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DESCRIPCION
Polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa y polinucleétidos que los codifican.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad de alfa-glucosidasa y polinucleétidos
aislados que codifican los polipéptidos. La invencion también se refiere a constructos de acidos nucleicos, vectores y
células huésped que comprenden los polinucleétidos asi como métodos para producir y utilizar los polipéptidos.

Descripcion de la técnica relacionada

[0002] Diferentes enzimas estan implicadas en la degradacion de almidén.
Las enzimas incluyen alfa-amilasa, beta-amilasa, amiloglucosidasa, pululanasa, isoamilasa, alfa-glucosidasa y
ciclodextrina glucosiltransferasa.

[0003] Las alfa-glucosidasas (EC 3.2.1.20) hidrolizan residuos terminales no reductores alfa-1,4-enlazados de glucosa
en varios sustratos, liberando glucosa. Degradan rapidamente los disacéridos y oligosacéaridos mientras que, de hacerlo,
atacan lentamente a los polisacaridos. La maltosa, los derivados de maltosa, sacarosa, aril-alfa-glucésidos y alquil-alfa-
glucésidos pueden hacer de sustratos.

[0004] La purificacion y propiedades de una alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus ha sido descrita por Rudick y
Elbein, 1974, Archives of Biochemistry and Biophysics 161: 281-290.

[0005] Se ha informado de que otros hongos filamentosos producen alfa-glucosidasas, tales como Aspergillus flavus
(Olutiola, 1981, Mycologia 73: 1130), Aspergillus nidulans (Kato et al., 2002, Appl. Environ. Microbiol. 68: 1250-1256),
Aspergillus niger (Rudick et al., 1979, Archives of Biochemistry and Biophysics 193: 509), Aspergillus oryzae (Leibowitz
and Mechlinski, 1926, Hoppe- Seyler's Zeitschrift fur Physiologische Chemie 154: 64), Mucor javanicus (Yamasaki et al.,
1978, Berichte des Ohara Instituts para Landwirtschaftliche Biologie 17: 123), Mucor racemosus (Yamasaki et al., 1977,
Agricultural and Biological Chemistry 41: 1553), Mucor rouxii (Flores-Carreon and Ruiz- Herrera, 1972, Biochemica et
Biophyisica Acta 258: 496), Penicillium pupurogenum (Yamasaki et al., 1976, Agricultural and Biological Chemistry 40:
669) y Penicillium oxalicum (Yamasaki et al., 1977, Agricultural and Biological Chemistry 41: 1451).

[0006] Las alfa-glucosidasas se pueden usar en combinacion con otras enzimas que degradan el almidén, por ejemplo,
alfa-amilasa, para conseguir la hidrélisis completa del almidon en aplicaciones industriales donde es deseable la
conversion en azucares fermentables. En consecuencia, hay una necesidad en la técnica de alfa-glucosidasas
alternativas con propiedades mejoradas tales como pH 6ptimo, temperatura éptima y termoestabilidad.

[0007] Es un objetivo de la presente invencion el proporcionar polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa y
polinucleétidos que codifican los polipéptidos.

Resumen de la invencion

[0008] La presente invencidén se refiere a un polipéptido aislado que tiene actividad de alfa-glucosidasa, donde el
polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad con los aminoacidos 20 a 988
de la SEC ID n° 6.

[0009] La presente invencién también se refiere a polinuclettidos aislados que comprenden una secuencia de
nucledtidos que codifica el polipéptido de la invencion.

[0010] La presente invencion también se refiere a constructos de acidos nucleicos, vectores de expresién recombinantes
y células huésped recombinantes que comprenden los polinucledtidos.

[0011] La presente invencion también se refiere a métodos para producir polipéptidos de la invencion que tienen
actividad de alfa-glucosidasa que comprenden (a) cultivar una célula huésped recombinante que comprende un
constructo de acidos nucleicos que comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido bajo condiciones propicias
para la produccion del polipéptido; y (b) recuperar del polipéptido.

Breve descripcion de las figuras

[0012]
La Figura 1 muestra la secuencia de ADN gendmico y la secuencia de aminoacidos deducida de una alfa-glucosidasa

de Aspergillus fumigatus (Agll) (SEC ID n° 1y 2, respectivamente).
La Figura 2 muestra la secuencia de ADN gendmico y la secuencia de aminoacidos deducida de una alfa-glucosidasa
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de Aspergillus fumigatus (Agl2) (SEC ID n° 3 y 4, respectivamente).

La Figura 3 muestra la secuencia de ADN gendmico y la secuencia de aminoacidos deducida de una alfa-glucosidasa
de Aspergillus fumigatus (Agl3) (SEC ID n° 5y 6, respectivamente).

La Figura 4 muestra un mapa de restricciéon de pAlLol.

La Figura 5 muestra un mapa de restriccion de pBM121b.

La Figura 6 muestra un mapa de restriccion de pBM120a.

La Figura 7 muestra un mapa de restriccién de pSMO216.

La Figura 8 muestra un mapa de restriccion de pHyGe011.

La Figura 9 muestra un mapa de restriccion de pJSF9b.

La Figura 10 muestra la dependencia del pH que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll
purificada en tampdn acetato 50 mM/tampon fosfato 50 mM a 37°C.

La Figura 11 muestra la termoestabilidad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll purificada tras la
incubacioén en acetato sédico pH 5,0 y 0,05 M durante 5 minutos a diferentes temperaturas.

La Figura 12 muestra la dependencia de la temperatura que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus
fumigatus Agl1 purificada en acetato sodico pH 5,0 y 50 mM.

La Figura 13 muestra la dependencia del pH que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3
purificada en tampdn acetato 50 mM/tampoén fosfato 50 mM a 37°C.

La Figura 14 muestra la termoestabilidad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus AgI3 purificada tras la
incubacion en acetato sédico pH 5,0 y 50 mM durante 5 minutos a diferentes temperaturas.

La Figura 15 muestra la dependencia de la temperatura que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus
fumigatus AgI3 purificada en acetato sodico pH 5,0 y 50 mM.

Definiciones

[0013] Actividad de alfa-glucosidasa: el término "actividad de alfa-glucosidasa” se define en este documento como una
actividad de alfa-D-glucésido glucohidrolasa (E.C. 3.2.1.20) que cataliza la exohidrdlisis de los residuos terminales no
reductores 1,4-enlazados de alfa-D-glucosa con la liberacion de alfa-D-glucosa.

Los sustratos naturales de la actividad enzimética incluyen, por ejemplo, maltosa, maltotriosa, maltotetraosa,
maltopentaosa, almidén (soluble), amilosa, amilopectina, isomaltosa, kojibiosa, sacarosa, nigerosa, turanosa, melicitosa
y glucdgeno. Para los fines de la presente invencion, la actividad de alfa-glucosidasa se determina con maltosa como
sustrato en tampén de acetato sédico 0,1 My pH 4,3 a 25°C. Una unidad de actividad de alfa-glucosidasa se define
como 1,0 pmol de glucosa producida por minuto a 25°C y pH 4,3 de maltosa como sustrato en tampon de acetato
saédico.

[0014] Los polipéptidos de la presente invencion tienen al menos un 20%, preferiblemente al menos un 40%, mas
preferiblemente al menos un 50%, mas preferiblemente al menos un 60%, mas preferiblemente al menos un 70%, mas
preferiblemente al menos un 80%, incluso mas preferiblemente al menos un 90%, de la forma mas preferible al menos
un 95% e incluso de forma mas preferible al menos un 100% de la actividad de alfa-glucosidasa del polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada como los aminoacidos 15 a 881 de la SEC ID n° 2, los aminoacidos
30 a 967 de la SEC ID n° 4 o los aminoacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6.

[0015] Polipéptido aislado: el término "polipéptido aislado” tal y como se usa en este documento se refiere a un
polipéptido que es al menos un 20% puro, preferiblemente al menos un 40% puro, mas preferiblemente al menos un
60%, puro incluso mas preferiblemente al menos un 80% puro, de la forma méas preferible al menos un 90% puro e
incluso de forma mas preferible al menos un 95% puro, tal y como se determina mediante SDS-PAGE.

[0016] Polipéptido sustancialmente puro: el término "polipéptido sustancialmente puro" denota en este documento un
preparado de polipéptidos que contiene como mucho un 10%, preferiblemente como mucho un 8%, mas preferiblemente
como mucho un 6%, mas preferiblemente como mucho un 5%, mas preferiblemente como mucho un 4%, mas
preferiblemente como mucho un 3%, incluso més preferiblemente como mucho un 2%, de la forma mas preferible como
mucho un 1% e incluso de forma mas preferible como mucho un 0,5% en peso de otro material polipeptidico con el cual
esta asociado originalmente o por recombinacion. Se prefiere, por tanto, que el polipéptido sustancialmente puro sea al
menos un 92% puro, preferiblemente al menos un 94% puro, mas preferiblemente al menos un 95% puro, mas
preferiblemente al menos un 96% puro, mas preferiblemente al menos un 96% puro, mas preferiblemente al menos un
97% puro, mas preferiblemente al menos un 98%, puro incluso mas preferiblemente al menos un 99%, de la forma mas
preferible al menos 99,5% puro e incluso de forma més preferible un 100% puro en peso del material polipeptidico total
presente en el preparado.

[0017] Los polipéptidos de la presente invencion estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura.

En particular, se prefiere que los polipéptidos estén en "forma esencialmente pura”, es decir, que el preparado de
polipéptidos esté esencialmente libre de otro material polipeptidico con el cual esté asociado originalmente o por
recombinacién. Esto puede ser realizado, por ejemplo, preparando el polipéptido mediante métodos recombinantes bien
conocidos o por métodos de purificacion tradicional.

[0018] En este documento, el término "polipéptido sustancialmente puro” es sinénimo de los términos "polipéptido
aislado" y "polipéptido en forma aislada".
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[0019] Identidad: la relacion entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucle6tidos es descrita por
el parametro "identidad".

[0020] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina por
el método Clustal (Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) usando el software LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR,
Inc., Madison, WI) con una tabla de identidad y los siguientes parametros de alineamiento mdltiple: penalizacién de gap
de 10 y penalizacion de longitud de gap de 10. Los parametros de alineamiento por parejas son Ktuple=1, penalizacion
de gap=3, ventanas=5 y diagonales=5.

[0021] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina
mediante el método Wilbur-Lipman (Wilbur and Lipman, 1983, Proceedings of the National Academy of Science USA 80:
726-730) utilizando el Software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI) con una tabla de
identidad y los siguientes parametros de alineamiento mdltiple: penalizacion de gap de 10 y penalizacion de longitud de
gap de 10. Los parametros de alineamiento por parejas son Ktuple=3, penalizaciéon de gap=3 y ventanas=20.

[0022] Fragmento de polipéptido: el término "fragmento de polipéptido” se define en este documento como un
polipéptido que tiene uno o mas aminoacidos eliminados del amino- y/o carboxilo-terminal de una secuencia de
aminoacidos o una homodloga de la misma, donde el fragmento tiene actividad de alfa-glucosidasa. En un aspecto
preferido, un fragmento contiene al menos 770 residuos de amino&cidos, méas preferiblemente al menos 800 residuos de
aminoécidos y de la forma més preferible al menos 830 residuos de aminoécidos de la SEC ID n°® 2 o una homologa de
la misma. En otro aspecto preferido, un fragmento contiene al menos 820 residuos de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos 860 residuos de aminoécidos y de la forma mas preferible al menos 900 residuos de
aminoacidos de la SEC ID n° 4 o una homéloga de la misma. En otro aspecto preferido, un fragmento contiene al menos
820 residuos de aminoéacidos, més preferiblemente al menos 860 residuos de aminoacidos y de la forma mas preferible
al menos 900 residuos de aminoéacidos de la SEC ID n° 6 o una homdloga de la misma.

[0023] Variante alélica: el término “"variante alélica" denota en este documento cualesquiera dos o mas formas
alternativas de un gen que ocupan el mismo locus cromosomico. La variacion alélica surge naturalmente a través de
mutacion y puede dar lugar al polimorfismo dentro de poblaciones. Las mutaciones genéticas pueden ser silenciosas
(sin cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos con secuencias de aminoacidos alteradas.
Una variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

[0024] Polinucledtido aislado: el término "polinucledtido aislado” tal y como se usa en este documento se refiere a un
polinucleétido que es al menos un 20% puro, preferiblemente al menos un 40% puro, més preferiblemente al menos un
60% puro, incluso mas preferiblemente al menos un 80% puro, de la forma méas preferible al menos un 90% puro e
incluso de forma mas preferible al menos un 95% puro, tal y como se determina mediante electroforesis de agarosa.

[0025] Polinucledtido sustancialmente puro: el término "polinucledtido sustancialmente puro” tal y como se usa en este
documento se refiere a un preparado de polinucleodtidos libre de otros nucleétidos extrafios o no deseados y en una
forma adecuada para el uso dentro de sistemas de produccion de proteinas genéticamente modificadas. De este modo,
un polinucledtido sustancialmente puro contiene como mucho un 10%, preferiblemente como mucho un 8%, mas
preferiblemente como mucho un 6%, mas preferiblemente como mucho un 5%, mas preferiblemente como mucho un
4%, mas preferiblemente como mucho un 3%, incluso mas preferiblemente como mucho un 2%, de la forma més
preferible como mucho un 1% e incluso de forma mas preferible como mucho 0,5% en peso de otro material de
polinucleétidos con el cual esta asociado originalmente o por recombinacion. Un polinucleétido sustancialmente puro
puede, no obstante, incluir las regiones no traducidas 5' y 3' de origen natural, tales como promotores y terminadores.
Se prefiere que el polinucledtido sustancialmente puro sea al menos un 90% puro, preferiblemente al menos un 92%
puro, mas preferiblemente al menos un 94% puro, mas preferiblemente al menos un 95% puro, mas preferiblemente al
menos un 96% puro, mas preferiblemente al menos un 97% puro, incluso mas preferiblemente al menos un 98% puro,
de la forma mas preferible al menos un 99% e incluso de forma mas preferible al menos un 99,5% puro en peso. Los
polinucleétidos de la presente invencion estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura. En particular, se
prefiere que los polinucledtidos que aqui se describen estén en "forma esencialmente pura”, es decir, que el preparado
de polinucledtidos esté esencialmente libre de otro material de polinucleétidos con el cual estd asociado originalmente o
por recombinacién. En este documento, el término "polinucleétido sustancialmente puro" es sinénimo de los términos "
aislado" y " polinucleétido en forma aislada". Los polinucledtidos pueden ser de origen gendmico, ADNc, ARN,
semisintético, sintético o cualquier combinacion de los mismos.

[0026] Subsecuencia: el término "subsecuencia" se define aqui como una secuencia de nucleétidos con uno o mas
nucleétidos eliminados del terminal 5' y/o 3' de un polinucleétido o un homélogo del mismo, donde la subsecuencia
codifica un fragmento de polipéptido que tiene actividad de alfa-glucosidasa. En un aspecto preferido, una subsecuencia
contiene al menos 2310 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 2400 nucleétidos y de la forma mas preferible al
menos 2490 nucleétidos de la SEC ID n° 1 o una homéloga de la misma. En otro aspecto preferido, una subsecuencia
contiene al menos 2460 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 2580 nucleétidos y de la forma mas preferible al
menos 2700 nucleétidos de la SEC ID n°® 3 o0 una homéloga de la misma. En otro aspecto preferido, una subsecuencia
contiene al menos 2460 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 2580 nucledtidos y de la forma mas preferible al
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menos 2700 nucledtidos de la SEC ID n° 5 o una homéloga de la misma.

[0027] ADNCc: el término "ADNc" se define en este documento como una molécula de ADN que se puede preparar
mediante transcripcion inversa de una molécula de ARNm madura empalmada, obtenida de una célula eucariota. El
ADNCc carece de secuencias intrénica que estdn normalmente presentes en el ADN gendmico correspondiente. El
transcrito inicial principal de ARN es un precursor de ARNm que se procesa a través de una serie de pasos antes de
aparecer como ARNm empalmado maduro. Estos pasos incluyen la eliminacién de secuencias intrénicas por un proceso
llamado empalme. El ADNc derivado de ARNm carece, por tanto, de cualquier secuencia intrénica.

[0028] Constructo de acidos nucleicos: el término "constructo de acidos nucleicos" tal y como se utiliza en este
documento se refiere a una molécula de acidos nucleicos, tanto uni- como bicatenaria, que es aislada de un gen de
origen natural o que se madifica para contener segmentos de acidos nucleicos de manera que de otro modo no
existirian en la naturaleza. El término constructo de acidos nucleicos es sinénimo del término "casete de expresion”
cuando el constructo de acidos nucleicos contiene las secuencias de control requeridas para la expresion de una
secuencia codificante de la presente invencion.

[0029] Secuencia de control: el término "secuencias de control" se define en este documento para incluir todos los
componentes, que son necesarios 0 beneficiosos para la expresion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de
la presente invencion. Cada secuencia de control puede ser nativa 0 extranjera a la secuencia de nucledtidos que
codifica el polipéptido, o nativa 0 extranjera a cada una de las otras. Tales secuencias de control incluyen, pero no se
limitan a, un lider, una secuencia de poliadenilacion, una secuencia de propéptido, un promotor, una secuencia de
péptido sefial y un terminador de transcripcion. Como minimo, las secuencias de control incluyen un promotor y sefiales
de parada transcripcional y traduccional. Se pueden proporcionar enlazadores a las secuencias de control con el
objetivo de introducir sitios de restriccion especificos que faciliten la union de las secuencias de control con la region
codificante de la secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido.

[0030] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" denota en este documento una configuracion en
la que una secuencia de control se coloca en una posicion apropiada relativa a la secuencia de codificacién de la
secuencia de polinucleétidos de manera que la secuencia de control dirige la expresion de la secuencia codificante de
un polipéptido.

[0031] Secuencia codificante: cuando se usa en este documento el término "secuencia codificante” significa una
secuencia de nucledtidos que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto proteinico. Los
limites de la secuencia codificante estan generalmente determinados por un marco de lectura abierto, que empieza
normalmente con el coddn de inicio ATG o codones de inicio alternativos tales como GTG y TTG, y termina con un
coddn de terminacion tal como TAA, TAG y TGA. La secuencia codificante puede ser un ADN, ADNc o una secuencia
de nucledtidos recombinante.

[0032] Expresion: el término "expresion” incluye cualquier paso implicado en la produccion del polipéptido incluyendo,
pero no limitAndose a, transcripcion, modificacion postranscripcional, traduccion, modificacién postraduccional y
secrecion.

[0033] Vector de expresion: el término "vector de expresion” se define en este documento como una molécula de ADN
lineal o circular que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de la invencién y que esta operativamente
enlazado a nucledtidos adicionales que se ocupan de su expresion.

[0034] Célula huésped: el término "célula huésped"”, tal y como se utiliza en este documento, incluye cualquier tipo de
célula que sea susceptible de transformacion, transfeccién, transduccion y similares con un constructo de acidos
nucleicos o vector de expresion que comprende un polinucleétido de la presente invencion.

[0035] Modificacion: el término "modificacion” significa en este documento cualquier modificacion quimica del polipéptido
que consiste en los aminoacidos 15 a 881 de la SEC ID n° 2, los aminoacidos 30 a 967 de la SEC ID n°® 4 o los
amino&cidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6, o0 una secuencia homodloga de la misma, asi como manipulacion genética del
ADN que codifica ese polipéptido. La modificacion puede ser sustituciones, deleciones y/o inserciones de uno o varios
aminoécidos asi como reemplazos de una o varias cadenas laterales de aminoacidos.

[0036] Variante Artificial: cuando se usa en este documento, el término "variante artificial" significa un polipéptido que
tiene actividad de alfa-glucosidasa producido por un organismo expresando una secuencia de nucle6tidos modificada de
la SECID n° 1, la SEC ID n° 3 o la SEC ID n°® 5. La secuencia de nucleétidos modificada se obtiene a través de
intervencién humana modificando la secuencia de nucleétidos descrita en la SEC ID n° 1, la SEC ID n° 3 o la SEC ID n°
5.

Descripcion detallada de la invencion

Polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa
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[0037] En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad de alfa-
glucosidasa, donde los polipéptidos tienen una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad con
los amino&cidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6. En realizaciones de la invencion los polipéptidos tienen al menos un 95% y
de la forma mas preferible al menos un 97% de identidad con los amino&cidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6 (de ahora en
adelante "polipéptidos homdlogos). En un aspecto preferido, los polipéptidos homoélogos tienen una secuencia de
aminoacidos que difiere en diez aminoéacidos, preferiblemente en cinco aminoacidos, mas preferiblemente en cuatro
aminoacidos, incluso mas preferiblemente en tres aminoacidos, de la forma mas preferible en dos aminoéacidos e incluso
de la forma mas preferible en un aminoacido de los aminoéacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6.

[0038] Un polipéptido de la presente invencion preferiblemente comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID n°
6, 0 una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma que tiene actividad de alfa-glucosidasa.

En un aspecto preferido, un polipéptido comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID n° 6. En otro aspecto
preferido, un polipéptido comprende los aminoacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6, o una variante alélica de la misma; o
un fragmento de la misma que tiene actividad de alfa-glucosidasa. En otro aspecto preferido, un polipéptido comprende
los aminoacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6. En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID n° 6 o una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma que tiene actividad de
alfa-glucosidasa. En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n° 6.
En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en los aminoacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6 o una variante alélica
de la misma; o un fragmento de la misma que tiene actividad de alfa-glucosidasa. En otro aspecto preferido, un
polipéptido consiste en los aminoacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6.

[0039] En otro aspecto, la invencidn se refiere a un polipéptido que es codificado por el polinucleétido contenido en
plasmido pJSF9b que esta contenido en E. coli NRRL B-30856.

[0040] Los polipéptidos aislados de la invencién que tienen actividad de alfa-glucosidasa tienen las siguientes
propiedades fisicoquimicas: un pH 6ptimo en el rango de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 4,5, preferiblemente
aproximadamente 3,8 a aproximadamente 4,5, mas preferiblemente aproximadamente 4,0 a aproximadamente 4,5, de
la forma mas preferible aproximadamente 4,0 a aproximadamente 4,3 e incluso de la forma més preferible
aproximadamente de pH 4,1 en tampdn acetato 50 mM tampén fosfato 50 mM a 37°C, una temperatura 6ptima en el
rango de aproximadamente 60°C a aproximadamente 63°C en acetato sédico 50 mM y pH 5,0, y termoestabilidad hasta
de aproximadamente 67°C a aproximadamente 70°C (aproximadamente el 80% de la actividad residual) en acetato
sédico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos. En un aspecto preferido, el polipéptido aislado que tiene actividad de alfa-
glucosidasa tiene termoestabilidad hasta aproximadamente 67°C (aproximadamente el 80% de la actividad residual) en
acetato sédico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos. En otro aspecto preferido, el polipéptido aislado con actividad de alfa-
glucosidasa tiene termoestabilidad hasta aproximadamente 70°C (aproximadamente el 80% de la actividad residual) en
acetato sédico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos

Fuentes de polipéptidos con actividad de alfa-glucosidasa

[0041] Un polipéptido de la presente invencién puede ser obtenido de microorganismos de cualquier género. Para fines
de la presente invencién, el término "obtenido de" tal y como se utiliza en este documento en conexién con una fuente
dada significara que el polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos es producido por la fuente o por una
célula en la cual la secuencia de nucleétidos de la fuente ha sido insertada. En un aspecto preferido, el polipéptido
obtenido de una fuente dada es secretado extracelularmente.

[0042] Un polipéptido de la presente invencion puede ser un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede
ser un polipéptido bacteriano gram positivo tal como un polipéptido de Bacillus, por ejemplo, un polipéptido de Bacillus
alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus
lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis o Bacillus thuringiensis;
o un polipéptido de Streptomyces, por ejemplo, un polipéptido de Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o0 un
polipéptido bacteriano Gram negativo, por ejemplo, un polipéptido de E. coli o Pseudomonas sp.

[0043] Un polipéptido de la presente invencién también puede ser un polipéptido fingico y mas preferiblemente un
polipéptido de levadura tal como un polipéptido de Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces o Yarrowia; 0 mas preferiblemente un polipéptido fungico filamentoso tal como un polipéptido de
Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizofilum, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolipocladium o Trichoderma.

[0044] En un aspecto preferido, el polipéptido es un polipéptido de Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces norbensis o
Saccharomyces oviformis con actividad de alfa-glucosidasa.

[0045] En otro aspecto preferido, el polipéptido es un polipéptido de Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori,

Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium
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graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium
reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium
sulphureum, Fusarium torulosum Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola insolens, Humicola
lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa o Penicillium purpurogenum, Trichoderma
harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride con actividad
de alfa-glucosidasa.

[0046] En un aspecto mas preferido, el polipéptido es un polipéptido de Aspergillus fumigatus, por ejemplo, el polipéptido
maduro de la SEC ID n° 6.

[0047] Se entiende que para las especies anteriormente mencionadas, la invencion abarca los estados perfectos e
imperfectos y otros equivalentes taxonémicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre de especie por
el que son conocidos. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de los equivalentes apropiados.

[0048] Las cepas de estas especies son facilmente accesible al publico en una variedad de colecciones de cultivo, tales
como la American Type Culture Collection (ATCC), la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSM), la Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y la Agricultural Research Service Patent Culture
Collection, Northern Regional Research Center (NRRL). [0049] Ademas, tales polipéptidos pueden ser identificados y
obtenido de otras fuentes incluyendo microorganismos aislados de la naturaleza (por ejemplo, suciedad, abonos, agua,
etc.) utilizando las sondas mencionadas anteriormente. Las técnicas para aislar microorganismos de habitats son
conocidas en la técnica. El polinucleétido puede luego ser obtenido seleccionando de una forma similar de una
biblioteca genémica o de ADNc de otro microorganismo. Una vez que una secuencia de polinucledtidos que codifica un
polipéptido ha sido detectada con la(s) sonda(s), el polinucle6tido puede ser aislado o clonado utilizando técnicas que
son bien conocidas por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., 1989, supra).

[0050] Los polipéptidos de la presente invencion también incluyen polipéptidos fusionados o polipéptidos divisibles de
fusién donde otro polipéptido se fusiona al N-terminal o al C-terminal del polipéptido o fragmento del mismo. Un
polipéptido fusionado se produce fusionando una secuencia de nucledtidos (o una parte de la misma) que codifica otro
polipéptido a una secuencia de nucleétidos (o una parte de la misma) de la presente invencion. Las técnicas para
producir polipéptidos fusionados se conocen en la técnica, e incluyen ligar las secuencias codificantes que codifican los
polipéptidos de modo que éstas estan dentro del marco y que la expresion del polipéptido fusionado esté bajo el control
del(de los) mismo(s) promotor(es) y terminador.

Polinucleétidos

[0051] La presente invencidn también se refiere a polinucleétidos aislados que tienen una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido de la presente invencion.

[0052] La secuencia de nucledtidos puede ser la descrita en la SEC ID n° 5. En otro aspecto mas preferido, la secuencia
de nucledtidos es la secuencia contenida en el plasmido pJSF9b que esta contenido en E. coli NRRL B-30856. En otro
aspecto preferido, la secuencia de nucleétidos es la region codificante de polipéptido maduro de la SEC ID n° 5. En otro
aspecto mas preferido, la secuencia de nuclettidos es la regién codificante de polipéptido maduro contenida en el
plasmido pJSF9b que esta contenido en E. coli NRRL B-30856. La presente invencion también abarca secuencias de
nucledtidos que codifican un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n® 6 o el polipéptido
maduro de la misma, la cual difiere de la SEC ID n° 5 en virtud de la degeneracién del cédigo genético. La presente
invencion también se refiere a subsecuencias de la SEC ID n° 5 que codifican fragmentos de la SEC ID n° 6 que tienen
actividad de alfa-glucosidasa.

[0053] Las técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleétido que codifica un polipéptido son conocidas en la técnica
e incluyen aislamiento a partir de ADN gendmico, preparacion a partir de ADNc o una combinacién de ambos. La
clonacion de los polinucledtidos de la presente invencion de tal ADN genomico puede ser efectuada, por ejemplo,
usando la bien conocida reaccion en cadena de polimerasa (PCR) o la seleccion de anticuerpos de bibliotecas de
expresion para detectar fragmentos de ADN clonado con caracteristicas estructurales compartidas. Ver, por ejemplo,
Innis et al., 1990, PCR: A guide to Methods and Application, Academic Press, Nueva York. Se pueden utilizar otros
procedimientos de amplificacion de &cidos nucleicos tales como reaccion en cadena de ligasa (LCR), transcripcion
activada ligada (LAT) y amplificacion basada en secuencias de nucleétidos (NASBA). Los polinucleétidos pueden ser
clonados de una célula de Aspergillus u otro organismo relacionado y asi, por ejemplo, puede ser una variante alélica o
de especie de la regién de codificacion del polipéptido de la secuencia de nucleétidos.

[0054] La modificacién de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencién puede ser
necesaria para la sintesis de polipéptidos sustancialmente similares al polipéptido. El término "sustancialmente
similares" al polipéptido se refiere a formas de origen no natural del polipéptido. Estos polipéptidos puede diferir en
alguna manera disefiada del polipéptido aislado de su fuente nativa, por ejemplo, variantes artificiales que difieren en
actividad especifica, termoestabilidad, pH 6ptimo o similares. La secuencia variante se puede construir basandose en la
secuencia de nucleétidos presentada como la regién de codificacion del polipéptido de la SEC ID n° 5, por ejemplo, una
subsecuencia de la misma, y/o introduciendo sustituciones de nucledtidos que no dan lugar a otra secuencia de
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aminoacidos del polipéptido codificadas por la secuencia de nucleétidos, pero que corresponden al uso del codén del
organismo huésped destinado a la produccién de la enzima, o introduciendo sustituciones de nucleétidos que pueden
dar lugar a una secuencia de aminoacidos diferente. Ver, por ejemplo, Ford et al., 1991, Protein Expression and
Purification 2: 95-107 para una descripcion general de la sustitucion de nucledétidos.

[0055] Sera aparente a los expertos en la técnica que tales sustituciones pueden ser hechas fuera de las regiones
criticas para la funcién de la molécula y aun asi dar lugar a un polipéptido activo. Los residuos de aminoacidos
esenciales para la actividad del polipéptido codificado por un polinucleétido aislado de la invencién, y por lo tanto
preferiblemente no sujetos a sustitucion, se pueden identificar segun procedimientos conocidos en la técnica, tales como
mutagénesis dirigida 0 mutagénesis por escaneado de alanina (ver, por ejemplo, Cunningham and Wells, 1989, Science
244: 1081-1085). En esta ultima técnica, las mutaciones se introducen en cada residuo positivamente cargado en la
molécula, y se examina la actividad de alfa-glucosidasa de las moléculas mutantes resultantes para identificar residuos
de aminoéacidos que son criticos para la actividad de la molécula. Los sitios de interacciéon enzima-sustrato también
pueden ser determinados mediante analisis de la estructura tridimensional tal y como se determina mediante técnicas
tales como andlisis de resonancia magnética nuclear, cristalografia o marcaje por fotoafinidad (ver, por ejemplo, de Vos
et al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, Journal of Molecular Biology 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992,
FEBS Letters 309: 59-64).

Constructos de acidos nucleicos

[0056] La presente invencion también se refiere a constructos de &cidos nucleicos que incluyen un polinucleétido aislado
de la presente invencion operativamente enlazado a una o varias secuencias de control que dirigen la expresion de la
secuencia codificante en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las secuencias de control.

[0057] Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido de la presente invencion se puede manipular en una
variedad de maneras para procurar la expresion del polipéptido. La manipulacion de la secuencia del polinucleétido
antes de su insercion en un vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresion. Las técnicas
para maodificar las secuencias de polinucleotidos utilizando métodos de ADN recombinante son bien conocidas en la
técnica.

[0058] La secuencia de control puede ser una secuencia promotora apropiada, una secuencia de nucledtidos que es
reconocida por una célula huésped para la expresion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente
invencion. La secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcionales que median en la expresion del
polipéptido. El promotor puede ser cualquier secuencia de nucleétidos que muestra actividad transcripcional en la célula
huésped de eleccion incluyendo promotores mutantes, truncados e hibridos, y se pueden obtener de genes que
codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares tanto homélogos como heterélogos a la célula huésped.

[0059] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acidos nucleicos de la
presente invencioén, especialmente en una célula huésped bacteriana, son los promotores obtenidos del operén lac de E.
coli, el gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), el gen de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), el gen de
alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), el gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), el
gen de alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), el gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP), los
genes xylA y xyIB de Bacillus subtilis y el gen de beta-lactamasa procaridtica (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of
the National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731), asi como el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proceedings of
the National Academy of Sciences USA 80: 21-25 ). Otros promotores son descritos en "Useful proteins from
recombinant bacteria" en Scientific American, 1980,242: 74-94; y en Sambrook et al., 1989, supra.

[0060] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acidos nucleicos de la
presente invencién en una célula huésped fungica filamentosa son los promotores obtenidos de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger,
alfa-amilasa estable en acido de Aspergillus niger, glucoamilasa (glaA) de Aspergillus niger o Aspergillus awamori,
lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae,
acetamidasa de Aspergillus nidulans, amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Fusarium venenatum
Daria (WO 00/56900), Fusarium venenatum Quinn (WO 00/56900), proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum
(WO 96/00787), beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei, endoglucanasa | de
Trichoderma reesei, endoglucanasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa lll de Trichoderma reesei, endoglucanasa
IV de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de Trichoderma reesei, xilanasa | de Trichoderma reesei, xilanasa Il de
Trichoderma reesei, beta-xilosidasa Trichoderma reesei, asi como el promotor NA2-tpi (un hibrido de los promotores de
los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae); y promotores
mutantes, truncados e hibridos de los mismos.

[0061] En un huésped de levadura, los promotores Utiles se obtienen de los genes para enolasa de Saccharomyces
cerevisiae (ENO-1), galactoquinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol deshidrogenasa/gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH1, ADH2/GAP) triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces
cerevisiae (TPI), metalotionina de Saccharomyces cerevisiae (CUP1) y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces
cerevisiae. Otros promotores Utiles para células huésped de levadura son descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8:
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423-488.

[0062] La secuencia de control también puede ser una secuencia terminadora de transcripcién adecuada, una secuencia
reconocida por una célula huésped para terminar la transcripciéon. La secuencia terminadora esta operativamente
enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que es funcional
en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0063] Los terminadores preferidos para células huésped fungicas filamentosas son obtenidas de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, alfa-
glucosidasa de Aspergillus niger y proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum.

[0064] Los terminadores preferidos para células huésped de levadura son obtenidos de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C (CYC1l) de Saccharomyces cerevisiae y gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores Utiles para células huésped de levadura son
descritos por Romanos et al., 1992, supra.

[0065] La secuencia de control también puede ser una secuencia lider adecuada, una region no traducida de un ARNm
que es importante para la traduccién por la célula huésped. La secuencia lider esta operativamente enlazada al terminal
5' de la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia lider que sea funcional en la célula
huésped de eleccién se puede utilizar en la presente invencion.

[0066] Los lideres preferidos para células huésped fungicas filamentosas son obtenidos de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans.

[0067] Los lideres adecuados para células huésped de levadura son obtenidos de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae (ENO-1), 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de
Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces
cerevisiae (ADH2/GAP).

[0068] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilacién, una secuencia operativamente
enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucleétidos y que, cuando se ha transcrito, es reconocida por la célula
huésped como una sefial para afadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier secuencia de
poliadenilacién que es funcional en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0069] Las secuencias de poliadenilacion preferidas para células huésped fungicas filamentosas son obtenidas de los
genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus
nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger.

[0070] Secuencias de poliadenilacion tiles para células huésped de levadura son descritas por Guo y Sherman, 1995,
Molecular Cellular Biology 15: 5983-5990.

[0071] La secuencia de control también puede ser una region codificante de péptido sefial que codifica una secuencia
de aminoacidos enlazada al amino-terminal de un polipéptido y que dirige el polipéptido codificado hacia la via secretora
de la célula. El terminal 5' de la secuencia codificante de la secuencia de nucleétidos puede contener intrinsecamente
una region codificante de péptido sefial naturalmente enlazada en el marco de lectura de traduccién con el segmento de
la region de codificacion que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el terminal 5' de la secuencia
codificante puede contener una regién codificante del péptido sefial que es extranjero a la secuencia codificante. La
region codificante del péptido sefial extranjera puede ser requerida donde la secuencia codificante no contiene
naturalmente una regién codificante de péptido sefial. Alternativamente, la region codificante de péptido sefial extranjera
puede simplemente reemplazar la regién codificante del péptido sefal natural para mejorar la secrecion del polipéptido.
No obstante, cualquier regién codificante de péptido sefal que dirige el polipéptido expresado hacia la via secretora de
una célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0072] Regiones codificantes del péptido sefial eficaces para células huésped bacterianas son las regiones codificantes
del péptido sefial obtenidas de los genes para Bacillus amilasa maltogénica de NCIB 11837, alfa-amilasa de Bacillus
stearothermophilus, subtilisina de Bacillus licheniformis, lactamasa beta de Bacillus licheniformis, proteasas neutras de
Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM), y Bacillus subtilis prsA. Otros péptidos sefial son descritos por Simonen
y Palva, 1993, revisiones microbiologicas 57: 109-137.

[0073] Regiones codificantes del péptido sefial eficaces para células huésped fungicas filamentosas son las regiones
codificantes de péptido sefial obtenidas de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, amilasa neutra de
Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, celulasa de Humicola
insolens y lipasa de Humicola lanuginosa.

[0074] La region codificante del péptido sefial son los nucleétidos 1 a 42 de la SEC ID n° 1 que codifican los
aminoacidos 1 a 14 de la SEC ID n° 2.
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[0075] La region codificante del péptido sefial son los nucleétidos 1 a 145 de la SEC ID n° 3 que codifican los
aminoécidos 1 a 29 de la SEC ID n° 4.

[0076] La region codificante del péptido sefial son los nucledtidos 1 a 57 de la SEC ID n® 5 que codifican los
aminoacidos 1 a 19 de la SEC ID n° 6.

[0077] Los péptidos sefial utiles para células huésped de levadura son obtenidos de los genes para alfa-factor de
Saccharomyces cerevisiae e invertasa de Saccharomyces cerevisiae.
Otras regiones codificantes de péptido sefial Utiles son descritas por Romanos et al., 1992, supra.

[0078] La secuencia de control también puede ser una regién codificante del propéptido que codifica una secuencia de
aminoacidos situada en el amino-terminal de un polipéptido. El polipéptido resultante es conocido como proenzima o
propolipéptido (o zimégeno en algunos casos). Un propolipéptido esta generalmente inactivo y se puede convertir en un
polipéptido activo maduro por escisién catalitica o autocatalitica del propéptido del propolipéptido. La region codificante
del propéptido se puede obtener de los genes para proteasa alcalina de Bacillus subtilis (aprE), proteasa neutra de
Bacillus subtilis (nprT), alfa-factor de Saccharomyces cerevisiae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei y lacasa de
Myceliophthora thermophila (WO 95/33836).

[0079] Donde tanto las regiones del péptido sefial como del propéptido estan presentes en el amino-terminal de un
polipéptido, la region de propéptido esté situada junto al amino-terminal de un polipéptido y la regién de péptido sefal
est4 situada junto al amino-terminal de la regién de propéptido.

[0080] También puede ser deseable afadir secuencias reguladoras que permiten la regulacién de la expresion del
polipéptido en relacion con el crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que
hacen que la expresiéon del gen se encienda o se apague en respuesta a una sustancia quimica o estimulo fisico,
incluyendo la presencia de un compuesto regulador. Los sistemas reguladores en sistemas procarioticos incluyen los
sistemas operadores lac, tac y trp. En levadura se puede utilizar el sistema ADH2 o el sistema GAL1. En hongos
filamentosos, el promotor de TAKA alfa-amilasa, el promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger y el promotor de
glucoamilasa de Aspergillus oryzae se pueden utilizar como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias
reguladoras son aquellos que permiten amplificacion génica. En sistemas eucariéticos, estos incluyen el gen de
dihidrofolato reductasa que es amplificado en presencia de metotrexato, y los genes de metalotioneina que son
amplificados con metales pesados. En estos casos, la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido estaria
operativamente enlazada con la secuencia reguladora. Vectores de expresion

[0081] La presente invencion también se refiere a vectores de expresion recombinantes que comprenden un
polinucleétido de la presente invencion, un promotor y sefiales de parada transcripcional y traduccional.

Los varios acidos nucleicos y secuencias de control anteriormente descritos se pueden juntar para producir un vector de
expresion recombinante que puede incluir uno o varios sitios de restriccion convenientes para permitir la insercién o
sustitucion de la secuencia de nucle6tidos que codifica el polipéptido en tales sitios.

Alternativamente, una secuencia de nucleétidos de la presente invencién se puede expresar insertando la secuencia de
nucledétidos o un constructo de acidos nucleicos que comprenda la secuencia en un vector apropiado para la expresion.
En la creacion del vector de expresion, la secuencia codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia
codificante esté operativamente enlazada con las secuencias de control apropiadas para la expresion.

[0082] El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plasmido o virus) que puede ser
convenientemente sometido a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresion de la secuencia de
nucledtidos. La eleccion del vector dependera tipicamente de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la
que el vector debe ser introducido. Los vectores pueden ser plasmidos lineales o circulares cerrados.

[0083] El vector puede ser un vector de replicacion autonoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosOmica, cuya replicacion es independiente de la replicacion cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un
elemento extracromosomico, un minicromosoma 0 un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio
para asegurar la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula
huésped, se integra en el genoma y se replica con el(los) cromosoma(s) en el(los) que ha sido integrado. Ademas, se
puede utilizar un Gnico vector o plasmido o dos 0 mas vectores o plasmidos que juntos contienen el ADN total que va
ser introducido en el genoma de la célula huésped, o un transposoén.

[0084] Los vectores de la presente invencion preferiblemente contienen uno o varios marcadores seleccionables que
permiten la facil seleccién de células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto proporciona
resistencia biocida o virica, resistencia a metales pesados, prototrofia para auxétrofos y, similares.

[0085] Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus
licheniformis, o marcadores que confieren resistencia antibiética tales como resistencia a la ampicilina, la canamicina, el
cloranfenicol o la tetraciclina. Marcadores adecuados para células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2,
MET3, TRP1, y URA3. Los marcadores seleccionables para usar en una célula huésped fungica filamentosa incluyen,
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pero no se limitan a, amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa), hph
(higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato-reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (adeniltransferasa
de sulfato) y trpC (antranilato sintasa), asi como equivalentes de las mismas. Se prefieren para usar en una célula de
Aspergillus los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces
hygroscopicus.

[0086] Los vectores de la presente invencion preferiblemente contienen un elemento o elementos que permiten la
integracion del vector en el genoma de la célula huésped o la replicacién auténoma del vector en la célula de manera
independiente del genoma.

[0087] Para la integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede apoyarse en la secuencia de
polinucleétidos que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para la integracién en el genoma por
recombinacion homéloga o no homologa. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de nucleotidos
adicionales para dirigir la integracion por recombinacion homéloga en el genoma de la célula huésped en una ubicacion
0 ubicaciones precisas en el(los) cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integracién en una ubicacion precisa,
los elementos integracionales deberian contener preferiblemente un nimero suficiente de acidos nucleicos, tal como de
100 a 10.000 pares de bases, preferiblemente de 400 a 10.000 pares de bases y de la forma més preferible de 800 a
10.000 pares de bases, que tengan un grado alto de identidad con la secuencia diana correspondiente para mejorar la
probabilidad de recombinacion homéloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea
homdloga a la secuencia diana en el genoma de la célula huésped. Ademés, los elementos integracionales pueden ser
secuencias de nucleotidos codificantes o no codificantes. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de la
célula huésped mediante recombinacién no homologa.

[0088] Para la replicacion autdbnoma, el vector puede comprender adicionalmente un origen de replicacién que habilita al
vector a replicarse de manera autonoma en la célula huésped en cuestion. El origen de replicacion puede ser cualquier
replicador plasmido que media en la replicacion autbnoma que funciona en una célula. Los términos "origen de
replicacion” o "replicador plasmido” se definen en este documento como una secuencia de nucledtidos que habilitan a
un plasmido o vector para replicarse in vivo.

[0089] Ejemplos de origenes bacterianos de replicacion son los origenes de replicacion de los plasmidos pBR322,
pUC19, pACYC177 y pACYC184 que permiten la replicacion en E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060 y pAMR1 que
permiten la replicacion en Bacillus.

[0090] Ejemplos de origenes de replicacion para usar en una célula huésped de levadura son el origen de replicacion de
2 micras, ARS1, ARS4, la combinacion de ARS1 y CEN3, y la combinacién de ARS4 y CENG.

[0091] Ejemplos de origenes de replicacion utiles en una célula fangica filamentosa son AMAL1 y ANS1 (Gems et al.,
1991, Gene 98: 61-67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175; WO 00/24883 ). El aislamiento del
gen AMAL y la construccion de plasmidos o vectores que comprenden el gen se puede lograr segun los métodos
descritos en WO 00/24883.

[0092] Se puede insertar mas de una copia de un polinucleétido de la presente invencion en la célula huésped para
aumentar la produccion del producto génico. Un aumento en el nimero de copias del polinucleétido se puede obtener
integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen
marcador seleccionable amplificable con el polinucleétido donde se pueden seleccionar células que contienen copias
amplificadas del gen marcador seleccionable, y de este modo copias adicionales del polinucleétido, cultivando las
células en presencia del agente seleccionable apropiado.

[0093] Los procedimientos usados para unir los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de
expresion recombinantes de la presente invencion son bien conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

Células huésped

[0094] La presente invencion también se refiere a células huésped recombinantes, que comprenden un polinucleétido de
la presente invencién, que se usan beneficiosamente en la produccién recombinante de los polipéptidos. Un vector que
comprende un polinucledtido de la presente invencion se introduce en una célula huésped de modo que el vector se
mantiene como un integrante cromosdmico 0 como un vector extracromosOmico autorreplicante como se ha descrito
anteriormente. El término "célula huésped" abarca cualquier descendiente de una célula madre que no es idéntico a la
célula madre debido a mutaciones que ocurren durante la replicacién. La elecciéon de una célula huésped dependera en
gran medida del gen que codifica el polipéptido y su fuente.

[0095] La célula huésped puede ser un microorganismo unicelular, por ejemplo, un procariota, 0 un microorganismo no
unicelular, por ejemplo, un eucariota.

[0096] Microorganismos unicelulares Utiles son células bacterianas tales como bacterias gram positivas que incluyen,
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pero no se limitan a, una célula de Bacillus, por ejemplo, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis,
Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis; o una célula de Streptomyces,
por ejemplo, Streptomyces lividans y Streptomyces murinus, o bacterias gram negativas tales como E. coli y
Pseudomonas sp. En un aspecto preferido, la célula huésped bacteriana es una célula de Bacillus lentus, Bacillus
licheniformis, Bacillus stearothermophilus o Bacillus subtilis. En otro aspecto preferido, la célula de Bacillus es un
Bacillus alcaldfilo.

[0097] La introduccion de un vector en una célula huésped bacteriana puede, por ejemplo, ser efectuado mediante
transformacion de protoplastos (ver, por ejemplo, Chang and Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115),
uso de células competentes (ver, por ejemplo, Young and Spizizen, 1961, Journal of Bacteriology 81: 823-829, o
Dubnau and Davidoff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221), electroporacion (ver, por ejemplo,
Shigekawa and Dower, 1988 Biotechniques 6: 742-751) o conjugacién (ver, por ejemplo, Koehler and Thorne, 1987,
Journal of Bacteriology 169: 5771- 5278).

[0098] La célula huésped también puede ser un eucariota, tal como una célula de mamifero, de insecto, de planta o
fangica.

[0099] En un aspecto preferido, la célula huésped es una célula fungica. "Hongos" como se utiliza en este caso incluye
los fila Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y zygomycota (tal y como es definido por Hawkswort et al., In,
Ainswort and Bisby's Dictionary of the Fungi, 82 edicion, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, Reino
Unido) asi como los Oomycota (tal y como se cita en Hawkswort et al., 1995, supra, pagina 171) y todos hongos
mitosporicos (Hawkswort et al., 1995, supra).

[0100] En un aspecto mas preferido, la célula huésped fungica es una célula de levadura. "Levadura" tal y como se
utiliza en este caso incluye levadura ascoesporégena (Endomycetales), levadura basidioesporogénea y levadura de los
Fungi Imperfecti (Blastomicetos). Debido a que la clasificacion de levaduras puede cambiar en el futuro, para fines de
esta invencion, la levadura se definira como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Passmore,
S.M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 9,1980).

[0101] En un aspecto incluso mas preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Candida, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia.

[0102] En un aspecto més preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Saccharomyces carlsbergensis,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces kluyveri,
Saccharomyces norbensis o Saccharomyces oviformis. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped de levadura es
una célula de Kluyveromyces lactis. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped de levadura es una célula de
Yarrowia lipolytica.

[0103] En otro aspecto méas preferido, la célula huésped fingica es una célula flngica filamentosa. "Fungica
filamentosa" incluye todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (tal y como es definido por
Hawkswort et al., 1995, supra). Los hongos filamentosos estan generalmente caracterizados por una pared micelial
compuesta por quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. El crecimiento vegetativo
es mediante alargamiento hifal y el catabolismo de carbono es estrictamente aerdbico. En cambio, el crecimiento
vegetativo por levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae es mediante injerto de un talo unicelular y el
catabolismo de carbono puede ser fermentativo.

[0104] En un aspecto incluso mas preferido, la célula huésped flungica filamentosa es una célula de Acremonium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium,
Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolipocladium,
Trametes, o Trichoderma.

[0105] En un aspecto més preferido, la célula huésped flngica filamentosa es una célula de Aspergillus awamori,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus
oryzae. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Fusarium bactridioides,
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum,
Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium
trichothecioides o Fusarium venenatum. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped flngica filamentosa es una
célula de Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis
gilvescens, Ceriporiopsis pannocinta, Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora,
Coprinus cinereus, Coriolus hirsutus, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora
thermophila, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus
eryngii, Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride.
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[0106] Las células fungicas se pueden transformar por un proceso que implica la formacion de protoplastos, la
transformacion de los protoplastos y la regeneracién de la pared celular de una manera conocida per se. Los
procedimientos adecuados para la transformacion de células huésped de Aspergillus y Trichoderma son descritos en EP
238 023 y Yelton et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81: 1470-1474. Los métodos
Adecuados para transformar especies de Fusarium son descritas por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156, y WO
96/00787. La levadura se puede transformar utilizando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson,
J.N. y Simon, M.l., editores, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, volumen 194,
pags 182-187, Academic Press, Inc., Nueva York; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; y Hinnen et al.,
1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1920.

Métodos de produccion

[0107] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion, que
comprenden (a) cultivar una célula, que en su forma tipo salvaje es capaz de producir el polipéptido, bajo condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido. Preferiblemente, la célula es del género
Aspergillus, y més preferiblemente Aspergillus fumigatus.

[0108] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion, que
comprenden (a) cultivar una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccion del polipéptido; y (b)
recuperar el polipéptido.

[0109] En los métodos de produccion de la presente invencion, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado
para la produccion del polipéptido usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar
mediante cultivo en matraz de agitacion, y fermentacion a pequefia escala o a gran escala (incluyendo fermentacion
continua, por lote, lote alimentado o de estado soélido) en laboratorio o fermentadores industriales realizadas en un
medio adecuado y bajo condiciones que permitan al polipéptido ser expresado y/o aislado. El cultivo tiene lugar en un
medio nutritivo adecuado que comprende fuentes de nitrégeno y carbono y sales inorgénicas, usando procedimientos
conocidos en la técnica. Los medios adecuados estan disponibles en proveedores comerciales o se pueden preparar
segun composiciones publicadas (por ejemplo, en los catadlogos de la American Type Culture Collection). Si el
polipéptido se segrega en el medio nutritivo, el polipéptido puede ser recuperado directamente del medio. Si el
polipéptido no es segregado, puede ser recuperado de lisados celulares.

[0110] Los polipéptidos se pueden detectar usando métodos conocidos en la técnica que son especificos para los
polipéptidos. Estos métodos de deteccion pueden incluir el uso de anticuerpos especificos, la formacion de un producto
enzimatico o la desaparicion de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, un ensayo enzimatico se puede utilizar para
determinar la actividad del polipéptido tal y como se describe en este documento.

[0111] EI polipéptido resultante se puede recuperar usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido
se puede recuperar del medio nutritivo por procedimientos convencionales que incluyen, pero que no se limitan a,
centrifugado, filtracion, extraccion, secado por pulverizacion, evaporacion o precipitacion.

[0112] Los polipéptidos de la presente invencion pueden ser purificados por una variedad de procedimientos conocida
en la técnica que incluyen, pero que no se limitan a, cromatografia (por ejemplo, intercambio i6nico, afinidad,
hidrofébica, cromatoenfoque y exclusién de tamafio), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque
preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacion de sulfato amoénico), SDS-PAGE o extraccién (ver, por
ejemplo, Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Riden, editores, VCH Publishers, Nueva York, 1989).

Composiciones

[0113] Se describen también en este documento composiciones que comprenden un polipéptido de la presente
invencion.

Las composiciones pueden ser enriquecidas con dicho polipéptido. El término "enriquecido” indica que la actividad de
alfa-glucosidasa de la composicion ha sido aumentada, por ejemplo, con un factor de enriquecimiento de 1,1.

[0114] La composicién puede comprender un polipéptido de la presente invencidbn como componente enzimético
principal, por ejemplo, una composicibn monocomponente. Alternativamente, la composicién puede comprender
multiples actividades enzimaticas, tales como aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa,
celulasa, quitinasa, cutinasa, ciclodextrina glucosiltransferasa, desoxirribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa,
oxidasa, enzima pectinolitica, peptidoglutaminasa, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima proteolitica,
ribonucleasa, transglutaminasa o xilanasa. La(s) enzima(s) adicional(es) puede(n) ser producida(s), por ejemplo, por un
microorganismo del género Aspergillus, preferiblemente Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae;
Fusarium, preferiblemente Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum,
Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum,
Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sulphureum,
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Fusarium toruloseum, Fusarium trichothecioides o Fusarium venenatum; Humicola, preferiblemente Humicola insolens o
Humicola lanuginosa; o Trichoderma, preferiblemente Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei, o Trichoderma viride.

[0115] Las composiciones de polipéptido pueden ser preparadas conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden
ser en forma de composicion liquida o seca. Por ejemplo, la composicion de polipéptido puede estar en forma de un
granulado o un microgranulado. El polipéptido que va a ser incluido en la composicién se puede estabilizar conforme a
métodos conocidos en la técnica.

[0116] Se dan mas adelante ejemplos de usos preferidos de las composiciones del polipéptido de la invencion. La
dosificacién de la composicion de polipéptido de la invencién y otras condiciones bajo las cuales la composicion se usa
pueden ser determinadas basandose en métodos conocidos en la técnica.

Usos
[0117] En este documento se describen también métodos para usar los polipéptidos con actividad de alfa-glucosidasa.

[0118] Los polipéptidos de la presente invencion se pueden usar en la produccién de alcohol a partir de granos de cereal
segun DE 2944483.

[0119] Los polipéptidos de la presente invencion también se pueden usar para producir bebidas fermentadas de malta,
por ejemplo, cerveza (baja en calorias), segun WO 2002/55652 (solicitud de patente estadounidense 20040101591
publicada). Bebidas fermentadas de malta con sabor reforzado e intensidad que llena la boca se pueden producir
afiadiendo un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa antes del tratamiento térmico en un proceso de produccion
de mosto en el curso de la fabricacion de bebidas fermentadas de malta. Se pueden fabricar cervezas bajas en calorias
en las cuales un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se afiade en el proceso de fermentacion en la elaboracion
de cerveza. Se puede reducir la produccion de &cido acético afiadiendo un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa
en el proceso de fermentacion en la elaboracion de cerveza por alta gravedad.

[0120] En la fabricacion de cervezas, el almidon derivado de ingredientes que incluyen malta es hidrolizado por
hidrolasas (por ejemplo, alfa-amilasa, beta-amilasa) y azlcares fermentables tales como glucosa, maltosa y maltotriosa,
que una levadura de cerveza puede metabolizar, se producen oligosacaridos méas grandes que maltotetraosa y dextrina.
Los azlcares fermentables son luego metabolizados por la levadura de cerveza (u otra levadura) y convertidos en
distintos componentes de la cerveza tales como el alcohol. Los oligosacéridos mas grandes que maltotetraosa y
dextrina pueden permanecer en la cerveza sin estar metabolizados y pueden participar en el sabor envolvente y la
intensidad en la boca de las bebidas.

[0121] Se describen métodos para producir una bebida fermentada de malta, donde un polipéptido con actividad de alfa-
glucosidasa de la presente invencion se afiade antes del tratamiento térmico del mosto en un proceso de produccion de
mosto para la fabricacion de una bebida fermentada de malta. La cantidad del polipéptido con actividad de alfa-
glucosidasa usado es 50-400 ppm por cantidad de malta. El polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se afiade
simultaneamente con la malta molida. El polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se afiade a la masa antes del
tratamiento térmico en el proceso de produccion de mosto. El polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se afiade en
el proceso de malteado. Solo la malta se usa como ingrediente. La malta y sus complementos se usan como
ingredientes de azUcar.

[0122] EI método se refiere a la produccion de una cerveza, donde un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa de la
presente invencién se afiade al proceso de fermentacién en la elaboracion de la cerveza. La cerveza es una cerveza
baja en calorias o cerveza light. La adicion del polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa reduce la produccion de
acido acético. La concentracion de extracto original de mosto esté por encima del 10 y no mayor que el 30 % en peso.
La cantidad de polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa usado es 50-400 ppm por cantidad de malta.

Péptido sefal

[0123] Se describen constructos de acidos nucleicos que comprenden un gen que codifica una proteina operativamente
enlazado a una secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 1 a 57 de la SEC ID n° 5 que codifica un
péptido sefal que consiste en los aminoacidos 1 a 19 de la SEC ID n° 6, donde el gen es extranjero a la secuencia de
nucledtidos.

[0124] Se describen también vectores de expresion y células huésped recombinantes que comprenden tales constructos
de 4cidos nucleicos.

[0125] La presente invencidon es ademas descrita por los siguientes ejemplos que no deberian interpretarse como
limitacién del alcance de la invencion.

Ejemplos
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Materiales

[0126] Los productos quimicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad
reactiva.

Cepas

[0127] La cepa BECh2 de Aspergillus oryzae (4alp, Aamy, CPA-, KA, 4nal) fue usada para la expresion de las alfa-
glucosidasas de Aspergillus fumigatus.
PaHa34 de Aspergillus fumigatus fue usada como fuente de alfa-glucosidasas.

Medios
[0128] El medio de dextrosa de patata estaba compuesta de 24 gramos de caldo de dextrosa de patata por litro.

[0129] Las placas de COVE estaban compuestas de 342,3 g de sacarosa, 20 ml de solucion salina de COVE, 10 ml de
acetamida 1 M, 10 ml de CsCIZ 1,5 My 25 g de agar noble por litro.

[0130] La solucion salina de COVE estaba compuesta de 26 g de KCI, 26 g de MgSO,4 -7H; O, 76 g de KH, PO4 y 50 ml
de solucién de metales traza de COVE por litro.

[0131] La solucién de metales traza de COVE estaba compuesta de 0,04 g de Naz B4 O7 -10H; O, 0,4 g de CuSO, -5H;
0, 1,2 gde FeSO,4 -7H2 O, 0,7 g de MnSO4 -H, O, 0,8 g de Na2 MoO, -2H, Oy 10 g de ZnSO, -7H, O por litro.

[0132] El medio MY25 estaba compuesto de 25 g de maltodextrina, 2 g de MgSO4 -7H, O, 10 g de KH; POy, 2 g de
acido citrico, 2 g de Kz SO4, 2 g de urea, 10 g de extracto de levadura y 1,5 ml solucion de metales traza AMG,
ajustados a pH 6 por litro.

[0133] La solucién de metales traza AMG estaba compuesta de 14,3 g de ZnSQ4 -7H, O, 2,5 g de CuSO,4 -5H2 O, 0,59
de NiCl, -6H; O, 13,8 g de FeSO, .7H, O, 8,5 g de MnSO, -H, O y 3 g de &cido citrico por litro.

[0134] El medio LB estaba compuesto de 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NacCl por litro.

[0135] El medio 2X YT estaba compuesto de 16 g de triptona, 10 g de extracto de levaduray 5 g de NaCl. Las placas de
2X YT estaban compuestas de 16 g de triptona, 10 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 15 g de agar noble por litro.

[0136] El medio SOC estaba compuesto de 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 2 ml de NaCl 5M y 2,5 ml de
KCI 1M por litro.

[0137] El tampdn TAE estaba compuesto por Tris base 40 mM, acetato sddico 20 mM y de EDTA disédico 1 mM y pH
7,2.

Ejemplo 1: identificacion de genes de alfa-glucosidasa en la secuencia gendémica de Aspergillus fumigatus

[0138] Un busqueda tfasty (Pearson, W.R.., 1999, en Bioinformatics Methods and Protocols, S. Misener y S. A. Krawetz,
ed., pags. 185-219) de la secuencia parcial del genoma de Aspergillus fumigatus (The Institute for Genomic Research,
Rockville, MD) se efectué usando como query una secuencia de proteinas de alfa-glucosidasa de Aspergillus nidulans
(N° de acceso Q9UV08).

Varios genes fueron identificados como homologos putativos basados en la similitud a la secuencia de la query al nivel
de los aminoacidos.

Se identificaron tres regiones gendmicas de aproximadamente 3000 pares de bases con 34,9, 51,4 y 77,5% de
identidad con la secuencia de la query al nivel de los aminoacidos.

Ejemplo 2: Extraccién de ADN gendmico de Aspergillus fumigatus

[0139] EI Aspergillus fumigatus fue crecido en 250 ml de medio de dextrosa de patata en un matraz de agitacion
disipado a 37°C y 240 r.p.m. Los micelios fueron cosechados por filtracion, lavados dos veces en TE (Tris 10 mM, EDTA
1 mM) y congelados en nitrégeno liquido. Los micelios congelados fueron molidos mediante mortero, a un polvo fino,
que fue resuspendido en tampdn pH 8,0 que contiene Tris 10 mM, EDTA 100 mM, Triton X-100 del 1%, guanidina-HCI
0,5 M y NaCl 200 mM. La ribonucleasa pancreatica sin ADNsa fue afiadida con una concentracién de 20 mg/litro y el
lisado fue incubado a 37°C durante 30 minutos. Los restos celulares fueron retirados por centrifugado, y el ADN fue
aislado usando Qiagen Maxi 500 columnas (QIAGEN Inc., Valencia, CA). Las columnas fueron equilibradas en 10 ml de
QBT, lavadas con 30 ml de QC y eluidas con 15 ml de QF (todos tampones eran de QIAGEN Inc., Valencia, CA). El
ADN fue precipitado en isopropanol, lavado en etanol del 70% y recuperado mediante centrifugado. EI ADN fue
resuspendido en tampdn TE.
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Ejemplo 3: construccion del vector de expresion pAlLol

[0140] El vector de expresion pAlLol fue construido modificando pBANe6 (US Patent n° 6,461,837), que comprende un
hibrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de
Aspergillus oryzae (promotor NA2-tpi), la secuencia terminadora de amiloglucosidasa de Aspergillus niger (terminador
AMG) y el gen de acetamidasa de Aspergillus nidulans (amdS). Todos los pasos de la mutagénesis fueron verificados
mediante secuenciacion usando la quimica de terminador Big-Dye™ como se describe.

La modificacién de pBANe6 fue realizada primero eliminando tres sitios de restriccion de Nco | en las posiciones de los
pares de bases 2051, 2722 y 3397 del marcador de seleccion amdS mediante mutagénesis dirigida. Todos los cambios
fueron disefiados para ser "silenciosos" dejando la secuencia de proteina real del producto génico de amdS sin
cambios. La eliminacion de estos tres sitios fue realizada simultdneamente con un equipo de mutagénesis dirigida in
vitro de GeneEditor™ (Promega, Madison, WI) segun las instrucciones del fabricante usando los siguientes cebadores
(el nucledtido subrayado representa la base cambiada):

AMDS3NcoMut (2050): 5'-GTGCCCCATGATACGCCTCCGG-3' (SEC ID n° 7)
AMDS2NcoMut (2721): 5'-GAGTCGTATTTCCAAGGCTCCTGACC-3' (SEC ID n° 8)
AMDS1NcoMut (3396): 5'-GGAGGCCATGAAGTGGACCAACGG-3' (SEC ID n° 9)

[0141] Un plasmido que comprende los tres cambios previstos de secuencia fue luego sometido a mutagénesis dirigida,
usando un kit de mutagénesis dirigida de QuickChange™ (Stratagene, La Jolla, CA), para eliminar el sitio de restriccion
Nco | al final del terminador AMG en la posicion 1643.

Los siguientes cebadores (el nucledtido subrayado representa la base cambiada) fueron usados para la mutagénesis:

El cebador superior para mutagenizar la secuencia terminadora AMG:
5'-CACCGTGAAAGCCATGCTCTTTCCTTCGTGTAGAAGACCAGACAG-3' (SEC ID n° 10)
El cebador inferior para mutagenizar la secuencia terminadora AMG:
5-CTGGTCTTCTACACGAAGGAAAGAGCATGGCTTTCACGGTGTCTG-3' (SEC ID n° 11)

[0142] El dltimo paso en la modificacién de pBANe6 fue la adicion de un sitio de restriccion Nco | nuevo al principio del
poliligador usando un kit de mutagénesis dirigida de QuickChange™ vy los siguientes cebadores (los nucleétidos
subrayados representan las bases cambiadas) para producir pAlLol (Figura 4).

El cebador superior para mutagenizar el promotor NA2-tpi:

5-CTATATACACAACTGGATTTACCATGGGCCCGCGGCCGCAGATC-3' (SEC ID n° 12)
Cebador inferior para mutagenizar el promotor NA2-tpi:
5'-GATCTGCGGCCGCGGGCCCATGGTAAATCCAGTTGTGTATATAG-3' (SEC ID n° 13)
Ejemplo 4: construccion del vector de expresion pBM120a

[0143] El plasmido pBM120a fue construido para obtener un plasmido con el doble promotor NA2 (NA2- NA2-tpi) para
conducir la expresion génica en las especies de Aspergillus, y con el gen de resistencia de ampicilina para la seleccion
en E.coli.

[0144] Los cebadores fueron disefiados para amplificar por PCR el promotor doble NA2 de pJaL721 (WO 03/008575).
Los sitios enzimaticos de restriccion Sal | y Nco | (subrayados) fueron afiadidos para clonar el promotor doble en el
plasmido de expresion de Aspergillus pAlLol.

5-GTCGACATGGTGTTTTGATCATTTTA-3' (SEC ID n° 14)
5'-CCATGGCCAGTTGTGTATATAGAGGA-3' (SEC ID n° 15)

[0145] El fragmento de interés fue amplificado por PCR usando el Expand High Fidelity PCR System (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania). La reaccion de amplificacion de PCR contenia un 1 pl de 0,09 pg de pJaL721 por pl,
1 pl de cada uno de los cebadores (50 pmol/pl), 5 pl de tampén de PCR 10X con MgCI2 15 mM, 1 pl de mezcla de
dNTP (10 mM cada uno), 37,25 pl de agua y 0,75 pl (3,5U/ul) de mezcla de ADN polimerasa. Un termociclador
Mastercycler de Eppendorf (Hamburgo, Alemania) se us6 para amplificar el fragmento con los siguientes ajustes: 1 ciclo
a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante
1,25 minutos; 15 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1,25 minutos
mas una prolongacion de 5 segundos en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C.
Diez microlitros de esta reaccion de PCR fueron mezclados con 1 pl de tinte de carga de ADN 10X (glicerol del 25%,
Tris 10 mM y pH 7,0, EDTA 10 mM, bromofenol azul del 0,025%, xileno cianol del 0,025%) y corren en un gel de
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agarosa del 1,0% (p/v) usando Tris base 40 mM, acetato de sodio 20 mM y tampén EDTA disédico (TAE) 1 mM. El par
de bases 1128 producto de PCR de fue observado con luz UV en un sistema de visualizacion de gel Nucleotech
(Nucleotech, San Mateo, CA). El producto de PCR fue directamente ligado en pPC2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA)
segun las instrucciones del fabricante. Un volumen de 1 ul de producto PCR limpio, 3 pl de agua destilada doble y 1 pl
del vector de clonacién TOPO fueron mezclado con una pipeta e incubados en la parte superior del banco durante 5
minutos.

[0146] Después de la incubacion, 2 ul de la mezcla fueron usados para transformar células OneShot competentes de E.
coli (Invitrogen, Carlsbad, CA). Un volumen de 2 pl de la mezcla de ligado fue afiadido a las células de E. coli e
incubado en el hielo durante 5 minutos. Posteriormente, las células fueron tratadas con calor durante 30 segundos a
42°C y luego colocadas en hielo durante 2 minutos. Un volumen de 250 pl de medio SOC se afiadié a estas células y la
mezcla fue incubada durante 1 hora a 37°C y 250 r.p.m. Después de la incubacion las colonias fueron esparcidas en
placas 2X YT suplementadas con 100 pg de ampicilina por ml e incubadas a 37°C durante toda la noche para la
seleccion del plasmido. Ocho colonias que crecieron en las placas fueron escogidas con un palillo esterilizado y crecidas
durante toda la noche a 37°C y 250 r.p.m. en un tubo Falcon de 15 ml que contiene 3 ml de medio LB suplementado con
100 pg de ampicilina por ml. Los plasmidos fueron aislados utilizando un BioRobot 9600 (QIAGEN Inc., Valencia, CA).

[0147] Volimenes de cuatro pl de las minipreps del plasmido resultante fueron digeridos con Eco RI. Las reacciones de
digestion fueron analizadas por cromatografia en gel de agarosa y andlisis UV tal y como se ha descrito anteriormente
para la reaccion por PCR. Los pldsmidos aislados que contenian un inserto fueron secuenciados usando 1 pl de plantilla
de plasmido, 1,6 ng de cebador M13 (directo o inverso) (MWG Biotech; High Point; NC) y agua a 6 pl. La secuenciacién
del ADN fue realizada con un secuenciador XL modelo 377 de Applied Biosystems usando quimica de colorante-
terminador. El pldsmido resultante fue denominado pBM121b (figura 5).

[0148] Un 5 volumen de pl de pBM121b fue digerido con Sal | y Nco |. Las reacciones de digestion fueron analizadas
por electroforesis en gel de agarosa como se ha descrito anteriormente, y ligadas al vector pAlLol, que habia sido
previamente dividido con Sal I y Nco I. El plasmido de expresién resultante fue denominado pBM120a (figura 6).

Ejemplo 5: Clonacion de un gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agll

[0149] Dos cebadores de oligonucleétidos sintéticos mostrados a continuacion fueron disefiados para amplificar por
PCR un gen de Aspergillus fumigatus denominado agll que codifica un gen de alfa-glucosidasa del ADN gendmico
preparado en el ejemplo 2.

Cebador directo: 5-TACACAACTGGCCATGTTGAGATCGCTGC-3' (SEC ID n° 16)

Cebador inverso: 5'-GTCACCTCTAGTTAATTAACTAGCTGAGGTCAATCTCGG-3' (SEC ID n° 17)

Las letras en negrita representan la secuencia codificante. La secuencia restante fue afiadida para sitios de clonacion.

[0150] EI fragmento de interés fue amplificado por PCR usando el Expand High Fidelity PCR System. Cincuenta
picomoles de cada uno de los cebadores anteriores que contenian 200 ng de ADN genémico de Aspergillus fumigatus
fueron usados en una reaccion de PCR. La mezcla de la reaccion de amplificacion de PCR también contenia tampoén
PCR 1X con MgCI2 1,5 mM, 1 pl de mezcla de dNTP (10 mM cada uno) y 0,75 pl (3,5 U/ul) de mezcla de ADN
polimerasa (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un volumen final de 50 pl. Un termociclador Mastercycler de
Eppendorf fue usado para amplificar el fragmento con los siguientes ajustes: 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos
cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30 segundos, 72°C durante 2 minutos y 5 segundos; 15 ciclos
cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos y 5 segundos mas una
prolongacién de 5 segundos en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C.

[0151] Los productos de la reaccién fueron aislados en gel de agarosa del 1,0% usando tampén TAE y una banda de
aproximadamente 3,0 kb de producto fue cortada del gel y purificada utilizando un kit de extraccion de gel QIAquick
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante.

[0152] El fragmento fue luego clonado en pBM120a utilizando un kit de clonacién InFusion (BD Biosciences, Palo Alto,
CA). El vector fue digerido con Nco |y Pac I. Tanto el vector digerido como el fragmento de PCR fueron purificados por
electroforesis en gel y extraccion de gel QIAquick tal y como se ha descrito anteriormente. El fragmento de gen y vector
digerido fueron ligados en una reaccién que daba como resultado el plasmido de expresion pSMO216mu en el cual la
transcripcion del gen de alfa-glucosidasa estaba bajo el control del promotor NA2-tpi en tandem. La reaccién de ligado
(20 pl) fue compuesta por tampo6n de InFusion 1X (BD Biosciences, Palo Alto, CA), BSA 1X (BD Biosciences, Palo Alto,
CA), 1 ul de enzima de infusion (diluida 1:10) (BD Biosciences, Palo Alto, CA), 40 ng de pBM120a digerido con Pac | y
Nco | y 25 ng del producto de PCR purificado por alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus. La reaccion fue incubada a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Dos pl de la reaccion fueron usados para transformar células OneShot
competentes de E. coli (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Un transformante de E. coli que contiene
pSMO216mu fue detectado por digestion de restriccién y el ADN del plasmido se preparé utilizando un BioRobot 9600.

Ejemplo 6: caracterizacion de la secuencia genomica de Aspergillus fumigatus que codifica un gen de una alfa-
glucosidasa agll
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[0153] La secuenciacion del ADN del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agll de pSMO216mu fue
realizada con un secuenciador de ADN automatizado Perkin-Elmer modelo 377 XL de Applied Biosystems (Perkin-
Elmer/Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando quimica de colorante-terminador (Giesecke et al., 1992, Journal
of Virology Methods 38: 47-60) y la estrategia de paseo del cebador. Los datos de la secuencia de nucleétidos fueron
escrutados para mayor calidad y todas las secuencias fueron comparadas entre si con ayuda del software
PHRED/PHRAP (universidad de Washington, Seattle, WA).

[0154] El andlisis de secuencias de pSMO216mu revelé un cambio de 1 par de bases respecto de la secuencia
predicha. La traduccién de la secuencia de ADN a proteinas resulté en 1 cambio de aminoacido en la posicién 367. La
mutagénesis dirigida fue usada para cambiar el aminoacido de nuevo a la secuencia predicha.

Ejemplo 7: mutagénesis dirigida del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agll

[0155] Para cambiar la mutacién del aminoacido en la posiciéon 367, se disefiaron los cebadores de oligonucleétidos
sintéticos mostrados a continuacion para amplificar por PCR el gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agll
usando un equipo de mutagénesis dirigida de QuikChange (Stratagene, La Jolla, CA)
5-GCATGGAGCAGGGCATCTTCCTGCAGACTC-3' (SEC ID n° 18)
5-GAGTCTGCAGGAAGATGCCCTGCTCCATGC-3' (SEC ID n° 19)

[0156] Cien nanogramos de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reaccién PCR que contenia 10
ng de pSMO216mu, tampdén de reacciébn de QuikChange 1X (Stratagene, La Jolla, CA), 3 pl de QuikSolution
(Stratagene, La Jolla, CA), 1 ul de mezcla de dATP, dTTP dGTP y dCTP 10 mM y 1 pl de 2,5 U/ul enzima Ultra Pfu
(Stratagene, La Jolla, CA), en un volumen final de 50 pl. Un termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado con los
siguientes ajustes: un ciclo a 95°C durante 1 minuto; 30 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1
minuto y 65°C durante 14 minutos. El bloqueo de calor luego pasé a un ciclo de remojo a 10°C. Un microlitro de Dpn |
fue directamente afiadido a la reaccion de amplificacion e incubado a 37°C durante 1 hora. Un volumen de 2 pl de la
reaccion de digestion de Dpn | fue usado para transformar células ultracompetentes de E. coli XL10-Gold (Stratagene,
La Jolla, CA). Un transformante de E. coli que contiene el plasmido pSM0O216 fue detectado por digestion de restriccién
y el ADN del plasmido fue preparado utilizando un BioRobot 9600. El andlisis de secuencias verifico los cambios de
pares de bases dando como resultado el plasmido pSMO216 (Figura 7).

[0157] Las células ultracompetentes de E. coli XL10-Gold que contienen pSMO216 fueron depositadas con la coleccion
de Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street,
Peoria, lllinois, 61604, como NRRL B-30751, con fecha de depésito del 17 de junio de 2004.

[0158] Modelos génicos para las secuencias fueron construidas basandose en el resultado de tfasty y el alineamiento
con genes homologos de Aspergillus oryzae. La secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 1) y la secuencia de aminoacidos
deducida (SEC ID n° 2) se muestran en la figura 1. El fragmento gendémico codifica un polipéptido de 881 aminoécidos,
interrumpido por 6 intrones de 49 pares de bases (nucleédtidos 211 a 260), 52 pares de bases (nucledtidos 820 a 872),
54 pares de bases (nucledtidos 1063 a 1117), 51 pares de bases (nuclettidos 1135 a 1186), 49 pares de bases
(nucleodtidos 1592 a 1643) y 51 pares de bases (nuclettidos 1702 a 1753). El contenido G+C% del gen agll es 57,4%.
Usando el programa de software SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6), se predijo un péptido sefial
de 14 residuos. La proteina madura predicha contiene 867 aminoacidos con una masa molecular de 98,8 kDa.

[0159] Un alineamiento comparativo de secuencias de alfa-glucosidasa fue determinado utilizando el método Clustal W
(Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) utilizando el Software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison,
WI) con una tabla de identidad y los siguientes parametros de alineamiento mdltiple: penalizacion de gap de 10 y
penalizacion de longitud de gap de 10. Los parametros de alineamiento por parejas eran Ktuple=1, penalizacion de
gap=3, ventanas=5 y diagonales=5. El alineamiento mostré6 que la secuencia de aminoacidos deducida de la alfa-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus (Agll) comparte un 67% de identidad con la secuencia de aminoacidos deducida
de la alfa-glucosidasa de Aspergillus nidulans (EMBL AB057788).

Ejemplo 8: expresion del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agll en Aspergillus oryzae BECh2

[0160] Se prepararon protoplastos de Aspergillus oryzae BECh2 segin el método de Christensen et al., 1988,
Bio/Technology 6: 1419-1422. Se usaron un total de 5 pg de pSM0O216 para transformar Aspergillus oryzae BECh2.

[0161] La transformacion de Aspergillus oryzae BECh2 con pSMO216 produjo 20 transformantes. Los 20 transformantes
fueron transferidos a placas de COVE individuales. Se recogieron esporas de los 20 transformantes en 4 ml de 0,01%
Tween 20 y 200 pl de la suspension de esporas fueron inoculados separadamente en 25 ml de medio MY25 en
matraces de agitacion de plastico de 125 ml e incubados a 34°C y 250 r.p.m. Tres y cinco dias después de la
inoculacion, los sobrenadantes de cultivo fueron ensayados para actividad de alfa-glucosidasa como se describe méas
adelante.

[0162] Los sobrenadantes de cultivo de 100 pl fueron diluidos en tampdén de acetato sédico 0,1 M y pH 4,3. Un estandar
de AMG obtenido de Novozymes A/S, Bagsveerd, Dinamarca, fue diluido usando pasos dobles partiendo con una
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concentracion de 0,033 AGU/ml y finalizando con una concentracion 0,0042 AGU/ml en tampon de acetato sédico 0,1 M
y pH 4,3. Cien microlitros de una solucion de maltosa de 20 mg/ml fueron afiadidos a cada pocillo y luego incubados a
25°C durante 180 minutos. Tras completar el paso de incubacién, se afiadieron 200 pl de una soluciéon de NaOH 0,06 N
a cada pocillo para extinguir la reaccién. Un total de 30 pl de la reaccion extinguida fueron transferidos de cada pocillo y
colocados en una nueva placa de 96 pocillos seguido de la adicién de 200 ul de reactivo de glucosa liquido (oxidasa)
(Pointe Scientific, Inc, Lincoln Park, Michigan, EE.UU) a cada pocillo e incubados a temperatura ambiente durante 18
minutos. Tras completar la incubacién, se midié la absorbancia a 505 nm de la placa de 96 pocillos usando un Spectra
Max 349 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las concentraciones de las muestras fueron determinadas por
extrapolacion de la curva estandar generada. El contenido de glucosa presente en el medio fue normalizado midiendo
independientemente la glucosa en el caldo de muestra mediante Reactivo de Glucosa Liquida sin afiadir maltosa. La
absorbancia fue sustraida del valor de los reactivos donde se afiadio el sustrato de maltosa.

[0163] Los resultados de los ensayos demostraron que cerca de la mitad de los transformantes expresaron actividad de
alfa-glucosidasa. Un transformante designado SMO17 de Aspergillus oryzae fue cultivado como se ha descrito
anteriormente en medio MY25 para suministrar enzima para purificacion y caracterizacion.

Ejemplo 9: clonacién de un gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2

[0164] Dos cebadores de oligonucle6tidos sintéticos mostrados a continuacion fueron disefiados para amplificar por
PCR un gen de Aspergillus fumigatus denominado agl2 que codifica una alfa-glucosidasa del ADN gendmico preparado
en el ejemplo 2.

Cebador directo: 5-ACACAACTGGCCATGGCCCGGAGCAGCTCGTC-3' (SEC ID n° 20)

Cebador inverso: 5'-AGTCACCTCTAGTTAATTAATTAGAATTCAATCTTCCATG-3' (SEC ID n° 21)

Las letras en negrita representan secuencia codificante. La secuencia restante se afiade para sitios de clonacion.

[0165] El fragmento de interés fue amplificado por PCR usando el Expand High Fidelity PCR System. Cincuenta
picomoles de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reaccion PCR que contenia 200 ng de ADN
gendmico de Aspergillus fumigatus. La mezcla de la reaccion de amplificacion de PCR también contenia tampén PCR
1X con MgClI2 1,5 mM, 1 ul de mezcla de dNTP (10 mM cada uno) y 0,75 pl (3,5U/ul) de mezcla de ADN polimerasa en
un volumen final de 50 pl. Un termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado para amplificar el fragmento con los
siguientes ajustes: 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30
segundos, 72°C durante 2 minutos y 5 segundos; 15 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30
segundos, 72°C durante 2 minutos y 5 segundos mas 5 segundos de prolongacion en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a
72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C.

[0166] Los productos de la reaccién fueron aislados en un gel de agarosa del 1,0% usando tamp6n TAE y una banda de
aproximadamente 3,0 kb de producto fue cortada del gel y purificada utilizando un kit de extraccién de gel QIAquick
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante.

[0167] EI fragmento fue luego clonado en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). El
fragmento de gen fue purificado por un kit de limpieza de PCR (QIAGEN Inc., Valencia, CA). El fragmento y el vector
pCR2.1-TOPO fueron ligados usando condiciones especificadas por el fabricante dando como resultado el plasmido
pHyGe0l11mu. Dos pl de la reaccion fueron usados para transformar células OneShot competentes de E. coli. Un
transformante de E. coli que contiene el plasmido pHyGe011mu fue detectado por digestion de restriccion y el ADN del
plasmido se prepar6 utilizando un BioRobot 9600.

Ejemplo 10: caracterizacion de la secuencia genémica de Aspergillus fumigatus que codifica un gen de alfa-glucosidasa
agl2

[0168] La secuenciacion del ADN del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 de pHyGeOllmu fue
realizada con un secuenciador de ADN automatizado Perkin-Elmer modelo 377 XL de Applied Biosystems (Perkin-
Elmer/Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando quimica de terminador-colorante (Giesecke et al., 1992, Journal
of Virology Methods 38: 47-60) y la estrategia de paseo del cebador. Los datos de la secuencia de nucleétidos fueron
escrutados para mayor calidad y todas las secuencias fueron comparadas entre si con ayuda del software
PHRED/PHRAP (universidad de Washington, Seattle, WA).

[0169] El andlisis de secuencias de pHyGeOllmu revelé 7 cambios de pares de bases respecto de la secuencia
predicha. La traduccion de la secuencia de ADN a proteinas dio como resultado 3 cambios de aminoacidos en las
posiciones 140, 530 y 941. Se us6 la mutagénesis dirigida para cambiar los tres aminoacidos de nuevo a la secuencia
predicha.

Ejemplo 11: mutagénesis dirigida del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2

[0170] Para cambiar las tres mutaciones de aminoacidos en las posiciones 140, 530 y 941, tres cebadores de
oligonucledtidos sintéticos mostrados a continuacion fueron disefiados para amplificar por PCR el gen de alfa-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 que contienen cinco cambios de pares de bases usando un equipo de
mutagénesis dirigida de QuikChange.
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5'-CGCGCAGCTCCAGACTCCAGGAAAGAAATCAC-3' (SEC ID n° 22)
5'-GTACTTGAACAAGCCGGTCCACCATTTGATTG-3' (SEC ID n° 23)
5'-GCCTGCCTGCTGGGCGTGATACTCCAAGGGTG-3' (SEC ID n° 24)

[0171] Cien nanogramos de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reaccién PCR que contenia
100 ng de pHyGe011lmu, tampdn de reaccion de QuikChange 1X, 0,75 pl de QuikSolution, 1 pl de mezcla de dATP,
dTTP dGTP y dCTP 10 mM, 1 pl de mezcla multienzimatica de QuikChange, en un volumen final de 50 pl. Un
termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado con los siguientes ajustes: un ciclo a 95°C durante 1 minuto; 30
ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 65°C durante 14 minutos. El bloqueo de calor luego
pasé a un ciclo de remojo a 10°C. Un microlitro de Dpn | fue directamente afiadido a la reaccién de amplificacion e
incubado a 37°C durante 1 hora. Un volumen de 2 pl de la reaccion de digestion de Dpn | fue usado para transformar
células ultracompetentes de E. coli XL10-Gold. Un transformante de E. coli con el plasmido pHyGe011 fue detectado por
digestion de restriccion y el ADN del plasmido se prepar6 utilizando un BioRobot 9600. El analisis de secuencias verificd
los cambios en los pares de bases dando como resultado el plasmido pHyGe011 (Figura 8).

[0172] Las E. coli XL10-Gold que contienen plasmido pHyGe011 fueron depositadas en la coleccion de Agricultural
Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street, Peoria, llinois,
61604, como NRRL B-30750, con fecha de depdsito del 10 de junio de 2004.

[0173] Modelos génicos para las secuencias fueron construidos basandose en el resultado tfasty y el alineamiento con
genes homologos de Aspergillus oryzae. La secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 3) y la secuencia de aminoacidos
deducida (SEC ID n° 4) se muestran en la Figura 2. El fragmento gendémico codifica un polipéptido de 967 aminoacidos,
interrumpido por 2 intrones de 58 (nucledtidos 85 a 142) y 54 pares de bases (nuclettidos 899 a 952). El contenido
G+C% del gen es 51,2%. Usando el programa de software SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6),
se predijo un péptido sefial de 29 residuos. La proteina madura predicha contiene 938 aminoacidos con una masa
molecular de 106,5 kDa.

[0174] Un alineamiento comparativo de secuencias de alfa-glucosidasa fue determinado utilizando el método Clustal W
(Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) utilizando el software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison,
WI) con una tabla de identidad y los siguientes parametros de alineamiento mdltiple: penalizacién de gap de 10 y
penalizaciéon de longitud de gap de 10. Los parametros de alineamiento por parejas eran Ktuple=1, penalizacion de
gap=3, ventanas=>5 y diagonales=5.

El alineamiento mostré que la secuencia de aminoacidos deducida de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus
(Agl2) comparte un 71% de identidad con las secuencias de aminoacidos deducidas de una alfa-glucosidasa putativa de
Neurospora crassa (numero de acceso SWALL Q8NIY3). Ejemplo. 12: construccion de un vector de expresion de
Aspergillus oryzae para el gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2

[0175] El gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 fue clonado en el vector de expresion pBM120a. El
fragmento de gen fue liberado de pHyGe011 por digestion con Pac | y Nco | y luego purificado por electroforesis en gel y
purificacién de gel QIAquick tal y como se ha descrito anteriormente. El vector pBM120a fue digerido con Nco | y Pac I.
El fragmento de gen y el vector digerido fueron ligados utilizando un kit de ligado rapido de ADN (Boehringer Mannheim,
Alemania) dando como resultado el plasmido de expresion pHyGe002 en el cual la transcripcion del gen de alfa-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus estaba bajo el control del promotor NA2-tpi en tandem. Cinco microlitros de la
reaccién fueron usados para transformar células competentes de E. coli XL1-Blue Subcloning-Grade (Stratagene, La
Jolla, CA). Un transformante de E. coli que contenia el plasmido pHyGe002 fue detectado por digestion de restriccion y
el ADN del plasmido se prepard utilizando un BioRobot 9600.

Ejemplo 13: expresion del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 en Aspergillus oryzae BECh2

[0176] Se prepararon protoplastos de Aspergillus oryzae BECh2 segln el método de Christensen et al., 1988, supra. Un
total de 7,3 pg de pHyGe002 se usaron para transformar Aspergillus oryzae BECh2.

[0177] La transformacién de Aspergillus oryzae BECh2 con pHyGe002 produjo 24 transformantes.

Los 24 transformantes fueron transferidos a placas de COVE individuales. Se recogieron esporas de 24 transformantes
en 4 ml de Tween 20 del 0,01% y 200 pl de la suspensién de esporas fueron inoculados separadamente en 25 ml de
medio MY25 en matraces de agitacion de plastico de 125 ml e incubados a 34°C y 250 r.p.m. Tres y cinco dias después
de la inoculacién, los sobrenadantes de cultivo fueron ensayados para actividad de alfa-glucosidasa como se describe
en el ejemplo 8.

[0178] Los resultados de los ensayos han demostrado que cerca de mitad de los transformantes expresaron actividad
de alfa-glucosidasa.

Ejemplo 14: clonacién de un gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl3

[0179] Dos cebadores de oligonucleétidos sintéticos mostrados a continuacion fueron disefiados para amplificar por
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PCR un gen de Aspergillus fumigatus denominado agl3 que codifica una alfa-glucosidasa del ADN genémico preparado
en el ejemplo 2.
Cebador directo:

5'-TACACAACTGGCCATGGCCAGCGTCCTGGGCCTCGTCGC-3' (SEC ID n° 25)
Cebador inverso:
5'-GTCACCTCTAGTTAATTAACTACCATTTCAGAATCCAGTGTCC-3' (SEC ID n° 26)

Las letras en negrita representan la secuencia codificante.
La secuencia restante fue afiadida para sitios de clonacién.

[0180] EI fragmento de interés fue amplificado por PCR utilizando el Expand High Fidelity PCR System. Cincuenta
picomoles de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reaccién PCR que contenia 200 ng de ADN
gendmico de Aspergillus fumigatus. La mezcla de reaccion de amplificacion de PCR también contenia tampon PCR 1X
con MgCI2 1,5 mM, 1 pl de mezcla dNTP (10 mM cada uno) y 0,75 pl (3.5 U/ul) mezcla de ADN polimerasa (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un volumen final de 50 pl. Un termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado
para amplificar el fragmento con los siguientes ajustes: 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos cada uno a 94°C
durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C durante 2 minutos y 30 segundos; 20 ciclos cada uno a 94°C
durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos y 30 segundos mas una prolongacion de 5
segundos en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C.

[0181] Los productos reactivos fueron aislados en un gel de agarosa del 1,0% usando tamp6n TAE y una banda de
aproximadamente 3,15 kb de producto fue cortada del gel y purificada utilizando un kit de extraccién de gel QIAquick
segun las instrucciones del fabricante.

[0182] El fragmento fue luego clonado en pBM120a utilizando un kit de clonacién de InFusion. El vector fue digerido con
Nco |y Pac I. Tanto el vector digerido como el fragmento de PCR fueron purificados por electroforesis en gel y QIAquick
extraccion de gel tal y como se ha descrito anteriormente. El fragmento de gen y vector digerido fueron ligados en una
reaccion que daba como resultado el plasmido de expresién pJSF9b (Figura 9) donde la transcripciéon del gen de alfa-
glucosidasa estaba bajo el control del promotor NA2-tpi en tandem. La reaccién de ligado (20 pl) estaba compuesta por
tampon de InFusion1X, BSA 1X (BD Biosciences, Palo Alto, CA), 1 pl de enzima de infusion (diluida 1:10), 90 ng de
pBM120a digerido con Pac | y Nco | y 84 ng del producto purificado de PCR de alfa-glucosidasa de Aspergillus
fumigatus. La reaccién fue incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos. 1,5 pl de la reaccién fueron usados
para transformar Solopac células supercompetentes de E. coli de Solopac Gold (Stratagene, La Jolla, CA) segun las
instrucciones del fabricante. Un transformante de E. coli que contiene pJSF9b fue detectado por digestion de restriccion
y el ADN del plasmido se prepar6 utilizando un BioRobot 9600.

Ejemplo 15: caracterizacion de la secuencia gendmica de Aspergillus fumigatus que codifica un gen de alfa-glucosidasa
agl3

[0183] La secuenciacién del ADN del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl3 de pJSF9b fue realizada
con un secuenciador de ADN automatizado Perkin-Elmer modelo 377 XL de Applied Biosystems (Perkin-Elmer/Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando quimica de colorante-terminador (Giesecke et al., 1992, Journal of Virology
Methods 38: 47-60) y estrategia de paseo del cebador. Datos de secuencia de nucleétidos fueron escrutados para
mayor calidad y todas las secuencias fueron comparadas entre si con ayuda del software PHRED/PHRAP (universidad
de Washington, Seattle, WA). El analisis de secuencias de pJSF9b confirmé que el clon contenia una alfa-glucosidasa.

[0184] Las E. coli XL10-Gold que contienen plasmido pJSF9b fueron depositadas en la coleccién de Agricultural
Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street, Peoria, llinois,
61604, como NRRL B-30856, con fecha de depdsito del 23 de junio de 2005.

[0185] La secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 5) y la secuencia de aminoacidos deducida (SEC ID n° 6) se muestran
en la figura 3. El fragmento gendmico codifica un polipéptido de 988 aminoacidos, interrumpido por 3 intrones de 766
pares de bases (nucleétidos 700 a 765), 61 pares de bases (nucleétidos 1174 a 1235) y 70 pares de bases (nucledtidos
1407 a 1477). El contenido G+C% del gen es 56,4%. Usando del programa de software SignalP (Nielsen et al., 1997,
supra), se predijo un péptido sefial de 19 residuos. La proteina madura predicha, contiene 969 aminoacidos con una
masa molecular de 108,6 kDa.

[0186] Un alineamiento comparativo de secuencias de alfa-glucosidasa fue determinado utilizando el método Clustal W
(Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) utilizando el software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison,
WI) con una tabla de identidad y los siguientes parametros de alineamiento mdltiple: penalizacién de gap de 10 y
penalizacion de longitud de gap de 10. Los parametros de alineamiento por parejas eran Ktuple=1, penalizacion de
gap=3, ventanas=5 y diagonales=5. El alineamiento mostré6 que la secuencia de aminoacidos deducida de la alfa-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus (Agl3) comparte un 81% identidad con las secuencias de aminoacidos deducidas
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de una alfa-glucosidasa de Aspergillus oryzae (nimero de acceso Swissprot Q12558).
Ejemplo 16: expresion del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl3 en Aspergillus oryzae BECh2

[0187] Se prepararon protoplastos Aspergillus oryzae BECh2 segun el método de Christensen et al., 1988, supra.
Un total de 7,3 pg de pJSF9b fueron usados para transformar Aspergillus oryzae BECh2.

[0188] La transformacion de Aspergillus oryzae BECh2 con pJSF9b produjo 20 transformantes. Los 20 transformantes
fueron transferidos a placas de COVE individuales. Se recogieron esporas de los transformantes en 4 ml de Tween 20
del 0,01% y 200 pl de la suspension de esporas fueron inoculados separadamente en 25 ml de medio MY25 en
matraces de agitacion de plastico de 125 ml e incubados a 34°C y 250 r.p.m. Tres y cinco dias después la inoculacion,
los sobrenadantes de cultivo fueron ensayados para actividad de alfa-glucosidasa como se describe en el ejemplo 8.

[0189] Los resultados de los ensayos demostraron que cerca de mitad de los transformantes expresaron actividad de
alfa-glucosidasa. Un transformante denominado Aspergillus oryzae SMO24 fue cultivado tal y como se ha descrito
anteriormente en medio MY25 para suministrar enzima para la purificacion y la caracterizacion

Ejemplo 17: purificacién de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll

[0190] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll expresada en Aspergillus oryzae BECH2 tal y como se
describe en el ejemplo 8 fue purificada utilizando el protocolo descrito a continuacion.

[0191] La actividad de alfa-glucosidasa fue medida usando maltosa como sustrato. La maltosa (1,1%; 375 pl) fue
incubada durante 5 minutos al bafio maria a 37°C. Se mezclé con el sustrato una alicuota de la muestra enzimética (25
pl) diluida en acetato sddico 50 mM y pH 5,0 que contiene Triton-X100 del 0,01%. La reaccion fue terminada después
de 10 minutos de incubacion afiadiendo 100 pl de Tris 1 M, disolucidn y ebullicién inmediata durante 3 minutos.

[0192] La concentracién de proteinas fue determinada usando un kit de ensayo de proteinas BCA (Pierce, Rockford, IL)
segun su "Procedimiento microplaca”.

[0193] El andlisis SDS-PAGE de muestras de fracciones y fracciones agrupadas fue realizado mezclando las muestras
con tampoén de muestra Laemmli, (Bio-Rad Hercules, CA) en una proporcion 1:1. Después de hervir durante 2 minutos,
las muestras fueron cargadas en un gel de SDS-PAGE del 8-16%, (Bio-Rad, Hercules, CA) junto con 10-15 pl del
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad, Hercules, CA). Los geles fueron corridos en
tampon de corrida Tris-Glicina-SDS 1X (Bio-Rad, Hercules, CA) a 200 V durante 1 hora. Los geles fueron luego
enjuagados 3 veces con agua durante 5 minutos cada una, y tefiidos con colorante de Coomassie de Bio-Safe (Bio-Rad
Hércules, CA) durante 1 hora seguido de decoloracién con agua durante mas de 1 hora.

[0194] Se centrifugaron cultivos en matraces de agitacion (medio MY25) a 1000 x g y se retird el sobrenadante. El
sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de vacio Stericup® de 0,22 pm (Millipore, Billerica, MA).

[0195] El sobrenadante contenia una cantidad sustancial de pigmento de color marrén. Para eliminar el pigmento, 105
ml de sobrenadante (diluido 2,5 veces con Tris pH 8,5 y 100 mM) fueron cargados en una columna de 30 X 2,5 cm que
contenia resina de Q-Sefarosa Big Beads (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) preequilibrada con Tris pH 8,5y
0,1 M. La alfa-glucosidasa fue eluida con un lavado de tampén de acetato sédico pH 4,0 y 0,1 M sin fraccionar. La
solucion de "lavado" (300 ml) fue recogida y ensayada para actividad de alfa-glucosidasa. El 59% de la actividad de alfa-
glucosidasa fue recuperado. La mayor parte del pigmento de color marrén permanecié unido a la Q-Sefarosa. El
inhibidor de serina proteasa, PMSF, fue afiadido a 0,5 mM a la solucién después del paso de lavado de acetato sddico
de la columna de Q-Sefarosa para prevenir la protedlisis potencial. Esta solucion fue concentrada y retamponada (Tris
pH 8,5y 100 mM) usando una célula de ultrafiltracion agitada de 250 ml (Amicon, Beverly, MA).

[0196] La alfa-glucosidasa del paso de la columna de Q-Sefarosa fue a continuacion cargada en una columna Mono Q
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con Tris pH 8,5 y 50 mM. La enzima fue eluida usando
un gradiente de volumen de 20 columnas de NaCl de 0 a 0,55 M en Tris pH 8,5 y 50 mM. Las fracciones de 10 ml fueron
recogidas, ensayadas para actividad de alfa-glucosidasa y agrupadas basandose en la actividad especifica y la pureza
(SDS-PAGE).

[0197] La alfa-glucosidasa del paso de la columna Mono Q paso de fue finalmente cargada sobre una columna Mono S
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con 50 mM acetato, pH 4,5. La alfa-glucosidasa fue
eluida usando un gradiente de volumen de 20 columnas de NaCl de 0 a 0,5 M en Tris pH 4,5 y 50 mM. Las fracciones
de 10 ml fueron recogidas, ensayadas para actividad de alfa-glucosidasa y agrupadas basandose en la pureza (SDS-
PAGE).

[0198] La purificacion se resume a continuacion en la tabla 1.

Tabla 1. Purificacién de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll
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Volumen (ml) |Grado de [ Recuperacion
Purificacion (%)
Sobrenadante inicial 105 1 100
Lavado de acetato en Q-Sefarosa (retirada del | 35 3,17 59
pigmento)
Cromatografia columna Mono Q 34 20,9 40
Cromatografia columna Mono S 6 27,6 29

Ejemplo 18: purificacion de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3

[0199] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 expresada en Aspergillus oryzae BECH2 tal y como se
describe en el ejemplo 16 fue purificada utilizando el protocolo descrito a continuacion.

[0200] La actividad de alfa-glucosidasa fue medida como se describe en el ejemplo 17. La concentracion de proteina fue
determinada como se describe en el ejemplo 17. El analisis SDS-PAGE fue realizado como se describe en el ejemplo
17.

[0201] Se centrifugaron cultivos en matraces de agitacion (medio MY25) a 1000 x g y se retird el sobrenadante. El
sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de vacio Stericup® de 0,22 um de Millipore.

[0202] El sobrenadante contenia una cantidad sustancial de pigmento de color marrén. Para eliminar el pigmento, 250
ml de sobrenadante (diluido 2,5 veces con Tris pH 8,5 y 100 mM) fueron cargados en una columna de 30 X 2,5 cm que
contenia resina de Q-Sefarosa Big Beads preequilibrada con Tris pH 8,5 y 0,1 M. La alfa-glucosidasa fue eluida con
lavado de tampon de acetato sodico pH 4,0 y 0,1 M sin fraccionar. La solucion de "lavado" (300 ml) fue recogida y
ensayada para actividad de alfa-glucosidasa. El 68% de la actividad de alfa-glucosidasa fue recuperado. La mayor parte
del pigmento de color marron permanecié unido a la Q-Sefarosa. El inhibidor de serina proteasa, PMSF, fue afadido a
0,5 mM a la solucion después del paso de lavado de acetato sédico de la columna de Q-Sefarosa para prevenir la
protedlisis potencial. Esta soluciéon fue concentrada y retamponada (Tris pH 8,5 y 100 mM) usando una célula de
ultrafiltracion agitada de 250 ml.

[0203] La alfa-glucosidasa del paso de la columna de Q-Sefarosa fue a continuacion cargada en una columna Mono Q
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con Tris pH 8,5 y 50 mM. La enzima fue eluida usando
un gradiente de volumen de 20 columnas de NaCl de 0 a 0,5 M en Tris pH 8,5 y 50 mM. Las fracciones de 10 ml fueron
recogidas, ensayadas para actividad de alfa-glucosidasa y agrupadas basandose en la actividad especifica y la pureza
(SDS-PAGE).

[0204] La alfa-glucosidasa del paso de la columna MonoQ fue finalmente cargada en una columna Fenil Sefarosa HR
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con (NH4 )2 SO4 1,7 M, Tris 50 mM y pH 8,5. La alfa-
glucosidasa fue eluida con un gradiente de volumen de 20 columnas de (NH4 )2 SO4 1,7 M - Tris 50 mM y pH 85 a
Tris 50 mM y pH 8,5. Las fracciones de 10 ml fueron recogidas, evaluadas para actividad de alfa-glucosidasa y
agrupado basandose en la pureza (SDS-PAGE).

[0205] La purificacion se resume a continuacion en la tabla 2.

Tabla 2. Purificacion de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3

Volumen (ml) | Grado de | Recuperacién
Purificacion (%)
Sobrenadante inicial 250 1,0 100
Lavado de acetato en Q-Sefarosa (retirada del | 75 4,1 68
pigmento)
Cromatografia columna Mono Q 61 8,2 34
Cromatografia columna Fenil Superosa 9 11,8 12
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Ejemplo 19: caracterizacion de alfa-glucosidasas de Aspergillus fumigatus

[0206] Anélisis SDS-PAGE.
Las alfa- glucosidasas de Aspergillus fumigatus Agll y Agl3 purificadas fueron analizadas mediante SDS-PAGE como
se ha descrito anteriormente. Aunque el peso molecular predicho de la alfa-glucosidasa madura Agll es 98,8 kDa, los
resultados de SDS-PAGE mostraron dos bandas de aproximadamente 40 y 60 kDa. Mientras que el peso molecular
predicho de la alfa-glucosidasa madura Agl3 es 108,6 kDa, los resultados de SDS-PAGE mostraron una banda de
aproximadamente 110 kDa.

[0207] Analisis MALDI-TOF MS. El analisis MALDI-TOF MS de las bandas de 40 y 60 kDa mostré que eran de la alfa-
glucosidasa Agll y la banda 110 kDa era de la alfa-glucosidasa Agl3 como se describe méas adelante.

[0208] Un MultiPROBE® II Liquid Handeling Robot (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA) fue usado
para realizar digestiones en gel. Las bandas de 40 y 60 kDa observadas en el Aspergillus fumigatus purificado Agll y la
banda 110 kDa de la alfa-glucosidasa Agl3 fueron cortadas del gel de SDS-PAGE. Las bandas de gel fueron reducidas
con 50 pl de DTT 10 mM en bicarbonato de amonio 100 mM y pH 8,0 durante 30 minutos. Después de la reduccion, las
piezas de gel fueron alquiladas con 50 ul de yodoacetamida 55 mM en tampén de bicarbonato de amonio 100 mM y pH
8,0 durante 20 minutos. Las piezas de gel seco se dejaron crecer en una solucion de digestion de tripsina compuesta
por 6 ng de tripsina de calidad de secuenciacion (Princeton Separations, Adelphia, NJ) por pl de tamp6n de bicarbonato
de amonio 50 mM y pH 8 durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de un digestién de 8 horas a 40°C. Cada
uno de los pasos de la reaccion descritos fue seguido por numerosos lavados y prelavados con las soluciones
apropiadas siguiendo el protocolo de estdndar del fabricante. Cincuenta pl de acetonitrilo fueron usados para
deshidratar el gel entre reacciones y las piezas de gel fueron secadas al aire entre pasos. Los péptidos fueron extraidos
dos veces con acido férmico del 1%/acetonitrilo del 2% en agua de calidad HPLC durante 30 minutos. Las soluciones de
extraccion de péptido fueron transferidas a una placa de 96 pocillos de tipo PCR con falda (ABGene, Rochester, NY)
que habia sido enfriada hasta 10-15°C y cubierta con una tapa de placa de 96 pocillos (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Boston, MA) para prevenir la evaporacion. Las placas fueron ademas almacenadas a 4°C hasta que se
pudiera realizar el andlisis de espectrometria de masas.

[0209] Las bandas de proteina de 40 y 60 kDa y la banda de 110 kDa banda fueron digeridas en gel con tripsina como
se ha descrito anteriormente. Los péptidos recuperados fueron analizados mediante el analisis de la huella peptidica de
masa para verificacion de proteinas. Un espectrometro de masas de tiempo de vuelo Maldi™-LR fue usado (Waters
Micromass® MS Technologies, Milford, MA). Se preparé acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico recristalizado lavando
cantidades de miligramo de acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma Chemical Co., St. Luis, MO) con acetonitrilo del
100% (E.M. Science, Gibbstown, NJ) y mezclando concienzudamente y centrifugando para formar un granulado en
matriz. La solucioén de acetonitrilo fue retirada y descartada. El agua de calidad HPLC (Fisher Chemical, Fairlawn, NJ,)
fue afiadida seguida de una adicién lenta de hidroxido amoénico (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) hasta que casi todo el
granulado fue disuelto. El granulado no disuelto fue descartado. Se afiadid lentamente agua con HCI concentrado
(Fisher Chemicals, Fairlawn, NJ,) la solucién matricial hasta que una gran cantidad de matriz se recristaliz6. La matriz
cristalizada fue retirada por filtracién y lavada varias veces con HCI 0,1 M y se le dej6 secar completamente. La solucion
matricial final consistia en una solucién de 10 mg/ml de &cido ciano-4-hidroxicinnamico alfa recristalizado en acetonitrilo
del 50%/TFA del 0,1 acuoso 50%. Un pl de la solucién de extraccion de péptido obtenida de la digestion de proteinas en
gel fue mezclado con 1 pl de la soluciéon matricial recristalizada y secada en el momento en una placa diana de acero
inoxidable MALDI-TOF (Waters Micromass® MS Technologies, Milford, MA). El espectrometro de masas fue operado
en modo reflectron y de i6n positivo usando un voltaje de aceleracion de +15kV, voltaje de pulso de 2535 voltios y
voltaje de reflectron de 2000 voltios. El rango de masa de adquisicion de datos fue establecido desde 640 hasta 3000
m/z. Un estandar de calibracion por masa fijada consistente en 1 pl de 200 fmols/ul de ACTH (clip de hormona
adrenocorticotropa 18- 39 PM = 2465,1989) (Sigma Chemical Co, St. Luis, MO) y 1 pl de solucién de solucidon matricial
recristalizada fue usada para el estandar interno vy fijar el pozo diana objetivo adyacente. La adquisicion de datos fue
realizada utilizando una estacion de trabajo microprocesadora controlada por Windows NT utilizando software Masslynx
4.0 de espectrometria de masas (Waters Micromass® MS Technologies, Milford, MA). Los espectros adquiridos fueron
combinados, suavizados y centrados, y se generd una lista de valores maximos de masas i6nicas de péptidos. Esta
lista de valores maximos fue buscada contra bases de datos usando el software ProteinLynx™ Global Server 2.05
(Waters Micromass® MS Technologies, Milford, MA).

[0210] Los resultados del analisis de la huella peptidica de masa indicaron que las bandas proteinicas de 40 y 60 kDa
fueron verificadas como alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll y la banda proteinica de 110 kDa fue verificadas
como alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3.

[0211] pH 6ptimo. La actividad especifica de las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Agll y Agl3 fue
medida a valores de pH diferentes en tampon acetato 50 mM/tampén fosfato 50 mM a 37°C utilizando el ensayo de
actividad anteriormente descrito.

[0212] La alfa-glucosidasa Agll tiene un pH acido éptimo de actividad a pH 4,1 como se muestra en figura 10. La alfa-
glucosidasa AgI3 tiene un pH acido éptimo de actividad en el rango de pH 4,0- 4,5 como se muestra en la figura 13.
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[0213] Termoestabilidad. La termoestabilidad de las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Agll y Agl3
fue determinada incubando cada una de las alfa-glucosidasas en acetato sédico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos al
bafio maria a una temperatura elegida.

La maltosa como sustrato (1,1%; 375 pl) fue incubada durante 5 minutos al bafio maria a 37°C. Una alicuota de la
muestra enzimatica fue mezclada con el sustrato y la actividad especifica fue medida a 37°C.

[0214] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll tiene buena termoestabilidad (aproximadamente un 80%
residual) hasta aproximadamente 70°C como se muestra en figura 11. La enzima pierde solo un 22% de actividad
después de 5 minutos en tamp6n acetato 50 mM y pH 5,0 a esta temperatura y pierde toda la actividad a 100°C.

[0215] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 tiene buena termoestabilidad (aproximadamente un 80%
residual) hasta aproximadamente 67°C como se muestra en la figura 14. La enzima pierde un 33% de actividad después
de 5 minutos en tampén acetato 50 mM y pH 5,0 a 70°C y pierde toda la actividad a 100°C.

[0216] Temperatura 6ptima. La actividad especifica de las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Agll y
Agl3 fue medida a diferentes valores de temperatura en acetato sédico 50 mM y pH 5,0. La maltosa como sustrato
(1.1%; 375 pl) fue incubada durante 5 minutos al bafio maria a una temperatura elegida.

Una alicuota de la muestra enzimatica (25 pl) diluida en acetato sédico 50 mM y pH 5,0 que contiene Triton-X100 del
0,01% fue mezclada con el sustrato. La reaccion fue terminada después de 10 minutos de incubacion a la misma
temperatura afiadiendo solucién Tris 1 M (100 pl) e hirviendo inmediatamente durante 3 minutos.

[0217] La temperatura Optima para la enzima Agll estaba alrededor de 63°C como se muestra en la figura 12. La
temperatura 6ptima para la enzima Agl3 estaba alrededor de 60°C como se muestra en la figura 15.

[0218] Parametros cinéticos. Se determinaron los parametros cinéticos para la hidrélisis especifica de la maltosa
mediante las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Aglly Agl3.

[0219] Un dispositivo BioLC HPLC de Dionex equipado con una columna CarboPac PA10 4 x 250 mm columna y un
detector electroquimico ED50 (Sunnyvale; CA) fue usado para detectar glucosa de forma cuantitativa de la hidrélisis de
maltosa. Se aplicd una solucién de hidréxido sédico (200 mM) como fase liquida. Este método proporciona una
determinacion precisa al nivel de alrededor de glucosa 0,01 mM. La curva de calibracion fue lineal para glucosa entre 0
mMy 1,2 mM.

[0220] La mezcla de incubacion contenia 10 ml de solucion de maltosa en el rango de 0,19-4,61 mM a 37°C. La
reaccion enzimatica fue iniciada afiadiendo 10 pl de solucion de alfa-glucosidasa. La reaccion enzimatica fue terminada
colocando 1 ml de alicuota en agua hirviendo durante 2,5 minutos y luego en hielo durante al menos 30 minutos.

[0221] Los valores de kear fueron calculados utilizando masas moleculares de 98,8 kDa y 108,6 kDa para las alfa-
glucosidasas de Aspergillus fumigatus Aglly Agl3, respectivamente.

[0222] Los graficos reciprocos, comunmente usados para determinar parametros cinéticos, no eran lineales para
ninguna de las enzimas. A concentraciones de maltosa elevada, la velocidad de la reaccion de hidrdlisis (acumulacién
de glucosa) fue significativamente disminuida. Este efecto fue especialmente pronunciado para la alfa-glucosidasa de
Aspergillus fumigatus Agll donde se observo que la velocidad de reaccion disminuida empez6 a partir de maltosa 0,58
mM.

[0223] La velocidad disminuida observada en la hidrélisis de maltosa catalizada por alfa-glucosidasa puede estar
causada por la inhibicion del sustrato (Segel, I.H. Enzyme Kinetics. Behavior and Analysis of Rapid Equilibrium and
Steady-State Enzyme Systems. 1975, John Wiley & Sons) o puede alternativamente ser el resultado de una utilizacion
competitiva de glucosa en una reacciéon de transglicosilacion. A medida que las concentraciones de maltosa se
incrementan, se convierte en un aceptor para la molécula de glucosa. La reaccién de transglicosilacion entre la glucosa
y la maltosa produce panosa (6-O-alfa-D-glucosilmaltosa). La probabilidad de interaccion entre dos moléculas de
glucosa, que dé lugar a maltosa e isomaltosa, fue baja debido a la baja concentracion de maltosa en el régimen "tasa
inicial". La columna CarboPac PA10 permite la separacion de glucosa a partir de oligosacaridos, pero no separa maltosa
y panosa.

[0224] Los pardmetros cinéticos para las alfa-glucosidasas fueron estimados a partir de los gréaficos. A pH 5,0 y 37°C, el
Km para la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agll era 0,04 mM y Kcar era 48 s*t (intervalo de sustrato 0,12 mM-
0,41 mM). A pH 5,0y 37°C, el Ky, para la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 era 0,34 mM y el keat fue 237 s*t
(intervalo de sustrato 0,14 mM- 0,55 mM).

[0225] Como se ha indicado anteriormente, los intervalos de sustrato no eran siempre 6ptimos. Al mismo tiempo el limite
de deteccidén no permite la aplicacién de concentraciones inferiores de sustrato. Ambas alfa-glucosidasas demostraron
fuerte "inhibicién de sustrato" que puede ser probablemente atribuida a la actividad de transglicosilacion.

Ejemplo 20: purificacién de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl2
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[0226] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl2 expresada en Aspergillus oryzae BECH2 como se describe en
el ejemplo 13 fue purificada utilizando el protocolo descrito a continuacion.

[0227] La actividad de alfa-glucosidasa fue medida como se describe en el ejemplo 17. La concentracion de proteinas
fue determinada como se describe en el ejemplo 17. El analisis SDS-PAGE fue realizado como se describe en el
ejemplo 17.

[0228] Los cultivos en matraz de agitacién (medio MY25) fueron centrifugados a 1000 x g y se retiré el sobrenadante.
El sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de vacio de 0,22 pm Stericup® de Millipore.

[0229] El sobrenadante fue diluido con Tris 100 mM y el pH ajustado a 8,5. El pigmento sobrenadante diluido contenia
pigmento de color marrén. Para eliminar el pigmento, 250 ml de sobrenadante (diluido 2,5 veces con Tris 100 mM y pH
8,5) fue cargado en una columna de 30 x 2,5 cm (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) que contenia resina de
perlas grandes de Q-Sefarosa (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) preequilibradas con Tris 0,1 My pH 8,5. La
alfa-glucosidasa fue eluida con un lavado de tampén de acetato sddico 0,1 M y pH 4,0 sin fraccionar. La solucién de
"lavado" (300 ml) fue recogida y ensayada para actividad de alfa-glucosidasa. El 90% de la actividad de alfa-glucosidasa
fue recuperada. La mayor parte del pigmento de color marrén permanecioé unido a la Q-Sefarosa. El inhibidor de serina
proteasa, PMSF, fue afiadido a 0,5 mM a la solucion después del paso de lavado de acetato sédico de la columna de Q-
Sefarosa para prevenir la protedlisis potencial. Esta solucién fue concentrada y retamponada (Tris pH 8,5 y 100 mM)
usando una célula de ultrafiltracion agitada de 250 ml (Amicon, Beverly, MA).

[0230] La alfa-glucosidasa del paso de la columna de Q-Sefarosa fue a continuacion cargada en una columna Mono Q
16/10 preequilibrada con Tris pH 8,5 y 50 mM. La enzima fue eluida usando un gradiente de volumen de 20 columnas
de NaCl de 0 a 0,5 M en Tris pH 8,5 y 50 mM. Las fracciones de 10 ml fueron recogidas, ensayadas para actividad de
alfa-glucosidasa y agrupadas baséandose en la actividad especifica y la pureza (SDS-PAGE).

[0231] La purificacion se resume a continuacion en la tabla 3.

Tabla 3. Purificacion de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl2

Volumen (ml) |Grado de | Recuperacién
Purificacion (%)
Sobrenadante inicial 1700 1 100
Cromatografia columna Q-Sefarosa 520 2,5 20
Cromatografia columna Mono Q 90 6,2 63
Precipitacion 40 72 28

[0232] La preparacion purificada da cuatro bandas en SDS-PAGE con pesos moleculares de 33, 36, 75y 105 kDa.
Basandose en la masa predicha de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3, la banda 105 kDa corresponde a
la alfa-glucosidasa.

Depésito de Material bioldgico
[0233] Los siguientes materiales bioldgicos han sido depositados segun las condiciones del tratado de Budapest con la

Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street,
Peoria, llinois, 61604, y se les ha dado los siguientes nimeros de acceso:

Depésito Numero de Acceso Fecha del
Depésito

E. coli XL10-Gold (pSMO216) NRRL B-30751 17 de junio de
2004

E. coli XL10-Gold (pHyGe011)  NRRL B-30750 10 de junio de
2004

E. coli XL10-Gold (pJSF9b) NRRL B-30856 23 de junio de
2004

[0234] Las cepas han sido depositadas bajo condiciones que aseguran que el acceso al cultivo estara disponible
durante la pendencia de esta solicitud de patente para aquel que el comisario de patentes y marcas registradas
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determine que esta autorizado a ello bajo 37 C.F.R. 81.14 y 35 U.S.C. §122.

Los depdsitos representan un cultivo sustancialmente puro de las cepas depositadas.

Los depésitos estan disponibles segun los requisitos de las leyes de patente extranjera en paises donde duplicados de
la solicitud o su descendencia sean solicitados.

No obstante, se debe entender que la disponibilidad de un depésito no constituye una licencia para practicar la presente
invencion en derogacion de los derechos de patentes concedidos por accion gubernamental.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0235]
<110> Novozymes, Inc.

<120> Polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa y polinucleétidos que los codifican

<130> 10655.204-WO

<150> 60/585,336 <151> 2005-06-29
<160> 26

<170> Patentln version 3.2

<210>1

<211> 2954

<212> DNA

<213> Aspergillus fumigatus
<400> 1
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atgttgagat
gaccacagee
ttaacggcgg
aatctgaaac
tgtagettac
gotttaccaa
gaagtcggcyg
cgacgagotg
cctecegeace
tcttogtetg
tectgagaag
cggcacecac
caaggatoge
ctttaccogt
cgctatgeag
cggctaacte
gtcgecgagg
gacattgact
gagaagatoc
gttgacccgg
gcatattgac
cctgcagact
acccagaata

ggtteocacce

cgotgctact
aggagtgtcc
atttgacctt
tecttgttga
ttetttetag
gtccccgagt
ctcaagttcg
ctctrcgaca
tggttpcceg
gagaccaceca
accaacctgt
ggtgtettet
aagcagtact
fccaccceca
Tocractgga
ttgtcgteta
ttgtctacaa
acatggacag
gtgagttgot
ccgtcagegt
aaatgatcag
caaaacggta
ttgaccctat

tgacatccaa
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tettgcgeee
tggttacaag
ggccggtaaa
gtaccagacc
ataaacgect
cggttetece
actatcaggc
cctccogttc
aggatcctaa
actacacgcg
acggcactca
tgctgaacte
tagagtacaa
agyatgccag
cgttocggtgt
gtrtccaccaa
ctacagccag
acgtcgggtyg
gtcatatctt
gagcggtaag
acaacgttgg
gectetacaa
acaggtgecy
aagtactgga

ctrgtaggcyg
gccaccaata
cocgtgcaaca
gygtacgtttt
ccatgttaag
tcgegtogat
gaatccgrtc
gaatctgatc
toctctacggt
tactctytyy
teccgtgtac
caacggcatg
cactctogga
catcgagrat
acgtttcoct
tgcagatacg
gcgaagattc
ttcactetty
cacaaccacy
tttaccttte
ctacaatgat
gggtaagecct
tctggectnyg

acgaccagtt

28

ctgccgtgat
ttagagaggg
cttacggcac
cagcgttaaa
atctatgacg
ggcaaaggty
tctttcaagg
ttccagtoge
cttggcganc
aaccgtgacy
tatgaccacc
gacattaaga
ggtgtctttg
gcgaaagtog
gattcgatet
gctatcgtga
cactggagac
acccggageg
accaacacta
caagtatgoa
ggcatggagc
tacctaaaag
tgtpactgcy

tgCcaaarto

cggcgccagy
tcgcgattoc
cgacttgaag
cggctatgat
ccgatgagga
gategagcaa
tcaagadagy
agtacctgag
acacggattc
cgtatgetat
gtggccaaca
tcgacaagac
acttttactt
tcggtecttec
gegotectte
tgtctttgag
catgtggacc
attcccgctc
catcgtcatg
gggagtgogt
agagcatctt
tactaatgac
tatcctgact

ttcgaccoca

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720
780
840
200
960

1020

- 1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440



agaccggcgr
cttacccttyg
cceecgttoy
catcctogte
tcaaccorce
ccpatateat
ccagtaagta
cgottotoge
cagcacgtar
acctacgaac
agtaccgeat
Tcggatcaga
cgegtctegn
aggagttcta
acaggctget
toctgcages
agttcttcta
ttgacgcata
QCCQCQQEQC
acggcgacay
agaagogctt
atctcgacga
gcaagggcca
ccgtecacect
actctygecy

Ttgacctogy
<210>2
<211> 880
<212> PRT

cgacatcgac
cagtgatcee
goccageaac
gaagcgctoo
gtacatgartc
teatygetgat
ggcateccte
aargccatge
gcrggtgctg
tecttatactg
ctocatcteg
COTctycgd
agecttctac
ccgcetggece
tgactacatce
catgttctac
cgotgacgec
cttcoccygat
cCaacgtcacc
catcatceoce
cgagctcatc
cggcgactcc
TCtocagyty
gettggccag
ccaggcagty
Cctag

<213> Aspergillus fumigatus

<400>
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ggtctgrgga
gagggctacg
cogegeccgt
acgaagggat
cgtaatgaag
gagggatatg
tgaatgacag
aacaccgocy
Jcgocccacgt
acacttgaca
cagatgectty
Ttcggeogca

accticttee

accgttgecg
tacacagcct
ctctatocca
atecctggtca
gatatecttet
ctcagcaaca
gtccggtccg
atcgccocag
atcgagoege
gagaggcazgt
tctgcoectg
accatcaaga

Tet Leu Arg 5er Eeu Leu Leu Leu

2

Ile Gly Ala gsg Asp His Ser GlIn

tcgatatgaa
ctagggataa
tgcccggatt
ctaaagttgg
ctggcteget
ccgagtatga
ggacagtcta
ccctggggtg
tggacactgg
ggctcggtga
cgtttgcctc
acaccaccga
gcaaccacaa
agtccgeteg
tccaccggcea
aggacaagga
gcectgteac
acgattggca
tcgacgtgac
agpccgccat
ggcttgatgy
gegegacect
TCggriteog
cctccaagte

cgageetoga

cgaggeegec
cgacctgoct
ccctgotoat
actgecctaat
cagcaacaay
Cactcacaac
acattcaaag
cggccattog
tcggtgtoea
caacatotoc
gatgtrtccag
ggagctctgc
tgéaatcacc
caaggeocatc
gacccagacc
caccftcagc
cgacgggago
cacgggcgec
tgagatcooco
gaccaccace
gactgocetey
coagctggad
cacggaggte
tycagacogty
tctgactggt

aacttctgce
cocgoecgcto
ttccagecot
cgtgacctga

accatcaacs

crtttatggra

tgatgagttc
TCcatcactcg
tccatctagt
gagtgoaaca
gtgcotatga
gctocgotgyg
ggtatcecge
gacatceget
ggcgagecct
aaccagctgc
cagacttcag
gccctacgeg
atcracatce
gagctocgea
ggcagtttygt
ttcacgtacc
aagatcaacg
geoteoctty
ccttocgaga

Ala pPro Leu val Gly Ala ?ga val

Glu Cys Pro Gly Tyr Lys Ala Thr
25 Y y 35

29

1500
1560
1620

1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2380
2940
2954



ES 2545612 T3

Asn Ile ggg Glu Gly Arg Asp %Sr Leu Thr ala asp EEU Thr Leu Ala

Gly Lys Pro Cys asn Thr Tyr Gly Thr Asp Led Lys Asn Leu Lys Leu
50 5% 60

Leu val Glu Tyr Gln Thr Asp Lys Arg Leu His wal Lys Ile Tyr Asp
65 70 75 80

Ala Asp ¢lv Glu val Tyr Gln val Pro Glu Ser val Leu Pro Arg val

B3 _ a0

o
=

ASp Gy LYE Gly Gly Ser Sar Lys Lys Ser Ala Leu Lvs Phe Asp Tyr
Pay Ly 10 4 155 110

Gln Ala Asn Pro Phe Ser Phe i;a val Lys Arg Gly g; Glu val Leu

fhe Thr Ser Gly Ser ash Leu Ile Phe GIn ser &ln Tyr Leu Ser

A5
13 135 149

Leu Arg Thr Trp Leu Pro Glu Asp Pro Asn Leu Tyr Gly Leu Gly Glu
145 150 155 160

His Thr Asp Ser Leu Arg Leu Glu Thr Thr Asn Tyr Thr Arg Thr Leu
185 170 175

Trp Ash Arg Ala Tyr ata ITe Fro Glu Lys Thr Asn Leu Tyr Gly

AS
158 185 130

Thr His Pro val Tyr Tyr asp His Arg Gly Gln HIs Gly Thr His Gly
195 200 20

val phe Leu Leu Asn Ser Asn Gly Met Asp Ile Lzs Ile Ash Lys Thr
210 215 _ 220

LYSs ASp Gly Lys G1n Tyr Leuw Glu Tyr Asn Thr Leu Gly aly val Phe
255 2!0 235 240

asp Phe Tyr Phe Phe Thr &1y ala Thr Pro Lys Asp Ala Ser Tle Glu
2435 250 235

Tyr ala Lys val val Gly Leu Pro Ala Met GIn Ser Tyr Trp Thr Phe
260 265 27

Gly Pha His Gln Cys Ar r gly Tyr Arg Asp val Phe Glu val Ala
Y 275 4 o7y 256 Y g P 285

clu val val Tyr Aasn Tyr ser Gln Ala Lys Ile Fro Led Glu Thr Met
290 295 300

Trp Thr Asp Ile Asp Tyr Met Asp Arg Arg Arg val Phe Thr Leu Asp

30



305

PIo

His

val

Leu

val

3335

ASn

Asp

Fro

Ala

Pro

465

Ser

Ila

Ila

TYr

Pro

343

Gly

Lys

Glu
ALh
ser
Glin
370
Thr
Asp
Gly
Cys
ala
430
Gly
Lys
Ay
Ile
Gl

535
Gly

Ala

T¥r

Arg

His

AS

35

Thr

Ala

Gln

Lau

Ser

435

Pro

ASp

wal

Ash

His

51%

Thr

wval

His

Alrg

Phe
Asn
340
Ash
Gln
Tyr
Phe
i
ASH
Fro
Fhae
Gly
Glu
Ala
Met
Arg

val

ITe
580

Prg

Gln

val

ASh

Fro

ala

Ile

Pro

val

Gln

Leu

485

Ala

Gly

ser

Pro

Gl

56

Ser

310

Leu

His

Gly

Gly

A5

39

Ly5

Asp

Glu

Arg

o

470

Pro

Gly

Glu

ser

Leu

350

His

Ie

Glu

TYE

TYF

sar

375

Trp

Fhe

Met

Gly Ty

Prg
1-1g
ABN
Sar

4&311}-r

Trp

ser

Lys
Ia
ASH
360
Leu
Phe
Fhe
ASH
440
Ler
sar

Arg

Leu

i1

ser

Ile

Leu

Gln

ES 2545612 T3

Met

wval

345

ASp

TYr

His

ASp

Gl

425

Ala

ASN

Sar

ASpH

Ser

303

Ala

Alrg

Thr

Gly

Met
585

Al

i3

Mat
Gy
Lys
Pro
Pro
410
Ala
Arg
Fro
sar
Lau
450
ASN
Glu
ASN
Arg
AS

57

Leu

315

glu
vat
Met
Gly
3

Lys
Ala
ASp
Arg
LyS
Ile
Lys
Tvr
ala
ser
555

ALBN

Ala

31

Leu

Asp

G1uU

Ala

3&0

Ie

Thr

A5

AST

Pro

460

Arg

Asn

Thr

AZp

Met

540

Thr

Ile

Fhe

val
Fro
Gin
365
val
Gln
Gly
Phea
AS

44

Ley
ser
Pro
Ile
Thr
525
Gln
TYr

Eat

Ala

119
Ala
350
cly
Trp
Lys
val
Cvs
4§D
Leu
Pro
Thr
Pro
Ash
510
His
His5
ala

Slu

s5er
530

335

val
Ie
Bro
TYr
AS

471

Pra
Pro

Gy

Lys

Thr
Asn
Arg
aly

Tr
57

Met

320

Leu
ser
Fhe
Gly
Tr

45

Ila
TYF
Fro
Fha
Gl

48

Met
AEp
Leu
Arg
ala
560

Ser

Phe



ES 2545612 T3

¢In val Pro Met Ile Gly Ser Asg val Cys Giy Fhe G1§ Gly Asn Thr
595 g0 a0 ,

Thr Glu G1U Leu Cys Ala Arg Trp Ala Arg Leu Gly Ala Phe Tyr Thr

810 6l 620
Phe Phe Arg Asn His Asn Glu ITe Thr Gly Ile Fro Gln Glu Phe Tyr
625 630 635 640
Arg Trp Pro Thr val Ala Glu Ser Ala Arg Lys ala Ile Asp Iie Arg
645 65 655

Tyr Arg Leu Leu Asp Tyr Ile Tyr Thr Ala Pha His arg GIn Thr G1n
Bed 665 670

Thr G1y Glu Pro Phe Leu GI1n Pro Met Phe Tyr Leu Eg; Pro Lys Asp

Thr Phe Ser asn Gln Leu G1n Phe Phe Tyr Gly Asp Ala Ile

Lys As
62 625 700

val Ser Pro val Thr Asp Gly ser &ln Thr Ser val Asp Ala ;55

Phe Pro Asp Asp Ile Phe Tyr Asp Trp His Thr Gly Ala ala Leu Arg
P AR 725 yr AR TR 730 Y 735

Gly arg Gly Ala asn va'l Thr Leu Ser aAsn Ile Asp val Thr GTu Ile
740 ' 745 750

Pro Ile ITe Aarg Gly Gly Ser Ile Ile Pro val ser glu ser

His Ar

755 . 760 76

Ala Met Thr Thr Thr glu Ley Arg Lys tys Gly Phe Glu Leu Ile Ile
770 775 720

Ala Pro Gly Leu Asp 6ly Thr Ala Ser Gly Ser Leu Tyr Led Asp Asg
785 79 7935 &0

Gly Asp Ser Ile Glu Pro Arg Ala Thr Leu 6Tu Leu Glu Phe Thr Tyr
805 810 815

Arg Lys Gly His Leu Gln val Lys Gly Lys Phe Gly Phe arg Thr Glu
9ty Y B20Q y 82 Y Y 23

val Lys Asn Ala val Thr Leu Leu Gly G1n Ser Ala Pro Ala ser

840 8§45

oo -
[
unm

Lys Ser Ala Asp val Ala Ser Leu Asp Ser Gly Arg G1n Ala val Thr
850 858 86

Ile Lys Thr Ser Leu Asg Leu Thr Gly Pro Ser Giu Ile Asp Leu 615
865 87 873 88

<210>3

32
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<211> 3016

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus
<400> 3

33



atggeocgga
CtCougrate
cgccatetga
atcgggtttt
ttggatttca
agggacaatt
tttcctggag
aattgaccte
ggcactoggty
tggattcaca
gecgtteage
ctTcctcaac
gyaaaaatcy
caccgactec
cagceatgtt
gotgttacat
tggaaatcat
cagtcccatyg
tgtgggtgtc
ctogoccgac
TtCccgagtcg
caaaacatac
ccaccagtgt
tgacaagtat
gaagtactit
toatgactog
atactccate
gacctacgac

agcaatcaaa

geagctegte
ttottotacc
ccaagtetge
tgtaagcgaa
ccatatgaag
ctcaagteea
tetggagctg
cgacataaca
ggtggtitog
aaggtacttt
gttgatittc
grggaacact
ATaccrcage
aagccazaag
tttgggatte
grecctgooe
gcggaacctt
acgctctaty
ttctggotga
coctotttcte
ggacgtattg
ggtgaactta
cgttggaact
cagatceott
accrgggace
gagcgcaaac
tctpaagage
ggctggtott
Ttogtoggaccg

ES 2545612 T3

tctctecaga
cgoaggtgag
cagttactgt
accgagentt
tcgatecctco
tatctgecaa
cgogoatogt
gocaagtgcg
aatcgagcaa
acgggccgga
agcgegatgg
ggcogocaaa
aagatgaaag
gtcccgaaadg
cagagcatyc
ctctagagac
atcgeatpta
gggecattee
acgctgegga
ttggagtagy
atttgfttgt
ccagetacac
atgtcacgga
acgatgtgat
ctctgagttt
tegttgtgat
tgaagggeaa
ggcctggttc
gCLtgtrcaa

tggacgctat
ctctatgege
gaagcatpag
tgcagatgac
ctcaatteac
tgagaaagrc
ggtcgacgaa
caaagagcga
aactgccget
taacaagttt
ccagagecat
gotogatgig
cacttggtyg
tateggecty
cgactcgatg
gcaaagctga
caatacggac
gttcatgcag
gacctgggtc
ttcgéagaca
cttcttgggce
tcaattacct
cgaggatgtc
Ttgacttgac
toctgacoog
cattgaceeq
ggatctggoct
atcteactge

gtacgacaaa

34

tgctogegtt
tcaacttaat
2acitcaaga
gictecegeec
ttcaaagatg
aagctgccac
gagaagcgga
tacaatgaag
gtggacacay
caggcaarca
gtccgagtaga
gcagagggtg
gaggaaactt
gacatcacat
tctctgaagy
tcagtttgaa
grcttrgaat
gctcacaaga
gacatcgica
gacacccaaa
cocactocgo
caacagttcy
2aggaapttg
attgagtaca
aagggtatgg
cacattaaaa
attaagaaca
gtggactget
ttcaagggca

ggttgtcatt
ccaatagtaa
aatgctctca
aaggcgcgte
gecaactgea
ttgtgatttc
tgaagggcga
cagagcaatg
aatccgagac
ttcgccatge

atcacaagyy

acagtgttca
ttggtgggaa
tccctggota
aaaccaggta
ggggcggtoa
atgaactcaa
aggactctas
agtcgaaatc
ctcattggtt
dagagatcag
gtatcgctta
atcgcaagtt
cggatgaccy
aagagecaget
dcaaggaagn
agggcgggga
tcaatccoga

cccagccaan

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



cgtctttatt
gcccaaagac
actgaccttt
tegdecctte
gacgdgagac
taacggeatt
dagcaaggad
ccatgcgeac
gatcatatoc
tcatgaaget
ggacgaacaa
caaacctgty
gtactacgat
ttoccccatt
ccgegeacgt
cgacaagaac
ccagcagggt
djacatcggc
ggttcaaaag
cgtcatcgaa
gacaggcaag
gaagattgaa

<210> 4
<211> 967
<212> PRT

tggaatgaca
aatatccact
atcaacgcaa
gtcttgacce
aatcaagcca
gcegggttce
cttttgacece
attgacactc
caggetatee
teggtyaaty
ggctttgcca
gttgtogand
tactatgatt
gagaaggtce
cgtagcageg
gggaaggceg
gcatacatac
accaagggtt
gtoggtigtty
gacagtgcaa
gctgcgtatg
tictaa

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 4

ES 2545612 T3

tgaatgagce
atggcaacta
catacaatge
gatcattcta
cctgggaaca
cgtttgccgg
ggtggtatca
gcagacgaga
gtctgagata
gaatgcctat
ttgatgacca
gtgCCaccac
ttactgtcta
cattgrrgat
gactgatgag
aaggcacact
accgtcgett
Cgaagacage
tcgacgotec
agatggcttc
ctgtegtgaa

ctétgtctte
goasacaccac
cttactggag
cgccgggget
tctggecgea
tgocgatgtt
ggccggeatt
gcocctacttg
tcaactgcty
tgtteggecc
actctacott
tacagatatc
ccaagpageg
gcaaggaggt
atyggyatcet
ctatgttgat
caaatttgaa
cgaatacctg
caaggagtgg
taccgcacee
gaaaccegat

35

aatgyaccgg
gacgtgcata
cggaagaaag
caacgggtat
toccttoccta

‘ggcogotttt

tggtatccet
atcgetgage
cctgoatyot
cagtattatg
ggatctactg
tacatcgoty
ggcaggagac
catattatce
tatacactty
gatgoggagt
aaatctacee
aagagcatga
cagggaagga
ttggagtate
gttogcatty

aaaccactat
atgtcaacgg
gcgtgaticy
ctgoctatgtg
togtattgaa
tccagaacce
tettecgtge
cattcaggtc
acactgectrt
tccaccegge
geetgetgge
acgatgagaa
atacgytycc
ctogcaagya

tgategtoct

cgticaacta
ttttgtcgga
cgaatgtycg
cgtotgtoac
acgcecagea

gaaagacatg

1800
1860
1920
1380
2040
2100
2180
2220
2280
2340
£400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

. 2940

3000
3016



Met Ala Aarg Ser 5Ser Ser Ser
1 5
Ley val val Ile Leu Gly Cys
20
His Glu %gn Phe Lys Lys Cys
Arg Ala Phe Ala Asp Asp val
50 55

Pro Tyr Glu Leu Asp Pro Ser

ES 2545612 T3

Leu Ser Arg Trp Thr Leu Leu Leu Ala
10 15

Thr
30

Leu §§1 val Pro Gly val val Lys

Ser Gln Ser Gly Phe Cys Lys Arg Asn
40 it

Sar Ala Gln Gly E;I}a ser Trp Ile ser

Ser Ile His Phe Lys aAsp Gly GIn Leu

36



&5

Gln

Pro

Asp

cln

Gl

14

Thr

Ile

S5ar

arg

ser

Pro

Fro

305

ASD

ASH

Gly
Lel
Glu
val
130
Gly
Gly
Ile
His
Pro
210
Fro
Thr
Fhe
Met
Tvr
ZED
Mat

sar

Ie

Thr

val

Gl

115

Arg

Leu

Fhe

Arg

wal

185

Lys

Gin

AsSp

Pro

Ser

Arg

Thr

Thr

wval

Ile

Ia

100

Lys

LyS

Glu

Thr

His

180

Arg

val

Gln

Ear

Leu

Met

Leu

val

Lys

Led
35

Ser
Arg
Glu
ser
Lys
185
Ala
val

Asp

ASp

e
b
A

TYr

Lvs

T¥r

TYr

Gl

32

Zer

70

Lys

Fhe

Mat.

Arg

Ser

130

val

Pro

Ash

val

Glu

Fro

Ser

Glu

ASI

Gl

3l

val

Lys

ser

Lew

Lys

TYr

135

Lys

Leu

rhe

His

Ala

215

sar

Lys

His

Thr

e |
oo
=

Ala

Pha

Ser

Ile

Glu

G]

1z

AZN

Thr

Tyr

Ser

" 386

Glu

Thr

Gly

val

Arg

ASp

Ile

Trp

sar

ES 2545612 T3

ser
ser
105
Glu
glu
Ala
Gly
val
185
Gly
Gly

Trp

Pro

L]
hF
e

Gly

val

Pro

Lal

Pro
345

Ala
a0

cly
Ile
Ala
Ala
Pro
170
ASp
Phe

Asp

Trp

Fhe

Fhe

ALN

330

Asp

37

75

AsH

Ala

Asp

Giu

val

ASn

Phe

Leu

ser

Ser

Ile

ASp

Glu

Met

315

Ala

Fro

Glu
Ala
Leu
gin
1447
Asp
As5n
Gln
ASh
val
220
Glu
Ila
Pro
Gly
Tvr
SED
Gln

Ala

Leu

LysS
Arg
Arg
Trp
Thr‘
Lys
Arg
wval
205
Gln
Thr
Gly
Glu
ASn
Glu
Ala

Glu

ger

val

Ile

110

His

Ala

glu

Phe

AS

1%

Glu

Glu

Phe

Leal

His

Leu

His

Thr

Leu
350

55"
val
Asn
Leu
Ser
Gln
Gly
His
L¥s
aly
288
Ala
Ala
Asn

Lys

BO

Leu

val

ser

val

Gln

Tri

Ser

Gl
24

Ser
Lys
320

wal

va'l



Gly
Ile
Thr
385
Ile
Lvs
Ilea
Asp
A%

462
Lys
Ile
gar
Thr
Phe
545
Thr
Asp

Ala

Thr

Zar

AsS

37

T

Ala

Glu

Trp

=0
L3
o0

ser
Glu
Lys
ser
Gl

53

ITe
Thr
val

Leu

a1
=1
[l o]

345
Lau

Gly

Tyr

val

Leu
435
Leu
Glu
Gly
ASN
His
515
Leu
Trp
Met
His
Leu
5a5

Ser

Thr
Phe
Glu
His
AS

42

Asp
ser
Arg
Tyr
530
Trp
Fhe
Asn
Fro
Asn
280

Glu

Fhe

Asp

val

Leu

Gin

405

Arg

Ile

Phe

L¥s

Saer

485

Gly

val

LyS

ASD

Lys

305

val

Arg

TYr

Thr

Phe

Thr

390

C¥s

Lys

51U

Fro

=
2B
oo

Ile

Gly

Asp

TYF

550

Asp

Asn

Lys

Ala

Gln
Leu
375
Gly
Arg
Phe
TYFE
A5

45

val
Ser
Glu
Cys
AS

53

Asn
ASH

Gly

Lys

&1

ES 2545612 T3

=]

TYr

Trg

Asp

Thr

Fro

val

Glu

Thr

Phe

520

Lys

Gy

Ile

Leuy

Gl

&0

Ala

His
Pro
Thr
Asn
i3
Asp
Lys
Ite
Glu
565
Asn
Phe
Pro
His
Thr
585

val

aln

Trp
Thr
Glh
TV
410
Tyr
ASPR
Gly
Ie
Leu
480
AsSnD
Pro
Lys
Sel
TYr
5¥D
Pha

val

Arg

38

Fhe

Fro

Leu

val

Gin

Arg

Met

LYs

Gly

Glu

Gly

val

555

Gly

IMe

Aryg

val

ser

Pro

Thr

Ile

Lys

clu

Fro

Gly

Trp

Ala

Thr

540

FPhe

Asn

Asn

Arg

ser
620

Glu

Glu

Gin

Asp

Pro

His

LY¥S

Cys

uni-
M —t
Lfe

Gln

ASn

Trp

Ala

Pro
605

Ala

Ser
Ile
Gln
Glu
%o
Phe
GIn
Ile
Asp
Tr

51

Lys
Pro
Gly
Glu
Thr
590

Fhe

Met

Gly

Ser

Fhe

AS

41

Asp

Thr

Leu

Lys

Trp

Asn

Pro

His

373

Tyr

val

Trp

Arg
Lys
Ala
408
val
val
Trp
.@SD
Asn
480
Ala
aly
Trp

val

Glu

Arg

Asn

Leu

Thr



2l
val
aly
Gln
Thr
Ile
705
Thr
Gln
Gln
Glu
785
Thr
His
Arg
Ala
Gln

865

Leu

Asp
Leu
aly

ala

Ala
TYr
Leu
2
Asp
val
Ile

Trp

sar

Ash
ASn
Fhe
Gl

67

Al'g
Gln
Phe
Tyr
T
?ES
Ala
TYrE

Pro

Ile

Gly
Ala

glu

Gln

A=

Pha

660

Ile

Arg

Alla

His

val

740

Lay

Thr

TYr

ser

Fro

E20

Pro

Thr

Tyr

Asp

Ala
Gl

&4

cln
Trp
Glu
Ile
Glu
725
His
Gly
Thr
Asp
Pro
305
Arg
Tvr

Leu

Ie

L |
[T g
= |

Ile
Asn
Tyr
Pro
t
Ala
Pro
ser
Thr
Phe
790
Ile
Lys
Thr
Tyr
His

Gly

Trp
ala
Pro

Pro

Leu
ser
Ala
Thr
775
Thr
Giu
AsSp
Leu
val
855

Arg

Thr

ES 2545612 T3

Glu

Gly

Zer

rhe

680

Leu

Arg

wval

AsSp

Gl

76

Ile

wval

LyS

Arg

val

&40

Asp

Arg

Lys

His
Phe
685
Phe
Ile
TYr

Asn

TYFE
Tyt

val

Asp
Fhe

Gly

Leu

Pro

&50

Glu

Arg

Ala

Gln

Gl

73

Gln

Leu

Ile

Gln

Pro

810

Arg

val

Gly

Lys

Ser

890

39

Leu

Ala

Glu

Gly

Ala

Ala

Gly

Lay

Arg

Leu

Glu

Ala
Ala
Lau
His
Fro
700
LeL
Pro
Phe
Lys
AE

78

Ala
Lau
ser
Asp
ser
260

Gy

Thr

Ser

Gly

Thr

Ala

685

Pha

Fro

Ile

Ala

Pro

765

ASp

Gly

Met

S5er

Lys

845

Phe

Lys

Ala

L2

Ala

A

67

His

Arg

Ala

val

Ile

val

Glu

Arg

Gln

G
23

Asn

ASh

ser

Giu

Pro

AS

65

Trp

Ile

5ar

Trp

'Ar

73

Asp

val

L¥5

Arg

Gly

‘Leu

Gly

Tyr

Thr

Tyr
395

Mat
640
val
Tyr
ASD
Ila
TYI
730
Pro
Asp
val
Tvr
His
800
Gly
Met
LyS

Gln

Leu
880

Leu



Lys Ser

Pro Lys

Ala Lys
Qgﬁ

Gly Lvs

94§

Lys Thr

<210>5
<211> 3167
<212> ADN

ES 2545612 T3

Met Thr Asn val arg val G1n Lys val val val val asp aAla
900 205

Glu Trp €1n &1y Arg Thr Ser val Thr val Ile Gclu Asp Gy
215 820 925

Met Ala ser Thr Ala Pro Leu GlU Tyr His Ala GIn Gln Ala
835 240

Ala Ala TQr Ala val val Lys Lys Pro aAsp val Gly Ile G
950 955 965

Trp Lys Ite Glu FPhe
i 965

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 5

40



atggcocageg
agccattcge
tottoctattyg
gcgcagtctg
accoctaacc
ctgtetetga
cacgtggatg
catggeccty
totttcaace
tctgtcttgg
aacctgtacg
accacctatg
aatctaatgt
yeatecgtc
tgtcaacgcc
tctgagaaac
zattggtyggt
gagctaccag
ccaccaatge
tgagcgatit
atrtgtocctag
taccggoact,

tcoctgggect
ttgcgectag
acgttogcac
tgtgtccgag
tacagctcge
cagtggatta
cctccaacge
gegtytocc
tcaaggtcat
tctttgagaa
ggctgggaga
cagcggatgt
acgaagtcga
tacctcgaca
gacgaggogy
gctecatgote
agcatcgate
ctctocacta
cgcrgggact
gagattccte
tttcttttat
ttgagaatga

ES 2545612 T3

cgtocgocagt
cacgtcogea
tcacttgatc
ctacacagcc
gogtgacceca
tttygccaay
ttcttggtac
ctotcaaage
tcgcaaggct
ccagtrtatc
gcgeatgoce
gugagacced
caagcttaca
ctcgatacta
acttgtcgga
aggaagtitct
tgactttcta
Ttggacttee
accagaattg
tgyaatacat
ttaccttoct

toccgaacgy

gcoctggetoc
acctcageac
gccaacateg
tcagatgtge
tgecaacgtgt
gaccgectga
ctcctoctegg
gactttgaag
actggagacyg
gagtttgtct
cagctgogge
attgafaggt
atcggetete
cacraaagyc
ggatcatgaa
cctgeagecce
ctoocggtoce
tgcaatgcan
grctcagote
ctggtcagtc
tccaggagco
ttctectacy

41

tecccacyge
aggcgeaata
acgateccct
accagacatc
acgggacaga
atatccaagt
aagatttgyt
tgaagtggtc
TCCtottoga
cttegttacc
tcttgagaasa
atgttgetyg
cacagcaaca
gcgaatagat
tcattcetece
cgcaacatta
acgcaageog
cagracageg
gaggaagtag
ggotrtctoa
acatcpatta
atgaaggcga

ctatgocgca
cactttacca
tgccgtogac
ccatggtttc
cgttgattcy
TEttCCtace
gecocggoct
caacgagect.
taccygagyge
tgagggttac
cgcgaccety
ccatggttga
tctatggaca
cctactcoct
acggtgtctt
ccrggcgoac
acgtcacaaa
cccttggata
Tcaacaactt
gtrLtcracat
catgcrtyge
guaatttety

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



aacazactygce
cocaaccccy
ggtcaagttc
caaaggatga
cgggcetitac
aactcdteat
tatcctottt
caccattcca
acgtgacgaa
ctagcttctgd
ccacgccggg
gccatgacet
aatacgatgt
gocagytctt
gcaagigggc
ccatctocgea
gcggtttcaa
tetteroctt
gggcctctat
acttctacac
cctgggagtt
cttccatcat
caggcgtcgg
aacecgacgt
gaggcagcat
coctggtotct
acgacggaag
cgagcatcaa
ctogtcctocgg
ctggctcagt
Tgactcooca

<210>6
<211> 988
<212> PRT

acaagtcgay
acaatgcatt
aagttctecac
cgtttttate
tgtcttoccc
etgotcaaag
ctgogtagge
gcttcoccgot
ctctaccgaa
tacccaages
cgtcocgopac
tgccgigeac
tcacagtctyg
cactgagaag
cggtcactyg
gggtctgtcg
cggcaacact
ctaccgcaac
cocccaages
tocttttccac
CCCCACGYac
ggtogtecce
caaaggcgaa
caacgeeace
cctgeocatg
actcgtegot
CAGCCtCAan
garcrcagto
catgactgag
gcactacaat

tggcgcctyg

<213> Aspergillus fumigatus

<400>6

ES 2545612 T3

acgacactyg
ggatgcgtaa
gaaagtgtga
adgaacocty
gattgaocaca
adgottgcyt
agctotggaa
gaacctggca
gegocototg
gocacgacgt
gtcaactacc
gocatttocte
tggogocacc
cgaccttica
ggcggtgata
ttctegetat
gacgagyage
cacaatgtcc
tccaaggeoy
caggceoraca
ccgtecocteyg
gtycttgage
gtctgptacg
attcecgeac
cagoagcccyg
ctgagtggca
cogtoccyca
aagggtacct
aagcottety
actaccacca

gctggacact

gttccratcg
grccttatta
actccaggta
atggcacoct
aCcccazggc
tcgatggcat
caggaaagct
atgtcggcta
cctcocgeege
caacatctac
ctccatatgt
ccaactccac
agatcctcaa
tcattggecyg
acaactccaa
toggtattec
tttgcageog
ttgecggetat
ctatgaagat
ccaceggete
ccgoogtoga
ccctcgocga
actggtacac
cgctgggeca
CoCctoacgac
accagactge
ctctogatgt
gggaggagaa
ctgtgacgtt
aggtgcrgteo
ggattctgaa

42

ttgactcggce
tottatoctc
cgagecettat
ctacatogot
atttgactacg
ctggattgat
acatctgaat
cgactacccco
ctcrgocagt
atcgtatcty
gattaatcat
ccatgtggac
tgctacctag
gtctaccttt
atgggggtce
£aTQTTCAgQC
gtggatocag
ccecocaggaa
coegetattec
taccygtcatg
cactcagtte
taccgtcaag
CCagacoged
cattccogte
cagagacgee
cttygggctey
cgacttccag
gaaccgecty
caacggecgeo
tgtgcaggga
atggtag

aatctatatt
cttgtgagat
gctcgegagg
gcagtgtggc
tgggccaacy
atgagegaayg

cegyttcace .

gaggocttca
caggcttegg
cygacgacie
gttcaggagy
ggcgtccagg
tacggacige
gctggetogg
atgttcctgt
gtggatacat
ctgtcggcct
coctaceget
CTCCTACCET
cgcgctocteg
atggtcggee
ggcgtgttce
gtogacgcca
tatgtccgtg
cgtaacactc
ctptatctty
gctacagect
dataaggtga
aacgtgcacc

ttgcacagca

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2049
2100
2160
2220
2230
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060

3120
3167



Met
Ala
Ala
Leu
33
Thr
ASp
Leu
Trp
2
ser
AsSp
val

Met

Ala

Phe

ser

Ala
T
Gln
Fro
Ala
val
ASn
1%
ser
Phe
Thr
ser
Ala
ASD
Tyr

Leu

SEr

Gly

Ala

Ala

Gly

Asn

Asp

Ile

113

Leu

Ala

AsSh

Glu

ser

195

Gln

val

Leu

val

val

Ala

20

aln

ASn

Tv¥r

Leu

Ser

100

Glin

Leu

5er

Leu

Gly

130

Leu

Leu

Gly

Asp

ASn
260

Leu
Ser
T¥r
Ile
Thr
Gln
Leu
val
Ser
Gln
1%
Sar
Pro
Arg
ASD
Thr

245

Ala

Gly

His

Thr

AsSp

ala

70

Leu

Ser

val

Glu

s5er

150

wval

val

Glu

Leu

Fro

Arg

Asp

Leu
Ser
Leu
Ser
Ala
Leu
Pro
As

13

ASp

Leauy
Gly
Leu
215
Ile

Tyr

Glu

ES 2545612 T3

wa'l
Leu
Fro
40

Fro
Asp
aly
Thr
Thr
120
Leu
Phe
Arg
val
Ty
250
arg
ASp

Tyr

Ala

Ala
Ala
25

Sar
Lau
val
Asp
wval
105
His
val
Glu
Lys
Phe
185
Asn
Asn

Arg

Thr

265

Ser
10

Fre
Sar
Ala
His
Pro
a0

Asp
val
Fro
val
Ala
170
Glu
Leu
Ala
ASh
Lys
2§n

Leu

43

Ala
saer
Ile
val
G1n
Cys
Tyr
ASpP
Arg
1€
Thr
Ash
T¥r

Thr

M b
oy —d
LTy ]

Gly

Ser

Tre

Thr

Asp

ASD

&0

Thr

Asnh

Leu

Ala

Ala

140

Trp

Gy

Gin

Gly

Leu

220

Tyr

Ala

Glu

Leu

Ser

val

45

Ala

Ser

val

Ala

sar

His

sar

Asp

Fhe

Ley

205

Thr

Gly

Azn

Asp

Leu
Ala
30

Gly
Gln
His
TYr
Lys
1{0
Asn
Gly
Asn
val
Ile
190
Gly
Thr

Gln

Gly

15

Thr

Ala

Set

Gly

Gly

ASp

Ala

Fro

Glu

Leu

175

Glu

Glu

Tyr

His

S5er

255

Glu

Thr

cer

His

val

BO

Thr

Arg

5er

Gly

Pro

160

Phe

Fhe

Arg

Ala

Fro

240

T¥I

ser



Phe

Leu

Leu

305

GIn

Gly

Glu

Tro

Fro

His

Ile

Gly

Ile

Fro

465

Lys

Phe

H1s

Tyr

ser

Gln

Thr

Leu

Ty

val

Zar

370

Giu

Lys

Fro

ala

Gy

Lys

val

Cys

Pro

Pro

[ =
-4 L
oA

Fro
Phe
ser
His
val

Asp
Arg
Ser
ASN
e
Ala
Ala
Ala
val

Fro

Glu

Gly
Arg
Tyr
Thr
GIn
340
ASh
Ilg

Phea

Gly

val
Phe
Fhe
Gl
50
Phe

Ala

val

Asn

5er

Cy¥s
ﬁlnSl'I
Asp
Ser
Ar

40

ASp
Asp
Trp
Asp
Asp
Sar

Gln

Phe

Phe

Ile

Gl

31

Gly

Arg

Phe

Tyr

ASN

val

Fro

%0

Gly

Cys

Leu

ASN

Leu

Thr

295

FPro

Leu

Trp

GTu

Met

avs

Asp

TrG

Alz

Phe

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

el

280

Trp
Thr
Pra

Gly

Glu
‘u.fa'l
Leu
Ile
440
Fhe
Ala
Trp
Thr
2

Thr

ES 2545612 T3

Asn
Arg
Gln
ala
345
Phe
Gly
aly
P
AS

42

Lys
Thr
Asn
Ile
G

50

Glu

Asn

Ala

Thr

Ala

Met

330

aln

Gl

Tyr,

Glu

Ile

Ala

A=n

val

Glu

AS

49

LYS

Fro

ser

44

His
1le
31k
Gin
Asnh
Ile

Arg

wr G
o
e

val
TVl
Fro
FPhe
Leu
475
Met
Leauy

Gly

Thr

Gly

Gl

.30

val
Gln
Trp
Pro
AS

38

Phe
ASP
Giu
Asp
Pro
460
‘q’a'l
ser
His
Asn

Glu
540

Glin
285
Gly
Thr
Tyr
sar
Leu
365
Phe
Ley

ser

Freo

ASD
ITe
Glu
Leu
val

525

Ala

Glu
Ser
Lys

ser

Glu
Glu
Ash
Ata
B
Thrr
Trp
Trp

val

Ala

val

Ile

ser-

Ala

Leu

Tyr

ASh

Lys

Ila

415

Ala

Leu

His

Ser

Tyr

Ser

L&
ASp
Tvr
3§Cl
Leu
clu
Ile
Asp
Leu
400
TYr
Arg
Tyr
Ash
Lvs
4§D
Sear
val

ASp

Ala



Glu
val
Ile
Arg
Ala
Leu
Phe
753
His
val
Pro

val

val

Gly

Ala
Thr
val
Gly
AS

61

Ley
Pro
aly
sar
Gl

6%

Ser
Asn
Ala
Ty
Met
770
val

Leu

Lys

Ala

Thr

Alg

His

93

Gly

Asn

Fhe

His

Ile

val

Arg

val

Gln

Fha

Arg

Asp

alu

aly

ser
Ser
AS

58

hAsp
val
Ala
Iie
8

ser
Asp
Trp
Leu
ala
Tyr
&la
Thr

Fto

Glu

Ala

Thr

563

val

Ley

Gln

Thr

Ile

B45

Gly

Glin

Thr

Met

Ala

743

Ser

Thr

Ley

Gln

Lay

205

val

350

sar
Asn
Ala
Glu
&40
Gly
Gly
Gly
Cys
Gln
710
Ala
Lys
Lau
ala
Phe
790

Ala

Trp

Gln

Thr

TyYr

val

Tyr

Ty

Arg

ASH

Leu

[T
Wt
Lt

Leu

Ile

Ala

Fha

Tr

77

et

Asp

Tyr

Ala

sar

Pro

Hisg

600

A5Q

Gly

Sar

Asn

Ser

680

Pha

Ser

Fro

Ala

His

7&0

Glu

val

Thr

ASp

ES 2545612 T3

ser ala

TYr
Pra
585
Ala
val

Leu

Thr

Leu

370

Twr

Ia

His

Arg

Phe

650

Asn

665

Phe

ASn

&1a

Gln

Mt

745

Glh

Phe

Gly

val

Trp

Ser
sSer
Gly
Phe
Glu
Lys
Ala
Pro
Pro

515

Tyr

Ala

Arg

val

Ser

ser

Gin

Ala

LyS

‘Leu

Asn

Pro

Ie

His

Thr

ser

745

Gly

Thr

45

Ser

Thr

‘Te

Pra
Leu
620
val
Gly
Trp
Phe
Thr
700
Pro
Tvr
Arg

Thr

val

Gln

aAla

Thr

Asnh

AsSnh

E05

Trp

fhe

ser

Gly

Gl

68

Asp

Fhe

arg

Ty

Thr

765

Fro

Met

Phe

Thr

Thr

Fro

Hi s

550

sar

Gly

Thr

Gly

Ser

Ile

Gluy

Tyr

Trp

5ar

750

aly

Ser

val

Pro

Ala

Thr
His
Glu
G
Met
Pro
Glu
Arg
Ala
Leu
sSar
Led
val
Gl

Bl

wval

Ala

Pro

Gln

His

Gln

Lys

Trp

Phe

Mat

Leu

Asn

720

5ar

Lev

Thr

Ala

Pro

800

val

Asp



10

15

20

Ala

Fro

Leu

BES

Lau

5er

ala

Al'Q

wva’l

945

Thr

His

<210>7

Lys

val

§50

Thr

zer

zer

Ser

Leu

930

Thr

Thr

Gly

Pro

Tyr

Thr

Gly

Leu

Ser

215

Asp

Phe

Thr

Ala

<211> 22
<212> DNA
<213> Aspergillus niger

<400> 7

820

Gly
val
Arg
Asnh
ASn
L]
Ile
Lys

Asnh

Lys

980

val

Arg

Asp

Gtn

B35

Firg

Lys

val

Gly

val

965

Ala

gtgccccatg atacgcectee gg

<210> 8

<211> 26
<212> DNA
<213> Aspergillus niger

Asn

Gy

Ala

870

Thr

ser

val

Thr

AF

95

Lau

G6ly

<400> 8
gagtcgtatt tccaaggcte ctgacc

<210>9
<211> 24

Ala
Gl

B85

Arg
Ala
Arg
Ser
val
935
Asn

Ser

22

26

ES 2545612 T3

Thr

ser

Asn

Lel

Thr

val

920

Leu

vaTl

val

Trp

8257

Ile

Ile

Thr

aly

Lay

905

Lys

Gly

His

aln

Ila

ﬁrn
Leu
Pro
ser
590
ASp
Gly
val
Fro
Gl

a7

Leu

46

ATa

Pro

Leu
val
Thr
Thr
s
Leu

Lys

Pro

Mat

860

Ser

TyYr

Asp

Trp

SBr

His

Trp

845

Gln

Leu

Leu

Fhe

oy
Pod ol
s

L¥s

val

ser

830

Gly

Glu

Leu

ASD

Gin

210

alu

Pro

Mer

His

Fro

val

Lys

ser

TYr

Thr
975

Ile

Ala

Ala

880

Gly

Thr

ASN

Ala

AsSh

960

Pro
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<212> ADN
<213> Aspergillus niger

<400>9
ggaggccatg aagtggacca acgg 24

<210>10

<211> 45

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 10
caccgtgaaa gccatgctct ttccticgtg tagaagacca gacag

<210> 11

<211> 45

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 11
ctggtcttct acacgaagga aagagcatgg ctttcacggt gtctg

<210> 12

<211> 44

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 12
ctatatacac aactggattt accatgggcc cgeggecgea gatc

<210> 13

<211> 44

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 13
gatctgcgge cgcgggecca tggtaaatce agttgtgtat atag

<210> 14

<211> 26

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 14
gtcgacatgg tgttttgatc atttta 26

<210> 15
<211> 26

45

45

44

44

a7
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<212> ADN
<213> Aspergillus niger

<400> 15
ccatggccag ttgtgtatat agagga 26

<210> 16

<211>29

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 16
tacacaactg gccatgttga gatcgctgc 29

<210> 17

<211> 39

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 17
gtcacctcta gttaattaac tagctgaggt caatctcgg

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 18

gcatggagca gggcatcttc ctgcagactc 30

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 19

gagtctgcag gaagatgccc tgctccatge 30

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 20
acacaactgg ccatggcccg gagcagctcg tc

<210> 21
<211> 40

ES 2545612 T3
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39
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<212> ADN
<213> Aspergillus fumigatus

<400> 21
agtcacctct agttaattaa ttagaattca atcttccatg

<210> 22

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 22

cgcgcagctc cagactccag gaaagaaatc ac 32

<210> 23

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 23
gtacttgaac aagccggtcc accatttgat tg 32

<210> 24

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 24
gcctgectge tgggegtgat actccaaggg tg 32

<210> 25

<211> 39

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 25
tacacaactg gccatggcca gegtectggg cctegtege

<210> 26

<211>43

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 26
gtcacctcta gttaattaac taccatttca gaatccagtg tcc

-21 -

40

39

43

49
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado que tiene actividad de alfa-glucosidasa, donde el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 90% de identidad con los aminoéacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6.

2. Polipéptido segun la reivindicacién 1, con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95%, al menos un
97% de identidad con los aminoacidos 20 a 988 de la SEC ID n° 6.

3. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
n° 6.

4. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que consiste en la SEC ID n° 6; o fragmentos de la misma
gue tienen actividad de alfa-glucosidasa.

5. Polipéptido segun las reivindicaciones 1-4, que consiste en la SEC ID n° 6.

6. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que consiste en los amino&cidos 20 a 988 de la SEC ID n°
6.

7. Polipéptido segun la reivindicacion 1, que es codificado por el polinucleétido contenido en plasmido pJSF9b que esta
contenido en E. coli NRRL B-30856.

8. Polinucledtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido segun cualquiera de
las reivindicaciones 1-7.

9. Constructo de &cidos nucleicos que comprende el polinucleétido segun la reivindicacion 8 operativamente enlazado a
una o varias secuencias de control que dirigen la produccidn del polipéptido en un huésped de expresion.

10. Vector de expresion recombinante que comprende el constructo de &cidos nucleicos segun la reivindicacién 9.

11. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 9.

12. Método para producir el polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7 que comprende (a) cultivar una
célula, que en su forma tipo salvaje es capaz de producir el polipéptido, bajo condiciones propicias para la produccion
del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido.

13. Método para producir el polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7 que comprende (a) cultivar una

célula huésped que comprende un constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido bajo condiciones propicias para la produccion del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido.
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Fig. 4
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Fig. 8
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