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DESCRIPCION
Endoglucanasa EGVII y acidos nucleicos que codifican la misma
Campo

La presente descripcion se refiere a secuencias de acido nucleico egl7 aisladas que codifican polipéptidos que
poseen actividad endoglucanasa. La descripcion se refiere a constructos de acido nucleico, vectores, y células
huésped que comprenden las secuencias de acido nucleico asi como métodos para producir polipéptidos EGVII
recombinantes.
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Antecedentes

La celulosa y la hemicelulosa son los materiales de plantas mas abundantes producidos por fotosintesis. Pueden ser
degradados y usados como una fuente de energia por numerosos microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras
y hongos, que producen enzimas extracelulares capaces de la hidrdlisis de los sustratos poliméricos a azucares
monoméricos (Aro et al., 2001). Segun se acercan los limites de los recursos no-renovables, el potencial de la
celulosa para ser el principal recurso de energia renovable es enorme (Krishna et al., 2001). La utilizacion eficaz de
la celulosa a lo largo de los procesos biologicos es uno de los enfoques para superar la escasez de alimentos,
piensos y combustibles (Ohmiya et al., 1997).

Las celulasas son enzimas que hidrolizan celulosa (enlaces beta-1,4-glucan o beta D-glucosidicos) dando como
resultado la formacion de glucosa, celobiosa, celooligosacaridos, y similares. Las celulasas se han dividido
tradicionalmente en tres clases principales: endoglucanasas (EC 3.2.1.4) (“EG”), exoglucanasas o celobiohidrolasas
(EC 3.2.1.91) (“CBH”) y beta-glucosidasas (beta-D-glucosido glucohidrolasa; EC 3.2.1.21) (“BG”), (Knowles et al.,
1987; Shulein, 1988). Las endoglucanasas actdan principalmente en las partes amorfas de la fibra de celulosa,
mientras que las celobiohidrolasas son también capaces de degradar la celulosa cristalina (Nevalainen and Penttila,
1995). Asi, se requiere la presencia de una celobiohidrolasa en un sistema celulasa para la solubilizacion eficiente
de la celulosa cristalina (Suurnakki, et al., 2000). La beta-glucosidasa actua para liberar unidades de D-glucosa a
partir de la celobiosa, celooligosacaridos, y otros glucésidos (Freer, 1993).

Se sabe que las celulasas son producidas por un gran nimero de bacterias, levaduras y hongos. Ciertos hongos
producen un sistema celulasa completo capaz de degradar formas cristalinas de celulosa, de tal manera que las
celulasas son producidas facilmente en grandes cantidades a través de la fermentacion. Los hongos filamentosos
juegan un papel esencial ya que muchas levaduras, como Saccharomyces cerevisiae, carecen de la capacidad de
hidrolizar celulosa. Adviértase en, p.ej., Aro et al., 2001; Aubert et al., 1988; Wood et al., 1988, y Coughlan, et al..

Las clasificaciones de la celulasa fungica de CBH, EG y BG se pueden ampliar mas a fondo para incluir multiples
componentes dentro de cada clasificacion. Por ejemplo, se han aislado multiples CBHs, EGs y BGs de una variedad
de fuentes fungicas incluyendo Trichoderma reesei que contiene genes conocidos para 2 CBHs, esto es, CBH | y
CBH I, al menos 5 EGs, esto es, EG |, EG I, EG lll, EG IV y EGV, y al menos 2 BGs, esto es, BG1 y BG2.

Para convertir eficazmente la celulosa cristalina en glucosa se necesita el sistema celulasa completo que comprende
componentes de cada una de las clasificaciones de CBH, EG y BG, con componentes aislados menos eficaces en
hidrolizar celulosa cristalina (Filho et al., 1996). Se ha observado una relacién sinérgica entre los componentes de la
celulasa de diferentes clasificaciones. En particular, las celulasas tipo-EG y las celulasas tipo-CBH interactian
sinérgicamente para degradar de manera mas eficiente la celulosa. Adviértase en, p.ej., Wood, 1985.

Las celulasas son conocidas en la técnica por ser utiles en el tratamiento de textiles a efectos de mejorar la
capacidad de limpieza de las composiciones de detergentes, para su uso como un agente suavizante, para mejorar
el tacto y el aspecto de los tejidos de algodén, y similares (Kumar et al., 1997).

Se han descrito las composiciones de detergente que contienen celulasa con un mejor rendimiento de limpieza (Pat.
EE.UU. N°. 4.435.307; GB App. N%. 2.095.275 y 2.094.826) y para su uso en el tratamiento de tejidos para mejorar
el tacto y el aspecto del textil (Pat EE.UU. N°s. 5.648.263, 5.691.178 y 5.776.757; GB App. N°. 1.358.599; The
Shizuoka Prefectural Hammamatsu Textile Industrial Research Institute Report, Vol. 24, pp.54-61, 1986).

Por consiguiente, las celulasas producidas por hongos y bacterias han recibido mucha atencion. En particular, se ha
mostrado que la fermentacién de Trichoderma spp. (p.ej., Trichoderma longibrachiatum o Trichoderma reesei)
produce un sistema de celulasa completo capaz de degradar las formas cristalinas de celulosa. En la Pat. EE.UU.
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N°. 5.475.101 se describe la purificacion y la clonacién molecular de una enzima util en particular designada EGIII
que se deriva de Trichoderma tongibrachiatum.

SALOHEIMO M. ET AL., EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY/ FEBS. 15 OCT 1997, vol. 249, n°. 2, paginas
584-591, describe un cDNA de Trichoderma reesei que codifica una proteina con un C-terminal de unién a celulosa.
La proteina presenta una similitud de aminoacidos en toda su longitud con la proteina inducida por celulosa CEL1 de
Agaricus hisporus. Estas dos proteinas son miembros de la familia de las glicosil hidrolasas, numero 61. La
expresion del cDNA T. reesei en levadura mostré que codifica una proteina con actividad endoglucanasa y por lo
tanto a la proteina se la llamoé EGIV y al gen correspondiente egl4. Se prepararon anticuerpos policlonales frente a
EGIV producida en Escherichia coli y detectaron una proteina de 56 kDa en el sobrenadante de cultivo de T. reesei.
Mediante hibridacion por Northern se revelé que eg14 de T. reesei esta regulado de la misma manera que otros
genes de celulasa de este hongo.

Aunque se han descrito previamente las composicion de celulasa, sigue habiendo una necesidad de nuevas y
mejoradas composiciones de celulasa para su uso en detergentes domésticos, composiciones para el lavado a la
piedra o detergentes de lavanderia, etc. Las celulasas que exhiben resistencia a los tensoactivos (p.ej., sulfonatos
alquilo lineales, LAS), rendimiento mejorado bajo condiciones de estrés térmico, capacidad celulolitica aumentada o
disminuida, y/o alto nivel de expresion in vitro, son de particular interés.

Compendio

La descripcion proporciona una proteina celulasa aislada, identificada en el presente documento como EGVII, y
acidos nucleicos que codifican EGVII.

En un aspecto, EGVII, polipéptidos o proteinas comprenden una secuencia que tiene al menos un 80%, 85%, 90%,
95%, 98% o mas de identidad de secuencia con la secuencia presentada como SEQ ID NO:2.

En un aspecto relacionado, la descripcion incluye (i) fragmentos de EGVII, preferiblemente al menos
aproximadamente 20-100 aminoacidos en longitud, mas preferiblemente aproximadamente 100-200 aminoacidos en
longitud, e (ii) una composicion farmacéutica que comprende EGVII. En varias realizaciones, el fragmento
corresponde al dominio N-terminal de EGVII o al dominio C-terminal de EGVII.

En otro aspecto la descripcion incluye un polinucleétido aislado que tiene una secuencia que codifica EGVII, una
secuencia complementaria a la secuencia codificadora de egl7, y una composicion que comprende el polinucleétido.
El polinucledtido puede ser mRNA, DNA, cDNA, DNA gendmico, o un analogo antisentido del mismo.

Un polinucleodtido egl7 puede comprender una molécula de acido nucleico aislada que hibrida con el acido nucleico
presentado como SEQ ID NO:1 bajo condiciones de astringencia de moderada a alta, donde la molécula de acido
nucleico codifica un polipéptido EGVII que exhibe actividad endoglucanasa.

El polinucledtido puede codificar una proteina EGVII que tiene al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o mas
identidad de secuencia con la secuencia presentada como SEQ ID NO:1. En una realizacion especifica, el
polinucleétido comprende una secuencia sustancialmente idéntica a SEQ ID NO:1. La descripciéon también
contempla fragmentos del polinucleétido, preferiblemente al menos aproximadamente de 15-30 nucledtidos en
longitud.

La descripcion proporciona adicionalmente vectores de expresion recombinantes que contienen una secuencia de
acido nucleico que codifica EGVII o un fragmento o variante de corte y empalme del mismo, operativamente unido a
elementos reguladores eficaces para la expresion de la proteina en un huésped seleccionado. En un aspecto
relacionado, la descripcion incluye una célula huésped que contiene el vector.

La descripcion incluye ademas un método para producir EGVII mediante técnicas recombinantes, mediante cultivo
de células huésped procariotas o eucariotas recombinantes que comprenden secuencia de acido nucleico que
codifica EGVII bajo condiciones eficaces de promover la expresidon de la proteina, y posterior recuperacion de la
proteina a partir de la célula huésped o del medio de cultivo celular.

En otro aspecto aun, la descripcion incluye un anticuerpo especificamente inmunoreactivo frente a EGVII.

También forman parte de la descripcion métodos analiticos para detectar los acidos nucleicos ecl7 y las proteinas
EGVII.

En otro aspecto la descripcién proporciona una composicion enzimatica util en la conversién de celulosa en
azucares y/o etanol. En una realizacion preferida la composicion enzimatica comprende EGVII. La composicion
puede comprender ademas enzimas celulasa adicionales como otras endoglucanasas, beta-glucosidasas y/o
celobiohidrolasas. La composicién se puede enriquecer en EGVII.

Breve descripcion de la figuras
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La Figura 1 es una representacion monocatenaria de una secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO:1), del cDNA de
egl7 de T, reesei, en donde la secuencia no-codificadora se indica en negrita.

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos predicha (SEQ ID NO:2) y la secuencia sefial (SEQ ID NO:3)
basada en la secuencia de nucleétidos proporcionada en la Figura 1, en donde la secuencia sefial se indica en
negrita.

Descripcion detallada
I. Definiciones

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos empleados en esta memoria tienen el
mismo significado como lo serian para un experto en la técnica. Los profesionales se dirigen particularmente a
Sambrook et al., 1989, y Ausubel FM et al., 1993, para las definiciones y términos de la técnica. Se ha de entender
que esta descripcion no se limita a la metodologia particular, métodos, y reactivos descritos, ya que éstos pueden
variar.

El término “polipéptido” como se emplea en esta memoria se refiere a un compuesto formado por una sola cadena
de residuos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. El término “proteina” como se como se emplea en esta
memoria puede ser sinénimo con el término “polipéptido” o se puede referir, ademas, a un complejo de dos o mas
polipéptidos.

El término “molécula de acido nucleico” incluye moléculas de RNA, DNA y cDNA. Se ha de entender que, como
resultado de la degeneracion del codigo genético, se pueden producir una multitud de secuencias de nucledtidos
que codifican una proteina dada como EGVII. La presente descripcion contempla cada posible variante de secuencia
de nucledtidos, que codifica EGVII, todas las cuales son posibles dada la degeneracion del codigo genético.

Un constructo o secuencia de acido nucleico “heterélogo” tiene una porciéon de secuencia, que no es nativa a la
célula en que se expresa. Heterdlogo, con respecto a una secuencia control se refiere a una secuencia control (esto
es, promotor o potenciador) que no funciona en la naturaleza para regular al mismo gen cuya expresion esta
actualmente regulando. Generalmente, las secuencias de acido nucleico heterélogo no son endégenas a la célula o
a parte del genoma en el que estan presentes, y se han afadido a la célula, por infeccién, transfeccion,
transformacion, microinyeccion, electroporacion, o similares. Un constructo de acido nucleico “heterélogo” puede
contener una combinacién de una secuencia control/secuencia de DNA codificadora que es la misma que, o
diferente de una combinaciéon de una secuencia control/secuencia de DNA codificadora encontrada en la célula
nativa.

Como se emplea en esta memoria, el término "vector" se refiere a un constructo de acido nucleico designado para la
transferencia entre diferentes células huésped. Un “vector de expresion” se refiere a un vector que tiene la
capacidad de incorporar y expresar fragmentos de DNA heterdlogo en una célula extrafia. Muchos vectores de
expresion procariotas y eucariotas estan disponibles comercialmente. La seleccion de los vectores apropiados esta
dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.

Por consiguiente, un “casete de expresion” o “vector de expresion” es un constructo de acido nucleico generado de
manera recombinante o sintética, con una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la
transcripcién de un acido nucleico particular en la célula diana. El casete de expresién recombinante se puede
incorporar dentro de un plasmido, cromosoma, DNA mitocondrial, DNA plastidico, virus, o fragmento de acido
nucleico. Normalmente, la porcion del casete de expresion recombinante de un vector de expresion incluye, entre
otras secuencias, una secuencia de acido nucleico que se transcribe y un promotor.

Como se emplea en esta memoria, el término “plasmido” se refiere a un constructo de DNA circular de doble cadena
(ds) usado como un vector de clonacioén, y que forma un elemento genético extra-cromosémico auto-replicante en
muchas bacterias y en algunas eucariotas.

Como se emplea en esta memoria, el término “secuencia de nucleétidos seleccionable con marcador-codificado” se
refiere a una secuencia de nucleétidos que es capaz de expresarse en células y donde la expresion del marcador
seleccionable confiere a las células que contienen el gen expresado la habilidad de crecer in presencia de un agente
selectivo correspondiente, o bajo condiciones selectivas de crecimiento correspondientes.

Como se emplea en esta memoria, el término “promotor” se refiere a una secuencia de acido nucleico que funciona
para dirigir la transcripcion de un gen corriente abajo. El promotor generalmente sera apropiado a la célula huésped
en la que el gen diana esta siendo expresado. El promotor junto con otras secuencias de acido nucleico reguladoras
transcripcionales y traduccionales (también denominadas “secuencias control”) son necesarias para expresar un gen
dado. En general, las secuencias reguladoras transcripcionales y traduccionales incluyen, pero no se limitan a,
secuencias promotoras, sitios de unién al ribosoma, secuencias de inicio y de parada de la transcripcion, secuencias
de inicio y de parada de la traduccién, y secuencias potenciadoras y activadoras.
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“Gen quimérico” o “constructo de acido nucleico heterélogo”, como se define en este documento se refiere a un gen
no-nativo (esto es, uno que se ha introducido dentro de un huésped) que se puede componer de partes de distintos
genes, incluyendo elementos reguladores. Un constructo de gen quimérico para la transformacion de una célula
huésped se compone normalmente de una region reguladora transcripcional (promotor) ligada operativamente a una
secuencia codificadora de una proteina heteréloga, o, en un gen quimérico con un marcador seleccionable, a un gen
con un marcador seleccionable que codifica una proteina que confiere resistencia a antibidticos a la célula
transformada. Un gen quimérico tipico para la transformacion en una célula huésped, incluye una region reguladora
transcripcional que es constitutiva o inducible, una secuencia que codifica una proteina, y una secuencia
terminadora. Un constructo de gen quimérico puede incluir también una segunda secuencia de DNA que codifica un
péptido sefal si se desea la secrecién de la proteina diana.

Un acido nucleico esta “operativamente ligado” cuando esta localizado dentro de una relacion funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, DNA que codifica un lider secretorio esta operativamente ligado a un DNA
para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador esta operativamente ligado a una secuencia codificadora si se afecta la transcripcion de la secuencia; o
un sitio de union al ribosoma esta operativamente ligado a una secuencia codificadora si esta posicionado con el fin
de facilitar la traduccion. Generalmente, “operativamente ligado” significa que las secuencias de DNA que estan
ligadas son contiguas, y, en el caso del lider secretorio, contiguo y en marco de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no tienen que estar contiguos. La ligacion se lleva a cabo por ligacion en sitios de restriccion
convenientes. Si tales sitios no existen, se usan los adaptadores de oligonucleotidos sintéticos, enlazadores o
cebadores para la PCR, de acuerdo con la practica convencional.

Como se emplea en esta memoria, el término “gen” significa el segmento de DNA involucrado en la produccion de
una cadena polipeptidica, que puede o no incluir regiones que preceden o siguen a la region codificadora, p.ej. 5’ no
traducida (5 UTR) o secuencias “lider” y 3 UTR o secuencias “remolque”, asi como secuencias intermedias
(intrones) entre segmentos codificadores individuales (exones).

En general, las moléculas de acido nucleico que codifican EGVII, o un analogo u homdlogo de la misma hibridara,
bajo condiciones de astringencia de moderadas a altas con la secuencia que se proporciona en este documento
como SEQ ID NO:1. Sin embargo, en algunos casos se emplea una secuencia que codifica EGVIl que posee una
utilizacién de codoén sustancialmente diferente, mientras que la proteina codificada por la secuencia de nucleétido
que codifica EGVII tiene la misma o sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la proteina nativa. Por
ejemplo, la secuencia codificadora se puede modificar para facilitar una expresion mas rapida de EGVII en un
sistema de expresion procariota o eucariota particular, de acuerdo con la frecuencia con la que un codoén particular
es utilizado por el huésped. Te'o, et al. (2000), por ejemplo, describe la optimizacién de genes para la expresion en
hongos filamentosos.

Se considera que una secuencia de acido nucleico es “selectivamente hibridable” con un acido nucleico de
referencia si las dos secuencias hibridan especificamente una con la otra bajo una astringencia de hibridacion de
moderada a alta y condiciones de lavado. Las condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de fusion (Tm)
del complejo de unién de acido nucleico o de la sonda. Por ejemplo, “astringencia maxima” normalmente ocurre a
aproximadamente Tm-5°C (5° por debajo de la Tm de la sonda); “astringencia alta” a aproximadamente 5-10° por
debajo de la Tm; “astringencia intermedia” a aproximadamente 10-20° por debajo de la Tm de la sonda; y
“astringencia baja” a aproximadamente 20-25° por debajo de la Tm. Funcionalmente, las condiciones de maxima
astringencia se pueden usar para identificar secuencias que tienen identidad estricta o identidad casi estricta con la
sonda de hibridacién; mientras que las condiciones de astringencia alta se usan para identificar secuencias que
tienen aproximadamente 80% o mas de identidad de secuencia con la sonda.

Son bien conocidas en la técnica las condiciones de hibridacion de astringencia moderada y alta (adviértase en, por
ejemplo, Sambrook, et al, 1989, Capitulos 9 y 11, y en Ausubel, F.M., et al., 1993). Un ejemplo de condiciones de
astringencia alta incluye hibridaciéon a aproximadamente 42°C en formamida al 50%, SSC 5X, soluciéon de Denhardt
5X, SDS al 0,5% y DNA portador desnaturalizado 100nug/ml seguido de lavado dos veces en SSC 2X y SDS al 0,5%
a temperatura ambiente y dos veces adicionales en SSC 0,1X y SDS al 0,5% a 42°C.

Como se emplea en esta memoria, “recombinante” incluye la referencia a una célula o vector, que ha sido
modificada/o mediante la introduccién de una secuencia de acido nucleico heterdlogo o que la célula se derive de
una célula asi modificada. Asi, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran en
forma idéntica dentro de la forma nativa (no-recombinante) de la célula o expresan genes nativos que se expresan
anormalmente de otro modo, expresados a la baja o no expresados en absoluto como resultado de una intervencion
humana deliberada.

Como se emplea en esta memoria, los términos “transformado/a”, “establemente transformado/a” o “transgénico”
con referencia a una célula significa que la célula tiene una secuencia de acido nucleico no-nativa (heteréloga)
integrada en su genoma o como un plasmido episomal que se mantiene a lo largo de multiples generaciones.
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Como se emplea en esta memoria, el término “expresion” se refiere al proceso mediante el cual un polipéptido se
produce en funciéon de la secuencia de acido nucleico de un gen. El proceso incluye ambas, transcripcion y
traduccion.

El término “introducido” en el contexto de insertar una secuencia de acido nucleico dentro de una célula significa
“transfeccion”, o “transformacion” o “transduccion” e incluye referencia a la incorporacion de una secuencia de acido
nucleico dentro de una célula eucariota o procariota donde la secuencia de acido nucleico puede ser incorporada
dentro del genoma de la célula (por ejemplo, cromosoma, plasmido, plastido, o DNA mitocondrial), convertido en un
replicén autbnomo, o expresado transitoriamente (por ejemplo, mRNA transfectado).

Se deduce que el término “expresion de EGVII” se refiere a la transcripcion y la traduccion del gen egl7, los
productos de las cuales incluyen RNA precursor, mRNA, polipéptido, polipéptidos procesados post-
traduccionalmente y derivados de los mismos, incluyendo EGVII de especies relacionadas como Trichoderma
longibrachiatum (reesei), Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Hypocrea jecorina y Hypocrea schweinitzii. A
modo de ejemplo, ensayos para la expresion de EGVII incluyen transferencia de Western para la proteina EGVII,
analisis de transferencia de Northern y ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
(RT-PCR) para el mRNA de EGVII, ensayos de actividad de endoglucanasa como se describen en Shoemaker S.P.
y Brown R.D. Jr. (Biochim. Biophys. Acta, 1978, 523:133-146) y Schulein (1988).

El término “corte y empalme alternativo” se refiere al proceso por el cual se generan multiples isoformas
polipeptidicas a partir de un Gnico gen. Asi un exoén particular se podria conectar a cualquiera de los varios exones
alternativos para formar RNAs mensajeros. Los mRNAs alternativamente cortados y empalmados producen
polipéptidos (“variantes de corte y empalme”) en los que algunas partes son comunes mientras otras partes son
diferentes.

El término “secuencia sefial” se refiere a una secuencia de aminoacidos en la porciéon N-terminal de una proteina,
que facilita la secrecién de la forma madura de la proteina fuera de la célula. La forma madura de la proteina
extracelular carece de secuencia sefial la cual es escindida durante el proceso de secrecion.

Mediante el término “célula huésped” se entiende una célula que contiene un vector y mantiene la replicacion, y/o
transcripcion o transcripcion y traduccion (expresion) del constructo de expresion. Las células huésped pueden ser
células procariotas, como E. coli, o células eucariotas como células de levadura, planta, insecto, anfibio, o mamifero.
En general, las células huésped son hongos filamentosos.

El término “hongos filamentosos” significa cualquier y todos los hongos filamentosos reconocidos por los expertos en
la técnica. Un hongo preferido se selecciona del grupo que consiste en Aspergillus, Trichoderma, Fusarium,
Chrysosporium, Penicillium, Humicola, Neurospora, o formas sexuales alternativas de los mismos como Emericella,
Hypocrea.

El término “celooligosacarido” se refiere a grupos de oligosacaridos que contienen de 2-8 unidades de glucosa y que
tienen enlaces B-1,4, p.ej. celobiosa.

El término “celulasas” se refiere a una categoria de enzimas capaces de hidrolizar polimeros de celulosa a
oligdbmeros mas cortos de celo-oligosacaridos, celobiosa y/o glucosa. Numerosos ejemplos de celulasas, como
exoglucanasas, exocelobiohidrolasas, endoglucanasas, y glucosidasas se han obtenido de organismos celuloliticos,
particularmente incluyendo hongos, plantas y bacterias.

El término “dominio de unién a celulosa” como se emplea en esta memoria se refiere a una porcién de la secuencia
de aminoacidos de una celulasa o una region de la enzima que esta involucrada en la actividad de unién a celulasa
o un derivado de la misma. Los dominios de unién a celulosa generalmente funcionan mediante la unién no-
covalente de la celulasa a la celulosa, un derivado de celulosa u otro polisacarido equivalente a la misma. Los
dominios de unién a celulosa permiten o facilitan la hidrélisis de las fibras de celulosa mediante la regiéon central
estructuralmente distinta y funciona normalmente independiente del centro catalitico. Asi, un dominio de unién a
celulosa no tendra la actividad hidrolitica significativa atribuible al centro catalitico. En otras palabras, un dominio de
unioén a celulosa es un elemento estructural de la estructura terciaria de la proteina enzima celulasa que es distinto
del elemento estructural que tiene actividad catalitica.

Como se emplea en esta memoria, el término “tensoactivo” se refiere a cualquier compuesto generalmente
reconocido en la técnica que tiene cualidades activas de superficie. Asi, por ejemplo, los tensoactivos comprenden
tensoactivos anidnicos, catidnicos y no ionicos como los que se encuentran comunmente en detergentes. Los
tensoactivos anidnicos incluyen alquilbencenosulfonatos lineales o ramificados; alquil o alquenil éter sulfatos que
tienen grupos alquilo o grupos alquenilo lineales o ramificados.; alquil o alquenil sulfatos; o sulfatos de olefina; y
alcanosulfonatos. Tensoactivos anfoliticos incluyen sales de sulfonatos de amonio cuaternario, y tensoactivos
anfoliticos tipo betaina. Tales tensoactivos anfoliticos tienen tanto grupos de carga positiva como negativa en la
misma molécula. Los tensoactivos no idnicos pueden comprender éteres de polioxiaquilenos, asi como
alcanolamidas de acidos grasos superiores o un aducto de 6xido de alquileno de los mismos, monoésteres de
glicerina de acidos grasos, y similares.
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Como se emplea en esta memoria, el término “tejido que contiene celulosa” se refiere a cualquier tejido cosido o no
cosido, hilados o fibras hechas de algodén o no algodon que contiene celulosa, o algodon o no-algodén que
contiene mezclas de celulosa incluyendo celuldsicos naturales y celuldsicos artificiales (como yute, lino, ramio,
rayon, y lyocell).

Como se emplea en esta memoria, el término “tejido que contiene algodon” se refiere a tejidos cosidos o no cosidos,
hilos o fibras hechas de algodén puro o mezclas de algodén que incluyen tejidos de algodon, tejidos de punto de
algoddn, drils de algoddn, hilos de algodén, algodoén en bruto y similares.

Como se emplea en esta memoria, el término “composicién de lavado a la piedra” se refiere a una formulacion para
su uso en el lavado a la piedra de tejidos que contienen celulosa. Las composiciones de lavado a la piedra se usan
para modificar los tejidos que contienen celulosa antes de la venta, esto es, durante el proceso de fabricacion. Por el
contrario, las composiciones de detergente estan destinadas para la limpieza de prendas sucias y no se usan
durante el proceso de fabricacion.

Como se emplea en esta memoria, el término “composicion de detergente” se refiere a una mezcla que esta
destinada para su uso en un medio de lavado para el lavado de tejidos sucios que contienen celulosa.

En el contexto de la presente descripcion dichas composiciones pueden incluir, ademas de celulasas y tensoactivos,
enzimas hidroliticas adicionales, detergentes de lavanderia, agentes blanqueadores, activadores de blanqueo,
agentes de azulado y colorantes fluorescentes, inhibidores de apelmazamiento, agentes enmascaradores,
activadores de celulasa, antioxidantes, y solubilizantes.

Como se emplea en esta memoria, el término “disminucién o eliminacion de la expresion del gen egl7” significa que
o bien el gen egl7 ha sido eliminado del genoma y por lo tanto no puede ser expresado por el microorganismo
huésped recombinante; o que el gen egl7 ha sido modificado de tal manera que no se produce la enzima EGVII
funcional por el microorganismo huésped recombinante.

El término “egl7 alterado” o “gen egl7 alterado” significa que la secuencia de acido nucleico del gen se ha alterado
mediante eliminacioén, adicion, y/o manipulacion de la secuencia codificadora o se ha modificado la secuencia de
aminoacidos de la proteina expresada.

Como se emplea en esta memoria, el término “purificacion” se refiere generalmente a someter el acido nucleico
transgénico o las células que contienen la proteina a purificacion bioquimica y/o columna cromatografica.

Como se emplea en esta memoria, los términos “activo” y “biolégicamente activo” se refieren a una actividad
bioldgica asociada con una proteina particular, como la actividad enzimatica asociada con una proteasa. Se deduce
que la actividad bioldgica de una proteina dada se refiere a cualquier actividad biolégica normalmente atribuida a
esa proteina por los expertos en la técnica.

Como se emplea en esta memoria, el término “enriquecido” significa que el EGVII se encuentra en una
concentracion que es mayor en relacion a la concentracion de EGVII encontrada en una composicion de celulasa
fungica de tipo-salvaje, o que ocurre naturalmente. Los términos enriquecido, elevado y mejorado se puede usar de
manera intercambiable en esta memoria.

Una composicion de celulasa fungica de tipo salvaje es una producida por una fuente fungica de origen natural y que
comprende uno o mas componentes BGL, CBH y EG en donde cada uno de estos componentes se encuentra en la
proporcion producida por la fuente fuingica. Asi, una composicion EGVII enriquecida tendria EGVII en una proporcion
alterada en donde la proporcion de EGVII con respecto a otros componentes de celulasa (esto es, CBHs, beta-
glucosidadsas y otras endoglucanasas) esta elevada. Esta proporcion puede ser aumentada ya sea aumentando
EGVII o disminuyendo (o eliminando) al menos uno de los componentes por cualquier medio conocido en la técnica.

Por lo tanto, para ilustrar, un sistema de celulasa de origen natural se puede purificar en componentes
sustancialmente puros mediante técnicas de separacion reconocidas bien publicadas en la literatura, incluyendo
cromatografia de intercambio iénico a un pH adecuado, cromatografia de afinidad, exclusion por tamafio y similares.
Por ejemplo, en la cromatografia de intercambio i6nico (generalmente cromatografia de intercambio aniénico), es
posible separar los componentes de celulasa median elucion con un gradiente de pH, o un gradiente de sal, o
ambos un gradiente de pH y un gradiente de sal. EI EGVII purificado se puede entonces afadir a la solucion
enzimatica dando como resultado una soluciéon enriquecida de EGVII. También es posible elevar la cantidad de
EGVII producido por un microbio usando métodos de genética molecular para sobreexpresar el gen que codifica
EGVII, posiblemente en conjuncidn con la supresiéon de uno o mas genes que codifican otras celulasas.

Las celulasas fungicas pueden contener mas de un componente EGVII. Los diferentes componentes generalmente
tienen diferentes puntos isoeléctricos que permiten su separacion por cromatografia de intercambio i6nico y
similares. Se pueden utilizar o bien un Unico componente EG o una combinacién de componentes EG en una
solucién enzimatica.
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Cuando se emplean en soluciones enzimaticas, el componente EG se afiade generalmente en una cantidad
suficiente para permitir la tasa mas alta de liberaciéon de los azlcares solubles de la biomasa. La cantidad de
componente EG afadido depende del tipo de biomasa que se sacarifica el cual puede ser determinado facilmente
por el experto en la materia. Sin embargo, cuando se emplea, el porcentaje en peso del componente EGVII en
relacion con cualquiera de los componentes de tipo CBH presentes en la composicion de celulasa es de
preferiblemente aproximadamente 1, preferiblemente aproximadamente 5, preferiblemente aproximadamente 10,
preferiblemente aproximadamente 15, o preferiblemente aproximadamente 20% en peso hasta preferiblemente
aproximadamente 25, preferiblemente aproximadamente 30, preferiblemente aproximadamente 35, preferiblemente
aproximadamente 40, preferiblemente aproximadamente 45 o preferiblemente aproximadamente 50% en peso.
Ademas, los intervalos preferidos pueden ser de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 15% en peso,
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 20% en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10% en peso,
de aproximadamente 1 a aproximadamente 15% en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 20% en peso,
de aproximadamente 1 a aproximadamente 25% en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20% en peso,
de aproximadamente 5 a aproximadamente 25% en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 30% en peso,
de aproximadamente 5 a aproximadamente 35% en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 40% en peso,
de aproximadamente 5 a aproximadamente 45% en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 50% en peso,
de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25% en
peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30% en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 35%
en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 40% en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente
45% en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50% en peso, de aproximadamente 15 a
aproximadamente 20% en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 25% en peso, de aproximadamente
15 a aproximadamente 30% en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 35% en peso, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30% en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 45% en peso,
de aproximadamente 15 a aproximadamente 50% en peso.

[I. Organismos diana
A. Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota. Los
hongos filamentosos se caracterizan por un micelio vegetativo que tiene una pared celular compuesta de quitina,
glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos, con un crecimiento vegetativo por elongacion de hifas y
un catabolismo de carbono que es estrictamente aerdbico.

La célula parental fungica filamentosa puede ser una célula de una especie de, pero no limitada a, Trichoderma.
e.g., Trichoderma longibrachiatum (reesei), Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Trichoderma harzianum;
Penicillium sp.; Numicola sp., incluyendo Humicola insolens; Chrysosporium sp., incluyendo C. lucknowense;
Gliocladium sp,; Aspergillus sp.; Fusarium sp., Neurospora sp., Hypocrea sp., y Emericella sp. Como se emplea en
esta memoria, el término “Trichoderma” o “Trichoderma sp.” se refiere a cualquier cepa de hongos que se ha
clasificado previamente como Trichoderma o esta actualmente clasificada como Trichoderma.

En una realizacion preferida, la célula parental de hongo filamentoso es una célula Aspergillus niger, Aspergillus
awamori, Aspergillus aculeatus, o Asperqillus nidulans.

En otra realizacion preferida, la célula parental de hongo filamentoso es una célula Trichoderma reesei.
lll. Celulasas

Las celulasas son conocidas en la técnica como enzimas que hidrolizan celulosa (enlaces beta-1,4-glucan o beta D-
glucosidicos) dando como resultado la formacién de glucosa, celobiosa, celooligosacaridos, y similares. Como se
expuso anteriormente, las celulasas se han dividido tradicionalmente en tres clases principales: endoglucanasas (EC
3.2.1.4) (“EG”), exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) (“CBH") y beta-glucosidasas (EC 3.2.1.21) (“BG”).
(Knowles, et al., 1987; Schulein, 1988).

Ciertos hongos producen sistemas completos de celulasa que incluyen exo-celobiohidrolasas o celulasas tipo-CBD,
endoglucanasas o celulasas tipo-EG y beta-glucosidasas o celulasas tipo-BG (Schulein, 1988). Sin embargo,
algunas veces estos sistemas carecen de celulasas tipo-CBH y las celulasas bacterianas también incluyen
normalmente pocas o ninguna celulasa. Ademas, se ha mostrado que los componentes EG y los componentes CBH
interactian sinérgicamente para degradar de manera mas eficiente la celulosa. Adviértase p.ej., en Wood, 1985. Los
diferentes componentes, esto es, las distintas endoglucanasas y exocelobiohidrolasas en un sistema de celulasa
completo o multi-componente, tienen generalmente diferentes propiedades, como punto isoeléctrico, peso molecular,
grado de glicosilacion, especificidad de sustrato y patrones enzimaticos de accion.

Se cree que las celulasas tipo-endoglucanasa hidrolizan uniones beta-1,4-glucosidicas internas en regiones de baja
cristalinidad de la celulosa y las celulasas tipo-exo-celobiohidrolasas hidrolizan celobiosa a partir de terminaciones
reductoras o no-reductoras de celulosa. Se deduce que la accién de los componentes de endoglucanasa puede
facilitar en gran medida la accion de las exo-celobiohidrolasas mediante la creacion de nuevos extremos de cadena
que son reconocidos por los componentes exo-celobiohidrolasa. Ademas, las celulasas tipo-exo-celobiohidrolasas
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se ha demostrado que catalizan la hidrdlisis alquilo y/o arilo B-D-glucésidos como metil B-D-glucésido y p-nitrofenil
glucosido asi como glicosidos que contienen solamente residuos de carbohidratos, como celobiosa. Esto produce
glucosa como el Unico producto para el microorganismo y reduce o elimina celobiosa que inhibe las
celobiohidrolasas y endoglucanasas.

Por consiguiente, las celulasas tipo-p-glucosidadsas se considera que son una parte integral del sistema de celulasa
porque conducen a la reaccion total hacia glucosa. Se ha mostrado que una expresién aumentada de BG en T.
reesei mejora la degradacion de celulosa a glucosa. Adviértase en EP0562003. Ademas, las B-glucosidasas pueden
catalizar la hidrolisis de un numero de diferentes sustratos, y por lo tanto encuentran utilidad en una variedad de
aplicaciones diferentes. Algunas B-glucosidasas se pueden afiadir a las uvas durante la elaboracion del vino para
potenciar el aroma potencial del producto vinicola terminado. Otra aplicacion aun puede ser el uso de B-glucosidasa
en la fruta para potenciar el aroma de la misma. Alternativamente, la B-glucosidasa se puede usar directamente en
aditivos alimentarios o procesamiento del vino para potenciar el sabor y el aroma.

Las celulasas también encuentran un nimero de usos en composiciones detergentes incluyendo capacidad de
limpieza, como agente suavizante y para mejorar el tacto de los tejidos de algodon (Hemmpel, 1991; Tyndall, 1992;
Kumar et al., 1997). Mientras el mecanismo no es parte de la descripcion, las propiedades suavizantes y de
restauracion del color de la celulasa han sido atribuidas a los componentes de endoglucanasa alcalina en
composiciones de celulasa, como se ejemplifica por la Patente EE.UU. N° 5.648.263, 5.691.178 y 5.776.757, que
describen que esas composiciones de detergente que contienen una composiciéon de celulasa enriquecida en un
componente endoglucanasa alcalina especifica imparten restauracién del color y mejor suavizado a prendas de
vestir tratadas en comparacion con composiciones de celulasa no enriquecidas en dicho componente. Ademas, el
uso de dichos componentes endoglucanasa alcalina en composiciones de detergente se ha demostrado que
complementan los requerimientos de pH de la composicion de detergente (p.gj., exhibiendo maxima actividad a un
pH alcalino de 7,5 hasta 10, como se describe en las Patentes EE.UU. N°s. 5.648.263, 5.691.178 y 5.776.757).

También se ha demostrado que las composiciones de celulasa degradan tejidos que contienen algoddn, dando
como resultado una reduccion de la pérdida de fuerza en el tejido (Patente EE.UU. N° 4.822.516), contribuyendo a la
reticencia a usar composiciones de celulasa en aplicaciones de detergentes comerciales. Se ha sugerido que las
composiciones de celulasa que comprenden componentes endoglucanasa exhiben una pérdida de fuerza reducida
para los tejidos que contienen algoddn en comparacion con composiciones que comprenden un sistema de celulasa
completo.

También se ha mostrado que las celulasas son utiles en la degradacién de biomasa celulasa a etanol (en donde la
celulasa degrada la celulosa a glucosa y la levadura y otros microbios fermentan ademas la glucosa a etanol), en el
tratamiento de la pulpa de madera (Pere et al., 1996), para uso como aditivo para piensos (WO 91/04673) y en la
molienda humeda de cereales.

La mayoria de las CBHs y EGs tienen una estructura multidominio que consiste en un dominio central separado de
un dominio de unién a celulosa (CBD) mediante un péptido de unién (Suurnakki et al., 2000). El dominio central
contiene el sitio activo mientras que el CBD interactia con la celulosa mediante la union de la enzima a él (van
Tilbeurgh et al., 1986; Tomme et al., 1988). Los CBDs son particularmente importantes en la hidrdlisis de la celulosa
cristalina. Se ha mostrado que la habilidad de las celobiohidrolasas para degradar la celulosa cristalina disminuye
claramente cuando el CBD esta ausente (Linder and Teeri, 1997). Sin embargo, el papel exacto y el mecanismo de
accion de los CBDs sigue siendo un tema de especulacion. Se ha sugerido que el CBD potencia la actividad
enzimatica aumentando simplemente la concentraciéon efectiva de la enzima en la superficie de la celulosa
(Stahlberg et al., 1991), y/o aflojando las cadenas de celulosa individuales de la superficie de celulosa (Tormo et al.,
1996). La mayoria de los estudios sobre los efectos de los dominios de celulasa sobre diferentes sustratos se han
llevado a cabo con proteinas centrales de celobiohidrolasas, ya que sus proteinas centrales se pueden producir
facilmente mediante protedlisis limitada con papaina (Tomme et al., 1988). Se han descrito numerosas celulasas en
la literatura cientifica, ejemplos de las cuales incluyen: desde Trichoderma reesei: Shoemaker, S. et al.,
Bio/Technology, 1:691-696, 1983, que describe CBHI; Teeri, et al., Gene, 51:43-52, 1987, que describe CBHII,
Penttila, M. et al., Gene, 45:253-263, 1986, que describe EG/; Saloheimo, M. et al., Gene, 63:11-22, 1988, que
describe EGII; Okada, M. et al., Appl. Environ. Microbiol., 64:555-563, 1988, que describe EGIII; Saloheimo, M. et al.,
Eur. J. Biochem., 249:584-591, 1997, que describe EG/V; Saloheimo, A. et al., Molecular Biology, 13:219-228, 1994,
que describe EGV; Barnett, C. C., et al., Bio/Technology, 9:562-567, 1991, que describe BGL1, y Takashima, S. et
al., J. Biochem., 125:728-736, 1999, que describe BGL2. Se han descrito también celulasas de especies distintas a
Trichoderma p.ej., Ooi, ef al., 1990, que describe la secuencia de cDNA que codifica la endoglucanasa F1-CMC
producida por Aspergillus aculeatus; Kawaguchi T et al., 1996, que describe el clonaje y la secuenciacion del cDNA
que codifica la beta-glucosidasa 1 de Aspergillus aculeatus; Sakamoto et al., 1995, que describe la secuencia de
cDNA que codifica la endoglucanasa CMCasa-1 de Aspergillus kawachii IFO 4308; Saarilahti et al., 1990 que
describe una endoglucanasa de Erwinia carotovara; Spiliaert R, et al., 1994, que describe el clonaje y la
secuenciacion de bgla, que codifica una beta-glucanasa termoestable de Rhodothermus marinu; y Halldorsdottir S et
al., 1998, que describe el clonaje, secuenciacion y sobre-expresion de un gen de Rhodothermus marinus que
codifica una celulasa termoestable de la familia de glicosil hidrolasa 12. Sin embargo, sigue habiendo una necesidad
de identificacion y caracterizacion de nuevas celulasas, con propiedades mejoradas, como actuacién mejorada bajo
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condiciones de estrés térmico o en presencia de tensoactivos, actividad especifica aumentada, patron de escision de
sustrato alterado, y/o alto nivel de expresion in vitro.

El desarrollo de nuevas y mejoradas composiciones de celulasa que comprenden cantidades variables de celulasas
tipo-CBH, tipo-EG vy tipo-BG es de interés para su uso: (1) en composiciones de detergente que exhiben capacidad
de limpieza mejorada, funcionan como un agente suavizante y/o mejoran el tacto de tejidos de algodon (p.ej.,
“lavado a la piedra” o “pulido bioldgico”); (2) en composiciones para degradar la pulpa de madera u otra biomasa en
azucares (p.egj., para la produccion de bio-etanol); y/o (3) en composiciones de pienso.

IV. Métodos de identificacion de nuevas secuencias

Los marcos abiertos de lectura (ORFs) se analizan siguiendo secuenciacion total o parcial del genoma de T. reesei o
de clones de bibliotecas de cDNA derivadas de mRNA de T. reesei y se analizan adicionalmente usando software de
analisis de secuencia, y determinando homologia con secuencias conocidas en las bases de datos
(publicas/privadas).

V. Acidos nucleicos egl7 y polipéptidos EGVII.
A. Acidos nucleicos egl7

La invencién de moléculas de acido nucleico incluye la secuencia codificadora nativa de egl7. En una realizacion, la
secuencia es la secuencia de cDNA de egl7 presentada en esta memoria como SEQ. ID. NO:1 o SEQ. ID. NO4; y
homologos de las mismas en otras especies, variantes alélicas y de corte y empalme naturales, fragmentos de
acidos nucleicos, y derivados bioldgicamente activos (funcionales) de las mismas, como, variantes de secuencia de
aminoacidos de la molécula nativa y secuencias que codifican proteinas de fusion. Las secuencias estan referidas
de manera colectiva en esta memoria como “secuencias de acido nucleico que codifican EGVII”.

Se llevd a cabo una busqueda basica BLASTN (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) de la base de datos no
redundante de secuencia de acidos nucleicos el 12 de Septiembre de 2001, con la secuencia del gen egl7
presentada en la Figura 1 (SEQ ID NO:1), indic6 que ninguna secuencia producia alineamientos significativos (esto
es, con un valor de E de menos de 10'5).

Una secuencia de acido nucleico egl7 puede ser una secuencia de DNA o RNA, derivada de DNA, cDNA, mRNA
gendmico o puede ser sintetizada entera o en parte. EI DNA debe ser de doble cadena o de cadena sencilla y si es
de cadena sencilla debe ser la cadena codificadora o la cadena no-codificadora (antisentido, complementaria). La
secuencia de acido nucleico puede ser clonada, por ejemplo, aislando DNA gendmico de una fuente apropiada y
amplificando y clonando la secuencia de interés usando una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Alternativamente, la secuencia de acido nucleico se puede sintetizar, ya sea completamente o en parte,
especialmente donde es deseable proporcionar secuencias preferidas del huésped para una éptima expresion. Asi,
se puede sintetizar toda o una porcion del gen estructural deseado (esa porcién del gen que codifica un polipéptido o
una proteina) usando codones preferidos por un huésped seleccionado.

Debido a la degeneracion del cédigo genético se pueden usar secuencias de acido nucleico que no sean la forma
nativa que codifica sustancialmente la misma o una secuencia de aminoacidos funcionalmente equivalente para
clonar y/o expresar las secuencias de acido nucleico que codifica EGVII. Asi, para una secuencia de acido nucleico
que codifica EGVII dada se valora que, como resultado de la degeneracion del codigo genético, se pueden producir
un numero de secuencias codificadoras que codifican una proteina que tenga la misma secuencia de aminoacidos.
Por ejemplo, el triplete CGT codifica al aminoacido arginina. La arginina es codificada alternativamente por CGA,
CGC, CGG, AGA y AGG. Por lo tanto se valora que dichas sustituciones en la region codificadora caigan dentro las
variantes de secuencia de acido nucleico descritas en esta memoria. Todas y cada una de estas variantes de
secuencia se pueden utilizar de la misma forma como se describe en la presente memoria para la forma nativa de
una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII.

Una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII “variante” puede codificar una secuencia de aminoacidos de
EGVII “variante” que esta alterada en uno o mas aminoacidos de la secuencia polipeptidica nativa o puede estar
truncada por eliminacién de uno o mas aminoacidos de cualquier extremo de la secuencia polipeptidica, ambas
incluidos dentro del alcance de la descripcion. De manera similar, el término “forma modificada de”, relativo a EGVII,
significa un derivado o forma variante de la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina EGVII nativa o la
secuencia de aminoacidos de la EGVII nativa.

De forma similar, los polinucleétidos incluyen secuencias que codifican proteinas EGVII nativas y variantes de corte
y empalme de las mismas, secuencias complementarias a la secuencia codificadora de la proteina nativa, y
fragmentos nuevos de polinucleétidos que codifican EGVIl. Una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII
puede contener uno 0 mas secuencias intronicas si es una secuencia de DNA gendmico.

En una realizacién general, una secuencia de nucledtidos que codifica EGVII tiene al menos un 70%,
preferiblemente un 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, o mas identidad de secuencia con la secuencia codificadora egl7
presentada en esta memoria como SEQ ID NO:1.
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En ofra realizacion, una secuencia de nucleétidos que codifica EGVII hibridara bajo condiciones de astringencia de
moderadas a altas con una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina EGVII. En una realizacion
relacionada, una secuencia de nucledtidos que codifica EGVII hibridara bajo condiciones de astringencia de
moderadas a altas con la secuencia de nucleétidos presentada como SEQ ID NO:1.

Se aprecia que algunas variantes de secuencia de acido nucleico que codifican EGVIlI puede o puede que no
hibriden selectivamente con la secuencia parental. A modo de ejemplo, en situaciones donde la secuencia
codificadora se ha optimizado en base a la degeneracion del cédigo genético, se puede producir una secuencia
codificadora variante que codifica una proteina EGVII, pero que no hibrida con la secuencia de acido nucleico que
codifica EGVII nativa bajo condiciones de astringencia de moderadas a altas. Esto ocurriria, por ejemplo, cuando la
variante de secuencia incluye un codon diferente para cada uno de los aminoacidos codificados por el nucleétido
parental.

Como se entendera adicionalmente por los expertos en la técnica, en algunos casos podria ser ventajoso producir
secuencias de nucledtidos que posean codones no naturales, p.gj., inosina u otro nucleétido analogo no-natural. Los
codones preferidos por un huésped eucariota particular se pueden seleccionar, por ejemplo, para aumentar la
velocidad de expresion de la proteina EGVII o para producir transcritos de RNA recombinante que tengan las
propiedades deseables, como vida media mas larga que los transcritos producidos a partir de la secuencia natural.
Por tanto, se puede disefiar una secuencia de nucleétidos que codifica EGVII nativa con el fin de alterar la secuencia
codificadora por una variedad de razones, incluyendo pero no limitadas a, alteraciones que modifican el clonaje,
procesamiento y/o expresion de la proteina EGVII por una célula.

Particularmente preferidas son las sustituciones, adiciones y supresiones en el acido nucleico que son silenciosas de
tal manera que no alteran las propiedades o actividades del polinucleétido nativo o polipéptido.

Las variaciones se pueden hacer usando métodos conocidos en la técnica como mutagénesis mediada por
oligonucledtido (dirigida al sitio), y mutagénesis por PCR. La mutagénesis dirigida al sitio (Carter et al., 1986; Zoller
et al,, 1987), mutagénesis de casete (Wells et al., 1985), mutagénesis de seleccion por restriccion (Wells et al.,
1986) u otras técnicas conocidas se pueden llevar a cabo sobre el DNA clonado para producir una variante de DNA
que codifica el polipéptido EGVII.

Sin embargo, en algunos casos puede ser ventajoso expresar variantes de egl7 que carecen de las proteinas o las
actividades del polinucledtido nativo de egl7 o el polipéptido EGVII. En tales casos, se pueden generar formas
mutantes o modificadas de la secuencia de acido nucleico que codifica EGVII nativa.

B. Polipéptidos EGVII

En una realizacién preferida, se describe un polipéptido EGVII, que tiene una secuencia polipeptidica nativa de
EGVII madura o entera que comprende la secuencia presentada en la Figura 2 (SEQ ID NO:2). Un polipéptido EGVII
puede ser el polipéptido de EGVII madura, parte de una proteina de fusion o un fragmento o variante de la
secuencia polipeptidica de EGVII presentada en la Figura 2 (SEQ ID NO:2).

Ordinariamente, un polipéptido de EGVII tiene al menos un 80% de identidad con la secuencia de aminoacidos de
EGVII en toda su longitud. Mas preferibles son las secuencias de polipéptido de EGVII que comprenden una region
que tiene al menos un 80, 85, 90, 95, 98% o mas identidad de secuencia con la secuencia del polipéptido de EGVII
de la Figura 2 (SEQ ID NO:2), usando un programa de alineamiento, como se detalla en esta memoria.

Normalmente, una “forma modificada de” una proteina nativa EGVII o una “variante” de la proteina EGVII tiene una
secuencia derivada que contiene al menos una sustitucién, adiciéon, supresién o inserciéon de un aminoacido,
respectivamente.

Es bien conocido en la técnica que se pueden hacer ciertas sustituciones de aminoacidos en las secuencias de
proteina sin afectar a la funcién de la proteina. Generalmente, las sustituciones conservativas de aminoacidos o
sustituciones de aminoacidos similares son toleradas sin afectar a la funcién de la proteina. Aminoacidos similares
pueden ser aquellos que son similares en tamafo y/o propiedades de carga, por ejemplo, aspartato y glutamato, e
isoleucina y valina, son parejas ambas de aminoacidos similares. Se han evaluado en la técnica de muchas maneras
la similitud entre parejas de aminoacidos. Por ejemplo, Dayhoff et al., (1978), proporciona tablas de frecuencia para
sustituciones de aminoacidos que pueden ser empleadas como una medida de similitud de aminoacidos. Las tablas
de frecuencia de Dayhoff et al. se basan en comparaciones de secuencias de aminoacidos para proteinas que
tienen la misma funcién de una variedad de fuentes evolutivamente diferentes.

Los fragmentos y variantes de la secuencia polipetidica de EGVII de la Figura 2 (SEQ ID NO:2) se considera que
son una parte de ella. Un fragmento es un polipétido variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es
enteramente la misma como parte pero no toda la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos previamente
descritos. Los fragmentos pueden ser “independientes” o estar comprendidos dentro de un polipéptido grande de la
que el fragmento forma una parte o una regidon, mas preferiblemente como una uUnica region continua. Los
fragmentos preferidos son fragmentos biolégicamente activos que son aquellos fragmentos que median actividades
de los polipéptidos, incluyendo aquellos con actividad similar o actividad mejorada o con una actividad disminuida.
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También estan incluidos aquellos fragmentos que son antigénicos o inmunogénicos en un animal, particularmente un
humano. En este aspecto, la descripcion incluye (i) fragmentos de EGVII, preferiblemente al menos
aproximadamente de 20-100 aminoacidos de longitud, mas preferiblemente aproximadamente de 100-200
aminoacidos de longitud, y (ii) una composicién farmacéutica que comprende EGVII. En varias realizaciones, el
fragmento corresponde al dominio N-terminal de EGVII o al dominio C-terminal de EGVII.

Los polipéptidos EGVII también incluyen polipéptidos que varian del EGVII, secuencia polipeptidica de la Figura 2
(SEQ ID NO:2). Estas variantes exhiben normalmente la misma actividad bioldgica cualitativa que el analogo que
ocurre naturalmente, aunque se pueden seleccionar variantes que tienen caracteristicas modificadas como se
describe mas adelante.

Una “sustitucion” resulta del reemplazo de uno o mas nucleétidos o aminoacidos por diferentes nucleétidos o
aminoacidos, respectivamente.

Una “insercion” o “adicion” es aquel cambio en una secuencia de nucleétidos o un aminoacidos que ha dado lugar a
la adicién de uno o mas residuos de nucleétidos o de aminoacidos, respectivamente, en comparaciéon con la
secuencia que ocurre naturalmente.

Una “supresion” se define como un cambio en cualquier secuencia de nucleétidos o de aminoacidos en la que estan
ausentes uno o mas residuos de nucledtidos o aminoacidos, respectivamente.

Las sustituciones de aminoacidos son normalmente de residuos Unicos; las inserciones por lo general estaran en el
orden de aproximadamente 1 a 20 aminoacidos, aunque pueden tolerarse inserciones considerablemente mas
grandes. Las supresiones varian de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 residuos, aunque en algunos casos
las supresiones pueden ser mucho mas grandes.

Las sustituciones, supresiones, inserciones o cualquier combinacion de las mismas se pueden usar para llegar a un
derivado final. Generalmente estos cambios se hacen en unos pocos aminoacidos para minimizar la alteracion de la
molécula. Sin embargo, se pueden tolerar cambios mayores en ciertas circunstancias.

Las sustituciones de aminoacidos pueden ser el resultado de sustituir un aminoacido con otro aminoacido que tenga
propiedades estructurales y/o quimicas similares, como la sustitucion de una isoleucina con una valina, esto es,
sustituciones conservativas de aminoacidos. Las inserciones o supresiones pueden estar opcionalmente en el
intervalo de 1 a 5 aminoacidos.

Las sustituciones se hacen generalmente de acuerdo con “sustituciones conservativas” conocidas. Una “sustitucion
conservativa” se refiere a la sustitucion de un aminoacido de una clase por un aminoacido de la misma clase, donde
una clase se define por propiedades fisicoquimicas comunes de la cadena lateral del aminoacido y las altas
frecuencias de sustitucion en proteinas homoélogas encontradas en la naturaleza (tal como se determina, p.gj., por
una matriz estandar de intercambio de frecuencia Dayhoff o matriz BLOSUM). (Adviértase de forma general,
Doolittle, R.F., 1986.)

Una “sustitucion no conservativa” se refiere a la sustitucion de un aminoacido de una clase con un aminoacido de
otra clase.

Las variantes polipeptidicas de EGVII exhiben normalmente la misma actividad bilégica cualitativa que el analogo
que ocurre naturalmente, aunque las variantes se seleccionan también para modificar las caracteristicas del
polipéptido EGVII, segun sea necesario. Por ejemplo, se pueden alterar o eliminar los sitios de glicosilacion, y mas
concretamente uno o mas sitios de glicosilacion ligados a N o ligados a O. Aquellos expertos en la técnica valoran
que los cambios de aminoacidos puedan alterar los procesos post-traduccionales del polipéptido EGVII, como
cambiar el nimero o la posicion de los sitios de glicosilacion o alterar las caracteristicas de anclaje a la membrana o
las caracteristicas de secrecion u otras caracteristicas de localizacion celular.

También se incluyen dentro de la definicion de polipéptidos EGVII otros polipéptidos EGVII relacionados. Asi, se
pueden usar sondas o secuencias cebadoras degeneradas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
encontrar otros polipéptidos relacionados. Se pueden disefiar sondas o secuencias cebadoras Utiles para: toda o
parte de la secuencia polipeptidica de EGVII, o secuencias fuera de la region codificadora. Como se conoce
generalmente en la técnica, los cebadores preferidos son desde aproximadamente 15 a aproximadamente 35
nucledtidos de longitud, prefiriéndose con desde aproximadamente 20 a aproximadamente 30, y pueden contener
inosina segun sea necesario. Las condiciones para la reaccion de PCR se conocen generalmente en la técnica.

También se incluyen dentro del alcance de esta descripcién modificaciones covalentes de polipéptidos EGVII. Por
ejemplo, la descripcion proporciona polipéptidos EGVIlI que son una proteina madura y pueden comprender
aminoacidos adicionales amino- o carboxilo-terminales, o aminoacidos dentro del polipéptido maduro (por ejemplo,
cuando la forma madura de la proteina tiene mas de una cadena polpeptidica). Dichas secuencias pueden, por
ejemplo, jugar un papel en el procesamiento de la proteina desde un precursor a una forma madura, permiten el
transporte de proteina, acortan o alargan la vida media de la proteina, o facilitan la manipulacion de la proteina en
los ensayos de produccion.
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También se contemplan modificaciones dirigidas a la alteracién de un sitio activo, alteracion de un pH 6ptimo,
temperatura 6ptima, y/o afinidad de sustrato de la enzima EGVII.

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos predicha (SEQ ID NO:2) de un polipéptido EGVII modelo basado
en la secuencia de nucleétidos proporcionada en la Figura 1.

El peso molecular predicho del polipéptido EGVII codificado es de 26,8 kDa. Un péptido sefial predicho de 19
aminoacidos precede al extremo amino terminal del EGVII maduro como se establece en la figura sugiriendo que el
polipéptido EGVII se secreta (Nielsen, H., Engelbrecht, J., Brunak, S., von Heijne, G., Protein Engineering, 10: 1-,
1997).

Una busqueda basica BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) de la base de datos de proteinas no
redundante, realizada el 12 de Septiembre de 2001 con la secuencia de aminoacidos de EGVII indicé un 46% de
identidad con Numero de Acceso a GenBank Y11113 (endoglucanasa IV de Hypocrea jecorina o Trichoderma
reesei), un 41% de identidad de secuencia con Numero de Acceso a GenBank M86356 (proteina especifica de
crecimiento de celulosa de Agaricus bisporus) y un 37% de identidad de secuencia con Numero de Acceso a
GenBank AB055432 (endoglucanasa B de Aspergillus kawachii). Estas similitudes de secuencia indican que EGVII
es un miembro de la familia 61 de glicosil hidrolasas (Henrissat, B. and Bairoch, A. (1993) Biochem. J. 293:781-788).

C. Anticuerpos anti- EGVII

La descripciéon proporciona ademas anticuerpos anti-EGVII. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos policlonales,
monoclonales, humanizados, biespecificos o heteroconjugados.

Los métodos de preparacion de anticuerpos policlonales son conocidos por el técnico experto. El agente
inmunizante puede ser un polipéptido EGVII o una proteina de fusion del mismo. Puede ser util conjugar el antigeno
con una proteina conocida para que sea inmunogénica en el mamifero que se inmuniza. El protocolo de
inmunizaciéon puede ser determinado por un experto en la técnica basandose en protocolos estandar o
experimentacioén de rutina.

Alternativamente, los anticuerpos anti-EGVII pueden ser monoclonales. Se pueden producir anticuerpos
monoclonales por células inmunizadas en un animal o usando métodos de DNA recombinante (Adviértase, p.€j.,
Kohler et al., 1975; Patente EE.UU. N° 4.816.567).

Un anticuerpo anti-EGVII puede comprender ademas un anticuerpo humanizado o humano. El término “anticuerpo
humanizado” se refiere a formas humanizadas de anticuerpos no-humanos (p.ej., murinos) que son anticuerpos
quiméricos, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de los mismos (como Fv, Fab, Fab’, F(ab’); u otras
secuencias parciales de union a antigeno de anticuerpos) que contienen alguna porcién de la secuencia derivada de
un anticuerpo no-humano. Se conocen bien en la técnica los métodos para humanizar anticuerpos no-humanos,
como se detalla en Jones et al., 1986; Riechmann et al., 1988; and Verhoeyen et al., 1988. Son también conocidos
en la técnica los métodos para producir anticuerpos humanos. Adviértase, p.ej., Jakobovits, A. et al., 1995 y
Jakobovits, A., 1995.

VI. Expresion de EGVII recombinante

Los métodos descritos en esta memoria dependen del uso de células para expresar EGVII, sin ningin método
particular de expresion de EGVII requerido.

La descripcion proporciona células huésped que han sido transducidas, transformadas o transfectadas con un vector
de expresiéon que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII. Las condiciones de cultivo, como
temperatura, pH y similares, son las usadas previamente por la célula parental huésped antes de la transduccion,
transformacion o transfeccion y seran evidentes para los expertos en la técnica.

En una estrategia, una célula de hongo filamentoso o célula de levadura se transfecta con un vector de expresion
que tiene un promotor o fragmento de promotor biolégicamente activo o uno o mas potenciadores (p.ej., una serie)
que funciona en la célula huésped, operativamente ligado a un segmento de DNA que codifica EGVII de tal manera
que EGVII se exprese en la linea celular.

A. Constructos de acido nucleico/Vectores de expresion

Se pueden incorporar fragmentos de polinucleétidos naturales o sintéticos que codifican EGVII (“secuencias de
acido nucleico que codifican EGVII”) en constructos o vectores de acido nucleico, capaces de introducirse dentro, y
replicacion en, una célula de hongo filamentoso o de levadura. Los vectores y métodos descritos en esta memoria
son adecuados para usar en células huésped para la expresion de EGVII. Se puede usar cualquier vector mientras
sea replicable y viable en las células en las que es introducido. Son conocidos por aquellos expertos en la técnica y
estan disponibles comercialmente un gran numero de vectores y promotores adecuados. Se describen también
vectores de clonaje y de expresion en Sambrook et al., 1989, Ausubel FM et al., 1989, y Strathern ef al., 1981. Se
describen vectores de expresion apropiados para hongos en van den Hondel, C.A.M.J.J. et al., (1991), en: Bennett,
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J.W. y Lasure, L.L. (eds.) More Gene Manipulations in Fungi. Academic Press, pp. 396-428. Se puede insertar la
secuencia de DNA apropiada en un plasmido o vector (denominados colectivamente en esta memoria como
“vectores”) por una variedad de procedimientos. En general, la secuencia se inserta en un(os) sitio(s) de restriccion
de endonucleasa apropiado(s) por procedimientos estandar. Dichos procedimientos y procedimientos de sub clonaje
relacionados se considera que estan dentro del alcance del conocimiento de los expertos en la técnica.

Los hongos filamentosos recombinantes que comprenden la secuencia codificadora de EGVII se pueden generar
mediante la introduccién de un constructo de acido nucleico heterélogo que comprende la secuencia codificadora de
EGVII dentro de las células de una cepa seleccionada de los hongos filamentosos.

Una vez que se obtiene la forma deseada de una secuencia de acido nucleico egl/7, homologo, variante o fragmento
de la misma, se puede modificar de una variedad de formas. Donde la secuencia implica regiones flanqueantes no
codificadoras, las regiones flanqueantes se pueden someter a reseccion, mutagénesis, etc. De esta forma, se
pueden realizar transiciones, transversiones, supresiones e inserciones en la secuencia que ocurre naturalmente.

Se puede insertar una secuencia codificadora de egl7 seleccionada en un vector adecuado de acuerdo a técnicas
recombinantes y usar para transformar hongos filamentosos capaces de expresar EGVII. Debido a degeneracion
inherente del cédigo genético, se pueden usar otras secuencias de acido nucleico que codifican sustancialmente la
misma secuencia de aminoacidos o una funcionalidad equivalente para clonar y expresar EGVII. Por lo tanto, se
valora que dichas sustituciones en la region codificadora caigan dentro de las variantes de secuencia descritas en
esta memoria. Todos y cada una de estas variantes de secuencia se pueden utilizar de la misma forma a como se
describe en esta memoria para una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII parental.

La presente descripcion también incluye constructos de acido nucleico recombinante que comprenden una o mas de
las secuencias de acido nucleico que codifican EGVII como se describié anteriormente. Los constructos comprenden
un vector, como un plasmido o vector viral, en el que se ha insertado una secuencia, en una orientaciéon hacia
delante o hacia atras.

Los constructos de acido nucleico heterdlogos pueden incluir la secuencia codificadora para egl7, o una variante,
fragmento o variante de corte y empalme de la misma: (i) aisladamente; (ii) en combinacion con secuencias
codificadoras adicionales; como proteina de fusién o secuencias que codifican péptido sefial, donde la secuencia
codificadora egl7 es la secuencia codificadora dominante; (iii) en combinacién con secuencias no codificadoras,
como intrones y elementos de control, como elementos promotores y terminadores o regiones no traducidas 5’ y/o
3’, eficaces para la expresion de la secuencia codificadora en un huésped adecuado; (iv) en un vector o ambiente
hospedador en el que la secuencia codificadora de egl7 es un gen heterélogo.

En un aspecto, se emplea un constructo de acido nucleico heterdlogo para transferir una secuencia de acido
nucleico codificadora de EGVII dentro de una célula in vitro, con lineas establecidas preferidas de hongos
filamentosos y levaduras. Para produccion de alto rendimiento a largo plazo se prefiere una expresion estable. Se
deduce que se puede usar cualquier método eficaz de generar transformantes estables.

Los vectores apropiados estan normalmente equipados con una secuencia de acido nucleico que codifica un
marcador seleccionable, sitios de insercion, y elementos de control adecuados, como secuencias promotoras y de
terminacion. El vector puede comprender secuencias reguladoras, incluyendo, por ejemplo, secuencias no
codificadoras, como intrones y elementos de control, esto es, elementos promotores y terminadores o regiones no
traducidas 5’ y/o 3, eficaces para la expresion de la secuencia codificadora en células huésped (y/o en un vector o
ambiente de célula huésped en el que no se expresa normalmente una secuencia codificadora de un antigeno de
proteina soluble modificada), operativamente ligadas a la secuencia codificadora. Se conocen un gran ndmero de
vectores y promotores adecuados por aquellos expertos en la técnica, muchos de los cuales estan comercialmente
disponibles y/o estan descritos en Sambrook, et al., (supra).

Promotores modelo incluyen tanto promotores constitutivos como promotores inducibles, ejemplos de los cuales
incluyen un promotor CMV, un promotor temprano SV40, un promotor RSV, un promotor EF-1a, un promotor que
contiene el elemento de respuesta tet (TRE) en el sistema tet-activado o tet-desactivado como se describe
(ClonTech y BASF), el promotor de beta actina y el promotor de metalotionina que puede regularse al alza
afadiendo sales de ciertos metales. Una secuencia promotora es una secuencia de DNA que es reconocida por el
hongo filamentoso en particular con el propdsito de expresion. Esta ligado operativamente a la secuencia de DNA
que codifica un polipéptido EGVII. Dicha unién comprende el posicionamiento del promotor con respecto al codén de
iniciacion de la secuencia de DNA que codifica el polipéptido en los vectores de expresion descritos. La secuencia
promotora contiene secuencias control de la transcripcion y de la traduccién que median en la expresion del
polipéptido EGVII. Ejemplos incluyen promotores de genes que codifican glucoamilasa, alfa-amilasa, o alfa-
glucosidasa de Aspergillus niger, A. awamori o A. oryzae; los genes gpdA o trpC de A. Nidulans; los genes cbh1 o
trp1 de Neurospora crassa; los genes que codifican proteinasa aspartica de A. niger o Rhizomucor miehei; los genes
que codifican cbh1, cbh2, egl1, egl2 u otras celulasas de T. reesei.

La eleccion del marcador seleccionable adecuado dependera de la célula huésped, y se conocen bien en la técnica
marcadores apropiados para los diferentes huéspedes. Los genes marcadores seleccionables normales incluyen
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argB de A. nidulans o T. reesei, amdS de A. nidulans, pyr4 de Neurospora crassa o T. reesei, pyrG de Aspergillus
niger o A. nidulans. Marcadores seleccionables modelo adicionales incluyen, pero no se limitan a, trpc, trp1, oliC31,
niaD o leu2, que estan incluidos en constructos de acido nucleico heterélogo usados para transformar una cepa
mutante como trp-, pyr-, leu- y similares.

Tales marcadores seleccionables confieren a los transformantes la habilidad de utilizar un metabolito que
usualmente no se metaboliza por los hongos filamentosos. Por ejemplo, el gen amdS de T. reesei que codifica la
enzima acetamidasa que permite crecer a las células transformantes en acetamida como fuente de nitrégeno. El
marcador seleccionable (p.ej. pyrG) puede restaurar la capacidad de crecer de una cepa mutante auxotrofa en un
medio minimo selectivo o el marcador seleccionable (p.ej. olic31) puede conferir a los transformantes la capacidad
de crecer en presencia de un farmaco inhibidor o antibiético.

La secuencia codificadora del marcador seleccionable se clona en cualquier plasmido adecuado usando métodos
que se emplean generalmente en la técnica. Plasmidos modelo incluyen pUC18, pBR322, y pUG100.

La practica de la presente descripcidon empleara, a no ser que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, DNA recombinante e inmunologia, que estan dentro de la experiencia de la
técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la literatura. Adviértase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989;
Freshney, 1987; Ausubel, et al., 1993; y Coligan et al., 1991.

B. Células huésped y condiciones de cultivo para la produccion mejorada de EGVII
(i) Hongos filamentosos

De esta forma, la presente descripcion proporciona hongos filamentosos que comprenden células que han sido
modificadas, seleccionadas y cultivadas de una forma efectiva para dar como resultado una produccion o expresion
de EGVII potenciada en relacion con la correspondiente de los hongos parentales no transformados.

Ejemplos de especies de hongos filamentosos parentales que se pueden tratar y/o modificar para una expresion de
EGVII potenciada incluyen, pero no se limitan a Trichoderma, p.ej., Trichoderma reesei, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii; Penicillium sp., Humicola sp., incluyendo Humicola
insolens; Aspergillus sp., Chrystosporium sp., Fusarium sp., Hypocrea sp., y Emericella sp.

Las células que expresan EGVII se cultivan bajo condiciones empleadas normalmente para cultivar la linea fungica
parental. Generalmente, las células se cultivan en un medio estandar que contiene sales y nutrientes fisiologicos,
como se describe en Pourquie, J. et al., Biochemistry and Genetics of Cellulose Degradation, eds. Aubert, J. P. et al.,
Academic Press, pp. 71-86, 1988 y Limen, M. et al., Appl. Environ. Microbiol. 63:1298-1306, 1997. Las condiciones
de cultivo son también estandar. p.ej., los cultivos se incuban a 28°C en un agitador de cultivos o fermentadores
hasta que se consiguen niveles deseados de expresion de EGVII.

Se pueden encontrar condiciones de cultivo preferidas para un hongo filamentoso dado en la literatura cientifica y/o
del origen de los hongos como American Type Culture Collection (ATCC; http://www.atcc.org/). Después de
establecerse el crecimiento fungico, las células se exponen a condiciones efectivas para causar o permitir la sobre
expresion de EGVII.

En casos donde una secuencia que codifica de EGVII esta bajo el control de un promotor inducible, se afiade el
agente inductor, p.ej., un azucar, sal metalica o antibidticos, al medio a una concentracion efectiva para inducir altos
niveles de expresion de EGVIL.

(i) Levaduras

La presente descripcion también contempla el uso de levaduras como una célula huésped para la produccién de
EGVII. Se han expresado otros diversos genes que codifican enzimas hidroliticas en diversas cepas del hongo S.
cerevisiae. Estos incluyen secuencias que codifican dos endoglucanasas (Penttila et al, 1987), dos
celobiohidrolasas (Penttila et al., 1988) y una beta-glucosidasa de Trichoderma reesei (Cummings y Fowler, 1996),
una xilanasa de Aureobasidlium pullulans (Li y Ljungdahl, 1996), una alfa-amilasa de trigo (Rothstein et al., 1987),
etc. Ademas, un casete de genes de celulasa que codifica la endo-[beta]-1,4-glucanasa (END1) de Butyrivibrio
fibrisolvens, celobiohidrolasa (CBH1) de Phanerochaete chrysosporium, celodextrinasa (CEL1) de Ruminococcus
flavefaciens y celobiasa (Bgl1) de Endomyces fibrilizer se expresd con éxito en una cepa de laboratorio de S.
cerevisiae (Van Resburg et al., 1998).

C. Introduccion de una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII en células huésped

La descripcion proporciona ademas células y composiciones celulares que se han modificado genéticamente para
comprender una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII proporcionada exégenamente. Una célula parental
o linea celular se puede modificar genéticamente (esto es, transducida, transformada o transfectada) con un vector
de clonaje o un vector de expresion. El vector puede ser, por ejemplo, en forma de un plasmido, una particula viral,
un fago, etc. como se describe anteriormente.
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Se pueden emplear diversos métodos para distribuir un vector de expresion dentro de células in vitro. Después de
construirse un vector adecuado, se usa para transformar cepas de hongos o levaduras. Se conocen métodos
generales de introduccion de acidos nucleicos dentro de células para la expresion de una secuencia de acido
nucleico heterdloga por el técnico ordinario experto. Dichos métodos incluyen, pero no se limitan a, electroporacion,
microinyeccion nuclear o microinyeccion directa en células Unicas; fusion de protoplastos bacterianos con células
intactas; uso de policationes, p.ej., polibreno o poliomitina; fusion de membrana con liposomas, lipofectamina o
transfeccion mediada por lipofeccion, bombardeo a alta velocidad con microproyectiles recubiertos con DNA;
incubacién con precipitado de DNA-fosfato calcico; transfeccion mediada por DEAE-dextrano; infeccién con acidos
nucleicos virales modificados; y similares.

Métodos preferidos para introducir un constructo de acido nucleico heterélogo (vector de expresion) dentro de
hongos filamentosos (p.ej., T. reesei) incluyen, pero no se limitan al uso de biobalistica de particula o de gen,
permeabilizacion de las paredes de hongos filamentosos antes del proceso de transformacion (p.ej., mediante el uso
de altas concentraciones de alcali, p.ej., de 0,05 M a 0,4 M de CaCl, o acetato de litio), fusién de protoplastos o
transformacion mediada por agrobacteria. Se describe un método modelo para la transformacion de hongos
filamentosos mediante el tratamiento de protoplastos o esferoplastos con polietilenglicol y CaCl, en Campbell, E.I. et
al., Curr. Genet. 16:53-56, 1989 y Penttila, M. et al., Gene, 63:11-22, 1988.

Ademas, se pueden transcribir in vitro constructos de acido nucleico heterélogo que comprenden una secuencia de
acido nucleico que codifica EGVII, y el RNA resultante introducido en una célula huésped mediante métodos
conocidos, p.ej., mediante inyeccion.

Después de la introduccion de un constructo de acido nucleico heterélogo que comprende la secuencia codificadora
de egl7, las células modificadas genéticamente se pueden cultivar en medios nutrientes convencionales modificados
segun sea apropiado para la activacion de los promotores, seleccion de transformantes o amplificacion de la
expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica EGVII. Las condiciones de cultivo, como temperatura, pH
y similares, son aquellas usadas previamente para la célula huésped seleccionada para la expresion, y seran
evidentes para aquellos expertos en la técnica.

La progenie de células en las que han sido introducidos los constructos de acido nucleico heterélogo se considera
generalmente que comprende la secuencia de acido nucleico que codifica EGVII encontrada en el constructo de
acido nucleico heterélogo.

La descripcion también incluye transformantes nuevos y utiles de hongos filamentosos como Trichoderma reesei
para su uso en la produccién de composiciones de celulasa fungica. La descripcion incluye transformantes de
hongos filamentosos especialmente hongos que comprenden la secuencia codificadora de egl7, comprenden una
forma modificada de la secuencia codificadora de egl/7 o supresion de la secuencia codificadora de egl/7.

Generalmente se pueden distinguir transformantes estables de hongos filamentosos de transformantes inestables
mediante su ritmo mas rapido de crecimiento y la formacion de colonias circulares con una superficie lisa en lugar de
un contorno irregular en medio de cultivo sélido. Adicionalmente, en algunos casos, se puede hacer ademas una
prueba de estabilidad mediante el crecimiento de los transformantes en medio sélido no selectivo, recogiendo las
esporas de este medio de cultivo y determinando el porcentaje de estas esporas que posteriormente germinaran y
creceran en medio selectivo.

VII. Andlisis de las secuencias de acido nucleico que codifican EGVII y/o de la expresion de proteina.

Con el fin de evaluar la expresion de EGVII por una linea celular que ha sido transformada con un constructo de
acido nucleico que codifica EGVII, se pueden llevar a cabo ensayos a nivel de la proteina, a nivel del RNA o
mediante el uso de bioensayos funcionales en concreto de la actividad y/o produccion de endoglucanasa.

En una aplicacién modelo de las secuencias de acido nucleico y de proteina de egl7 descritas en esta memoria, se
disefid una cepa de hongos filamentosos genéticamente modificada, p.ej., Trichoderma reesei, para producir una
cantidad aumentada de EGVII. Dichos hongos filamentosos modificados genéticamente serian utiles para producir
un producto de celulasa con un mayor aumento de la capacidad celulolitica. En una estrategia, esto se logra
mediante la introduccién de la secuencia codificadora de egl7 dentro de un huésped adecuado, p.ej., un hongo
filamentoso como Trichoderma reesei.

Por consiguiente, la descripcion incluye métodos para expresar EGVII en un hongo filamentoso u otro huésped
adecuado mediante la introduccién de un vector de expresion que contiene la secuencia de DNA que codifica EGVII
dentro de las células del hongo filamentoso u otra célula adecuada.

En otro aspecto, la descripcion incluye métodos para modificar la expresion de EGVII en un hongo filamentoso u otro
huésped adecuado. Dicha modificacién incluye una disminucion o eliminaciéon de expresion, o de expresion de una
forma alterada de EGVII. Una forma alterada de EGVII puede tener una secuencia de aminoacidos alterada o una
secuencia de acido nucleico alterada.
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En general, los ensayos empleados para analizar la expresion de EGVII incluyen, transferencia de Northern,
transferencia de punto (analisis de DNA o RNA), RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa), o hibridacion in situ, usando una sonda marcada apropiada (basada en la secuencia codificadora de acido
nucleico) y transferencia convencional de Southern y autoradiografia.

Ademas, la produccion y/o expresion de EGVII se puede medir directamente en una muestra, por ejemplo, mediante
ensayos de actividad de endoglucanasa, expresion y/o produccion. Dichos ejemplos se describen, por ejemplo, en
Shoemaker, S.P. y Brown, R.D.Jr. (Biochim. Biophys. Acta. 1978, 523:133-146; Schulein (1988) y Patente EE.UU.
N°s 5.246.853 y 5.475.101. La capacidad de EGVII de hidrolizar sustratos aislados solubles e insolubles se puede
medir usando ensayos descritos en Suumakki et al., (2000) y Ortega et al., (2001). Sustratos utiles para ensayar
actividades celobiohidrolasa, endoglucanasa o B-glucosidasa incluyen celulosa cristalina, papel de filtro, celulosa
empapada en acido fosférico, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, celooligosacaridos, metilobeliferil lactdsido,
metilobeliferil celobidsido; ortonitrofenil lactésido, paranitrofenil lactésido, ortonitrofenil celobidsido, paranitrofenil
celobidsido, ortonitrofenil glucésido, paranitrofenil glucésido, metilobeliferil glicosido.

Ademas, la expresion de proteina se puede evaluar mediante métodos inmunlégicos, como tincion
inmunohistoquimica de las células, secciones de tejidos o inmunoensayos de medio de cultivo de tejido, p.egj.,
mediante transferencia de Western o ELISA. Dichos inmunoensayos se pueden usar para evaluar la expresion de
EGVII cualitativa y cuantitativamente. Los detalles de dichos métodos son conocidos por aquellos expertos en la
técnica y muchos reactivos para la practica de tales métodos estan comercialmente disponibles.

Se puede usar una forma purificada de EGVII para producir o bien anticuerpos monoclonales o policlonales
especificos para la proteina expresada para usar en distintos inmunoensayos. (Adviértase, p.ej., Hu et al., 1991).
Ejemplos modelo incluyen ELISA, inmunoensayos competitivos, radioinmunoensayos, transferencia de Western,
ensayos de inmunofluorescencia indirecta y similares. En general, se pueden usar anticuerpos disponibles
comercialmente y/o kits para los inmunoensayos cuantitativos del nivel de expresion de las proteinas
endoglucanasa.

VIIl. Aislamiento y purificacion de la proteina EGVII recombinante

En general, una proteina EGVII producida en el cultivo celular se secreta al medio y se puede purificar o aislar, p.€j.,
eliminando componentes no deseados del medio de cultivo celular. Aunque, en algunos casos, se puede producir
una proteina EGVII en una forma celular que necesita recuperacion a partir del lisado celular. En dichos casos las
proteinas EGVII se purifican de las células en las cuales se produce usando técnicas rutinariamente empleadas por
aquellos expertos en la técnica. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, cromatografia de afinidad (Tilbeurg et al.,
1984), métodos cromatograficos de intercambio idnico (Goyal et al., 1991; Fliess et al., 1983; Bhikhabhai et al., 1984;
Ellouz et al., 1987), incluyendo el uso de materiales de intercambio idnico con alto poder de resolucion (Medve et al.,
1998), cromatografia de interaccién hidrofébica (Tomaz y Queiroz, 1999), y sistema de reparto en dos fases
(Brumbauer, et al., 1999).

Normalmente, las proteinas EGVII se fraccionan para separar proteinas que tienes propiedades seleccionadas,
como afinidad de unién a agentes de union particulares, p.ej., anticuerpos o receptores; que tienen un intervalo
seleccionado de peso molecular, o intervalo de puntos isoeléctricos.

Una vez que se logra la expresion de una proteina EGVII dada, la proteina producida de esta manera se purifica de
células o de cultivo celular. Procedimientos modelo adecuados para tal purificacion incluyen los siguientes: columna
de cromatografia de afinidad de anticuerpo, cromatografia de intercambio idnico; precipitacion en etanol; HPLC de
fase reversa; cromatografia en resina de silice o de intercambio catiénico como DEAE; cromatoenfoque; SDS-
PAGE; precipitacién en sulfato amonico; y filtracion en gel usando, p.ej., Sephadex G-75. Se pueden emplear
diversos métodos de purificacion de proteina y dichos métodos se conocen en la técnica y se describen p.ej. en
Deutscher, 1990; Scopes, 1982. La(s) etapa(s) de purificacion seleccionada(s) dependera(n), p.ej., de la naturaleza
del proceso de purificacion usado y de la proteina particular producida.

IX. Utilidad de egl7 y EGVII

Se puede apreciar que el nucleétido egl7, la proteina EGVII y las composiciones que comprenden actividad de
proteina EGVII encuentran utilidad en una amplia variedad de aplicaciones, algunas de las cuales se describen a
continuacion.

Composiciones de celulasa nuevas y mejoradas que comprenden cantidades variables de celulasas tipo CBH, tipo
EG y tipo BG encuentran utilidad en composiciones detergentes que presentan capacidad de limpieza mejorada,
funcionan como un agente suavizante y/o mejoran el tacto de los tejidos de algodon (p.ej., “lavado a la piedra” o
“pulido biolégico”), en composiciones para degradar pulpa de madera en azucares (p.€j., para la produccién de bio-
etanol), y/o en composiciones de pienso. El aislamiento y la caracterizacion de celulasa de cada tipo proporciona la
capacidad de controlar los aspectos de dichas composiciones.

En una estrategia preferida, la celulasa encuentra utilidad en composiciones de detergente o en el tratamiento de
tejidos para mejorar el tacto y la apariencia.
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Ya que que se puede aumentar la tasa de hidrélisis de productos celulésicos usando un transformante que tiene al
menos una copia adicional del gen egl7 insertada en el genoma, se pueden degradar productos que contienen
celulosa o heteroglicanos a una mayor velocidad y en mayor medida. Los productos hechos de celulosa como papel,
algododn, pafales de celulosa y similares se pueden degradar de manera mas eficiente en un vertedero. Asi, el
producto de fermentacién asequible a partir de los transformantes o los transformantes solos se pueden usar en
composiciones para ayudar a degradar por licuefaccion una variedad de productos de celulosa que se suman en los
vertederos repletos.

La sacarificacion y fermentacién por separado son unos procesos en donde la celulosa presente en la biomasa,
p.€j., el rastrojo de maiz es convertido a glucosa y después las cepas de levaduras convierten la glucosa en etanol.
La sacarificacion y fermentacion simultanea es un proceso en donde la celulosa presente en la biomasa, p.€j., €l
rastrojo de maiz es convertido a glucosa y, al mismo tiempo y en el mismo reactor, las cepas de levadura convierten
la glucosa en etanol. Asi, en otra estrategia preferida, la celulasa tipo glucosidasa encuentra utilidad en la
degradacién de biomasa a etanol. La produccién de etanol a partir de fuentes facilmente disponibles proporciona
una fuente de combustible estable y renovable.

Las materias primas basadas en celulosa se componen de residuos agricolas, pastos y bosques y otra biomasa de
bajo valor como residuos urbanos (p.ej., papel reciclado, recortes de jardin, etc.). Se puede producir etanol por
fermentacion de cualquiera de estas materias primas celuldsicas. Sin embargo, la celulosa debe ser primero
convertida a azUcares antes de que pueda ser la conversion a etanol.

Se pueden usar con la endoglucanasa una gran variedad de materias primas y la seleccionada para su uso puede
depender de la region donde se realiza la conversion. Por ejemplo, en el medio oeste de Estados Unidos pueden
predominar los residuos agricolas como paja de trigo, rastrojo de maiz y bagazo mientras en California puede
predominar paja de arroz. Sin embargo, debe entenderse que se puede usar cualquier biomasa celuldsica en
cualquier region.

Una composicion de celulasa que contiene una cantidad de endoglucanasa aumentada encuentra utilidad en la
produccion de etanol. El etanol de este proceso se puede usar ademas como un potenciador de octanos o
directamente como un combustible en lugar de gasolina lo que es una ventaja porque el etanol como fuente de
combustible es mas respetuoso con el medio ambiente que los productos derivados del petréleo. Se sabe que el uso
de etanol mejorara la calidad del aire y reducira posiblemente los niveles de ozono y niebla toxica locales. Ademas,
la utilizacion de etanol en lugar de la gasolina puede ser de importancia estratégica en la amortiguacion del impacto
de los cambios repentinos en el suministro de energia no renovables y petroquimica.

El etanol se puede producir a través de procesos de sacarificacion y fermentaciéon a partir de biomasa celulésica
como arboles, plantas herbaceas, residuos solidos urbanos y residuos agricolas y forestales. Sin embargo, la
relacion de ezimas de celulasa individuales dentro de una mezcla de celulasa que ocurre naturalmente por un
microbio puede no ser la mas eficaz para la conversion rapida de la celulosa de la biomasa en glucosa. Se sabe que
las endoglucanasas actuan para producir nuevos extremos de cadena de celulosa que por si mismos son sustratos
para la accion de celobiohidrolasas y con ello mejorar la eficiencia de la hidrdlisis de todo el sistema de celulasa. Por
lo tanto el uso de la actividad incrementada u optimizada de endoglucanasa mejoraria en gran medida la produccion
de etanol.

Asi, la endoglucanasa encuentra uso en la hidrodlisis de celulosa en sus azdicares componentes. En una realizacion,
la endoglucanasa se afiade a la biomasa antes de la adicion de un organismo fermentativo. En una segunda
realizacion, la endoglucanasa se afiade a la biomasa al mismo tiempo que el organismo fermentativo.
Opcionalmente, puede haber otros componentes celulasa presentes en cualquier realizacion.

En otra realizacion la materia prima celulésica se puede pretratar. El pretratamiento puede ser por elevacion de la
temperatura y la adicion de cualquier acido diluido, acido concentrado o solucién diluida de alcali. La soluciéon de
pretratamiento se anade durante un tiempo suficiente para al menos hidrolizar parcialmente los componentes
hemicelulosa y luego se neutraliza.

En una estrategia alternativa, se prefiere una composicion de celulasa que es deficiente o libre de endoglucanasa.
La supresion del gen de endoglucanasa seria particularmente Util en la preparacion de composiciones de celulasa
para su uso en detergentes. Adicionalmente, dichas composiciones son Uutiles para la produccion de
celooligosacaridos. La supresion del gen egl7 de cepas de T. reesei seria particularmente util en la preparacion de
composiciones de celulasa para su uso en los detergentes y en el aislamiento de celooligosacaridos. Las enzimas
celulasa se han usado en una variedad de composiciones de detergente para limpiar ropa enzimaticamente. Sin
embargo, se sabe en la técnica que el uso de enzimas celulasa puede impartir la degradaciéon de las fibras de
celulosa en la ropa. Una posibilidad para disminuir el efecto de degradacion es producir un detergente que no
contenga endoglucanasa. Asi, la supresion de esta proteina afectaria al sistema de celulasa para inhibir a los otros
componentes mediante acumulacion de celobiosa. Los microorganismos modificados son particularmente
adecuados para preparar dichas composiciones porque el gen egl7 se puede suprimir dejando los restantes
componentes CBH y EG dando como resultado una mejor limpieza y beneficios suavizantes en la composicion sin
efectos degradativos.
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Las composiciones de detergente pueden emplear ademas de la composicion de celulasa (con independencia del
contenido en endoglucanasa, esto es, libre de endoglucanasa, endoglucanasa sustancialmente libre, o
endoglucanasa aumentada), un tensoactivo, incluyendo tensoactivos anidnicos, no idnicos y anfoliticos, una
hidrolasa, agentes de levantamiento, agentes blanqueadores, agentes de azulado y colorantes fluorescentes,
inhibidores de apelmazamiento, solubilizantes, tensoactivos cationicos y similares. Todos estos componentes se
conocen en la técnica de detergentes. La composicion de celulasa como se describid anteriormente se puede anhadir
a la composicion de detergente, ya sea en un diluyente liquido, en granulos, en emulsiones, en geles, en pastas, y
similares. Dichas formas son conocidas por el experto en la materia. Cuando se emplea una composicién de
detergente sdlida, la composicion de celulasa se formula preferiblemente en granulos. Preferiblemente los granulos
se pueden formular de manera que contengan un agente protector de celulasa. Para una discusion mas a fondo,
adviértase la Patente EE.UU. Numero 6.162.782 denominada “Composiciones de detergentes que contienen
composiciones de celulasa deficientes en componentes tipo CBHI”.

En aun ofra realizacién, las composiciones de detergente pueden contener también niveles de endoglucanasa
aumentados o endoglucanasa alterada. En este sentido, realmente depende del tipo de producto que se desea usar
en las composiciones de detergente para dar los efectos deseados.

Preferiblemente las composiciones de celulasa se emplean de aproximadamente 0,00005 de porcentaje en peso a
aproximadamente 5 de porcentaje de peso con respecto a la composicion de detergente total. Mas preferiblemente,
las composiciones de celulasa se emplean de aproximadamente 0,0002 de porcentaje de peso a aproximadamente
2 de porcentaje de peso con respecto a la composicion de detergente total.

Las porciones de secuencia de acido nucleico egl7 que son capaces de unirse a celulosa se pueden usar para
generar proteinas bacterianas quiméricas de superficie, permitiendo la inmovilizacion de toda la célula en filtros de
celulosa u otros soportes solidos fibrosos como se describe en Lehtio et al., 2001.

Ademas la secuencia de acido nucleico de egl7 encuentra utilidad en la identificacion y caracterizacion de
secuencias de acido nucleico relacionadas. Un numero de técnicas Utiles para la determinaciéon (prediccion o
confirmacion) de la funcion de genes relacionados o productos génicos incluyen, pero no se limitan a, (A) analisis de
DNA/RNA, como (1) sobreexpresion, expresion ectopica y expresion en otras especies; (2) bloqueo de genes
(genéticas en reverso, bloqueo dirigido, silenciamiento de genes inducido por virus (VIGS, adviértase Baulcombe,
1999); (3) analisis del estado de metilacion del gen, especialmente regiones reguladoras flanqueantes; e (4)
hibridacion in situ; (B) analisis de producto génico como (1) expresion de proteina recombinante; (2) produccion de
antisueros, (3) inmunolocalizacién; (4) ensayos bioquimicos para actividad catalitica u otra; (5) estado de
fosforilacion; e (6) interaccion con otras proteinas mediante analisis de doble hibrido en levadura; (C) analisis de
ruta, como colocar un gen o producto génico dentro de una ruta bioquimica o de sefializacion particulares basado en
su fenotipo de sobreexpresién o por homologia de secuencia con genes relacionados; y (D) otros analisis que se
pueden también llevar a cabo para determinar o confirmar la participacion del gen aislado y su producto en una ruta
metabodlica o de sefializacion particulares, y ayudar a determinar la funcién génica.

Las endoglucanasas y beta-glucosidasas pueden ser responsables de la produccion de disacaridos, como soforosa,
a partir de celooligosacaridos y glucosa mediante reacciones de transglicosilacion. La soforosa se sabe que es un
potente inductor de la expresion del gen de celulasa (limen, M., et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63:1298-1306 y
referencias en ello). De esta forma los EGs y BGLs pueden jugar un papel importante en el proceso de induccion de
la expresion del gen de celulasa. La sobreexpresion de ciertos EGs o BGLs en una cepa fungica puede dar lugar a
una mayor productividad general de celulasa por esa cepa.

A. Homologia con secuencias conocidas

La funcidon de una secuencia de acido nucleico relacionada que codifica EGVII se puede determinar por homologia
con genes conocidos que tienen una funcion particular. Por ejemplo, se usa una comparacion de la secuencia
codificadora de una molécula de acido nucleico identificada con bases de datos publicas de secuencias de acido
nucleico para confirmar la funcién por homologia con genes conocidos o por extension de la secuencia de acido
nucleico identificada.

El término “% de homologia” se usa de forma intercambiable en esta memoria con el término “% de identidad” en
esta memoria y se refiere al nivel de identidad de secuencia de acido nucleico o de aminoacidos entre la secuencia
de acido nucleico que codifica EGVII o la secuencia de aminoacidos de EGVII, cuando se alinean usando un
programa de alineamiento de secuencia.

Por ejemplo, como se usa en esta memoria, 80% de homologia significa lo mismo que 80% de identidad de
secuencia determinado mediante un algoritmo definido, y en consecuencia, un homoélogo de una secuencia dada
tiene mas de un 80% de identidad de secuencia en una longitud de la secuencia dada. Niveles modelo de identidad
de secuencia incluyen, pero no se limitan a, 80, 85, 90, 95, 98% o mas de identidad de secuencia con una secuencia
dada, p.€j., la secuencia codificadora de egl7, como se describe en esta memoria.

Programas de ordenador modelo que se pueden usar para determinar identidad entre dos secuencias incluyen, pero
no se limitan a, el conjunto de programas BLAST, p.ej., BLASTN, BLASTX, y TBLASTX, BLASTP y TBLASTN,
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disponibles publicamente en internet en http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/. Adviértase también, Altschul, et al.,
1990 y Altschul, et al., 1997.

Las busquedas de secuencia normalmente se llevan a cabo usando el programa BLASTN cuando se evalla una
secuencia de acido nucleico dada en relaciéon con secuencias de acido nucleico en las secuencias de DNA del
GenBank y otras bases de datos publicas. El programa BLASTX se prefiere para la busqueda de secuencias de
acido nucleico que se han traducido en todos los marcos de lectura frente a secuencias de aminoacidos en las
secuencias de proteinas del GenBank u otras bases de datos publicas. Tanto BLASTN como BLASTX se ejecutan
usando parametros por defecto de una penalizacion de hueco abierto de 11,0, y una penalizacion de hueco
extendido de 1,0, y utilizando la matriz de BLOSUM-62. (Adviértase, p.ej., Altschul, et al., 1997).

Se realiza un alineamiento preferido de secuencias seleccionadas con el fin de determinar “% de identidad” entre
dos 0 mas secuencias usando por ejemplo, el programa CLUSTAL-W en la versiéon MacVector 6.5, operado con
parametros por defecto, incluyendo una penalizacion de hueco abierto de 10,0, una penalizacion de hueco extendido
de 0,1, y una matriz de similitud BOLSUM 30.

En una estrategia modelo, la extensiéon de secuencia de un acido nucleico que codifica egl7 se puede llevar a cabo
usando procedimientos convencionales de extension del cebador como se describe en Sambrook et al., supra, para
detectar precursores de egl7 e intermediarios de procesamiento de mMRNA que pueden no haber sido transcritos en
reverso en cDNA y/o para identificar ORFs que codifican una proteina de longitud completa.

En aun otro aspecto, la presente descripcion incluye la secuencia de nucleétidos total o parcial de la secuencia de
acido nucleico de egl7 para su uso como una sonda. Dicha sonda se puede usar para identificar y clonar secuencias
de acidos nucleicos homdlogos de organismos relacionados.

El cribado de libreria de cDNA o gendmica con la sonda seleccionada se puede llevar a cabo usando procedimientos
estandar, como se describe en Sambrook et al., (1989). Las condiciones de hibridacion, incluyendo astringencia
moderada y astringencia alta, se proporcionan en Sambrook et al., supra.

Las sondas o porciones de las mismas también se pueden emplear en técnicas de PCR para generar un grupo de
secuencias para la identificacion de secuencias egl7 estrechamente relacionadas. Cuando las secuencias egl7 se
destinan para uso como sondas, se puede usar una porcién particular de una secuencia que codifica EGVII, por
ejemplo, una porcion altamente conservada de la secuencia codificadora.

Por ejemplo, se puede usar una secuencia de nucleétidos egl7 como una sonda de hibridacién para una libreria de
cDNA para aislar genes, por ejemplo, aquellas variantes codificadas que ocurren naturalmente de EGVII de otras
especies fungicas, bacterianas o de plantas, que tienen un nivel deseado de identidad de secuencia con la
secuencia de nucledtidos de egl7 descrita en la Figura 1 (SEQ ID NO: 1). Las sondas modelo tienen una longitud de
aproximadamente 20 a aproximadamente 50 bases.

B. Andlisis de doble hibrido

Las proteinas identificadas se pueden usar en el sistema de doble hibrido de levadura para “capturar” proteinas que
unen proteina que son proteinas tedricas de vias de sefalizacion. El sistema de doble hibrido de levadura se
describe en Fields y Song, Nature 340:245-246 (1989). Brevemente, en un sistema de doble hibrido, se construye
una fusion de un dominio de uniéon a DNA y un dominio egl7 (p.ej., fusidn GAL4-egl7) y se transfecta en células de
levadura. Se pueden usar todo el gen egl7, o subregiones del gen egl7. Se co-transfecta un segundo constructo que
contiene la libreria de parejas de unidn potenciales fusionadas al dominio de activacion de DNA. Las levaduras co-
transformantes que albergan proteinas que se unen a la EGVII, la proteina se identifica mediante, por ejemplo,
produccion de beta-galactosidasa o luciferasa (un cribado), o supervivencia en placas que carecen de un nutriente
esencial (una seleccion), segun sea apropiado para los vectores usados.

C. Analisis por microarrays

Ademas, se puede usar el andlisis por microarray, también conocido como perfil de expresion o perfil de
transcripcion para evaluar simultaneamente la presencia expresion de una secuencia de DNA dada, o cambios en la
expresion de muchos genes diferentes. En una estrategia, un gran conjunto de secuencias de DNA (sondas), por lo
general un conjunto amplio marcadores de secuencias expresadas, cDNA, fragmentos de cDNA, u oligonucledtidos
especificos de secuencia, se exhiben en un soporte sélido como un portaobjetos de vidrio o una membrana de
nylon. El marcaje de la diana para la hibridacion con las sondas se genera mediante el aislamiento de mRNA de un
tejido control e inducido, marcando después cada grupo de mRNA ya sea a través de un intermedio de cDNA o
cRNA, con un marcador distinto, normalmente un colorante fluorescente. El microarray se hibrida con las sondas
complejas, y la intensidad relativa de sefial de hibridacion asociada con cada localizacién en el array se puede
cuantificar para cada colorante marcador. Se pueden medir las diferencias en expresion entre estados de control e
inducidos como una relacién de la sefial de los dos colorantes marcadores. (Adviértase Baldwin, D et al., 1999).

El analisis por microarray del organismo fuente del que se derivd egl7 se puede llevar a cabo para facilitar la
comprension de la funcion del gen mediante identificacion de otros genes que estan coordinadamente regulados
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como consecuencia de la sobre expresion de egl7. La identidad de genes coordinadamente regulados puede ayudar
a colocar el gen egl7 en una ruta particular. Alternativamente, dicho analisis se puede utilizar para identificar otros
genes involucrados en la misma ruta usando analisis por microarray.

Aunque se ha descrito con referencia a métodos y realizaciones especificos, se valorara que se puedan hacer varias
modificaciones y cambios sin apartarse de la descripcion, como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1

En una realizacion modelo, se aisla un fragmento de cDNA para usar como sonda mediante extraccion de RNA total
a partir del micelio de una cepa de T. reesei creciendo bajo condiciones conocidas para inducir la produccion de
celulasa y obtener la fraccion poliadenilada (polyA) de la misma. EI RNA poliA se usa para producir un grupo de
cDNA que es amplificado después usando cebadores basados en la secuencia de acido nucleico de egl7
proporcionada en esta memoria.

El RNA total se aisla del micelio usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se describe en
Timberlake et al., 1981; Maniatis, et al., 1989; Ausubel, et al., 1993 y Sambrook et al., 1989. Una vez aislado, se
realizan transferencias de Northern para confirmar la expresion de celulasa y seleccionar un tiempo de induccion
optimo para la expresion de celulasa y correspondiente aislamiento de RNA.

El RNA mensajero (MRNA), que tiene una cola de poli (A) en el extremo 3’ se puede purificar del mRNA total usando
métodos conocidos en la técnica.

El RNA de T. reesei se usa como molde para métodos conocidos en la técnica que usan RT-PCR (Loftus, J. et al.,
Science, 249:915-918, 1990). Durante este procedimiento el mRNA se transcribe en reverso para producir cDNA de
primera cadena. Después el cDNA sirve como molde para la amplificacion de PCR de las secuencias de cDNA de
egl7 usando cebadores de oligonucledtidos especificos disefiados de acuerdo con SEQ ID N°. 1 o SEQ ID N°. 4.

Tabla 1. Secuencias proporcionadas

Descripcion SEQ. ID. NO.

Longitud total de la secuencia de acido nucleico de cDNA de egl/7 de T. reesei 1

ATTTAAGGATCTAAGCCCCATCGATATGAAGTCCTGCGCCATTCTTGCAG
CCCTTGGCTGTCTTGCCGGGAGCGTTCTCGGCCATGGACAAGTCCAAAACT
TCACGATCAATGGACAATACAATCAGGGTTTCATICTCGATTACTACTATC
AGAAGCAGAATACTGGTCACTTCCCCAACGTTGCTGGCTGGTACGCCGAGG
ACCTAGACCTGGGCTTCATCTCCCCTGACCAATACACCACGCCCGACATTG
TCTGTCACAAGAACGCGGCCCCAGGTGCCATTTCTGCCACTGCAGCGGCCG
GCAGCAACATCGTCTTCCAATGGGGCCCTGGCGTCTGGCCTCACCCCTACG
GTCCCATCGTTACCTACGTGGTTIGAGTGCAGCGGATCGTGCACGACCGTGA
ACAAGAACAACCTGCGCTGGGTCAAGATTCAGGAGGCCGGCATCAACTAT
AACACCCAAGTCTGGGCGCAGCAGGATCTGATCAACCAGGGCAACAAGTG
GACTGTGAAGATCCCGTCGAGCCTCAGGCCCGGAAACTATGTCTTCCGCCA
TGAACTTCTTGCTGCCCATGGTGCCTCTAGTGCGAACGGCATGCAGAACTA
TCCTCAGTGCGTGAACATCGCCGTCACAGGCTCGGGCACGAAAGCGCTCCC
TGCCGGAACTCCTGCAACTCAGCTTTACAAGCCCACTGACCCTGGCATCTT
GTTCAACCCTTACACAACAATCACGAGCTACACCATCCCTGGCCCAGCCCT
GTGGCAAGGCTAGATCCAGGGGTACGGTGTTGGCGTTCGTGAAGTCGG
AGCTGTTGACAAGGATATCTGATGATGAACGGAGAGGACTGATGGGC
GTGACTGAGTGTATATATTTITGATGACCAAATTGTATACGAAATCCGA
ACGCATGGTGATCATTGTTTATCCCTGTAGTATATIGTCTCCAGGCTGC
TAAGAGCCCACGGGTGTATTACGGCAACAAAGTCAGGAATTTGGGTGG
CAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Secuencia de aminoacidos predicha de EGVII de T. reesei 2
HGQVOQNFTINGQYNQGFILDYYYQKQNTGHFPNVAGWY AEDLDLGFISPDQY
TTPDIVCHKNAAPGAISATAAAGSNIVFQWGPGVWPHPYGPIVTYVVECSGSC
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Descripcion

SEQ. ID. NO.

TTVNKNNLRWVKIQEAGINYNTQVWAQQDLINQGNKWTVKIPSSLRPGNY VF
RHELLAAHGASSANGMQNYPQCVNIAVTGSGTKALPAGTPATQLYKPTDPGI
LFNPYTTITSYTIPGPALWQG

Secuencia senal predicha de EGVII de T. reesei: MKSCAILAALGCLAGSVLG

Secuencia de acido nucleico codificadora de egl/7 de T. reesei

ATGAAGTCCTGCGCCATTCTTGCAGCCCTTGGCTGTCTTGCCGGGAGCGTT
CTCGGCCATGGACAAGTCCAAAACTTCACGATCAATGGACAATACAATCA
GGGTTTCATTCTCGATTACTACTATCAGAAGCAGAATACTGGTCACTTCCC
CAACGTTGCTGGCTGGTACGCCGAGGACCTAGACCTGGGCTTCATCTCCCC
TGACCAATACACCACGCCCGACATTGTCTGTCACAAGAACGCGGCCCCAG
GTGCCATTTCTGCCACTGCAGCGGCCGGCAGCAACATCGTCTTCCAATGGG
GCCCTGGCGTCTGGCCTCACCCCTACGGTCCCATCGTTACCTACGTGGTTG
AGTGCAGCGGATCGTGCACGACCGTGAACAAGAACAACCTGCGCTGGGTC
AAGATTCAGGAGGCCGGCATCAACTATAACACCCAAGTCTGGGCGCAGCA
GGATCTGATCAACCAGGGCAACAAGTGGACTGTGAAGATCCCGTCGAGCC
TCAGGCCCGGAAACTATGTCTTCCGCCATGAACTTCTTGCTGCCCATGGTG
CCTCTAGTGCGAACGGCATGCAGAACTATCCTCAGTGCGTGAACATCGCCG
TCACAGGCTCGGGCACGAAAGCGCTCCCTGCCGGAACTCCTGCAACTCAG
CTTTACAAGCCCACTGACCCTGGCATCTTGTTCAACCCTTACACAACAATC
ACGAGCTACACCATCCCTGGCCCAGCCCTGTGGCAAGGCTAG
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de acido nucleico que codifica o es complementaria a una secuencia que codifica un polipéptido
que tiene al menos un 85% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se presenta como SEQ
ID NO:2; y

(b) una secuencia de acido nucleico presentada como SEQ ID NO:4, o la complementaria de la misma;
en donde dicho polinucleétido aislado codifica un polipéptido que tiene actividad endoglucanasa.

2. El polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde la secuencia de acido nucleico codifica o
es complementaria a una secuencia que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2.

3. El polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde la secuencia de acido nucleico codifica o
es complementaria a una secuencia que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2.

4. El polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde la secuencia de acido nucleico codifica o
es complementaria a una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos presentada
como SEQ ID NO: 2.

5. El polinucledtido aislado de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, en donde el % de identidad se calcula
usando el programa CLUSTAL-W en la versién MacVector 6.5, operado con parametros por defecto, incluyendo una
penalizacion por hueco abierto de 10,0, una penalizacion de hueco extendido de 0,1, y una matriz de similitud
BLOSUM 30.

6. El polinucleétido aislado de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4 que codifica una enzima que tiene
actividad endoglucanasa, en donde la enzima se deriva de una fuente Trichoderma.

7. El polinucledtido aislado de la reivindicacién 6, en donde la enzima se deriva de Trichoderma reesei.

8. Un constructo de expresion incluyendo una secuencia de polinucleétidos (i) que codifica un polipéptido que
tiene al menos un 85% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2,
o (ii) que es capaz de hibridar con una sonda derivada de una secuencia polipeptidica descrita como SEQ ID NO: 2
bajo condiciones de astringencia de intermedia a alta, o (iii) que es complementaria a una secuencia de nucleotidos
que codifica una polipéptido que tiene al menos un 85% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
presentada como SEQ ID NO: 2;

en donde dicha secuencia de polinucledtidos codifica un polipéptido que tiene actividad endoglucanasa.
9.  Un vector que incluye el constructo de expresion de la reivindicacion 8.

10. Un vector que comprende un polinucleétido aislado de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, ligado
operativamente a secuencias control reconocidas por una célula huésped transformada con el vector.

11. Una célula huésped transformada con el vector de la reivindicacién 9 o de la reivindicacion 10.
12. La célula huésped de la Reivindicacion 11, que es una célula procariota.
13. La célula huésped de la Reivindicacion 11, que es una célula eucariota.

14. Una célula huésped recombinante que comprende un polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones de 1
a4.

15. La célula huésped de la Reivindicacion 14, que es una célula procariota.
16. La célula huésped de la Reivindicacion 14, que es una célula eucariota.

17. Un polipéptido sustancialmente purificado con la actividad biolégica de una endoglucanasa, que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2; o (b) un fragmento biolégicamente activo sustancialmente purificado
de la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2.
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18. El polipéptido sustancialmente purificado de acuerdo con la reivindicacién 17, que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos presentada
como SEQ ID NO: 2.

19. El polipéptido sustancialmente purificado de acuerdo con la reivindicacién 17, que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos un 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos presentada
como SEQ ID NO: 2.

20. El polipéptido sustancialmente purificado de acuerdo con la reivindicaciéon 17, que comprende una secuencia
de aminoécidos presentada como SEQ ID NO: 2.

21. Un método de produccion de una enzima que tiene actividad endoglucanasa, que comprende:

(a) transformar de manera estable una célula huésped con un vector de expresion que comprende un polinucleétido
como se define en cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4;

(b) cultivar dichas células huésped transformadas bajo condiciones adecuadas para que dicha célula produzca dicha
endoglucanasa; y

(c) recuperar dicha endoglucanasa.

22. El método de la reivindicacion 21 en donde la célula huésped es una célula de hongo filamentoso o de
levadura.

23. Una composicion de detergente, dicha composicion comprende un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2; o (b) un fragmento biolégicamente activo sustancialmente purificado
de la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2;

en donde dicho polipéptido tiene actividad endoglucanasa.

24. La composicion de detergente de acuerdo con la reivindicacion 23, que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos presentada
como SEQ ID NO: 2.

25. La composicion de detergente de acuerdo con la reivindicacion 23, que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos presentada
como SEQ ID NO: 2.

26. La composicion de detergente de acuerdo con la reivindicacion 23, que comprende una secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 2.

27. Un método de expresar un polipéptido recombinante, el método comprende:

(i) proporcionar células huésped que han sido transducidas, transformadas o transfectadas con un vector de
expresion que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4;

(ii) cultivar las células.

28. Un método como se reivindica en la reivindicacién 27 en donde el vector de expresion incluye una secuencia
que codifica un péptido sefial adicional.

29. Un método como se reivindica en la reivindicacion 27 en donde las células huésped son Aspergillus sp.
30. Un método de convertir glucosa a etanol, el método comprende:

(i) el uso de una composicién enzimatica que comprende el polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones de 17 a 20 para hidrolizar la celulosa en sus componentes azucares; y;

(i) la fermentacion de los componentes azucares a etanol.

31. EI método de la reivindicacién 30 en donde la composicion esta enriquecida en el polipéptido de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones de 17 a 20.

32. EI método de la reivindicacién 30 o reivindicacién 31 en donde la composicién enzimatica se afiade a la
biomasa celulésica antes de la adiciéon de un organismo fermentativo.
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33. EI método de la reivindicacién 30 o reivindicacién 31 en donde la composicién enzimatica se afiade a la
biomasa celulésica al mismo tiempo que un organismo fermentativo.

34. El método de la reivindicacion 33 que comprende un proceso simultaneo de sacarificacion y fermentacion por el
que la celulosa presente en la biomasa es convertida a glucosa y al mismo tiempo y en el mismo reactor las cepas
de levadura convierten la glucosa en etanol.

35. EI método de cualquiera de las reivindicaciones de 30 a 34 en donde la composicién comprende ademas
enzimas celulasa adicionales seleccionadas de: otras endoglucanasas; beta-glucosidasas y/o celobiohidrolasas.

36. EI método de cualquiera de las reivindicaciones de 30 a 35 en donde la celulosa se proporciona a través de:
pulpa de madera, papel, algoddén, pafales de celulosa, rastrojo de maiz, plantas herbaceas, residuos solidos
urbanos o residuos agricolas y forestales.

37. Un método de cualquiera de las reivindicaciones de 30 a 36 en donde la celulosa se proporciona a través de
materia prima celulésica que se pretrata con un pretratamiento seleccionado de:

pretratamiento con acido diluido;

pretratamiento con temperatura elevada y la adicién de cualquier acido diluido, acido concentrado o alcali diluido.
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