro
515 520 525
Val Ser Asp Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg
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530 535 540
Arg Pro Cys Phe Ser Ala Leu Glu Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys
545 550 555 560
Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile Cys Thr Leu
- 565 570 575
Ser Glu Lys Glu Arg Gln Ile Lys Lys Gin Thr Ala Leu Val Glu Leu
580 585 590
Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu GIn Leu Lys Ala Val Met
595 600 605
Asp Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys
610 615 620
Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val Ala Ala Ser Gln
625 630 635 640
Ala Ala Leu Gly Leu
645
<210> 2
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<220>
<221> VARIANTE
<222> 31
<223> Xaa = Cualquier aminoacido
<400> 2
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Xaa
20 25 30
<210>3
<211> 5115
<212> ADN

<213> Pichia Pastoris

<400> 3
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atgttcctca aaagtetect tagttttgeg tetatectaa cgetttgeaa ggectgpgat 60
ctggaagatg tacaagatge accaaagate aaaggtaatg aagtaccegg tegotatate 120
attgagtatg aagaagcttc cacttcagcea tttgctacce aactgagage tgggggatat 180
gactttaaca tccaatacga ctactcaact ggttcccttt tcaacggage atctgttcaa 240
atcagcaacg ataacaaaac cactttccag gatttgcaaa gtttgcgtge agtcaaaaat 300
gittacccag ctactctcat tacattagat gaaacatttg agettgetga cacgaageca 360
tggaacccte atggaattac cggtgtegat tetttgeatg agecaaggata tactggtagt 420
ggtettotta ttpcagttat cgatactggt gitgactata cacaccctge tetgggtggt 480
ggtatcggag ataatttcece tatcaaaget ggttatgatt tgtcttcegg tgatggtgte 540
atcacgaatg atcctatgpa ttgtgacget catggtacct ttgtatecte catcattgtt 600
gcaaataaca aagatatpgt tggtgttgea ccagatgete agattgtcat gtacaaagtg 660
ticcectgtt cigatagtac ttcgactgac atagttatgg cgggtatgea aaaggectat 720
gatgatggtc acaapattat ttcgetatca ctgggatctg acteggggtt ttecagtact 780
ccagcttect taatgpecag caggattgct caagacagag ttgtittget goctgetgpt 840
aactctggag aacttggtcc attctatgee tectceectg cttetggpaa acaagteatt 900
tcagttggat ctgttcanaa cgaacaatgg acaacctttc cagtaacctt tacctctica 960
aacggtgaat caagggtttt tccttaccte gettacaatg gtgcacagat tggatttgat 1020
gcogagctte apptteattt taccgaagaa agagpgatpcg tctatgaace agagatctce 1080
goagataatg cgaataaagge tattttgtta agaaggggeg teggetgtgt tgaaaacttg 1140
gaattcaatt tattgtctgt ggetggttac aaggcettact tettgtacaa ctcattttca 1200
agaccatgga gtctettgaa tatttctcca ctgattgage tagacaacge ttactctett 1260
gttgaagagg aagttggaat atggptgaaa acccaaatcg acgecggtaa cacegtcaag 1320
ttaaaggtea goacgagtga coaaatgttg coatctgata aagagtattt gggagttgega 1380
aagatgpatt attactccte tcaaggacct gettatgage ttgaattitt cccaacgata 1440

tccgetecag gtggagacag ttggggcgct tggeceggtg gocaatacgg tgttgectea 1500
ggaacaagtt ttgettgecc ctatgttgea ggtcttacag ctetttatga atcgeagttt 1560
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ggaattcaag atccccagga ctatgtgaga aaattagtct ccacagetac cgatcttcaa 1620
ttatttgact ggaacgceagt gaaacttgag acctctatga atgctccact tattcaacag 1680
ggagctgpte tagtgaacge tottgpttte tttgagacta agactgtgat cgtatetget 1740
ccttatttgg agetcaatga caccatcaat agagecagtg agtataccat tcaaattaag 1800
aatgagaact ctgagactat tacctatcaa gttgttcacg ttecgggaac tactgtetac 1860
tctagatcag cttctggpaa catcccatac ctggtcaate aagattitge accttacggt 1920
gatagtgalg ctgcgacagt tgetctatce acagaagagt tggtittggg accagpagaa 1980
gttggtgaag tcactgtgat cttotctaca gaagaaattg atcaagaaac tgetccaatt 2040
attcaggpta agattacatt ttatggtgat gtcataccga ttgetgttoc ttatatggga 2100
gttgaagttg atattcattc ctgggagcect ctoattgaga ggcectttatc agtgagaatg 2160
tatttggatg atgpttcctt agcatatgtt gatgatgate ctgattatga gttcaatgtg 2220
tatgactggg attctcctag attttatttt aacctgagat atgcaaccaa agaagtateg 2280
attgactigg tpcacceiga ttatageatt gagaacgact acgaatgpec tttagtitee 2340
ggacacaaca actattatgg tcocgtggpa tacgactacg attataccic gggtcaagee 2400
tttttgcctc gttactttca acaacgtatt aacgaacttg gatatcttte tttticcaga 2460
tttgctaact titctgtagt tectgetgpt gaatacaaag ctetatttag agttttgcta 2520
ccatatggag actttiggaa caaagaagac tggceaattgt ttgaatccec agtgtttaac 2580
gtcetegete caccgaatga agaaaacact actgaagage caactgagga atccagegag 2640
gagcetaccg aagagtcaac gtetgagtca actgaagage cetettetga gteaactgag 2700
aaatctageg aggtgecaac tgaagaaatt actgaagatg caacatccac aattgatgat 2760
gatgaagcat ccaccgaaag ctctactgaa gaaccaagtg ctcagcccac cggtccttac 2820
tctgatttga ctgteggtea ggecattace gacgttagtg tcaccagttt gaggacaact 2880
gaagcatttg gatacacttc cgactggttg gttgtgtctt tcactttcaa cactactgac 2940
agagatatta ctctcccace ttacgetgtt gtacaagtaa ctatcccaaa tgaacttcaa 3000
ttcattgete atccagaata cgeeccatac cttgagecect cattgeaagt tttctacact 3060
aagaatgaaa gattaattat gactagtcag ttcaactacg acaccagagt catcgacttc 3120
aagittgaca atcgagacca agtaataact caagtgoagg gagttgttta tttcacgatg 3180
aaactagaac aagatttcat ttctgcattg gecccaggte aatacgattt tgaatttcat 3240
acatccgttg attcttatge ttcgaccttt gactttattc cattgattag atccgageca 3300
atcaaattga tagcaggtec accagacgaa gttgaatgpt ttattgatat tccaagtgea 3360
tacagcgatt tggcaacgat agatattagt tetgatateg atactaatga taatttpeag 3420
cagtactﬁct atgattgctc aaagetcaag tacactattg paaaagagtt tgatcagtgg 3480
ggtaattita cagetggate agatggtaac caatacagea ataccacega tggptatgtt 3540
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ccaattactg attctaccgg ctetccagta gotgaagtte aatgtttaat gpaaaptatc 3600
tcattgagtt tcacaaatac tettgotgag gatgaagtat tgagapttgt tettcactet 3660
tctgegttta gacgtggtte attcaccatg gocaacgtgg taaacgttga cattacaget 3720
gptggattgg canaaagaga actcttctet tatatattgg atgaaaatta ctatgetagt 3780
actggatctg agggpttgec atttgacgta titgaagttg ctgatcaggt cgaggageca 3840
actgagpapt caacctcaga ggaatctact gaacaggaaa cttccaccga ggaacctace 3900
gaggaatcaa ctgaacctac tgaggaatct acccaggaac ctactgaaga geccacegac 3960
gagcctactt ctgagtcaac tgaggaacct tetgaggage caacttetga cgafctctca 4020
attgacccaa ctgetgtace taccgatgaa cctactgaag agecaactga ggagectact 4080
tctgagtcaa ctgaggaace ttctgaggag ccaacttetg acgatctete aattgaccca 4140
actgctgtac ctaccgatga acctactgaa gagccaactg aggagectac ttctgagtca 4200
actgaggaac cttctgagga gecaacttct gacgatctct caattgacee aactgetgta 4260
cctaccgatg aacctactga agagecaact gaggagecga cotetgagac taccgatgat 4320
ccatcgatag cacctactge tgtgccaact tccgacacat cttetggaca atcggtggtt 4380
actcaaaaca ctacagtcac tcagactacc atcacttcag tctgtaatgt ttgtgetgag 4440
acccetgtaa caatcactta cactgeacca gttgtgacta agecagttte ttacaccace 4500
gitacttcag tttgecatgt atgtgcagag acaccaatca cagttacett gacgttgeca 4560
tgtgaaaccg aagacgtgac aaagactgee ggecctaaga ctgicactta caccgaagtt 4620
tgcaactoct gtgetgacaa goctatcact tacacctaca tegetecaga gtacactcaa 4680
ggtgccgaac gtacaacagt tacatcggtt tgcaacgttt gtgctgagac acctgtaacg 4740
ctaacataca ctgegecgaa agecagtegt catacagtte cttcacaata ticaagtgee 4800
ggagagctca tttcatccaa ggggatcacg attcctactg ttcctgecceg tecaactggt 4860
acttatagta agtctgttga cactagccaa cgtacacteg ctaccattac aaaatettca 4920
gatgagtcta acactgttac cactactcaa gccacacaag ttttgagegg tgaatccagt 4980
ggaattcaag ctgettcaaa cagcacgage atctcagete caactgtcac tacagetggg 5040
aacgagaact ctggatctag attttcgttt getggactat tcacagttct gectettate 5100
ttgttegtta tataa 5115

<213> Pichia Pastoris

<400> 4
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Met Phe Leu Lys Ser Leu Leu Ser Phe Ala Ser lle Leu Thr Leu Cys
1 5 10 15
Lys Ala Trp Asp Leu Glu Asp Val Gln Asp Ala Pro Lys Ile Lys Gly
20 25 30 |
Asn Glu Val Pro Gly Arg Tyr Ile Ile Glu Tyr Glu Glu Ala Ser Thr
35 40 45
Ser Ala Phe Ala Thr Gln Leu Arg Ala Gly Gly Tyr Asp Phe Asn Ile
50 55 60
Gln Tyr Asp Tyr Ser Thr Gly Ser Leu Phe Asn Gly Ala Ser Val Gln
65 70 75 80
Ile Ser Asn Asp Asn Lys Thr Thr Phe Gln Asp Leu Gln Ser Leu Arg
85 90 95
Ala Val Lys Asn Val Tyr Pro Ala Thr Leu Ile Thr Leu Asp Glu Thr
100 105 110
Phe Glu Leu Ala Asp Thr Lys Pro Trp Asn Pro His Gly Ite Thr Gly
115 120 125
Val Asp Ser Leu His Glu Gln Gly Tyr Thr Gly Ser Gly Val Val lle
130 135 140
Ala Val Ile Asp Thr Gly Val Asp Tyr Thr His Pro Ala Leu Gly Gly
145 150 155 160
Gly Ile Gly Asp Asn Phe Pro Ile Lys Ala Gly Tyr Asp Leu Ser Ser
165 170 175
Gly Asp Gly Val lle Thr Asn Asp Pro Met Asp Cys Asp Gly His Gly
180 185 190
Thr Phe Val Ser Ser Ile [le Val Ala Asn Asn Lys Asp Met Val Gly
195 200 205
Val Ala Pro Asp Ala Gln lle Val Met Tyr Lys Val Phe Pro Cys Ser
210 215 220
rAsp Ser Thr Ser Thr Asp Ile Val Met Ala Gly Met Gln Lys Ala Tyr
225 230 235 240

33



ES 2539378 T3

Asp Asp Gly His Lys Tle Tle Ser Leu Ser Leu Gly Ser Asp Ser Gly

245 250 255
Phe Ser Ser Thr Pro Ala Ser Leu Met Ala Ser Arg Tle Ala Gln Asp
260 265 270

Arg Val Val Leu Val Ala Ala Gly Asn Ser Gly Glu Leu Gly Pro Phe
275 280 285
Tyr Ala Ser Ser Pro Ala Ser Gly Lys Gln-Val Ile Ser Val Gly Ser
290 295 300
Val Gln Asn Glu Gln Trp Thr Thr Phe Pro Val Thr Phe Thr Ser Ser
305 310 315 320
Asn Gly Glu Ser Arg Val Phe Pro Tyr Leu Ala Tyr Asn Gly Ala Gln
325 330 335
Tle Gly Phe Asp Ala Glu Leu Glu Val Asp Phe Thr Glu Glu Arg Gly
340 345 350
Cys Val Tyr Glu Pro Glu lle Ser Ala Asp Asn Ala Asn Lys AlaTle
355 360 365
Leu Leu Arg Arg Gly Val Gly Cys Val Glu Asn Leu Glu Phe Asn Leu
370 375 380
Leu Ser Val Ala Gly Tyr Lys Ala Tyr Phe Leu Tyr Asn Scr Phe Ser
385 390 395 400
Arg Pro Trp Ser Leu Leu Asn Ile Ser Pro Leu Ile Glu Leu Asp Asn
405 410 415
Ala Tyr Ser Leu Val Glu Glu Glu Val Gly Ile Trp Val Lys Thr Gln
420 425 430
Ile Asp Ala Gly Asn Thr Val Lys Leu Lys Val Ser Thr Ser Asp Gln
435 440 445
Met Leu Pro Ser Asp Lys Glu Tyr Leu Gly Val Gly Lys Met Asp Tyr
450 455 460
Tyr Ser Ser Gln Gly Pro Ala Tyr Glu Leu Glu Phe Phe Pro Thr Ile
465 470 475 480
Ser Ala Pro Gly Gly Asp Ser Trp Gly Ala Trp Pro Gly Gly GIn Tyr
485 490 495 -
Gly Val Ala Ser Gly Thr Ser Phe Ala Cys Pro Tyr Val Ala Gly Leu
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500 505 510
Thr Ala Leu Tyr Glu Ser Gln Phe Gly Ile Gln Asp Pro Gln Asp Tyr
515 520 525

Val Arg Lys Leu Val Ser Thr Ala Thr Asp Leu Gln Leu Phe Asp T1p
530 535 540
Asn Ala Val Lys Leu Glu Thr Scr Met Asn Ala Pro Leu Ile Gln Gln
545 550 555 | 560
Gly Ala Gly Leu Val Asn Ala Leu Gly Leu Phé Glu Thr Lys Thr Val
565 570 575
Ile Val Ser Ala Pro Tyr Leu Glu Leu Asn Asp Thr Ile Asn Arg Ala
580 585 590
Ser Glu Tyr Thr lle Gln Ile Lys Asn Glu Asn Ser Glu Thr Ile Thr
595 600 605
Tyr Gln Val Val His Val Pro Gly Thr Thr Val Tyr Ser Arg Ser Ala
610 615 620
Ser Gly Asn Ile Pro Tyr Leu Val Asn Gln Asp Phe Ala Pro Tyr Gly
625 630 635 640
Asp Ser Asp Ala Ala Thr Val Ala Leu Ser Thr Glu Glu Leu Val Leu
645 650 655
Gly Pro Gly Glu Val Gly Glu Val Thr Val Ile Phe Ser Thr Glu Glu
660 665 670
Tle Asp Gln Glu Thr Ala Pro Tle Ile Gin Gly Lys Ile Thr Phe Tyr
675 680 685
Gly Asp Val lle Pro Ile Ala Val Pro Tyr Met Gly Val Glu Val Asp
690 695 700
Ile His Ser Trp Glu Pro Leu Ile Glu Arg Pro Leu Ser Val Arg Met
705 710 715 720
Tyr Leu Asp Asp Gly Ser Leu Ala Tyr Val Asp Asp Asp Pro Asp Tyr
725 730 735
Glu Phe Asn Val Tyr Asp Trp Asp Ser Pro Arg Phe Tyr Phe Asn Leu
740 745 750
Arg Tyr Ala Thr Lys Glu Val Ser Ile Asp Leu Val His Pro Asp Tyr
755 760 765
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Ser Ile Glu Asn Asp Tyr Glu Trp Pro Leu Val Ser Gly His Asn Asn
770 775 780
Tyr Tyr Gly Pro Val Gly Tyr Asp Tyr Asp Tyr Thr Ser Gly Gin Ala
785 790 795 800
Phe Leu Pro Arg Tyr Phe Gln Gln Arg He Asn Glu Leu Gly Tyr Leu
805 810 815
Ser Phe Ser Arg Phe Ala Asn Phe Ser Val Val Pro Ala Gly Glu Tyr
820 825 830
Lys Ala Leu Phe Arg Val Leu Leu Pro Tyr Gly Asp Phe Trp Asn Lys
835 840 845
Glu Asp Trp Gln Leu Phe Glu Ser Pro Val Phe Asn Val Leu Ala Pro
850 855 860
Pro Asn Glu Glu Asn Thr Thr Glu Glu Pro Thr Glu Glu Ser Ser Glu
865 870 875 880
Glu Pro Thr Glu Glu Ser Thr Ser Glu Ser Thr Glu Glu Pro Ser Ser
885 890 895
Glu Ser Thr Glu Lys Ser Ser Glu Val Pro Thr Glu Glu Ile Thr Glu
900 905 910
Asp Ala Thr Ser Thr Ile Asp Asp Asp Glu Ala Ser Thr Glu Ser Ser
915 920 925
Thr Glu Glu Pro Ser Ala Gln Pro Thr Gly Pro Tyr Ser Asp Leu Thr
930 935 940
Val Gly Glu Ala Ile Thr Asp Val Ser Val Thr Ser Leu Arg Thr Thr
945 950 955 960
Glu Ala Phe Gly Tyr Thr Ser Asp Trp Leu Val Val Ser Phe Thr Phe
965 970 975
Asn Thr Thr Asp Arg Asp Ile Thr Leu Pro Pro Tyr Ala Val Val Gln
980 985 990
Val Thr Ile Pro Asn Glu Leu Gin Phe Ile Ala His Pro Glu Tyr Ala
995 1000 1005
Pro Tyr Leu Glu Pro Ser Leu Gln Val Phe Tyr Thr Lys Asn Glu Arg
1010 1015 1020
Le¢u Ile Met Thr Ser Gln Phe Asn Tyr Asp Thr Arg Val Ile Asp Phe

36



ES 2539378 T3

1025 1030 1035 1040
Lys Phe Asp Asn Arg Asp Gln Val Ile Thr Gln Val Glu Gly Val Val
1045 1050 1055
Tyr Phe Thr Met Lys Leu Glu Gln Asp Phe Ile Ser Ala Leu Ala Pro
1060 1065 1070
Gly Glu Tyr Asp Phe Glu Phe His Thr Scr Val Asp Ser Tyr Ala Ser
1075 1080 1085
Thr Phe Asp Phe Ile Pro Leu Ile Arg Ser Glu Pro Ile Lys Leu lle
1090 1095 1100
Ala Gly Ala Pro Asp Glu Val Glu Trp Phe Ile Asp Ile Pro Ser Ala
1105 1110 1115 1120
Tyr Ser Asp Leu Ala Thr Ile Asp Ile Ser Ser Asp lle Asp Thr Asn
1125 1130 1135
Asp Asn Leu Gln Gln Tyr Phe Tyr Asp Cys Ser Lys Leu Lys Tyr Thr
1140 1145 1150
Ile Gly Lys Glu Phe Asp Gln Trp Gly Asn Phe Thr Ala Gly Ser Asp
1155 1160 1165
Gly Asn Gln Tyr Ser Asn Thr Thr Asp Gly Tyr Val Pro Ile Thr Asp
1170 1175 1180
Ser Thr Gly Ser Pro Val Ala Glu Val Gln Cys Leu Met Glu Ser Ile
1185 1190 1195 1200
Ser Leu Ser Phe Thr Asn Thr Leu Ala Glu Asp Glu Val Leu Arg Val
1205 1210 1215
Val Leu His Ser Ser Ala Phe Arg Arg Gly Ser Phe Thr Met Ala Asn
1220 1225 1230
Val Val Asn Val Asp Ile Thr Ala Gly Gly Leu Ala Lys Arg Glu Leu
1235 1240 1245
Phe Ser Tyr Ile Leu Asp Glu Asn Tyr Tyr Ala Ser Thr Gly Ser Glu
1250 1255 1260
Gly Leu Ala Phe Asp Val Phe Glu Val Ala Asp Gln Val Glu Glu Pre
1265 1270 1275 1280
Thr Glu Glu Ser Thr Ser Glu Glu Ser Thr Glu Gln Glu Thr Ser Thr
1285 1290 1295
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Glu Ghlu Pro Thr Glu Glu Ser Thr Glu Pro Thr Glu Glu Ser Thr Gln
1300 1305 1310
Glu Pro Thr Glu Glu Pro Thr Asp Glu Pro Thr Ser Glu Ser Thr Glu
1315 1320 1323
Glu Pro Ser Glu Glu Pro Thr Ser Asp Asp Leu Ser Ile Asp Pro Thr
1330 1335 1340
Ala Val Pro Thr Asp Glu Pro Thr Glu Glu Pro Thr Glu Glu Pro Thr
1345 1350 1355 1360
Ser Glu Ser Thr Glu Glu Pro Ser Glu Glu Thr Ser Asp Asp Leu Ser
1365 1370 1375
Ile Asp Pro Thr Ala Val Pro Thr Asp Glu Pro Thr Glu Glu Pro Thy
1380 1383 1390
Glu Glu Pro Thr Ser Glu Ser Thr Glu Glu Pro Ser Glu Glu Pro Thr
1395 1400 1405
Ser Asp Asp Leu Ser Ile Asp Pro Thr Ala Val Pro Thr Asp Glu Pro
1410 1415 1420
Thr Glu Glu Pro Thr Glu Giu Pro Thr Ser Glu Thr Thr Asp Asp Pro
1425 1430 1435 1440
Ser Ile Ala Pro Thr Ala Val Pro Thr Ser Asp Thr Ser Ser Gly Gln
1445 1450 1455
Ser Val Val Thr GIln Asn Thr Thr Val Thr Gin Thr Thr Ile Thr Ser
1460 1465 1470
Val Cys Asn Val Cys Ala Glu Thr Pro Val Thr lle Thr 'I'yr Thr Ala
1475 1480 1485
Pro Val Val Thr Lys Pro Val Ser Tyr Thr Thr Val Thr Ser Val Cys
1490 1495 1500
His Val Cys Ala Glu Thr Pro Tle Thr Val Thr Leu Thr Leu Pro Cys
1505 1510 1515 1520
Glu Thr Glu Asp Val Thr Lys Thr Ala Gly Pro Lys Thr Val Thr Tyr
1525 1530 1535
Thr Glu Val Cys Asn Ser Cys Ala Asp Lys Pro Ile Thr Tyr Thr Tyr
1540 1545 1550
Ile Ala Pro Glu Tyr Thr Gln Gly Ala Glu Arg Thr Thr Val Thr Ser
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1555 1560 1565
Val Cys Asn Val Cys Ala Glu Thr Pro Val Thr Leu Thr Tyr Thr Ala
1570 1575 1580
Pro Lys Ala Ser Arg His Thr Val Pro Ser Gln Tyr Ser Ser Ala Gly
1585 1590 1595 1600
Glu Leu Ile Ser Ser Lys Gly Ile Thr Ile Pro Thr Val Pro Ala Arg
1605 1610 1615
Pro Thr Gly Thr Tyr Ser Lys Ser Val Asp Thr Ser Gln Arg Thr Leu
1620 1625 1630
Ala Thr Ile Thr Lys Ser Ser Asp Glu Ser Asn Thr Val Thr Thr Thr
1635 1640 1645
Gln Ala Thr Gln Val Leu Ser Gly Glu Ser Ser Gly Ile Gln Ala Ala
1650 1655 1660
Ser Asn Ser Thr Ser lle Ser Ala Pro Thr Val Thr Thr Ala Gly Asn
1665 1670 1675 1680
Glu Asn Ser Gly Ser Arg Phe Ser Phe Ala Gly Leu Phe Thr Val Leu
1685 1650 1695
Pro Leu Ile Leu Phe Val Ile
1700

<210>5

<211>618

<212> ADN

<213> Pichia Pastoris

<400> 5
atggctccea gaacactace agaagactta attccoteec tatacgactt geacatctac 60
aacttccaac ccgaaaaaaa gacttatgat gpagacattg tcatccactt ggaggtgaag 120
gagcccactg atgaagtggt cttcaatgec aaggatttge aattgaaaga cgtacatgte 180
ttccacaatg tcaacaagtc tgaaaacgaa atccecgtta aggagattpt tgataacgag 240
ctcatcacaa ttaagctcaa agagaaggtt acttcoggaa cgttgotget gaatatttce 300

ttcaccggta acattcaatc tgataaaatt gpattttaca agggagacac agatgtggaa 360
ggaagagtca catacactac aaaccttacc actccaaatg ccaggttgge atteccatgt 420

cttgataaca tattgttgaa agctcoattc aagttcggag taactgecaa teccaggacaa 480
ttagtgaptt ccattttgga tetaagetct gaggetgacg tettgaatga caatgacgat 540
gtgattgpta cgagatacca ataccaagtg agtgagecaa tagccccage tttactggag 600
tggaccattc atatttaa 618

<210> 6

<211> 205

<212> PRT

<213> Pichia Pastoris

<400> 6
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165

ES 2539378 T3

Met Ala Pro Arg Thr Leu Pro Glu Asp Len He Pro Ser Leu Tyr Asp
1 5 10 15
Leu His Ile Tyr Asn Phe GIn Pro Glu Lys Lys Thr Tyr Asp Gly Asp
20 25 30
Ile Val Ile His Leu Glu Val Lys Glu Pro Thr Asp Glu Val Val Phe
35 40 45
Asn Ala Lys Asp Leu Glu Leu Lys Asp Val His Val Phe His Asn Val
50 55 60
Asn Lys Ser Glu Asn Glu Ile Pro Val Lys Glu Ile Val Asp Asn Glu
65 70 75 80
Leu Ile Thr Ile Lys Leu Lys Glu Lys Val Thr Ser Gly Thr Leu Leu
85 90 95
Val Asna Ile Ser Phe Thr Gly Asn Ile Gln Ser Asp Lys Ile Gly Phe
100 105 110
Tyr Lys Gly Asp Thr Asp Val Glu Gly Arg Val Thr Tyr Thr Thr Asn
115 120 125
Leu Thr Thr Pro Asn Ala Arg Leu Ala Phe Pro Cys Leu Asp Asn Ile
130 135 140
Leu Leu Lys Ala Pro Phe Lys Phe Gly Val Thr Ala Asn Pro Gly Gln
145 150 155 160

Leu Val Ser Ser Ile Leu Asp Leu Ser Ser Glu Ala Asp Val Leu Asn
170 175

Asp Asn Asp Asp Val lle Gly Thr Arg Tyr Gln Tyr Gln Val Ser Glu

180

185 190

Pro Ile Ala Pro Ala Leu Leu Glu Trp Thr Ile His lle

195

<210>7
<211> 1233
<212> ADN

200 205

<213> Pichia Pastoris

<400> 7
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ES 2539378 T3

atggtcaaac tcatatcaat tatagcccta gttcaacttg tetctgegac aattgtacet 60
tggaatctee agaacgtett atctgacgte catcaccett ctetccatet cttggattat 120
attcaatcct tgaagaacga ggtaatgtte gatggegacg atcgeagaat aatcaagtta 180
ggeccccaag aatacegtat tatcactgaa aaagapgaaat accagttgaa aacagagpgg 240
atatcattta tcgatgtcac ctatcageat gpagacaatg tagagctgct ctattccagt 300
gogeoagtta cegttccaga ctatetttat cogtecaatg atactttcea tttcaaacaa 360
gtaaattctt tgataggtea gattgacatt ggeagaatge aggegttttt ggpaaggtte 420
tctagettct ttacaagatt ttacaaatct gacaaggget tgcagagttc tatctggtta 480
caaggtgaat tggitcaatt ggecttgaaa patccatcga ggttcaatgt tactactgtg 540
gaacaccctt ggaagcagaa ttctgecate titacgatat acggtgaaaa tgttgatect 600
tcgaaaggaa aaggggacat tgtagtagtg gpatgecate aagattceat aaacttgett 660
ttccecaaca ttctecgtge tccaggggct gatgatgatg gatctggtgt aacttecaac 720
cttgaagcgce tcagaatcat agttgaaagt ggoctcaagt ticacaatac agtagagttt 780
cacttttatt ctgccgaaga aggapggacta cttggetcee ageaaatttt cagetegtat 840
agagctgcag aagagactgt tgttpetatg ctacaacagg acatgactgg atacatccaa 900
aaagctitag accacgggga atccgaccac ticggpctaa teactgacca tacaaacgea 960
aatctgaata gettccttge acttttaatc gatgcataca cttcaattee ctacaaagaa 1020
accgaatgtg gotatpectg ctcagatcat agttetgect tggaacatgg ttatccatct 1080
gecatggtct ttgaaagtag ttti:gcctac acaaatccct tcatccatag cacccaagac 1140
acaattgaca agatcaattt tccacatatg geagageatg teaagttggt cctgggttac 1200
gitgtagapt tggpattaga acattttagg tga 1233

<210> 8

<211> 410

<212> PRT

<213> Pichia Pastoris

<400> 8
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ES 2539378 T3

Met Val Lys Leu Ile Ser Ile Ile Ala Leu Val Gln Leu Val Ser Ala
1 5 10 15
Thr Ile Val Pro Trp Asn Leu Gln Asn Val Leu Ser Asp Val His His
20 25 30
Pro Ser Leu His Leu Leu Asp Tyr Ile Gln Ser Leu Lys Asn Glu Val
35 40 45
Met Phe Asp Gly Asp Asp Arg Arg Ile Ile Lys Leu Gly Pro Gin Glu
50 55 60
Tyr Arg Ile Tle Thr Glu Lys Glu Lys Tyr Gln Leu Lys Thr Glu Gly
65 70 75 80
Ile Ser Phe Ile Asp Val Thr Tyr Gln His Gly Asp Asn Val Glu Leu
85 %0 95
Leu Tyr Ser Ser Ala Pro Val Thr Val Pro Asp Tyr Leu Tyr Pro Ser
100 105 110
Asn Asp Thr Phe His Phe Lys Gln Val Asn Ser Leu Ile Gly Glu Ile
115 120 125
Asp Ilc Gly Arg Met Gin Ala Phe Leu Gly Arg Phe Ser Ser Phe Phe
130 135 140
Thr Arg Phe Tyr Lys Ser Asp Lys Gly Leu Gln Ser Ser Ile Trp Leu
145 150 155 160
Gin Gly Glu Leu Val Gin Leu Ala Leu Lys Asp Pro Ser Arg Phe Asn
165 170 175
Val Thr Thr Val Giu His Pro Trp Lys Gln Asn Ser Ala Ile Phe Thr
180 185 190
Ile Tyr Gly Glu Asn Val Asp Pro Ser Lys Gly Lys Gly Asp Ile Val
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<210>9

<211> 1605
<212> ADN

ES 2539378 T3

195 200 205
Val Val Gly Cys His GIn Asp Ser Ile Asn Leu Leu Phe Pro Asn lle
210 215 220
Leu Arg Ala Pro Gly Ala Asp Asp Asp Gly Ser Gly Val Thr Ser Asn
225 230 235 240
Leu Glu Ala Leu Arg Ile Ile Val Glu Ser Gly Leu Lys Phe His Asn
245 250 255 |
Thr Val Glu Phe His Phe Tyr Ser Ala Glu Glu Gly Gly Leu Leu Gly
260 265 270
Ser Gln Gln Ile Phe Ser Ser Tyr Arg Ala Ala Glu Glu Thr Val Val
275 280 285
Ala Met Leu Gln Gln Asp Met Thr Gly Tyr lle Gln Lys Ala Leu Asp
290 295 300
His Gly Glu Ser Asp His Phe Gly Leu lle Thr Asp His Thr Asn Ala
305 310 315 320
Asn Leu Asn Ser Phe Leu Ala Leu Leu Ile Asp Ala Tyr Thr Ser Ile
325 330 335
Pro Tyr Lys Glu Thr Glu Cys Gly Tyr Ala Cys Ser Asp His Ser Ser
340 345 350
Ala Leu Glu His Gly Tyr Pro Ser Ala Met Val Phe Glu Ser Ser Phe
355 360 365 _
Ala Tyr Thr Asn Pro Phe Ile His Ser Thr Gln Asp Thr Ile Asp Lys
370 375 380
[le Asn Phe Pro His Met Ala Glu His Val Lys Leu Val Leu Gly Tyr
385 390 : 395 400
Val Val Glu Leu Gly Leu Glu His Phe Arg
405 410

<213> Pichia Pastoris

<400> 9
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<210> 10
<211> 534
<212> PRT

ES 2539378 T3

atgaaatcgg ttatttppag cottctatct ttgotageat tgtegeagpe attgactatt 60
ccattgeipgg aagagcettea acagceaaaca ttttttagea agaaaaccegt tcoctcaacaa 120
gttgctgaat tggtggecac ccattactct aaggatgaga taatcagtct atggaaggac 180
attgagetgg atgtacccag ggaaaagate caagaggect tegataagtt cgtaaaacaa 240
tcaactgecea cttceecegt tagaaatgaa tttcecttgt ctcageaaga ttggptgaca 300
gtgaccaaca écaagtttga taattatcaa ttgaggetta aaaaatccea ccctgaaaag 360
ctaaacattg ataaggtaaa geaatcttcg ggatacctgg atatcattga tcaagataag 420
catcttttct attggttttt tgaatcecga aatgateegt ccacagaccec aatcatecta 480
tggttgaatg gtggaccegg ctgetettct attacagggt tgetattega aaagattgge 540
cccagttaca tcaccaaaga gattaageeg gaacataate cttattcatg gaacaacaat 600
getagtgtta tettocttga geaaccggtt ggagtaggat tttcttacte ttctaagaaa 660
gtcggtgata ctgcaactge tgecaaagat acatatgtgt ttttggagct tttcticcaa 720
aagtttccte agttcctgac ctetaatctg cacatigetg gggaatepta tgetggecat 780
tatttgecca agattgettc tgagattglg tetcacgeag acaagacgtt tgacctttca 840
ggagtcatga tcggtaatgp tettactgat cetctaattc agtataagta ctatcageca 900
atggcctptg gaaaaggetpp ctacaageag gtcatttcgg acgagpaatg tgatgaattg 960
gatagggtct atccaagatg tgaacgttta acgegggcat gttatgagtt ccaaaattca 1020
gttacttgtg ttccggeaac actttattge gaccaaaage tactgaagee gtacactgac 1080
actggettga atgtctatga tattcgtaca atgtgegatg aagggactga tttgtgttac 1140
aaagaactgg aatacgtgga gaagtacatg aaccagectg aagtgcagga ageegtggge 1200
tctgaagtca gttcttacaa aggttgtgac gatgatgtet tettaagatt tttgtactet 1260
gecgatgpat ctaagecttt ccaccagtat atcacggatg ttctcaatge aagtattecg 1320
gttctgattt acgcaggtga taaagattat atctgtaatt goctaggaaa ccaagcettgg 1380
gtcaatgage tagaatggaa cttgtetgag gaattccagg caactcegat tegacegtgg 1440
ttcactttgg acaataacga ttatgcagpa aacgtacaaa cttatggaaa cttttecttt 1500
ctaagagtat ttgatgetgg tcacatggtt ccttacaate aaccagtcaa cgeacttgac 1560
atggttgtca gatggacaca cggtgattic tcatttggtt attaa 1605

<213> Pichia Pastoris

<400> 10
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ES 2539378 T3

Met Lys Ser Val Tle Trp Ser Leu Leu Ser Leu Leu Ala Leu Ser Gln
| 5 10 15
Ala Leu Thr Ile Pro Leu Leu Glu Glu Leu Gln Gin Gln Thr Phe Phe
20 25 30
Ser Lys Lys Thr Val Pro GIn Gin Val Ala Glu Leu Val Gly Thr His
35 40 45
Tyr Ser Lys Asp GluIle Ile Ser Leu Trp Lys Asp Ile Glu Leu Asp
50 55 60
Val Pro Arg Glu Lys Ile Gln Glu Ala Phe Asp Lys Phe Val Lys Gln
65 70 75 80
Ser Thr Ala Thr Ser Pro Val Arg Asn Glu Phe Pro Leu Ser Gln Gin
85 90 95
Asp Trp Val Thr Val Thr Asn Thr Lys Phe Asp Asn Tyr Gin Leu Arg
100 103 110
Val Lys Lys Ser His Pro Glu Lys Leun Asn Ile Asp Lys Val Lys Gln
115 120 125
Ser Ser Gly Tyr Leu Asp Ile Ile Asp Gln Asp Lys His Leu Phe Tyr
130 135 140
Trp Phe Phe Glu Ser Arg Asn Asp Pro Ser Thr Asp Pro Ile Ile Leu
145 130 155 160
Trp Leu Asn Gly Gly Pro Gly Cys Ser Ser Ile Thr Gly Leu Leu Phe
165 170 175
Glu Lys Tle Gly Pro Ser Tyr lle Thr Lys Glu Ile Lys Pro Glu His
180 185 190
Asn Pro Tyr Ser Trp Asn Asn Asn Ala Ser Val lie Phe Leu Glu Gln
195 200 205
Pro Val Gly Val Gly Phe Ser Tyr Ser Ser Lys Lys Val Gly Asp Thr
210 215 220
Ala Thr Ala Ala Lys Asp Thr Tyr Val Phe Leu Glu Leu Phe Phe Gln
225 230 235 240
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<210> 11
<211> 1356

ES 2539378 T3

Lys Phe Pro Gln Phe Leu Thr Ser Asn Leu His Ile Ala Gly Glu Ser’

245 250 255
Tyr Ala Gly His Tyr Leu Pro Lys Ile Ala Ser Glu lle Val Ser His
260 265 270

Ala Asp Lys Thr Phe Asp Leu Ser Gly Val Met Ile Gly Asn Gly Leu
275 280 285
Thr Asp Pro Leu lle Gln Tyr Lys Tyr Tyr Gln Pro Met Ala Cys Gly
290 295 300 |
Lys Gly Gly Tyr Lys Gin Val Ile Ser Asp Glu Glu Cys Asp Glu Leu
305 310 315 320
Asp Arg Val Tyr Pro Arg Cys Glu Arg Leu Thr Arg Ala Cys Tyr Glu
325 330 . 335
Phe Gln Asn Ser Val Thr Cys Val Pro Ala Thr Leu Tyr Cys Asp Gln
340 345 350
Lys Leu Leu Lys Pro Tyr Thr Asp Thr Gly Leu Asn Val Tyr Asp Ile
355 360 365 ,
Arg Thr Met Cys Asp Glu Gly Thr Asp Leu Cys Tyr Lys Glu Leu Glu
370 375 380 “
Tyr Val Glu Lys Tyr Met Asn Gln Pro Glu Val Gln Glu Ala Val Gly
385 390 395 400 '
Ser Glu Val Ser Ser Tyr Lys Gly Cys Asp Asp Asp Val Phe Leu Arg
405 410 415
Phe Leu Tyr Ser Gly Asp Gly Ser Lys Pro Phe His Gln Tyr Ile Thr
420 425 430
Asp Val Leu Asn Ala Ser Ile Pro Val Leu Ile Tyr Ala Gly Asp Lys
435 440 445
Asp Tyr Ile Cys Asn Trp Leu Gly Asn Gln Ala Tip Val Asn Glu Leu
450 455 460
Glu Trp Asn Leu Ser Glu Glu Phe Gln Ala Thr Pro Ile Arg Pro Trp

465 470 475 480
Phe Thr Leu Asp Asn Asn Asp Tyr Ala Gly Asn Val Gln Thr Tyr Gly
485 490 495
Asn Phe Ser Phe Leu Arg Val Phe Asp Ala Gly His Met Val Pro Tyr
500 505 510
Asn Gln Pro Val Asn Ala Leu Asp Met Val Val Arg Trp Thr His Gly
515 520 525
Asp Phe Ser Phe Gly Tyr
530
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15

ES 2539378 T3

<212> ADN
<213> Pichia Pastoris

<400> 11

atgatattac acacctatat tattctctcg ttattpacta tatttcctaa agetattggt 60
ctgtecttge agatgccaat ggecttggaa gotagttatg cotcattagt ggagaaagea 120
accctegetg ttggacaaga aattgatpec atacaaaagp gtattcapgea aggttgptte 180
gaagtagaga caagatttcc aactatagtg tcacagttat cctatagtac tggcccaaaa 240
titpcgatca agaagaaaga tgeaactttt tgggatttet atgttgaaag tcaagagttg 300
ccaaactacc gaattaatga aaatctgaaa ccaattttca acccctattc gtggaatgpt 360
aatgcttcaa tcatctactt agatcaaccg gteaatgttg gettttctta ttcttcatca 420
tcggtgagta acactgttgt tgegggagaa gatgtgtatg catttcttca gottittttt 480
caacacttcc cggaatatca aactaatgac tttcatattg ccggtgaate ttatgecagga 540
cattacattc cggtptttpc agacgaaatt ttgagtcaaa agaacagaaa tttcaatctt 600
acttcagtct tgatcggaaa tggattaact gaccctttga ctcaataccg atattacgag 660
ccaatggctt gtggtgaagg tggtgccceg teagtactge ctgeegatga gtgcgaaaat 720
atgctagtta cccaagataa atgittgtcet ttaattcaag catgetacga ctcacagteg 780
geattcacat gogeaccgge tgecatttat tgtaataacg ctcagatgge accctatcag 840
agaactggga agaatgtgta tgatattcgt aaggaatgtg atggtggate cttgtgetat 900
aagpaccttg aattcatcga tacctactta aatcaaaagt ttgttcaaga tgctttgegc 960
gccgaggteg atacctatga atcttgeaat titgaaatca acagaaactt tttatttget 1020
goagattgga tgaaacctta tcatgaacat gtcagcagtc tottgaacaa aggtttgeee 1080
gttttgatit acgcagpgpa caaagatitc atttgcaact ggttgggtaa togageatgg 1140

actgatgtct tgcegtggpt tgatgetgat ggttttgaaa aagecgaagt cecaagattgg 1200
ttpgttaatg gaaggaagec tggtgaattt aagaactata geaactteac ctacctaagg 1260

gtttatgatg ctggtcatat ggecccatat gatc&gccag agaattctca tgaaatggtc 1320

aatagatgga tatccggaga ctttagettt cactag 1356
<210> 12

<211> 451

<212> PRT

<213> Pichia Pastoris

<400> 12
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ES 2539378 T3

Met Ile Leu His Thr Tyr Ile lie Leu Ser Leu Leu Thr Ile Phe Pro
1 5 10 15
Lys AlaTle Gly Leu Ser Leu Gin Met Pro Met Ala Leu Glu Ala Ser
20 25 30
Tyr Ala Ser Leu Val Glu Lys Ala Thr Leu Ala Val Gly Gln GluIle
35 40 45
Asp Ala Ile Gln Lys Gly Ile Gln Gln Gly Trp Leu Glu Val Glu Thr
50 55 60
Arg Phe Pro Thr Ile Val Ser Gln Leu Ser Tyr Ser Thr Gly Pro Lys
65 70 75 80 '
Phe Ala Ile Lys Lys Lys Asp Ala Thr Phe Trp Asp Phe Tyr Val Glu
85 90 95
Ser Gln Glu Leu Pro Asn Tyr Arg Ile Asn Glu Asn Leu Lys Pro Ile
100 103 110
Phe Asn Pro Tyr Ser Trp Asn Gly Asn Ala Ser Ile Ile Tyr Leu Asp
115 120 125
Gln Pro Val Asn Val Gly Phe Ser Tyr Ser Ser Ser Ser Val Ser Asn
130 135 140
Thr Val Val Ala Gly Glu Asp Val Tyr Ala Phe Leu Gln Leu Phe Phe
145 150 155 160
Gin His Phe Pro Glu Tyr Gln Thr Asn Asp Phe His Ile Ala Gly Glu
165 170 175 |
Ser Tyr Ala Gly His Tyr Ile Pro Val Phe Ala Asp Glu Ile Leu Ser
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Ser Phe His
450
<210> 13

<211> 1680
<212> ADN

ES 2539378 T3

189 185 190
Gln Lys Asn Arg Asn Phe Asn Leu Thr Ser Val Leu Ile Gly Asn Gly
195 200 205

Leu Thr Asp Pro Leu Thr Gln Tyr Arg Tyr Tyr Glu Pro Met Ala Cys
210 215 220
Gly Glu Gly Gly Ala Pro Ser Vai Leu Pro Ala Asp Glu Cys Glu Asn
225 230 235 240
Met Leu Val Thr Gln Asp Lys Cys Leu Ser Leu Ile Gln Ala Cys Tyr
245 250 255
Asp Ser GIn Ser Ala Phe Thr Cys Ala Pro Ala AlaIle Tyr Cys Asn
260 265 270
Asn Ala Gln Met Gly Pro Tyr Gln Arg Thr Gly Lys Asn Val Tyr Asp
275 280 285
lie Arg Lys Glu Cys Asp Gly Gly Ser Leu Cys Tyr Lys Asp Leu Glu
290 295 300
Phe Ile Asp Thr Tyr Leu Asn Gln Lys Phe Val Gln Asp Ala Leu Gly
305 310 315 320
Ala Glu Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asn Phe Glu Ile Asn Arg Asn
325 330 335
Phe Leu Phe Ala Gly Asp Trp Met Lys Pro Tyr His Glu His Val Ser
340 345 350
Ser Leu Leu Asn Lys Gly Leu Pro Val Leu Ile Tyr Ala Gly Asp Lys
355 360 365
Asp Phe Ile Cys Asn Trp Leu Gly Asu Arg Ala Trp Thr Asp Val Leu
370 375 380
Pro Trp Val Asp Ala Asp Gly Phe Glu Lys Ala Glu Val Gln Asp Trp
385 390 395 400
Leu Val Asn Gly Arg Lys Ala Gly Glu Phe Lys Asn Tyr Ser Asn Phe
405 410 415
Thr Tyr Leu Arg Val Tyr Asp Ala Gly His Met Ala Pro Tyr Asp Gln
420 425 430
Pro Glu Asn Ser His Glu Met Val Asn Arg Trp I-le Ser Gly Asp Phe
435 440 445

<213> Pichia Pastoris

<400> 13
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ES 2539378 T3

atgcaattge gteattcegt tggattgpct atcttatetg ccatagecagt ccaaggattg 60
ctaattccta acattgaptc attacccagce cagtttggtg ctaatggtpa cagtgaacaa 120
ggtgtattag cccaccatgg taaacatcct aaagttgata tggetcacca tggaaagceat 180
cctaaaatcg ctaaggaltc caagggacac cctaagettt geoctgaage tttgaagaag 240
atgaaagaag geccacccttc ggetccagte attactacce attcegette taaaaactta 300
atcccttact cttatattat agtcticaag aagggtgtca cttcagagga tatcgactte 360
caccgtgacc ttatctccac tettcatgaa gagtctgtga geaaattaag agagtcagat 420
ccaaatcact catttttcgt ttctaatgag aatggegaaa caggttacac cggtgacttc 480
teegttggtg acttgeteaa gggttacacc ggatacttca cggatgacac tttagagett 540
atcagtaagc atccagceagt tgotttcatt gaaagggatt cgagagtatt tgccaccgat 600
tttgaaactc aaaacggtgc tecttggggt ttggccagag tetctcacag aaagectett 660
tccetaggea gettcaacaa gtacttatat gatggapctg gtggtgaagg tgttacttce 720
tatgttatcg atacaggtat ccacgtcact cacaaagaat tccagggtag agceatettgg 780
ggtaagacea ttccagetpg agacgttgat gacgatggaa acggtcacgg aactcactgt 840
getggtacca ttgettctga aagetacggt gttgccaaga aggctaatgt tgttgecate 900
aaggtcttga gatctaatgg tictggttcg atgtcagatg ttctgaaggg tgttgaptat 960
geccacccaat cecacttgga tgotgttaaa aagggeaaca agaaatttaa gggotctace 1020
gctaacatgt cactgggtge tgptaaatet cetgetttgg accttgeagt caatgetget 1080
gitaagaatg gtattcactt tgcegttpea geaggtaacg aaaaccaaga tgettgtaac 1140
acctcgecag cagetgetga gaatgecate accegteggtg catcaacctt atcagacget 1200
agagcttact tttctaacta cggtaaatgt gttgacattt tcgctccagg tttaaacatt 1260
cttictacct acactggttc ggatgacgcea actgetacet tgtetggtac ttcaatggee 1320

tcteeteaca ttgetggtet gttgacttac ttectatcat tgcagectge tgetggatet 1380
ctgtactcta acggaggate tgagggtgte acacctgete aattgaaaaa gaacctecte 1440

aagtatgcat ctgtcggagt attagaggat pttccagaag acactccaaa cetettggtt 1500
tacaatggtg gtggacaaaa cctitcttct ttetggggaa aggagacaga agacaatgtt 1560
gettceteog acgatactgg tgagtttcac tottttgtga acaagettga atcagotgtt 1620
gaaaacttgg cccaagagtt tgeacattea gtgaaggape tggcttctga acttatttag 1680

<213> Pichia Pastoris
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ES 2539378 T3

Met Gln Leu Arg His Ser Val Gly Leu Ala lle Leu Ser Ala Ile Ala
I 5 10 15
Val GIn Gly Leu Leu Ile Pro Asn Ile Glu Ser Leu Pro Ser Gin Phe
20 25 30
Gly Ala Asn Gly Asp Ser Glu Gln Gly Val Leu Ala His His Gly Lys
35 40 45
His Pro Lys Val Asp Met Ala His His Gly Lys His Pro Lys lle Ala
50 55 60
Lys Asp Ser Lys Gly His Pro Lys Leu Cys Pro Glu Ala Leu Lys Lys
65 70 75 80
Met Lys Glu Gly His Pro Ser Ala Pro Val Ile Thr Thr His Ser Ala
85 90 95
Ser Lys Asn Leu Ile Pro Tyr Ser Tyr Ile TIle Val Phe Lys Lys Gly
100 105 110 -
Val Thr Ser Glu Asp Ile Asp Phe His Arg Asp Leu Ile Ser Thr Leu
115 120 125
His Glu Glu Ser Val Ser Lys Leu Arg Glu Ser Asp Pro Asn His Set
130 135 140
Phe Phe Val Ser Asn Glu Asn Gly Glu Thr Gly Tyr Thr Gly Asp Phe
145 150 155 160

51



ES 2539378 T3

Ser Val Gly Asp Leu Leu Lys Gly Tyr Thr Gly Tyr Phe Thr Asp Asp
165 170 175
Thr Leu Glu Leu lle Ser Lys His Pro Ala Val Ala Phe Tle Glu Arg
180 185 190
Asp Ser Arg Val Phe Ala Thr Asp Phe Glu Thr Gln Asn Gly Ala Pro
195 200 205
Trp Gly Leu Ala Arg Val Ser His Arg Lys Pro Leu Ser Leu Gly Ser
210 215 220
Phe Asn Lys Tyr Leu Tyr Asp Gly Ala Gly Gly Glu Gly Val Thr Ser
225 230 235 240
Tyr Val Ile Asp Thr Gly Ile His Val Thr His Lys Glu Phc Gln Gly
245 250 255
Arg Ala Ser Trp Gly Lys Thr Ile Pro Ala Gly Asp Val Asp Asp Asp
260 265 270
Gly Asn Gly His Gly Thr His Cys Ala Gly Thr Ile Ala Ser Glu Ser
275 280 285
Tyr Gly Val Ala Lys Lys Ala Asn Val Val Ala Ile Lys Val Leu Arg
290 295 300
Ser Asn Gly Ser Gly Ser Met Ser Asp Val Leu Lys Gly Val Glu Tyr
305 310 315 320
Ala Thr Gln Ser His Leu Asp Ala Val Lys Lys Gly Asn Lys Lys Phe
325 330 335
Lys Gly Ser Thr Ala Asn Met Ser Leu Gly Gly Gly Lys Ser Pro Ala
340 345 350
Leu Asp Leu Ala Val Asn Ala Ala Val Lys Asn Gly lle His Phe Ala
355 360 365
Val Ala Ala Gly Asn Glu Asn Gln Asp Ala Cys Asn Thr Ser Pro Ala
370 375 380
Ala Ala Glu Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Ser Thr Leu Ser Asp Ala
385 390 395 400
Arg Ala Tyr Phe Ser Asn Tyr Gly Lys Cys Val Asp lle Phe Ala Pro
405 410 413
Gly Leu Asn Ile Leu Ser Thr Tyr Thr Gly Ser Asp Asp Ala Thr Ala
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<210> 15

ES 2539378 T3

420 425 430
Thr Leu Ser Gly Thr Ser Met Ala Ser Pro His Ile Ala Gly Leu Leu
435 440 445

Thr Tyr Phe Leu Ser Leu Gin Pro Ala Ala Gly Ser Leu Tyr Ser Asn
450 455 460

Gly Gly Ser Glu Gty Val Thr Pro Ala Gln Leu Lys Lys Asn Leu Leu

465 470 475 480

Lys Tyr Ala Ser Val Gly Val Leﬁ Glu Asp Val Pro Glu Asp Thr Pro

485 490 495
Asn Leu Leu Val Tyr Asn Gly Gly Gly Gln Asn Leu Ser Ser Phe Trp
500 505 510
Gly Lys Glu Thr Glu Asp Asn Val Ala Ser Ser Asp Asp Thr Gly Glu
515 520 525

Phe His Ser Phe Val Asn Lys Leu Glu Ser Ala Val Glu Asn Leu Ala
530 535 540

Gln Glu Phe Ala His Ser Val Lys Glu Leu Ala Ser Glu Leu Ile

545 550 555

<211> 865
<212> PRT
<213> Pichia Pastoris

<400> 15

Met Phe Leu Lys Ser Leu Leu Ser Phe Ala Ser Ile Leu Thr Leu Cys
1 5 10 15
Lys Ala Trp Asp Leu Glu Asp Val Gln Asp Ala Pro Lys Ile Lys Gly
20 25 30
Asn Glu Val Pro Gly Arg Tyr Ile Tle Glu Tyr Glu Glu Ala Ser Thr
35 40 45
Ser Ala Phe Ala Thr Gln Leu Arg Ala Gly Gly Tyr Asp Phe Asn lle
50 55 60
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Gln Tyr Asp Tyr Ser Thr Gly Ser Leu Phe Asn Gly Ala Ser Val Gln
65 70 75 80
Ile Ser Asn Asp Asn Lys Thr Thr Phe Gin Asp Leu Gln Ser Leu Arg
85 90 95
Ala Val Lys Asn Val Tyr Pro Ala Thr Leu Ile Thr Leu Asp Glu Thr
100 © 105 110
Phe Glu Leu Ala Asp Thr Lys Pro Trp Asn Pro His Gly Ile Thr Gly
115 120 125
Val Asp Ser Leu His Glu Gln Gly Tyr Thr Gly Ser Gly Val Val lle
130 135 140
Ala Val Ile Asp Thr Gly Val Asp Tyr Thr His Pro Ala Leu Gly Gly
145 150 155 160
Gly lle Gly Asp Asn Phe Pro Ile Lys Ala Gly Tyr Asp Leu Ser Ser
165 170 175
Gly Asp Gly Val Ile Thr Asn Asp Pro Met Asp Cys Asp Gly His Gly
180 185 150
Thr Phe Val Ser Ser Ile 1lle Val Ala Asn Asn Lys Asp Met Val Gly
195 200 205
Val Ala Pro Asp Ala Gln Ile Val Met Tyr Lys Val Phe Pro Cys Ser
210 215 220
Asp Ser Thr Ser Thr Asp lle Val Met Ala Gly Met Gln Lys Ala Tyr
225 230 235 240
Asp Asp Gly His Lys Ile lle Ser Leu Ser Leu Gly Ser Asp Ser Gly
245 250 255
Phe Ser Ser Thr Pro Ala Ser Leu Met Ala Ser Arg Ile Ala Gln Asp
260 265 270
Arg Val Val Leu Val Ala Ala Gly Asn Ser Gly Glu Leu Gly Pro Phe
275 280 285
Tyt Ala Ser Ser Pro Ala Ser Gly Lys Gln Val lle Ser Val Gly Ser
290 295 300
Val GiIn Asn Glu Gln Trp Thr Thr Phe Pro Val Thr Phe Thr Ser Ser
305 310 315 320
Asn Gly Glu Ser Arg Val Phe Pro Tyr Leu Ala Tyr Asn Gly Ala Gln
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325 330 335
Ile Gly Phe Asp Ala Glu Leu Glu Val Asp Phe Thr Glu Glu Arg Gly
340 345 350
Cys Val Tyr Glu Pro Glu Ile Ser Ala Asp Asn Ala Asn Lys Ala lie
355 360 365
Leu Leu Arg Arg Gly Val Gly Cys Val Glu Asn Leu Glu Phe Asn Leu
370 375 380
Leu Ser Val Ala Gly Tyf Lys Ala Tyr Phe Lcu Tyr Asn Ser Phe Ser
385 390 395 400
Arg Pro Trp Ser Leu Leu Asn Ile Ser Pro Leu Ile Glu Leu Asp Asn
405 410 413
Ala Tyr Ser Leu Val Glu Glu Glu Val Gly Ile Trp Val Lys Thr Gln
420 425 430
1le Asp Ala Gly Asn Thr Val Lys Leu Lys Val Ser Thr Ser Asp Gln
435 440 445
Met Leu Pro Ser Asp Lys Glu Tyr Leu Gly Val Gly Lys Met Asp Tyr
450 455 460
Tyr Ser Ser Gln Gty Pra Ala Tyr Glu Leu Glu Phe Phe Pro Thr Ile
465 470 475 480
Ser Ala Pro Gly Gly Asp Ser Trp Gly Ala Trp Pro Gly Gly Gln Tyr
485 490 495
Gly Val Ala Ser Gly Thr Ser Phe Ala Cys Pro Tyr Val Ala Gly Leu
500 505 510
Thr Ala Leu Tyr Glu Ser Gln Phe Gly Tle Gln Asp Pro Gln Asp Tyr
515 520 525
Val Arg Lys Leu Val Ser Thr Ala Thr Asp Leu Gln Leu Phe Asp Trp
530 535 540
Asn Ala Val Lys Leu Glu Thr Ser Met Asn Ala Pro Leu Ile Gin Gln
545 550 555 560
Gly Ala Gly Leu Val Asn Ala Leu Gly Leu Phe Glu Thr Lys Thr Val
565 570 575
Ile Val Ser Ala Pro Tyr Leu Ghu Leu Asn Asp Thr Ile Asn Arg Ala
580 585 590
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Ser Glu Tyr Thr Ile Gln Ile Lys Asa Glu Asn Ser Glu Thr Tle Thr
595 600 605
Tyr GIn Val Val His Val Pro Gly Thr Thr Val Tyr Ser Arg Ser Ala
610 615 620
Ser Gly Asn Ile Pro Tyr Leu Val Asn Gln Asp Phe Ala Pro Tyr Gly
625 630 635 640
Asp-Ser Asp Ala Ala Thr Val Ala Leu Ser Thr Glu Glu Leu Val Leu
645 650 655
Gly Pro Gly Glu Val Gly Glu Val Thr Val Ile Phe Ser Thr Glu Glu
660 665 670
Ile Asp Gln Glu Thr Ala Pro Ile Tle Gln Gly Lys lle Thr Phe Tyr
675 680 685
Gly Asp Vallle Pro Ile Ala Val Pro Tyr Met Gly Val Glu Val Asp
690 695 700
Ile His Ser Trp Glu Pro Leu Ile Glu Arg Pro Leu Ser Val Arg Met
705 710 715 720
Tyr Leu Asp Asp Gly Ser Leu Ala Tyr Val Asp Asp Asp Pro Asp Tyr
725 730 735
Glu Phe Asn Val Tyr Asp Trp Asp Ser Pro Arg Phe Tyr Phe Asn Leu
740 745 750
Arg Tyr Ala Thr Lys Glu Val Ser Ile Asp Leu Val His Pro Asp Tyr
755 760 765
Ser lle Glu Asn Asp Tyr Glu Trp Pro Leu Val Ser Gly His Asn Asn
770 775 780
Tyr Tyr Gly Pro Val Gly Tyr Asp Tyr Asp Tyr Thr Ser Gly GIn Ala
785 790 795 800
Phe Leu Pro Arg Tyr Phe Gln Gln Arg Ile Asn Glu Leu Gly Tyr Leu
805 810 815
Ser Phe Ser Arg Phe Ala Asn Phe Ser Val Val Pro Ala Gly Glu Tyr
820 825 830
Lys Ala Leu Phe Arg Val Leu Leu Pro Tyr Gly Asp Phe Trp Asn Lys
835 840 845 |
Glu Asp Trp Gln Leu Phe Glu Ser Pro Val Phe ’Asn Val Leu Ala Phe
850 855 860

Phe
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REIVINDICACIONES
1. Una cepa de Pichia modificada genéticamente, en la que la secuencia de acido nucleico que codifica:
(i) PEP4, PRB1y YMP1,
(i) PEP4, PRB1y YMP2, o
(i) PEP4, PRB1y YMP3

es modificada genéticamente para producir deficiencia de proteasa de al menos tres de las siguientes enzimas y/o
tipo de enzima: aminopeptidasa de tipo Arg / Ala, aspartil proteasa, serin proteasa, serin proteasa secretada, serin
proteasa Prb 1, aminopeptidasa de tipo Leu, en comparacién con la cepa de tipo salvaje.

2. La cepa de Pichia modificada genéticamente de la reivindicacion 1, en la que dicha cepa de Pichia modificada
genéticamente es una forma modificada genéticamente de X-33 o SMD1163 de tipo salvaje.

3. La cepa de Pichia modificada genéticamente de la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha cepa de Pichia modificada
genéticamente es una forma modificada genéticamente de Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila,
Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia methanolica, Pichia minuta (Ogataea minute, Pichia lindneri),
Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia sp. de
tipo salvaje.

4. La cepa de Pichia modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el genoma
de una cepa de tipo salvaje de dicha Pichia comprende un gen que tiene al menos un 85 % de identidad de
secuencia con un gen seleccionado de las SEC ID N° 3, 5, 7 y en la que cuando dicho gen que tiene al menos un 85
% de identidad de secuencia con las SEC ID N° 3, 5 y 7 se deleciona, muta o rompe, dicha cepa de Pichia
modificada genéticamente produce menos producto génico de dicho gen alterado que dicha cepa de tipo salvaje.

5. La cepa modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que al menos una
secuencia de acidos nucleicos que codifican al menos uno del producto génico funcional siguiente o expresion de
dicho producto génico esta modificado genéticamente: SEC ID N° 4, SEC ID N° 6, y/o SEC ID N° 8.

6. La cepa de Pichia modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que
comprende ademas al menos un polinucleétido capaz de expresar al menos un polipéptido heterélogo.

7. La cepa de Pichia modificada genéticamente de la reivindicacion 6, en la que dicho polinucleétido capaz de
expresar al menos un polipéptido heterdlogo es un vector y/o expresion episomal de un plasmido.

8. La Pichia modificada genéticamente de la reivindicacion 7, en la que dicho polinucleétido capaz de expresar al
menos un polipéptido heterdlogo es transformada en el genoma de la Pichia.

9. La Pichia modificada genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 en la que dicho al menos un
polipéptido heterélogo comprende al menos un agonista de GLP-1; o uno o mas de los siguientes: al menos una
proteina de unién a antigeno, al menos un dominio variable sencillo, y/o al menos un anticuerpo de dominio.

10. La Pichia modificada genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que el al menos un
polipéptido heterdlogo tiene al menos una actividad de GLP-1.

11. La Pichia modificada genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que el al menos un
polipéptido heterélogo comprende al menos un fragmento y/o variante de GLP-1 humano fusionado con
seroalbumina humana.

12. La cepa de Pichia modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en la que dicha
cepa muestra una proteolisis reducida de dicho al menos un polipéptido heterdlogo en dicha cepa en comparacion
con Pichia de tipo salvaje.

13. La cepa de Pichia modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en la que dicha
cepa muestra una glicosilacion reducida o ausencia de glicosilacion de dicho al menos un polipéptido heterélogo en
dicha cepa en comparacion con Pichia de tipo salvaje.

14. Un procedimiento de produccién de un polipéptido heterdlogo que comprende expresar dicho polipéptido
heterélogo en una Pichia modificada genéticamente como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.
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FIG 1

Nueva proteasa de Pichia (Ymp1) identificada usando purificacion por afinida y analisis CL/EM

Banda 1

Banda 2

Las bandas 1 y 2 se escindieron del gel, se redujeron, alquilaron y digirieron con tripsina in situ. Los péptidos
tripticos de cada banda se analizaron mediante espectrometria de masas en tandem - cromatografia liquida. Se
realizd una busqueda de los datos de la secuencia no interpretados frente a la base de datos de contig-péptido de
Pichia (Integrated Genetics) utilizando software de identificacion de proteinas Mascot.
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FIG 2

Estructura prevista de YMP1 (SEC ID N° 4)

117 865 1704
1
YMP1
Péptido ~ mm >
singling Dominio de < >
serin proteasa . .
P Dominio de anclaje
a la pared celular
'S MFLKSLLSF&SILTLCKAWDLEDVQDAPKIKGNEWGRVIIEYEEASTSAFATQLRAGGYDFNIQYDYSTGSLFNGASVO
ISNDNKTTFQDLQSLRAVKNYYPATLITLDETFELADTKPW NPRGI TGVDSLHECG Y TGEGYVIAVIDTGY DY THPALGG
GIGDNFPIKAGYDLSSGDGYITNCPMDCDGHG TRV SSIIVANNKDMYGYAPDAQ VMY KVFPCSDSTSTDIVMAGMQKAY
Dominio de COGHK ISLSLGSDSGFES™PASLMASRIAQDRVV LVAACNSGELCPFYASSPASGKRVISVBEVANEQWTTFPVTFTSS
proteasa NGESRVEPYLAYNGARIGFDAELEVDFTEERGCVYEPEISADNANKAILLRRGVGCVENLEFNLLSVAGYKAYFLYNSFS
, < RPWSLLNISPLIE_DNAYELYEEEVG WVKTQIDAGN TVKLKWSTSDQMLPSDKEYLGVGKMDY Y S3SGGPAY ELEFFRTI
h°m°|°93 SAFGGDESWCAWPGGUYGVASCTSFACPYVAGLTALYE SQFGIQDPQDYVRKLYSTATDLQLFDWNAVKLET SMNAPLIQ
CGAGLYNALGLFETKTVIVSARPYLELNDTINRASEYTIQI ANENSETITYQUWWHVPGTTYYSREASGNIPYLWYNQDFARYG
CSDAATVALSTEELVLGPZEVGEVTVIFSTEEIDQETA ZQGKI TFYGDVIFIAVPY MGV EVYDIHSWEPLIERPLSVRM
YLDDGSLAYVOOCPDYEFNYY DWDSPRFYFNLRYATKEVEIDLVHPDY SIENDYEWPLVSGHNNY YGRVGY DYDY TS GQ
. AFLPRYFQQRINELG YLSFSRFANFSVYPAGEYKALFRYLLPYGCFWNKECWRLFE SPVFNVI HEEMTTEEFTEESSE
£ SEGTERPREERIE R EREVPTEETEDAT STIDDOEAS TESKRTEERSAOFTCRYEDLTVE DYVEVTILRTT
AH ACYLEPSLQUFYTENERLIM TRNENYDTRYVICF
= o, ASTEORPLIRGERI KLIASAPCEVEMYFIDIPSA |
LA I SEDDTMDNLOGYFYCOBKL I T OREF DUWGNETAGI DENQYIN TTDOY VI TR TOSPVAZ VOLLVES
Dominio 5L N TLAEDEVLRWVY! BAFRAGSFTMANVYNVD "AGELAKEELF SV ILDENY YASYTGSESLAFDYFEVADDVEER
-< TE SEESTEQETS TEESTEPTEESTWEPTEERPTDEFPTSESTEEPSEERTEEDLSISPTAVPTDE PTEEPTEERT
trans SE EPREEPT SO SIDFTAVPT DEFTEEPTEE PT3ES TEE PSEEPTECLLSIDPTAVPTDERPTEERTEESTSETTDD
membrana POIART AT S0 TR e G R T TANT TV TR TTITS VNV AR TPY ITYT ARV TRV S Y TIVTSVEHVCAETRITYTLTLP
CETEDYTHTAGEKT CNICADKRITYTYIAR SGAERTTIVTSVONYCAETRVTLTY TARIASRNTYP3QYSSA
3 IPTURAL TYSEREVOTSQRTLATITH EBNTYTTICQAT QVLSGESSCIOAASNS TSI SAPTVTTAG
A NERSESRFSFAGLETVLFLIERVYI
MFLESLLSFA SILTLCKAWD LEDVQDAPEI EKGNEVPGRYI IEYEEASTSA FATQOLRAGGY
DFNTQYDYST GSLFRGASVD ISNDNKTTFO DLOSLRAVEN VYPATLITLD ETFELADTKP
WHPHGITGVD SLHEQGYTGS GVVIAVIDTG VDYTHPALGG CIGDNFPIKA GYDLSSGDGV
ITNDPMDCDG HGTFVSSIIV ANNKDMVGYA PDAQIVMYEV FPCSDSTSTD IVMAGMQKAY
DDGHKIISLS LGSDSGESST PASLMASRIA QDRVVLVAAG NSGELGPEYA SSPASGKOVI
SVGSVQNEQW TTEPVIFTSS NGESRVFPYL AYNGAQIGED AELEVDETEE RGCVYEPEILS
ADNANKAILL RRGVGCVENL EFNMLLSVAGY KAYFLYNSFS RPWSLLMISP LIELDNAYSL
VEEEVGIWVK TQIDAGNTVE LKVSTSDQML PSDEKEYLGYVG RMDYYSSQGP AYELEFFPTI
SAPGGD3WGA WPGGQYGVAS GTSFACPYVA GLTALYESQT GIQDPODYVR KLVSTATDLO
LFDWNAVELE TSMNAPLIQQ GAGLVNALGI FETKTVIVSA PYLELNDTIN RASEYTIQIK
NENSETITY(Q VVHVPGTTVY SRSASGNIPY LVN(QDFAPYS DSDAATVALS TEELVLGPGE
VGEVTVIFST EEIDQETAPI IQGKITFYGD VIPIAVEPYMG VEVDIHSWEP LIERPLSVRM
YLDDGSLAYV DDDEDYEFNV YDWDSPRFYF NLRYATKEVS IDLVHPDYS1 ENDYEWPLYS
GHWNYYGPVG YDYDYTSGQA FLPRYFQQRI NELGYLSFSR FANFSVVPAG EYKALFRVLL

PYGDFWHKED WQLFESPVEN VLAPP
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FIG 3

Ensayo de actividad proteasa de la cepa mutante ymp1
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B580 y B581 fueron lotes de fermentacion para SMD1163 vmp/

B589 fue lote de fermentacion para la cepa control SMD1 163
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FIG 4

Analisis zimografico de la cepa mutante ymp1

10 % Zimograma - Gelatina 12 % Zimograma - Caseina

12 3 4 1 2 3 4

Muestra | — SMD1163

Muestra 2 — X33 pep4d

Muestra 3 — SMD1163_ymp/_clon 1
Muestra 4 — SMD 1163 _vmp/! clom 2

L

61



ES 2539378 T3

FI1G 5

Efecto de inactivacion de ymp1 sobre la proteolisis de la proteina heteréloga (SEC ID N° 1)

NuPAGE
MOPS
[
See Blue Plus 2
..... Seq D No:1 Std,
B563 ymp1 KO 1182 h
B564 pmtd KO 18,7 h
N B565 pmt4 KO 18,7 h:
o4
51
a4
M
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FIG 6

Efecto de la inactivacion de ysp2 sobre la proteolisis de la proteina heterdloga (SEC ID N° 1)

Ctrl-1 Ctrl-2  Yps2-

NePAGE
MOPS
T

“L

1-See Blue Plus 2
2- SECIDN°1 Py
3-B542 125 h
4-B542 148 n
5-B542 169 h
6-B544 125 h
7-B544 148 n
8-B544 169 n
9-B545 125 1,
10-B545 148 n
11-B545 168 1
12-SECIDN°1 pir.
13- Blanco

14- Blanco

15-See Blue Plus 2
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FIG 7

Efecto de la inactivacién de usp1 sobre la proteolisis de la proteina heterdloga (SEC ID N° 1)

1~ SeeBlue Plus Marcador
2~ SECIDN°1 ptr.

3 - X33pepdypsi

4 - X33pepdyps1) SEC IDN° 1
5- X33pepd! SEC IDN° 1
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FIG 8

Efecto de la inactivacion de pep4 sobre la proteolisis de la proteina heterdloga (SEC ID N° 1)

1 - SECID N°1 Pir.

2- GS115] sECIDNe 1
3- X33Apepd SECIDNC1
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FIG 9

Estudio de estabilidad en tampén de las cepas mutantes de ymp2 e ymp3

1-PBS control

2-SMD1163_ Induccion 24 h

3-SMD1163 _ymp3 Induccién 24 h
4-SMD1163_ymp2_ Induccién 24 h

Incubacién 24 horas a 30 °C

FIG 10

Resultados del ensayo con zimoliasa para Pichia de tipo salvaje (WT), y mutantes pmt1 y pmi4

Ensayo de zimoliasa: mutantes pmt
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FIG 11

Analisis de glicosilacion de la cepa mutante pmit4 mediante CL/EM

Comparacion de los espectros de desconvolucién del pico principal
del patrén de referencia y las muestras de Pichia
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