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DESCRIPCION
Nuevas liasas alfa-amidantes de peptidil alfa-hidroxiglicina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad liasa alfa-amidante de peptidil-a-
hidroxiglicina, a métodos para preparar tales polipéptidos y al uso de tales polipéptidos en procedimientos para la
produccién de péptidos a-amidados C-terminales.

Antecedentes de la invencion

En los organismos multicelulares, ciertos péptidos ("precursores"), tales como los neuropéptidos, se modifican de
forma post-traduccional a través de una serie de etapas enzimaticas que escinden y modifican adicionalmente sus-
tratos peptidicos para producir péptidos biorreactivos totalmente funcionales. El proceso comienza en el aparato de
trans-Golgi y continia como granulos secretores inmaduros. Una modificacion post-traduccional de etapa tardia muy
importante para muchos de estos péptidos es la amidacion alfa carboxiterminal.

La amidacion en alfa de residuos C-terminales es esencial para la actividad de varias hormonas peptidicas implica-
das en el metabolismo humano o animal. Diversas hormonas peptidicas se utilizan en la actualidad como farmacos
en el tratamiento de seres humanos, por ejemplo, para el control de la obesidad y/o la diabetes, o estan en desarro-
llo como farmacos potenciales. Un ejemplo de una hormona peptidica de este tipo es la amilina (por ejemplo, Sym-
lin®, acetato de pramlintida, que es un analogo de la amilina humana). La amilina humana es un péptido con 37
residuos de aminoacidos que se puede utilizar para tratar o prevenir la obesidad y/o la diabetes. Por consiguiente, el
extremo C-terminal de la amilina se tiene que amidar con el fin de obtener una actividad biolégica completa. Asimis-
mo, el péptido YY (PYY) se tiene que amidar en alfa para obtener una actividad biolégica completa.

E. coli y levadura se emplean extensamente para la expresion recombinante de péptidos de origen eucariota. Sin
embargo, debido a la naturaleza de las hormonas peptidicas con un grupo a-amida C-terminal, no se pueden expre-
sar en una forma activa, empleando los sistemas de expresién microbianos del estado de la técnica basados en E.
coli y levadura, ya que las enzimas alfa amidantes no se expresan de forma natural en estos organismos. Por lo
tanto, se tiene que introducir una amida alfa C-terminal en los péptidos expresados de forma recombinante utilizan-
do, por ejemplo, una modificacidn ex vivo con enzimas alfa amidantes.

La modificacion enzimatica de una Gly C-terminal a una a-amida, de precursores de péptidos por medio de una
monooxigenasa a-amidante de peptidilo (PAM) bifuncional, se encuentra en varios organismos eucariotas. Se han
descrito multiples variantes de transcritos por corte y empalme de forma alternativa que codifican diferentes isofor-
mas, para esta enzima. La enzima se ha descrito exclusivamente para organismos multicelulares (metazoos). La
conversion en un péptido de un residuo Gly C-terminal a una a-amida es un proceso en dos etapas, en el que el
dominio N-terminal de PAM (denominado PHM) cataliza la conversion de Glicina a a-hidroxiglicina y el dominio C-
terminal de PAM (denominado PAL) cataliza la conversién de la a-hidroxiglicina a a-amida. En organismos eucario-
tas, los dos dominios cataliticos actian secuencialmente para catalizar péptidos neuroendocrinos en productos acti-
vos alfa-amidados. Dos puentes disulfuro estan muy conservados en los dominios PAL de organismos eucariotas.

Si bien puede ser posible sintetizar por medios quimicos pequefios péptidos que contienen un grupo amida en el
extremo C-terminal (amida alfa), péptidos mayores alfa-amidados son dificiles de producir y caros. Enzimas que
realizan la amidacién en alfa son por tanto Utiles en la conversién de péptidos precursores recombinantes en pépti-
dos maduros.

El documento US4708934 describe una monooxigenasa a-amidante de peptidil-glicina extraida a partir de lineas
celulares de carcinoma medular de tiroides y muestras de tejidos.

El documento US5789234 describe la produccion de una enzima alfa-amidante por técnicas de ADN recombinante.

El documento W090/08194 se refiere a un procedimiento para la produccién de péptido alfa amidado en el extremo
C-terminal a partir de un péptido precursor mediante el uso de una enzima alfa amidante del extremo C-terminal
eucariota. También se describe un método para la expresion eucariota de estas enzimas alfa amidantes del extremo
C-terminal.

El documento W089/02460 describe una enzima PAM de origen bovino, su clonacién, su ADNc y expresion median-
te tecnologia de ADN recombinante.

El documento EP0448513 describe un procedimiento para la expresioén recombinante de una monooxigenasa alfa-
hidroxilante de peptidilglicina obtenida a partir de Xenopus laevis, que comprende cultivar células de insecto trans-
fectadas con un baculovirus recombinante al que se ha incorporado un ADN que codifica la monooxigenasa alfa-
hidroxilante de peptidilglicina para producir la enzima.

El documento EP0465404 describe una enzima (PHL; PAL) obtenida a partir de Xenopus laevis que cataliza la esci-
sion del enlace N-C en el resto a-hidroxiglicina de un péptido a-hidroxilado en el extremo C-terminal, la clonacion de
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la enzima y su expresion recombinante en células de insecto.
El documento 20060292672 describe una linea celular para expresar PAM o uno de sus dos dominios cataliticos.

El documento EP2172550 describe un derivado de enzima recombinante alfa-amidante en el extremo C-terminal que
carece de la formacién de uno de los cinco enlaces disulfuro que se producen normalmente en una enzima alfa-
amidante del extremo C-terminal obtenida a partir de Xenopus laevis y un método de produccion de dicho derivado
de forma recombinante en E. coli, en donde el cuerpo de inclusion obtenido se solubiliza y se somete a un procedi-
miento de replegamiento.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona un método para producir un péptido a-amidado, que comprende las etapas de: (i)
permitir que un péptido diana con un residuo de glicina C-terminal reaccione tanto con una monooxigenasa alfa-
hidroxilante de peptidilglicina (PHM) como con un polipéptido procedente de un organismo procariota con actividad
liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina (PAL), en condiciones adecuadas para la actividad enzimatica, en
donde la reaccién con dicha PHM y dicho polipéptido en dicho péptido diana se lleva a cabo ya sea en dos etapas
distintas o simultaneamente; (ii) recuperar el péptido a-amidado en el extremo C-terminal.

La invencion también se refiere a enzimas, que son capaces de catalizar la conversion de una a-hidroxiglicina a una
a-amida en un péptido (actividad liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina).

Las enzimas se obtienen a partir de organismos procariotas y tienen diferentes propiedades fisicoquimicas y estruc-
turales que las que se describen para las enzimas PAL eucariotas.

La invencion también proporciona enzimas que tienen actividad liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina carac-
terizadas porque se pueden expresar en E. coli como proteinas solubles, enzimaticamente activas.

La liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina tiene una secuencia de aminoacidos que no comprende residuos
de cisteina, o como maximo 1 residuo de cisteina o como maximo, 2 residuos de cisteina.

En una realizacion, la liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina es la enzima de tipo silvestre o comprende de 1-
30 modificaciones de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de tipo silvestre.

En otra realizacion, el polipéptido procedente de un organismo procariota con actividad liasa alfa-amidante de pepti-
dil-a-hidroxiglicina (PAL) se ha expresado en E. coli recombinante.

En aun otra realizacion del método de la invencion, la reaccion se realiza en condiciones en las que estan presentes
iones Cu®* y/o acido ascorbico cuando se utiliza dicho polipéptido.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: Mapa vectorial representativo de pET11a del plasmido C que codifica el dominio de tipo PAL bacteriano
(sin péptidos sefal previstos) procedente de Erythrobacter (SEQ ID NO: 1) con una pareja de fusion N-terminal
(SEQ ID NO: 7) y un sitio de escision de la proteasa 3C de HRV14 en la region enlazadora intercalada (SEQ ID NO:
8) (La proteina de fusidon completa esta marcada con la caracteristica Proteina 3). Se indican los sitios de las enzi-
mas de restriccion Ndel, Xhol y BamHI. La regién promotora T7, el gen de resistencia a la ampicilina, la region re-
presora lacl y el origen del sitio de replicacion también se muestran en el mapa del vector.

Figura 2: SDS-PAGE que muestra el perfil de expresion del dominio de tipo PAL de Erythrobacter marcado con
RL9_THEMA TAP (A) y PAL rata (B). Uind: control de cultivo celular no inducido (control neg.), Ind: después de la
induccion con IPTG 0,5 mM durante 3 horas a 30°C, Sup: fraccidn soluble, Pel: fraccion insoluble. La flecha indica la
posicion del peso molecular de las bandas de PAL sobre los geles.

Aunque los niveles de expresion son comparables, el dominio de tipo PAL de Erythrobacter se expresa como una
proteina altamente soluble, en contraste con la PAL de rata, que es insoluble y requerira un replegamiento para
obtener una enzima funcional.

Figura 3: A: Cromatograma de FPLC, que muestra el perfil de purificacion en SP Sefarosa FF del dominio de tipo
PAL de Erythrobacter marcado con RL9_THEMA. La proteina de fusién eluye con una conc. de NaCl de ~0,25 M
indicada por la flecha. La linea de puntos indica la curva de conductividad, la linea continua indica la sefial de absor-
cion de UV a 280 nm. Los numeros en el eje X indican fracciones y ml.

B: gel SDS-PAGE que muestra las fracciones del pico principal en el cromatograma de la Figura 3A. Apl: Aplicacion
cargada en la columna, Ft: Fracciones del flujo continuo. EI marcador TAP proporciona una captura eficaz y de pure-
za elevada, después una etapa de cromatografia de intercambio de cationes.

Figura 4A: Cromatograma de FPLC que muestra la separacién en Q Sefarosa HP del dominio maduro de tipo PAL
de Exiguobacterium liberado del marcador RL9_THEMA, después del procesamiento de la proteina de fusion con la
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proteasa 3C de HRV14. Un pico principal eluye a NaCl -0,4 M como indica la flecha. La linea de puntos indica la
curva de conductividad, la linea continua indica la sefial de UV a 280 nm. Los numeros en el eje X indican fracciones
y ml.

Figura 4B: analisis SDS-PAGE de la fraccion eluida de la separacion FPLC mostrada en la Figura 4A. Apl: Aplica-
cion cargada en la columna, Ft: Fracciones del flujo continuo. En el carril de la aplicacién, dos bandas representan el
dominio maduro de tipo PAL de Exiguobacterium (~30 kDa) y el marcador de purificacion liberado (~18 kDa). El pico
principal de la purificacion contiene casi exclusivamente PAL madura (flecha negra), mientras que el marcador TAP
liberado no se une a la columna de intercambio anionico y esta presente en la fraccion de flujo continuo (flecha pun-
teada).

Figura 5: analisis UPLC de acido a-hidroxi hipurico sintético y benzamida que representa a-hidroxiglicina (Gly(OH))
y a-amida (-NH2), respectivamente (marcadas por debajo de los picos relevantes). El acido a-hidroxi hipurico se
incub6 con enzimas de tipo PAL bacterianas con o sin marcador TAP en el extremo N-terminal durante 3 horas a
37°C, con adicion de cofactores relevantes. Las flechas en negrita sefialan las conversiones enzimaticas mas signifi-
cativas a benzamida.

Figura 5.A: Analisis del dominio de tipo PAL de Erythrobacter con (+TAP) (SEQ ID NO: 7) o sin (-TAP) marcador de
purificacion, sometido a ensayo empleando condiciones de tampén acidas (MES pH 5,5) o basicas (Tris pH 7,5). Los
controles (ctrl) negativos (neg.) son los cromatogramas para muestras sin adicién de enzima. La conversion de acido
alfa-hidroxihipurico a benzamida puede ocurrir espontaneamente a pH elevado (Fig. 5A6/7) como se ha descrito
anteriormente en la bibliografia. Sin embargo, basandose en las areas relativas de acido a-hidroxi hipurico y de las
areas del pico de sustrato de benzamida, se concluye que la adicion de enzima puede catalizar la conversion, de
manera mas eficaz a pH 7,5, tanto con marcador TAP (Fig. 5A2/7) como sin marcador TAP (Fig. 5A4/7).

Figura 5.B: Analisis del dominio de tipo PAL de Chthoniobacter con marcador de purificacion (+TAP) (SEQ ID NO:
7) sometido a ensayo utilizando condiciones de tampén acidas (MES pH 5,5) o basicas (Tris pH 7,5). La enzima de
Chthoniobacter es mas activa en el intervalo de pH mas bajo en comparacion con la enzima de Erythrobacter, ya
que el area del pico de benzamida se incrementa significativamente después de la incubacion con la enzima a pH
5,5 (Fig. 5B1/7) en comparacion con el ctrl. neg. (Fig. 5B3/7).

Figura 6: Espectros MS extraidos y desconvolucionados de péptido modelo analogo de amilina que confirma la
actividad de PAL de dominios de tipo PAL bacterianos, mediante incubaciones conjuntas con PHM de rata. Eje X:
relacion masa carga en Dalton. Eje Y: intensidad relativa de los picos de MS. Las masas de los picos prominentes
de MS se indican en el espectro; Control del péptido precursor (que contiene un residuo Gly C-terminal): 13934,66
Da, péptido intermedio con a-hidroxiglicina (que comprende una a-hidroxiglicina C-terminal): 13951 Da, péptido a-
amidado: 13876,62 Da

A: Control no tratado, B: PHM de rata sola (2 horas), C: dominio de tipo PAL de Planctomyces, proteina 10 (2 horas),
D: dominio de tipo PAL de Erythrobacter, proteina 3 (2 horas), E: dominio de tipo PAL de Planctomyces, proteina 10
(5 horas), F: dominio de tipo PAL de Erythrobacter, proteina 3 (5 horas).

Figura 7: Espectros MS extraidos y desconvolucionados de péptido purificado de Pramlintida extendido con alfa
hidroxi-glicina C-terminal, incubado con cuatro dominios diferentes bacterianos de tipo PAL (SEQ ID NO: 1-4). Eje X:
relacion masa carga en Dalton. Eje Y: intensidad relativa de los picos de MS. Las masas de los dos picos prominen-
tes de MS se indican en el espectro; los picos del péptido intermedio de a-hidroxiglicina (que comprende una a-
hidroxiglicina C-terminal: ~4023 Da) y los picos de péptido a-amidado (~3949 Da) se determinaron todos muy cerca
de las masas isotdpicas promedio calculadas. Se indican las relaciones enzima sustrato (p/p) para cada reaccion.

A: Erythrobacter (SEQ ID NO: 1) i) control tratado con PHM (ctrl), ii) 1:1250, iii) 1:500, iv) 1:100

B:Planctomyces (SEQ ID NO:4) i) control tratado con PHM (ctrl), ii) 1:1250, iii) 1:500, iv) 1:100.

C:Chthoniobacter (SEQ ID NO:3) i) control tratado con PHM (ctrl), ii) 1:100, iii) 1:50, iv), 1:25.

D:Exiquobacterium (SEQ ID NO:2) i) control tratado con PHM (ctrl), ii) 1:100, iii) 01:50, iv) 01:25
Definiciones

"PAM" o "monooxigenasa alfa-amidante de peptidil-glicina” se refiere a la enzima bifuncional que cataliza la
conversion de un residuo de glicina C-terminal a una a-hidroxiglicina y la conversiéon de una a-hidroxiglicina a una a-
amida. La enzima también se conoce como peptidilglicina 2-hidroxilasa, enzima alfa-amidante de peptidilo, monooxi-
genasa alfa-hidroxilante de peptidilglicina y liasa alfa-amidante de peptidil-alfa-hidroxiglicina.

"PHM" o "monooxigenasa alfa-hidroxilante de peptidilglicina” es una enzima, capaz de catalizar la conversion
de un residuo de glicina C-terminal a una a-hidroxiglicina. Otros términos para PHM son: peptidilglicina 2-hidroxilasa,
monooxigenasa alfa-amidante de peptidilglicina, peptidilglicina alfa-hidroxilasa, monooxigenasa alfa-hidroxilante de
peptidilglicina, monooxigenasa alfa-hidroxilante de peptidilglicina, peptidilglicina alfa-monooxigenasa, EC 1.14.17.3 y
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peptidilglicina monooxigenasa.

Tal como se usa en el presente documento, "enzima PAL", "PAL" o "liasa alfa-amidante de peptidil-a-
hidroxiglicina " es una enzima capaz de catalizar la conversién de una a-hidroxiglicina a una a-amida. Sinénimos
de PAL son: peptidilamidoglicolato liasa, desalquilasa amidante de a-hidroxiglicina, hGAD, PGL, peptidilamidoglicola-
to peptidilamida-liasa, EC 4.3.2.5, y peptidilhidroxiglicina N-C-liasa (PHL). La actividad de la enzima PAL se puede
mostrar tal y como se describe en el Ensayo (I).

Por "una enzima capaz de catalizar la conversion de una a-hidroxiglicina C-terminal a una a-amida" se en-
tiende una enzima que es capaz de catalizar la reaccion R-Gly(OH) — R-NH2, en donde R es un péptido, una pro-
teina o un compuesto quimico.

En la presente memoria, la expresion "una enzima de la invencion" significa un polipéptido de la invencién que tiene
actividad liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina.

Sustratos no peptidicos, tales como el acido alfa-hidroxihipurico también sirven como sustratos para PAL.

La expresion "de tipo PAL" se entiende que indica una enzima que tiene la misma actividad que la enzima PAL
eucariota conocida.

Por "péptido diana" se entiende el péptido que se modifica en un proceso de a-amidacién para obtener un grupo o-
amida C-terminal. El péptido diana debe comprender un residuo Gly en el extremo C-terminal. El péptido diana se
puede describir por tener la férmula R'-X-Gly, en la que X representa cualquier aminoacido y en donde X es el ami-
noacido que se va a convertir en una amida de aminoacido, es decir, para el que -COOH se va a convertir en CO-
NH. en la reaccion del proceso enzimatico de a-amidacién, R' representa una porcion restante del péptido y Gly
representa un residuo de glicina C-terminal.

Un ejemplo de un péptido diana es un precursor de amilina, que ademas de la secuencia de amilina comprende un
residuo Gly en el extremo C-terminal. Otros ejemplos no limitativos de precursores de péptidos con una extension de
Gly, pertinentes para la invencion incluyen el neuropéptido Y (NPY), el péptido YY (PYY), PYY-3-36, el polipéptido
pancreatico (PP), el péptido similar a glucagén (GLP-1), la gastrina, la calcitonina, el péptido relacionado con calcito-
nina (CGRP), el péptido liberador de gastrina, la vasopresina, la oxitocina, la neuroquinina A, la secretina, la pancre-
astatina, la pro-opiomelanocortina (POMC), la hormona estimulante de melanocitos alfa (MSH alfa), la hormona
estimulante de melanocitos gamma (MSH gamma 1) y el péptido bisagra amidado (HP-N) o analogos funcionales de
los mismos.

La expresion "polipéptido aislado™ o "polinucleétido aislado”, tal y como se emplea en esta memoria, se refiere
a un polipéptido o a un polinucledtido que esta aislado de su fuente natural.

Tal y como se emplea en este documento, los términos "purificado" o "recuperado” se refieren a la eliminacion de
contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la enzima PAL de la invencion se purifica mediante la eliminacion de
proteinas contaminantes y otros compuestos dentro de una solucién o preparacion. En algunos aspectos la enzima
PAL de la invencién se expresa utilizando bacterias y estas enzimas PAL recombinantes se purifican mediante la
eliminacion de otros componentes de la célula hospedadora y el porcentaje de PAL recombinante aumenta de este
modo en la muestra.

La expresion "polipéptido sustancialmente puro” indica en esta memoria una preparacion de polipéptido que
contiene como maximo 20%, como maximo 10% o como maximo a 5% en peso de otro material polipeptidico con el
que esta asociado de forma natural o recombinante. Por lo tanto, se prefiere que el polipéptido sustancialmente puro
sea al menos 80% puro, al menos 90% puro o preferiblemente al menos 95% puro en peso del material del polipép-
tido total presente en la preparacioén. Los polipéptidos de la presente invencion estan preferiblemente en forma sus-
tancialmente pura, es decir, que la preparacién de polipéptido esta esencialmente exenta de otro material polipepti-
dico con el que esta asociado de forma natural o recombinante. Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante la pre-
paracioén del polipéptido por métodos recombinantes bien conocidos o por métodos de purificacién clasicos.

En un aspecto "% de pureza" se define como la cantidad de proteina de interés, dividida por la cantidad de proteina
de interés + la cantidad de contaminantes de la célula hospedadora X 100. Se puede determinar por analisis de
SDS-PAGE o separaciones por HPLC hasta cantidades determinadas.

En un aspecto, el polipéptido de la invencion tiene una pureza de al menos 1%, por ejemplo al menos 5%, al menos
10%, al menos 20%, al menos 40%, al menos 60%, al menos 80%, al menos 90%.

El término "recuperado” o "recuperacion” tal como se utiliza en el presente documento para el polipéptido de la
invencion, significa en una realizacion que el polipéptido/enzima no esta asociado con niveles significativos (por
ejemplo, como maximo 1%, como maximo 2%, como maximo 3%, como maximo 5%, como maximo 10% o como
maximo 25%) de moléculas bioldgicas extrafias y no deseadas, contenidas en el sistema en el que se produce el
polipéptido, por ejemplo, un cultivo celular. Un polipéptido recuperado se refiere a un polipéptido de la invencion que
ha pasado por una etapa de pureza debido a la intervencién humana (ya sea automatica, manual o ambas). Se
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entiende que en la invencién también se recuperan polipéptidos de la invencion y polipéptidos aislados de la inven-
cién que estan presentes en una composicion. En otras palabras, el término "recuperado” o "aislado" no pretende
excluir mezclas artificiales o sintéticas con otros compuestos o materiales.

Los términos "proteina”, "péptido” y "polipéptido” se usan indistintamente en este documento. Cuando un pépti-
do es una porcién de una proteina, los expertos en la técnica entienden el uso del término en su contexto. Las ex-
presiones "una enzima de la invencion" y "un polipéptido de la invencion" se usan indistintamente en el presente
documento.

Por "modificacion"” de una secuencia de aminoacidos se entiende una sustitucion, una delecién y/o una adicion
(incluyendo inserciones) de uno o varios aminoacidos en la secuencia. En aspectos adicionales, también incluye
sustituciones de una o varias cadenas laterales de aminoacidos.

La expresion "vector de expresion" se define en esta memoria como una molécula de ADN lineal o circular que
comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido de la presente invencién y esta ligado funcionalmente a
nucledtidos adicionales que facilitan su expresion. El término "plasmido”, "vector de expresion" y "vector" se
usan indistintamente ya que plasmido es la forma de vector utilizada mas cominmente en la actualidad. Sin embar-
go, la invencidn se entiende que incluye otras formas de vectores de expresion de este tipo que sirven para funcio-
nes equivalentes. Tal como se usa en el presente documento, "vector de expresion” o "vector" se refiere a una
estructura artificial de ADN que contiene una secuencia de ADN que esta ligada funcionalmente a una secuencia de
control adecuada, capaz de efectuar la expresion del ADN en un hospedador adecuado. Tales secuencias de con-
trol, por ejemplo, pueden incluir un promotor para efectuar la transcripcion, una secuencia operadora opcional para
controlar dicha transcripcion, una secuencia que codifica sitios de unién a ribosoma adecuados del ARNm y secuen-
cias que controlan la terminacioén de la transcripcion y de la traduccion. El vector, por ejemplo, puede ser un plasmi-
do, un fago o simplemente un inserto genémico potencial. Una vez transformado en un hospedador adecuado, el
vector, por ejemplo, se puede replicar y funcionar independientemente del genoma anfitrién, o se puede integrar, en
algunos casos, en el propio genoma.

El grado de similitud entre dos secuencias de aminoacidos se describe por el parametro "identidad" ("% de identi-
dad"). La identidad en el contexto de secuencias de aminoacidos de la invencién se puede determinar por cualquier
técnica/programa adecuado, normalmente mediante un analisis de alineacion de Needleman-Wunsch (véase Need-
leman y Wunsch, J. Mol. Biol. (1970) 48:443-453) utilizando la matriz de puntuaciéon BLOSUMS50 con una penaliza-
cion por hueco inicial de -12 y una penalizacién por extension de -2. El resultado de Needle marcado como la "iden-
tidad mas larga" (obtenido usando la opcién -nobrief) se utiliza como el porcentaje de identidad, se puede calcular de
la siguiente manera: (Residuos idénticos x 100)/(Longitud de la alineacion - Numero total de huecos en la alinea-
cion). Debido a que la alineacion de Needleman-Wunsch proporciona una medicion general o global de la identidad
entre dos secuencias, se debe reconocer que las secuencias diana que pueden ser porciones o subsecuencias de
secuencias peptidicas mas grandes, se pueden utilizar de una manera analoga para completar secuencias o, alter-
nativamente, se pueden utilizar valores de alineacién locales para evaluar las relaciones entre las subsecuencias, tal
como se determina, por ejemplo, mediante una alineacion de Smith-Waterman (J. Mol. Biol. (1981) 147:195-197),
que se puede obtener a través de programas disponibles. Otros métodos de alineacion local que pueden ser ade-
cuados para el analisis de la identidad, incluyen programas que aplican algoritmos heuristicos locales de alineacion,
tales como los programas FastA y BLAST.

Cuando en esta memoria se emplea la expresion "secuencia codificante" significa una secuencia de nucleétidos,
que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto proteico. Los limites de la secuencia codi-
ficante estan determinados generalmente por un marco de lectura abierto que normalmente empieza con el codon
de iniciacion ATG o codones de iniciacion alternativos tales como GTG y TTG, y termina con un codén de termina-
cion tal como TAA, TAG y TGA. La secuencia codificante puede ser ADN, ADNc o una secuencia de nucleétidos
recombinante o sintética. El término "ADNc" se define en esta memoria como una molécula de ADN que se puede
preparar mediante transcripcion inversa de una molécula de ARNm maduro, cortado y empalmado, obtenido a partir
de una célula eucariota. EI ADNc carece de secuencias de intrones que estan normalmente presentes en el ADN
gendmico correspondiente. El primer transcrito de ARN inicial es un precursor del ARNm que se procesa a través de
una serie de etapas antes de aparecer como ARNm cortado y empalmado maduro. Estas etapas incluyen la elimina-
cion de secuencias de intrones mediante un proceso denominado corte y empalme. El ADNc obtenido a partir de
ARNmM carece, por lo tanto, de cualquier secuencia de intrén.

Las expresiones "molécula de acido nucleico codificante”, "secuencia de acido nucleico codificante"”, "se-
cuencia de ADN codificante" y "ADN codificante" se refieren al orden o a la secuencia de desoxirribonucleétidos
a lo largo de una hebra de acidos desoxirribonucleicos. El orden de estos desoxirribonucleétidos determina el orden
de los aminoacidos a lo largo de la cadena proteica. Por tanto, la secuencia de ADN codifica la secuencia de ami-
noacidos de una proteina, por ejemplo, una enzima. La expresion "estructura artificial de acido nucleico” tal co-
mo se utiliza en esta memoria, se refiere a una molécula de acido nucleico, ya sea monocatenario o bicatenario, que
se aisla a partir de un gen de origen natural o que se modifica para contener segmentos de acidos nucleicos de una
manera que de otro modo no existiria en la naturaleza, o que es sintética. La expresion estructura artificial de acido
nucleico es sinénima de la expresion "casete de expresion”, cuando la estructura artificial de acido nucleico contiene
las secuencias de control requeridas para la expresién de una secuencia codificante de la presente invencion.
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La expresion "ligado funcionalmente" indica en esta memoria una configuracién en la que una secuencia de con-
trol se coloca en una posicién apropiada en relacion con la secuencia codificante de la secuencia de polinucleétidos,
de tal manera que la secuencia de control dirige la expresion de la secuencia codificante de un polipéptido. El térmi-
no "expresion” incluye cualquier etapa implicada en la produccion del polipéptido, incluyendo, por ejemplo, la trans-
cripcion, la modificacion postranscripcional, la traduccion, la modificacion postraduccional y la secrecion.

La expresion "obtenido a partir de” tal como se utiliza en esta memoria en conexion con obtener un polipéptido o
un polinucledtido a partir de una fuente dada (es decir, un organismo biolégico), significa que el polinucleotido (el
polinucleétido que codifica el polipéptido) es idéntico o es una variante de una secuencia de polinucleétidos presente
de forma natural en ese organismo fuente, independientemente de si la secuencia de polinucleétidos se ha insertado
o si el polipéptido es producido por un organismo distinto del organismo fuente. "Obtenido a partir de" también signi-
fica "identificado a partir de" en el contexto de la invencién. "Obtenido a partir de" en el contexto de la presente in-
vencién también significa la identificacion de las enzimas de la invencion a partir de bases de datos con secuencias
de nucledtidos/proteinas bacterianas, es decir, mediante la realizacién de una busqueda asistida por ordenador en
una base de datos de proteinas, por ejemplo, Uniprot, trEMBL o Ref-SeqP.

Con la expresion de tipo silvestre, tal como se usa en el presente documento en el contexto de la presente inven-
cion, se entiende la forma (por ejemplo, un gen o una secuencia proteica) tal y como aparece en la naturaleza. Tam-
bién se incluyen proteinas codificadas por una secuencia de nucleétidos deducida mediante biusquedas en bases de
datos que contienen datos de secuencias de nucleotidos/proteinas bacterianas. En una realizacion, la expresion de
tipo silvestre incluye la secuencia peptidica sin péptido sefal ni péptido lider.

Con el término "maduro”, tal como se usa en el presente documento (enzima, polipéptido o secuencia de aminoaci-
dos de la invencidn), se entiende la secuencia funcional minima putativa de un polipéptido a la que no se han afadi-
do extensiones de aminoacidos naturales o artificiales (por ejemplo, péptidos sefial o parejas de fusion).

La expresion "célula hospedadora”, tal como se usa en el presente documento, incluye cualquier tipo de célula que
es susceptible de transformacion, transfeccion, transduccion y similares con una estructura artificial de acido nuclei-
co o un vector de expresion que comprende un polinucleétido de la presente invencion.

La expresion "marcador de la purificacion" significa una secuencia peptidica fusionada con una enzima, ya sea en
el extremo N-terminal o C-terminal de la enzima y se utiliza para la purificacion de la enzima.

La expresion marcador "TAP" se refiere a un marcador de proteina termoestable alcalina, obtenido a partir de bacte-
rias termdfilas que, cuando se fusiona con una secuencia peptidica de una enzima, ya sea en el extremo N-terminal
o C-terminal, se puede utilizar para la purificacion de la enzima, como se da a conocer en los documentos de solici-
tudes de patentes internacionales publicadas con los nimeros WO 2006/108826 y WO 2008/043847.

La expresion "enzima de fusion”, "proteina de fusién" o "enzima marcada" significa una enzima que tiene una
"pareja de fusion" fijada a cualquiera de los extremos C-terminal o N-terminal de la enzima. Un ejemplo de una
pareja de fusiéon es un marcador proteico que puede aumentar el nivel de expresion, la solubilidad o la purificacion
de la proteina de fusion.

Con la expresioén "enlazador” se entiende una secuencia de aminoacidos que une la pareja de fusién, por ejemplo,
un marcador de purificacion y la enzima entre si. La secuencia del enlazador, por ejemplo, puede comprender una
secuencia que favorece un mejor plegamiento de la proteina diana y/o un sitio de escision para la escision del mar-
cador de purificacion.

Una "estructura de hélice" se caracteriza por tener una secuencia de aminoacidos que se traduce en una estructu-
ra en espiral, estabilizada por enlaces de hidréogeno intercatenarios.

"% de solubilidad™ se define como la cantidad de proteina soluble procedente de un lisado de células hospedado-
ras dividida por la cantidad de proteina soluble + insoluble procedente de un lisado de células hospedadoras X 100.
Se puede determinar mediante una comparacion basada en analisis SDS-PAGE de las fracciones insolubles y solu-
bles de lisados celulares.

En el presente contexto, la expresion "enzima funcional” se entiende que indica una proteina con una funcién simi-
lar a la enzima natural. La proteina puede ser estructuralmente similar a la enzima natural y se puede obtener a
partir de la enzima natural mediante la adicion de uno o varios aminoacidos a uno o a ambos extremos C-terminal y
N-terminal de la enzima natural, la sustitucién de uno o varios aminoacidos en uno o en una cantidad de sitios dife-
rentes en la secuencia de aminoacidos natural, la delecion de uno o varios aminoacidos en uno o en ambos extre-
mos de la enzima natural o en uno o varios sitios en la secuencia de aminoacidos, o la inserciéon de uno o varios
aminoacidos en uno o varios sitios de la secuencia de aminoacidos natural.

"Aplicacion” significa una muestra que contiene la enzima que se carga en una columna de purificacion. "Flujo a
través" significa la parte de la aplicacion que contiene proteinas de la célula hospedadora y contaminantes que no
se unen a la columna de purificacion. "Pico principal” se refiere al pico en un cromatograma de purificacion que
tiene la mayor intensidad UV y que contiene la proteina. "mUA™ son las unidades de miliabsorbancia. "UV 280" es
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la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm a la que se van a absorber las proteinas, medida en unidades de
miliabsorbancia. "IPTG" es isopropil-3-D-tiogalactopiranésido. SDS-PAGE es electroforesis en gel de dodecilsulfato
sodico-poliacrilamida. FPLC (cromatografia liquida rapida de proteinas), es una forma de cromatografia liquida simi-
lar a la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) que se utiliza para separar o purificar proteinas a partir de
mezclas complejas. LC-MS (cromatografia liquida - espectrometria de masas) es una técnica analitica que combina
las capacidades de separacion fisica de la cromatografia liquida (o HPLC) con las capacidades de analisis de masas
de la espectrometria de masas.

Aminoacidos: En el presente contexto, las indicaciones de tres letras o de una letra de los aminoacidos se han
empleado en su significado convencional, tal y como se indica en la tabla 1. Salvo que se indique explicitamente, los
aminoacidos mencionados en esta memoria son L-aminoacidos. Ademas, los extremos izquierdo y derecho de una
secuencia de aminoacidos de un péptido son, respectivamente, los extremos N-terminal y C-terminal, a menos que
se especifique lo contrario.

Tabla 1: Abreviaturas de aminoacidos:

Aminoacido Caodigo de tres letras |Cédigo de una letra

Glicina Gly G
Prolina Pro P
Alanina Ala A
Valina Val \%
Leucina Leu L
Isoleucina lle I

Metionina Met M
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Tirosina Tyr Y
Triptéfano Trp w
Histidina His H
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Glutamina Gin Q
Asparagina Asn N
Acido glutamico Glu E
Acido aspartico Asp D
Serina Ser S
Treonina Thr T

Descripcion detallada de la invenciéon

La modificacién enzimatica de precursores de péptidos con una Gly en el extremo C-terminal a un péptido alfa-
amidado por medio de una monooxigenasa alfa-amidante de peptidilo bifuncional (PAM), se encuentra en varios
organismos eucariotas. Los sustratos naturales de PAM perteneciente a neurohormonas o neurotoxinas y las enzi-
mas (PAM, PHM y PHL) que participan en la alfa amidacién de péptidos se han descrito exclusivamente para orga-
nismos multicelulares (metazoos). En los organismos que pertenecen a las bacterias o Archea, hasta ahora no se ha
demostrado que posean polipéptidos que puedan llevar a cabo las etapas enzimaticas necesarias en un péptido
para convertir una Gly C-terminal en un resto alfa amida.

Las enzimas eucariotas PAL, PHM y PAM empleadas para la conversion industrial in vitro de precursores de pépti-
dos extendidos con glicina C-terminal en péptidos alfa amidados, se proporcionan mediante expresién recombinante
en sistemas de expresion de células de mamifero, debido a un rendimiento insuficiente de enzima activa cuando se
expresan en otros sistemas de expresion, tales como, por ejemplo, E. coli en el que se expresan como proteinas
insolubles que requieren un replegamiento.

La expresion en sistemas de expresion de células de mamifero proporciona un rendimiento limitado en comparacion
con la expresion en sistemas de origen bacteriano, fungico o de levadura. Ademas, la sostenibilidad de los procesos
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de expresion en células de mamifero es limitada, el tiempo de cultivo es largo frecuentemente con un bajo rendi-
miento de la expresion por unidad de tiempo. La expresion de proteinas en E. coli generalmente da como resultado
ciclos de fermentacion mas cortos y rendimientos por célula que son varios factores mas grandes, en comparacion
con los sistemas de expresion de mamifero.

Para las enzimas eucariotas PAL, PHM o PAM es dificil disefiar un procedimiento econémicamente sostenible para
proporcionar grandes cantidades de enzima a-amidante para uso en la produccion industrial de péptidos a-amidados
recombinantes, debido a la necesidad de un sistema de expresion en células de mamifero para la produccion de la
enzima correctamente plegada y activa.

Las enzimas eucariotas PAL, PHM o PAM tienen muchos residuos Cys como base de su integridad estructural y
cuando estas enzimas se expresan en el entorno citosolico reductor de células E. coli, no pueden formar enlaces
disulfuro correctos como las enzimas naturales. Kolhekar A.S. et al. Biochemistry 2002, 41, 12384-12394 describen
la caracterizacion del dominio catalitico de PAL de rata en términos de puentes disulfuro. Los dos puentes disulfuro
en PAL estan totalmente conservados entre dominios PAL caracterizados procedentes de eucariotas (p12388), lo
que indica que los puentes disulfuro tienen importancia en la integridad estructural de la enzima. Segun Kolhekar
A.S. et al. Biochemistry 2002, 41, 12384-12394 parece que la reduccidon de los puentes disulfuro con B-
mercaptoetanol da como resultado una reduccién de la actividad enzimatica, lo que apoya la importancia estructural
de los puentes disulfuro en los dominios PAL eucariotas.

En el documento WO90/08194 se describe un intento de aumentar la actividad enzimatica mediante el tratamiento
de una enzima alfa amidante expresada en E. coli, con un agente reductor, tal como ditiotreitol o 2-mercaptoetanal,
en combinacién con un agente desnaturalizante, y luego oxidando la proteina reducida, pero este método falla en la
mejora de la actividad enzimatica.

El documento EP2172550 describe un derivado de enzima alfa-amidante del extremo C-terminal recombinante que
carece de la formacion de al menos uno de los cinco enlaces disulfuro que se producen normalmente en una enzima
alfa-amidante del extremo C-terminal (actividad PHM) obtenida a partir de Xenopus laevis, y un método de produc-
cion de dicho derivado de forma recombinante en E. coli.

La presente invencion tal y como se describe en esta memoria, proporciona enzimas que son capaces de catalizar la
conversion de una a-hidroxiglicina a una a-amida. Las enzimas se obtienen a partir de organismos procariotas y
tienen diferentes propiedades fisicoquimicas y caracteristicas estructurales que las descritas para las enzimas PAL
eucariotas.

En particular, se proporciona una forma sostenible para producir enzimas alfa-amidantes, fundamentales para la
economia de proceso de un procedimiento recombinante. La expresién de las nuevas enzimas de la invencion en E.
coli da lugar a rendimientos finales mas altos, en comparacion con las enzimas PAM/PAL de expresion en mamifero.

Una caracteristica de las enzimas es que se pueden expresar con alto rendimiento como proteinas solubles en E.
coli y son muy faciles de manejar en el procesamiento aguas abajo, en contraste con sus homoélogas eucariotas, ya
que no requieren un replegamiento para obtener la actividad.

Otra caracteristica importante de las enzimas es que se conserva su actividad a pesar de la fusiéon a parejas de
fusion N-terminales. Un ejemplo de estas parejas de fusion son los marcadores TAP usados en esta invencion, que
permiten una purificacion mas facil de las enzimas y una extraccion mas facil de la enzima después de la etapa
enzimatica. Otro ejemplo es el marcador His6. Una cantidad de enzimas marcadas con TAP se clonaron y se expre-
saron en E. coli. Por lo tanto, las enzimas se pueden expresar con un alto rendimiento como proteinas de fusion
marcadas con TAP en E. coli y son muy faciles de manejar en el procesamiento aguas abajo, en contraste con sus
homologas eucariotas.

Por consiguiente, las enzimas no requieren potencialmente un replegamiento que lleva mucho tiempo y es caro. Se
proporciona de este modo un método de produccion con alto rendimiento de las enzimas en una célula hospedadora
de no mamifero, ejemplificada por E. coli.

A continuacién se describen diferentes aspectos de la invencion.

En un aspecto la enzima PAL comprende el siguiente motivo 1: Xaa1 Val Xaa, Asp Arg Xaas Xaas Xaas Arg Xaas Gin
Xaar Xaas Xaag Xaaqo Xaaq1 Gly Xaaq2 Xaais Xaaqs Xaais Xaase Trp,
en donde Xaa: y Xaay pueden ser cualquier aminoacido natural excepto Cys y Xaap, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaag, Xaa1o, Xaai1, Xaai2, Xaa1s, Xaais, Xaais, Xaais pueden ser cualquier aminoacido de origen natural.

En un aspecto Xaas es Asn. En un aspecto Xaais es Leu. En un aspecto Xaar es Val o lle. En un aspecto Xaas es
Phe o Leu. En un aspecto Xaag es Asp o Ser.

En un aspecto de la invencion, la enzima PAL comprende el siguiente motivo 2: Asp Gly Tyr Xaa7 Asn Xaais Arg
Xaaig Xaaz Xaaz1 Phe Xaay, Xaazs Xaazs Gly Xaags Xaazs Xaayr Xaags Xaaze Xaasg Xaazr Xaas Xaassz Gly Xaass
Xaass Xaaszs Gly Xaas7 Phe, en donde Xaaq7 a Xaasr se seleccionan independientemente a partir de un aminoacido
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de origen natural, siempre que Xaai7 no sea Cys.

El motivo 1 se localiza en una region de sitio activo y contiene un residuo Arg en una posicién similar a Arg706 en
una region de sitio activo en PAL de rata (Rattus norvegicus). Los aminoacidos en la region que rodea el residuo
Arg706 que esta incluido en el motivo 1, muestran una identidad de secuencia limitada entre PAL de rata y las enzi-
mas de la invencion, pero la propia Arg706 esta conservada en las enzimas caracterizadas de la invencion (SEQ ID
NO 1-4). Chufan et al. 2009 determinaron que la Vmax relativa del mutante PALcc R706A de rata era solo el 3% de
la de PALcc de rata de tipo silvestre y muestran que este residuo esta situado en el bolsillo del sitio activo, lo que
confirma el papel esencial de Arg706 (pag. 969) para la catalisis enzimatica de las enzimas PAL (Chufan EE, De M,
Eipper BA, Mains RE, Amzel LM. Amidation of Bioactive Peptides: The Structure of the Lyase Domain of the Amida-
ting Enzyme. Structure. 2009 15 de Jul; 17(7):965-73).

El motivo 2 esta localizado en otra region del sitio activo, que contiene un residuo Tyr en una posicidon similar a
Tyr654 en PAL de rata, que esta altamente conservado y un residuo esencial para la catalisis enzimatica como se
muestra en estudios de mutagénesis y estructurales (De, M., Bell, J., Blackburn, N.J., Mains, R.E., y Eipper, B.A.
(2006). Role for an essential tyrosine in peptide amidation. J. Biol. Chem. 281, 20873-20882).

En un aspecto, la invencion aprovecha un polipéptido aislado capaz de catalizar la conversiéon de una a-hidroxiglicina
a una a-amida, en donde el polipéptido se selecciona a partir del grupo que consiste en: un polipéptido que com-
prende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70% o al menos 75%, tal como, por
ejemplo, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95, al menos 96% o al menos 98%, o 100% de
identidad con la secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en (a) los aminoacidos 2-
306 de SEQ ID NO: 1; (b) los aminoacidos 3-336 de SEQ ID NO: 2; (c) los aminoacidos 3-305 de SEQ ID NO: 3; (d)
los aminoacidos 3-279 de SEQ ID NO: 4; (e) SEQ ID NO: 13; (f) SEQ ID NO: 15; (g) SEQ ID NO: 19; (h) SEQ ID NO:
20; (i) SEQ ID NO: 21; (j) SEQ ID NO: 22; y (j) SEQ ID NO: 23.

En un aspecto, las enzimas se obtienen a partir de un organismo procariota, por ejemplo, una bacteria.

En un aspecto de la invencioén, la enzima se obtiene a partir de una especie de Burkholderia, alpha proteobacterium
Methanosarcina, Sorangium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium o Solibacter.

En un aspecto de la invencion, la enzima se obtiene a partir de una especie de Erythrobacter. En un aspecto, la
enzima se obtiene a partir de una especie de Exiguobacterium. En un aspecto, la enzima se obtiene a partir de una
especie de Chthoniobacter. En un aspecto, la enzima se obtiene a partir de una especie de Planctomyces.

En un aspecto de la invencion, la enzima se obtiene a partir de una especie de Erythrobacter, Exiguobacterium,
Chthoniobacter o Planctomyces. En un aspecto, la enzima de la invencién se obtiene a partir de un organismo pro-
cariota seleccionado a partir del grupo que consiste en una especie de Erythrobacter, en una especie de Exiguobac-
terium, en una especie de Chthoniobacter, en una especie de Planctomyces, en una especie de Burkholderia, en
una especie de alfa Proteobacterium, en una especie de Methanosarcina, en una especie de Sorangium, en una
especie de Salinispora, en una especie de Mesorhizobium, en una especie de Bradyrhizobium y en una especie de
Solibacter.

En un aspecto, la enzima PAL es una enzima de tipo silvestre. En un aspecto la enzima PAL es la secuencia madura
sin un péptido sefal.

En un aspecto, la enzima PAL de la invencién comprende hasta 30 modificaciones en comparacién con la enzima de
tipo silvestre. En un aspecto, la enzima comprende 1-30 modificaciones en comparaciéon con la enzima de tipo sil-
vestre. En un aspecto, la enzima comprende 5-25 modificaciones en comparacion con la enzima de tipo silvestre. En
un aspecto, la enzima comprende 10-20 modificaciones en comparacién con la enzima de tipo silvestre. En un as-
pecto, la enzima comprende 12-18 modificaciones en comparacion con la enzima de tipo silvestre. En un aspecto el
numero de modificaciones como se describe en este documento, se compara con la secuencia madura de tipo sil-
vestre.

En un aspecto, la enzima de la invencion comprende hasta 30 modificaciones. En un aspecto, la enzima comprende
1-30 modificaciones. En un aspecto, la enzima comprende 5-25 modificaciones. En un aspecto, la enzima compren-
de 10-20 modificaciones. En un aspecto, la enzima comprende 12-18 modificaciones. Se entiende que las secuen-
cias ejemplificadas en el presente documento, por ser procedentes de una fuente procariota, pueden ser la base
para tales modificaciones (por ejemplo, SEQ ID NO: 1).

En una realizacion de la invencion, la enzima se modifica de modo que al menos un residuo Cys esta sustituido o se
deleciona, por ejemplo, por otro aminoacido adecuado tal como Ala, Ser o Val.

En una realizacion, el polipéptido de la invencién comprende una pareja de fusion.

Un ejemplo de estas parejas de fusion es un marcador TAP, por ejemplo, los marcadores TAP utilizados en esta
invencion, que permiten una purificaciéon mas facil de las enzimas y una extraccion mas facil de la enzima después
de la etapa enzimatica. Otro ejemplo es un marcador His, p. €j., el marcador His6.
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En una realizacion, la enzima de acuerdo con la invencion puede comprender un marcador de purificaciéon. En una
realizacién, la enzima de acuerdo con la invenciéon comprende un marcador de purificacion que comprende una
proteina ribosémica altamente basica, obtenida a partir de bacterias termofilas, tal y como se describe en los docu-
mentos de solicitudes de patentes internacionales publicadas con los numeros WO 2006/108826 y WO
2008/043847.

En una realizacioén, el marcador permanece en la enzima después de la purificacion.

En una realizacion de la invencion, el marcador de purificaciéon son marcadores de afinidad inmovilizados sobre
metal tales como His6 o His8, marcadores de transferasa de glutation, marcadores recuperados con anticuerpos,
tales como el marcador FLAG, el marcador HA, el marcador myc, biotina o estreptavidina.

En una realizacion, el marcador comprendera una secuencia enlazadora que comprende un sitio de escision para la
escision in vitro del marcador de purificacion para proporcionar la enzima.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido de la invencion comprende la pareja de fusiéon SEQ ID NO: 7 o
SEQ ID NO: 11.

El enlazador puede tener, por ejemplo, 1-30, 1-25, 1-20 o 1-15 de residuos de aminoacidos y, en un aspecto, el
enlazador puede comprender residuos de aminoacidos tales como Leu, Pro y Ala, lo que incrementa la formacion de
hélice alfa u otras caracteristicas que dan como resultado una rigidez estructural. En otro aspecto el enlazador com-
prendera residuos Gly y Ser, que proporcionan flexibilidad al enlazador.

En una realizacion, el enlazador se puede seleccionar entre el grupo a continuacion:
Ser Ser Ser Gly Gly Ser Gly Ser Glu Val Leu Phe GIn (SEQ ID NO: 8)
Ser Ser Ser Gly Ser Gly Glu Val Leu Phe GIn (SEQ ID NO: 9)
SER SER SER GLY GLY SER GLY GLY SER GLY (SEQ ID NO: 10)
Ser Ser Gly Gly Ser Gly Ser Glu Val Leu Phe GIn (SEQ ID NO: 12)
Ser Ser Ser Gly Gly Ser Gly Ser Glu Thr Leu Phe GIn (SEQ ID NO: 14)
SER SER SER GLY GLY SER GLY GLY SER (SEQ ID NO: 16)

El enlazador puede estar fijado a cualquier extremo C-terminal o N-terminal de la enzima. El sitio de escision puede
ser cualquier sitio de escisién que permite la escision in vitro del marcador de purificacion desde la enzima.

En una realizacion de la invencion, la enzima comprende SEQ ID No. 1y es capaz de catalizar la conversion de una
a-hidroxiglicina a una a-amida. En un aspecto de la invencién, la enzima comprende SEQ ID No. 2 y es capaz de
catalizar la conversion de una a-hidroxiglicina a una a-amida. En un aspecto de la invencion, la enzima comprende
SEQ ID No. 3 y es capaz de catalizar la conversiéon de una a-hidroxiglicina a una a-amida. En un aspecto de la in-
vencion, la enzima comprende SEQ ID No. 4 y es capaz de catalizar la conversion de una a-hidroxiglicina a una o-
amida. En un aspecto de la invencion, la enzima comprende SEQ ID No. 13 y es capaz de catalizar la conversion de
una a-hidroxiglicina a una a-amida. En un aspecto de la invencion, la enzima comprende SEQ ID No. 15y es capaz
de catalizar la conversion de una a-hidroxiglicina a una a-amida.

En un aspecto de la invencion, la enzima PAL comprende como maximo 2 residuos de cisteina. En un aspecto de la
invencion, la enzima PAL no comprende residuos de cisteina. En un aspecto de la invencién, la enzima PAL com-
prende 1 residuo de cisteina.

En un aspecto de la invencion, la primera etapa del proceso de a-amidacion se lleva a cabo sometiendo la proteina a
una enzima con actividad PHM y permitiendo de este modo que el residuo Gly C-terminal se convierta en a-
hidroxiglicina y luego permitiendo que la enzima PAL catalice la conversion de la a-hidroxiglicina a una a-amida.

La actividad PHM eucariota depende de acido ascoérbico y cu® y la actividad PAL eucariota depende de Zn* y otros
iones divalentes como cofactores. Una dependencia similar de Zn* para la actividad se observo en las enzimas de
tipo PAL de la invencion.

En un aspecto de la invencion, la a-amidacion de un péptido diana se lleva a cabo por un procedimiento que com-
prende las etapas de: i) someter un péptido diana que tiene un residuo Gly C-terminal, a una enzima con actividad
PHM con la adicién de Cu** y/o acido ascérbico, permitiendo de ese modo que el residuo Gly C-terminal del péptido
se convierta a a-hidroxiglicina; y ii) permitir que una enzima PAL catalice la conversion de la a-hidroxiglicina a la a-
amida de dicho péptido, en donde la reaccion con dicha PHM y dicha enzima de la invencion sobre dicho péptido se
lleva a cabo en dos etapas distintas o simultaneamente.

En un aspecto de la invencién, la a-amidacion de un péptido diana se lleva a cabo mediante un procedimiento que
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comprende las etapas de i) someter un péptido diana con un residuo Gly C-terminal a una enzima con actividad
PHM en condiciones tales que la enzima PHM convierte el residuo Gly C-terminal en a-hidroxiglicina; y ii) utilizar una
enzima PAL procedente de un organismo procariota para catalizar la conversion de la a-hidroxiglicina a la a- amlda
de dicho péptido. En un aspecto, el péptido diana se somete a la enzima con actividad PHM en presencia de cu®
y/o acido ascérbico. En un aspecto, el péptido diana se somete a una enzima con actividad PHM y a una enzima
PAL al mismo tiempo. En un aspecto, eI péptido diana se somete a una enzima con actividad PHM y la enzima PAL
al mismo tiempo y en presencia de cu® y/o acido ascorbico.

En un aspecto, la enzima PAL es capaz de convertir acido a-hidroxihipurico a benzamida. La actividad de la enzima
se puede mostrar midiendo la conversién de acido a-hidroxihipurico a benzamida, como se describe en Katopodis
AG et al., Biochemistry. 1990, 29(26):6115-6120 o como se describe en el Ensayo (I).

La actividad bioldgica de ciertos péptidos se incrementa significativamente cuando los péptidos estan a-amidados en
el extremo C-terminal. Ejemplos de péptidos diana que se benefician de estar a-amidados en el extremo C-terminal
son amilina, neuropéptido Y (NPY), péptido YY (PYY), PYY-3-36, polipéptido pancreatico (PP), gastrina, calcitonina,
péptido relacionado con calcitonina (CGRP), péptido liberador de gastrina, vasopresina, oxitocina, neuroquinina A,
secretina, pancreastatina, pro-opiomelanocortina (POMC), hormona estimulante de melanocitos alfa (MSH alfa),
hormona estimulante de melanocitos gamma (MSH gamma 1) y péptido bisagra amidado (HP-N).

En una realizacion, el péptido diana se selecciona a partir del grupo que consiste en amilina, neuropéptido Y (NPY),
péptido YY (PYY), PYY-3-36, polipéptido pancreatico (PP), péptido similar a glucagén (GLP-1), gastrina, calcitonina,
péptido relacionado con calcitonina (CGRP), péptido liberador de gastrina, vasopresina, oxitocina, neuroquinina A,
secretina, pancreastatina, pro-opiomelanocortina (POMC), hormona estimulante de melanocitos alfa (MSH alfa),
hormona estimulante de melanocitos gamma (MSH gamma 1) y péptido bisagra amidado (HP-N) o analogos funcio-
nales de los mismos.

En un aspecto, la diana es un precursor de amilina extendido con Gly C-terminal o analogos funcionales del mismo.
En un aspecto, el péptido diana es un precursor de GLP-1 extendido con Gly C-terminal o analogos funcionales del
mismo. En un aspecto, el péptido diana es un precursor de PYY extendido con Gly C-terminal o analogos funciona-
les del mismo.

En un aspecto de la invencion, la enzima se utiliza junto con una enzima con actividad PHM.

En un aspecto, la enzima PAL se utiliza junto con una enzima con actividad PHM y en presencia de cu® y/o acido
ascorbico.

Cuando se prepara el péptido a-amidado con las enzimas de acuerdo con el método de la invencién, se permite que
las enzimas reaccionen con un precursor del péptido, cuyo precursor tiene un residuo Gly C-terminal. El re3|duo Gly
se puede convertir en a-hidroxiglicina mediante un proceso enzimatico en presencia de acido ascoérbico y/o Cu®. Un
ejemplo de una enzima capaz de convertir Gly en o-hidroxiglicina es una enzima con actividad PHM. Las enzimas
utilizadas en el método de acuerdo con la invencién catalizan la conversion de la a-hidroxiglicina a la a-amida.

En un aspecto, el péptido a-amidado se utiliza para la preparaciéon de un medicamento, tal como, por ejemplo, para
el tratamiento o la prevencion de la obesidad, la hiperglucemia incluyendo la hiperglucemia inducida por estrés, la
diabetes de tipo 2, la tolerancia alterada a la glucosa, la diabetes de tipo 1, quemaduras, heridas de cirugia, otras
enfermedades o lesiones en donde es necesario un efecto anabdlico en el tratamiento, infarto de miocardio, acciden-
te cerebrovascular, cardiopatia coronaria, otros trastornos cardiovasculares, tratamiento de pacientes diabéticos y no
diabéticos en estado critico y polineuropatia.

En otro aspecto, el péptido a-amidado se utiliza como medicamento para retrasar o prevenir la progresion de una
enfermedad en la diabetes de tipo 2.

En un aspecto de la invencion, se proporciona el péptido a-amidado que es para emplear como medicamento para el
tratamiento o la prevencion de la obesidad, la hiperglucemia incluyendo la hiperglucemia inducida por estrés, la
diabetes de tipo 2, la tolerancia alterada a la glucosa, la diabetes de tipo 1 y quemaduras, heridas de cirugia y otras
enfermedades o lesiones en donde es necesario un efecto anabdlico en el tratamiento, infarto de miocardio, acciden-
te cerebrovascular, cardiopatia coronaria y otros trastornos cardiovasculares.

En un aspecto, la invencién comprende un método para producir un péptido a-amidado que comprende permitir que
un péptido diana reaccione con una enzima PHM y una enzima PAL, y purificar el péptido a-amidado. Las enzimas
utilizadas en el método de la invencién se preparan empleando un acido nucleico aislado que codifica la enzima de
la invencion. En un aspecto, se proporciona un acido nucleico recombinante que comprende un promotor y dicho
acido nucleico aislado.

En un aspecto, se proporciona dicho acido nucleico recombinante, en donde el acido nucleico codifica ademas un
marcador de purificacion.

En un aspecto, se proporciona un vector que comprende dicho acido nucleico recombinante. En un aspecto, se
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proporciona una célula hospedadora que comprende dicho acido nucleico recombinante. En un aspecto de la inven-
cion, el acido nucleico recombinante esta presente en el genoma de la célula hospedadora o en un vector que se
replica de manera auténoma en la célula hospedadora.

En una realizacion, la célula hospedadora es de mamifero, tal como, por ejemplo, células CHO. En una realizacion,
la célula hospedadora es una célula hospedadora de no mamifero. En un aspecto, una bacteria, un hongo, por
ejemplo la levadura, se utiliza como célula hospedadora para la produccion del polipéptido de la invencion. Las célu-
las hospedadoras adecuadas son, por ejemplo, especies de Escherichia, por ejemplo E. coli, de Bacillus, de Saccha-
romyces, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, o de Pichia. En un aspecto, la célula hospedadora es E. coli.

La enzima con actividad liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina (PAL) se puede producir por un método que
comprende las etapas de: (i) cultivar una célula hospedadora de expresidon recombinante de origen no mamifero,
que comprende una estructura artificial de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una enzima de la invencion, tal y como se describe en el presente documento, en condiciones adecuadas para la
expresion de la enzima; y (ii) recuperar la enzima a partir (a) del material sobrenadante después de la rotura celular
y centrifugacion y/o (b) el medio de crecimiento; en donde la célula hospedadora no tiene origen de mamifero, por
ejemplo, una cepa de Escherichia coli, y en donde la enzima es soluble cuando se recupera en la etapa (ii). En una
realizacion, la enzima esta en una forma cataliticamente activa cuando se recupera en la etapa (ii) de modo que la
enzima no requiere una etapa de replegamiento para obtener la actividad catalitica (actividad del tipo PAL, tal y
como se describe en el presente documento). La enzima PAL para su uso en el método de la invencion se puede
producir, por ejemplo, en E. coli en donde no comprende una etapa de replegamiento del polipéptido. En un aspecto,
la enzima PAL que se produce en una célula hospedadora recombinante tal como se describe en el presente docu-
mento, por ejemplo, E. coli, es soluble al menos 50% o al menos 80%, es decir, sin la necesidad de replegamiento
para obtener la actividad catalitica.

En un aspecto, la célula hospedadora es E. coli, que comprende un vector que comprende un acido nucleico recom-
binante que codifica la enzima PAL, un marcador de purificacion y un promotor, y la célula hospedadora se mantiene
en condiciones adecuadas para la produccién de dicha enzima.

En un aspecto, la enzima se purifica a partir del caldo de fermentacién mediante el uso de una etapa de cromato-
grafia de intercambio catiénico que da como resultado una pureza de aproximadamente el 80%, por ejemplo, de al
menos el 80%.

En E. coli la mayoria de las proteinas abundantes se encuentra en una agrupacion con un pl que oscila desde 4-7 y
8-10 en el que la mayoria de las proteinas, asi como las proteinas mas abundantes se encuentran en el intervalo de
pl 4-7. Los marcadores TAP que se pueden usar para purificar las enzimas son altamente alcalinos y cuando se
fusionan con una enzima aumentaran significativamente la carga global positiva y el pl de la enzima, de manera que
se distingue claramente del grueso de los contaminantes de la célula hospedadora. Esto permitira que la enzima se
eluya a unas concentraciones salinas o con un pl tal, que los contaminantes de la célula hospedadora no seran ca-
paces de unirse a una matriz de intercambio catiénico dada. En una realizacién, el marcador de purificacion tiene un
pl superior a aproximadamente 9, por ejemplo, superior a 9. En una realizacion, el marcador de purificacion tiene un
pl superior a aproximadamente 10, es decir, superior a 10. En una realizacion, el pl del marcador de purificacion
estara entre aproximadamente 9 y aproximadamente 12,5, es decir, en el intervalo de 9-12,5 y en un aspecto adicio-
nal, el pl es de aproximadamente 10, es decir, el pl es 10.

Cualquier matriz de intercambio catidnico adecuada se puede utilizar en el método de acuerdo con la invencion y
una lista no limitante de material adecuado para la columna de intercambio catiénico es: SP-Sefarosa XL Amersham
n° de cat. 17-5073-01; Streamline SP XL Amersham n° de cat. 17-5076-01; Streamline Direct CST Amersham n° de
cat. 17-5266-03; Obelix SP Amersham n° de cat. 11-0010-86; S-Support Unosphere, BioRad n° de cat. 156-0113;
SP-Sefarosa High Performance Amersham n° de cat. 17-1087-03; Source30S Amersham n° de cat. 17-1273-02 y
Toyopearl SP650S Toso-Haas n° de cat. 08437.

Los marcadores TAP contribuiran de manera diferente a la carga global de una enzima especifica en funcién del pl y
la carga del marcador de purificacion elegido. Por lo tanto, la purificacion de una proteina diana especifica se puede
optimizar mediante la eleccién de un marcador de purificacién que permita la eluciéon de la proteina de fusién a una
concentracion salina o a un pH en el que coeluyan solo cantidades minimas de los contaminantes de la célula hos-
pedadora.

Los residuos de aminoacidos en el enlazador se pueden seleccionar a partir de residuos de aminoacidos de este tipo
que proporcionaran una estructura menos flexible a la enzima marcada. De este modo, la interferencia entre la en-
zima y el marcador de purificacion se puede minimizar. En una realizacion, el enlazador puede comprender elemen-
tos estructurales tales como una estructura de hélice alfa.

La enzima marcada expresada, producida por las células se puede recuperar desde el medio de cultivo por proce-
dimientos convencionales que incluyen la separacion de las células hospedadoras del medio, mediante centrifuga-
cion o filtracion, liberando la proteina de fusién mediante rotura mecanica de la célula, tal como ultrasonidos o pre-
sion, precipitando los componentes proteaceos del material sobrenadante o filtrado por medio de una sal, p. €j.,
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sulfato de amonio. Después de una etapa de captura mediante cromatografia de intercambio cationico, la enzima
marcada se puede eluir en un gradiente salino y se recogen las fracciones eluidas que contienen la proteina de
fusion.

Un polipéptido expresado como una enzima sin marcar, se puede recuperar por medio de una purificacién, tal como
p. €j., cromatografia de intercambio anidnico, cromatografia de interaccion hidréfoba y cromatografia de filtracion en
gel (véase, por ejemplo, Scopes, R., Protein Purification, Springer-Verlag, NY, 1982).

La pureza del polipéptido de la invencién se puede evaluar, por ejemplo, mediante un analisis de geles PAGE tefi-
dos con Coomasie, utilizando el programa informatico de analisis de imagenes de gel o analisis de cromatogramas
de HPLC con UV 214 nm.

Después de la primera etapa de purificacion, el marcador de purificacion se puede eliminar por escisién directamen-
te con una enzima de procesamiento adecuada (por ejemplo, EK). Si la concentracion de sal es demasiado alta, la
enzima se puede desalar antes de la escision. El sitio de escisién puede ser cualquier sitio de escisién que permita
una escision eficaz in vitro después de aislar la enzima purificada. El sitio de escisidon de enterocinasa utilizado mas
comunmente tiene la secuencia DDDDK, en donde la escision se produce después de K. Otros sitios de escision no
limitativos de enzimas procesadoras incluyen el sitio de escision del Factor Xa, que es mas comunmente IEGR, en
donde la escision se produce después de R; el sitio de escisidon de la trombina, que es mas cominmente LVPRG o
LVPRGS en donde la escision se produce después de R; el sitio de escisidn de la proteasa del virus etcs del tabaco
(TEV), que es mas comunmente ENLYFQG/S, en donde la escision se produce después de Q y el sitio de escisién
de la proteasa 3C de HRV14, que es mas comunmente LEVLFQ/GP, en donde la escision se produce después de
Q. Se hace referencia al documento de solicitud de patente WO 2006/108826.

Las etapas después de la escisidon pueden incluir una purificacion adicional en columna de intercambio catidénico
como en la primera etapa. En tal situacién, el marcador de purificacion liberado por la enzima de procesamiento
tendra un pl extremadamente elevado, lo que conduce a una unién muy eficaz a la matriz de intercambio catiénico.
La enzima escindida se puede recoger entonces en el flujo a través de la columna, mientras que el marcador de
purificacion liberado por escision y los contaminantes restantes muy cargados, procedentes de la linea celular de
produccién, quedaran retenidos en la columna de intercambio catiénico.

Las etapas de purificaciéon después de la escisién también pueden comprender otros medios de purificacion tales
como cromatografia de intercambio anidnico, cromatografia de interaccion hidréfoba y cromatografia de filtracion en
gel (véase, por ejemplo, Scopes, R., Protein Purification, Springer-Verlag, NY, 1982).

En un aspecto de la invencidn, la enzima se purifica hasta tener al menos aproximadamente 90 a 95% de homoge-
neidad (es decir, hasta 90 a 95% de homogeneidad), hasta al menos aproximadamente 98% de homogeneidad (es
decir, hasta 98% de homogeneidad). La pureza se puede determinar por electroforesis en gel, por ejemplo, mediante
un analisis de los aminoacidos u otros métodos basados en HPLC.

El acido nucleico recombinante que codifica la enzima con o sin el marcador, también se puede preparar sintética-
mente por métodos convencionales establecidos, por ejemplo, el método de fosforamidita descrito por Beaucage y
Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., EMBO Journal 3
(1984), 801-805. De acuerdo con el método de la fosforamidita, los oligonucledtidos se sintetizan, por ejemplo, en un
sintetizador automatico de ADN, se purifican, se reasocian, se ligan y se clonan en vectores adecuados. Las se-
cuencias de ADN que codifican la enzima, con o sin el marcador también se pueden preparar por reaccién en cade-
na de la polimerasa, tal como corte y empalme mediante PCR de extension por solapamiento, usando cebadores
especificos, por ejemplo, tal y como se describe en el documento US 4.683.202, Saiki et al., Science 239 (1988),
487 - 491, o Sambrook et al., supra.

Por otra parte, el acido nucleico recombinante puede ser de origen mixto sintético y gendémico, mixto sintético y
ADNCc o de origen mixto genémico y ADNc, preparado mediante ligacion de fragmentos de origen sintético, genomi-
co o de ADNc (segun sea apropiado), los fragmentos correspondientes a varias partes de toda la estructura artificial
de acido nucleico, de acuerdo con técnicas convencionales.

Las secuencias de ADN que codifican la enzima, normalmente se insertan en un vector recombinante que puede ser
cualquier vector, que puede estar sometido convenientemente a procedimientos de ADN recombinante, y la eleccion
del vector dependera frecuentemente de la célula hospedadora en la que se va a introducir. Por tanto, el vector pue-
de ser un vector de replicacion auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracromosémica cuya
replicacion es independiente de una replicaciéon cromosomica, por ejemplo, un plasmido. Alternativamente, el vector
puede ser uno que, cuando se introduce en una célula hospedadora, se integra en el genoma de la célula hospeda-
doray se replica junto con el o los cromosomas en los que se ha integrado.

El vector es preferiblemente un vector de expresion en el que la secuencia de ADN que codifica la enzima esta liga-
da funcionalmente a segmentos adicionales requeridos para la transcripcion del ADN. En general, el vector de ex-
presion se obtiene a partir de ADN plasmidico o virico, o puede contener elementos de ambos. La expresion "ligado
funcionalmente" indica que los segmentos estan dispuestos de modo que actdan conjuntamente para sus fines pre-
vistos, por ejemplo, la transcripcién se inicia en un promotor y procede a través de la secuencia de ADN que codifica
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el polipéptido de la invencion, como, por ejemplo, una proteina de fusion.

Los vectores de expresion para uso en la expresion de la enzima comprenderan un promotor capaz de dirigir la
transcripcion de un gen clonado o ADNc. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN, que muestre actividad
transcripcional en la célula hospedadora de eleccion y que se puede obtener a partir de genes que codifican protei-
nas homologas o heterélogas para la célula hospedadora.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion del ADN en células de mamifero son el promotor
SV40 (Subramani et al., Mol. Cell. Biol. 1 (1981), 854 -864), el promotor MT-1 (gen de la metalotioneina) (Palmiter et
al., Science 222 (1983), 809-814), el promotor CMV (Boshart et al., Cell 41:521-530, 1985) o el promotor tardio prin-
cipal de adenovirus 2 (Kaufman y Sharp, Mol. Cell. Biol., 2:1304-1319, 1982).

Ejemplos de promotores adecuados para uso en células hospedadoras de levadura incluyen promotores proceden-
tes de genes glicoliticos de la levadura (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255 (1980), 12073 - 12080; Alber y Kawasaki,
J. Mol. Appl. Gen. 1 (1982), 419 - 434) o genes de la alcohol deshidrogenasa (Young et al., in Genetic Engineering of
Microorganisms for Chemicals (Hollaender et al., compiladores), Plenum Press, New York, 1982), o el promotor TPI1
(documento US 4.599.311) o el promotor ADH2-4c (Russell et al., Nature 304 (1983), 652 - 654).

Ejemplos de promotores adecuados para uso en células hospedadoras de hongos filamentosos son, por ejemplo, el
promotor ADH3 (McKnight et al., The EMBO J. 4 (1985), 2093 - 2099) o el promotor tpiA. Ejemplos de otros promo-
tores utiles son los obtenidos a partir del gen que codifica la amilasa TAKA de A. oryzae, la proteinasa aspartica de
Rhizomucor miehei, la alfa-amilasa neutra de A. niger, la alfa-amilasa estable al acido de A. niger, la glucoamilasa
(gluA) de A. niger o A. awamori, la lipasa de Rhizomucor miehei, la proteasa alcalina de A. oryzae, la triosa fosfato
isomerasa de A. oryzae o la acetamidasa de A. nidulans. Los preferidos son los promotores amilasa TAKA y gluA.
Los promotores adecuados estan mencionados, por ejemplo, en los documentos EP 238 023 y EP 383 779.

Ejemplos de promotores adecuados para uso en células hospedadoras bacterianas incluyen el promotor del gen de
la amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus, el gen de la alfa-amilasa de Bacillus licheniformis, el gen de
la amilasa BAN de Bacillus amyloliquefaciens, el gen de la proteasa alcalina de Bacillus subtilis o el gen de la xilosi-
dasa de Bacillus pumilus o los promotores del fago lambda Pr o P o los promotores utilizados para la expresion en
E. coli, por ejemplo, lac, trp, phoA, araBAD, tac, bacteriéfago T7 y cspA.

El vector también puede comprender un marcador seleccionable, por ejemplo, un producto génico que complementa
un defecto en la célula hospedadora, tal como el gen que codifica la dihidrofolato reductasa (DHFR) o el gen TPI de
Schizosaccharomyces pombe (descrito por P.R. Russell, Gene 40, 1985, pags. 125-130), o un gen marcador que
confiere resistencia a un farmaco, por ejemplo, ampicilina, kanamicina, tetraciclina, cloranfenicol, neomicina, higro-
micina o metotrexato. Para los hongos filamentosos, los marcadores seleccionables incluyen amdS, pyrG, argB,
niaD y sC.

Las secuencias de ADN que codifican la enzima, si es necesario, también pueden estar conectadas funcionalmente
a un terminador adecuado, tal como el terminador de la hormona de crecimiento humana (Palmiter et al., Science
222, 1983, pags. 809-814) o los terminadores TPI1 (Alber y Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1, 1982, pags. 419-434) o
ADH3 (McKhnight et al., The EMBO J. 4, 1985, pags. 2093-2099). Los vectores de expresion también pueden conte-
ner un conjunto de sitios de corte y empalme de ARN localizados aguas abajo del promotor y aguas arriba del sitio
de insercion de la secuencia de polipéptido en si, como, por ejemplo, una proteina de fusion. Sitios de corte y em-
palme de ARN preferidos se pueden obtener a partir de genes de adenovirus y/o de inmunoglobulina. También esta
contenida en los vectores de expresion una sefal de poliadenilacion localizada aguas abajo del sitio de insercion.
Las sefales de poliadenilacion particularmente preferidas incluyen la sefial de poliadenilacion temprana o tardia de
SV40 (Kaufman y Sharp, ibid.), la sefial de poliadenilacion de la regién 5 Elb de adenovirus, el terminador del gen de
la hormona de crecimiento humana (DeNoto et al Nucl. Acids Res. 9:3719-3730, 1981). Los vectores de expresion
también pueden incluir una secuencia lider virica no codificante, tal como el lider 2 tripartito de adenovirus, situado
entre el promotor y los sitios de corte y empalme de ARN; y secuencias potenciadoras, tales como el potenciador de
SV40.

Para dirigir la enzima en la via secretora de las células hospedadoras, una secuencia sefal secretora (también co-
nocida como una secuencia lider, secuencia prepro o secuencia pre) se puede proporcionar en el vector recombi-
nante. La secuencia sefial secretora se une a las secuencias de ADN que codifican la enzima en el marco de lectura
correcto. Las secuencias sefal secretoras estan situadas cominmente en 5' de la secuencia de ADN que codifica el
péptido. La secuencia sefial secretora puede ser aquella que esta asociada normalmente con la enzima o que puede
ser de un gen que codifica otra proteina secretada.

Para la secrecién a partir de células de levadura, la secuencia sefial secretora puede codificar cualquier péptido
sefial, que asegure una direccion eficaz de los polipéptidos expresados en la via secretora de la célula. El péptido
sefial puede ser un péptido sefial de origen natural, o una parte funcional del mismo, o puede ser un péptido sintéti-
co. Se ha encontrado que los péptidos sefial adecuados son el péptido sefial del factor alfa (véase el documento US
4.870.008), el péptido sefial de la amilasa salivar de raton (véase, O. Hagenbuchle et al., Nature 289, 1981, pags.
643-646), un péptido sefal de carboxipeptidasa modificado (véase, L.A. Valls et al., Cell 48, 1987, pags. 887-897), el
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péptido sefial BAR1 de la levadura (véase, el documento WO 87/02670) o el péptido sefial de la proteasa aspartica 3
de levadura (YAP3) (véase, M. Egel-Mitani et al., Yeast 6, 1990, pags. 127-137).

Para una secrecioén eficaz en la levadura, una secuencia que codifica un péptido lider también se puede insertar
aguas abajo de la secuencia sefial y aguas arriba de la secuencia de ADN que codifica los polipéptidos. La funcion
del péptido lider es permitir que el péptido expresado sea dirigido desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi
y ademas a una vesicula secretora para la secrecion en el medio de cultivo (es decir, exportacion de los polipéptidos
a través de la pared celular o al menos a través de la membrana celular en el espacio periplasmico de la célula de
levadura). El péptido lider puede ser el lider del factor alfa de levadura (cuyo uso se describe, por ejemplo, en los
documentos US 4.546.082, US 4.870.008, EP 16 201, EP 123 294, EP 123 544 y EP 163 529). Alternativamente, el
péptido lider puede ser un péptido lider sintético, es decir, un péptido lider que no se encuentra en la naturaleza. Los
péptidos lider sintéticos se pueden construir, por ejemplo, tal y como se describe en los documentos WO 89/02463 o
WO 92/11378.

Para el uso en hongos filamentosos, el péptido sefial se puede obtener convenientemente a partir de un gen que
codifica una amilasa o glucoamilasa de Aspergillus sp., un gen que codifica una lipasa o proteasa de Rhizomucor
miehei o una lipasa de Humicola lanuginosa. El péptido sefal se obtiene preferiblemente a partir de un gen que
codifica la amilasa TAKA de A. oryzae, la alfa-amilasa neutra de A. niger, la amilasa estable en medio acido de A.
niger o la glucoamilasa de A. niger. Péptidos sefal adecuados se describen, por ejemplo, en los documentos EP 238
023 y EP 215 594.

La célula hospedadora en la que se introduce el ADN que codifica la enzima puede ser cualquier célula que es ca-
paz de producir la presente enzima e incluye bacterias, levaduras, hongos y células eucariotas superiores.

Ejemplos de células hospedadoras bacterianas que durante el cultivo son capaces de producir el polipéptido de la
invencion son bacterias gram positivas tales como cepas de Bacillus, tales como cepas de B. Subtilis, B. lichenifor-
mis, B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B. circulans, B.
lautus, B. megaterium o B. thuringiensis, o cepas de Streptomyces, tales como S. lividans o S. murinus, o bacterias
gram negativas tales como cepas de Escherichia coli. La transformacion de las bacterias puede efectuarse mediante
transformacion de protoplastos o usando células competentes de una manera conocida per se (véase, Sambrook et
al., supra).

Ejemplos de células de levadura adecuadas, incluyen células de Saccharomyces spp. o Schizosac-charomyces
spp., En particular, cepas de Saccharomyces cerevisiae o Saccharomyces kluyveri. Los métodos para transformar
células de levadura con ADN heterdlogo y producir polipéptidos heterdlogos a partir de las mismas, se describen,
por ejemplo, en los documentos US 4.599.311, 4.931.373, 4.870.008, 5.037.743 y 4.845.075, todos ellos se incorpo-
ran en esta memoria como referencia. Las células transformadas se seleccionan a través de un fenotipo determina-
do por un marcador seleccionable, cominmente la resistencia a farmacos o la capacidad de crecer en ausencia de
un nutriente particular, por ejemplo, leucina. Un vector preferido para su uso en levaduras es el vector POT1 descrito
en el documento US 4.931.373. Otros ejemplos de células de levadura adecuadas son cepas de Kluyveromyces,
tales como K. Lactis, Hansenula, por ejemplo H. polymorpha o Pichia, por ejemplo P. pastoris (véase, Gleeson et al.,
J. Gen. Microbiol. 132, 1986, pags. 3459-3465; documento US 4.882.279).

Ejemplos de ofras células fungicas son células de hongos filamentosos, por ejemplo, Aspergillus spp., Neurospora
spp., Fusarium spp. o Trichoderma spp., en particular cepas de A. oryzae, A. nidulans o A. niger. El uso de Aspergi-
llus spp. para la expresion de proteinas se describe, por ejemplo, en los documentos EP 272 277, EP 238 023, EP
184 438. La transformacioén de F. oxysporum se puede realizar, por ejemplo, tal y como se describe en Malardier et
al., 1989, Gene 78: 147-156. La transformacién de Trichoderma spp. se puede realizar, por ejemplo, como se des-
cribe en el documento EP 244 234.

Cuando un hongo filamentoso se usa como célula hospedadora, se puede transformar con el acido nucleico recom-
binante de la invencion, de forma convenientemente la integracion del acido nucleico en el cromosoma hospedador
para obtener una célula hospedadora recombinante. Esta integracion se considera generalmente que es una ventaja
ya que el acido nucleico recombinante es mas probable que se mantenga estable en la célula. La integracion del
acido nucleico recombinante en el cromosoma hospedador se puede realizar de acuerdo con métodos convenciona-
les, por ejemplo, mediante recombinacion homadloga o heterdloga.

La célula hospedadora transformada o transfectada se cultiva a continuacién en un medio nutritivo adecuado, en
condiciones que permiten la expresion de la enzima, después de lo cual, la totalidad o parte de la enzima resultante
se puede recuperar a partir del cultivo, por ejemplo, la enzima sin marcar. El medio usado para cultivar las células
puede ser cualquier medio convencional que sea adecuado para el cultivo de las células hospedadoras, tal como
medio minimo o complejo que contiene suplementos apropiados. Los medios adecuados estan disponibles en pro-
veedores comerciales o se pueden preparar de acuerdo con recetas publicadas (por ejemplo, en catalogos de la
“American Type Culture Collection”).

Ejemplos

Todos los ejemplos de enzimas de la invencion, identificadas mediante el uso de bases de datos y las caracteriza-
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ciones siguientes, contenian un péptido sefial previsto con alto grado de seguridad, usando la sefial P (Henrik Niel-
sen et al., "ldentification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites" Protein
Engineering 10, 1-6 (1997)). Ya que el péptido sefial no forma parte normalmente de la enzima funcional madura,
éste se retird de la secuencia original de acuerdo con la prediccién. Las enzimas en los ejemplos 1-6 descritos a
continuacion, se disefiaron con una extension de GlyPro N-terminal para facilitar la eliminacion de la pareja de fusion
TAP con una proteasa 3C de HRV14 que reconocia la secuencia GluValLeuPheGIn / GlyPro.

Ejemplo 1

Clonacién de proteinas de fusion con la proteina ribosémica L9 como marcador de purificacién y dominio de tipo
PAL de Erythrobacter sp. SD-21

Cuatro variantes de la secuencia del dominio de Erythrobacter de tipo PAL se clonaron, se expresaron y se evalua-
ron. Las variantes se prepararon para evaluar si las diferentes parejas de fusion, enlazadores o la extension hacia el
extremo N-terminal del dominio de tipo PAL, afectaban a la expresion y la solubilidad.

Proteina 1:

SEQ ID NO: 13 codifica un dominio de tipo PAL obtenido a partir de la bacteria Erythrobacter sp. SD-21. El peso
molecular de la proteina se calculé en 33467,1 Da. Cuando se fusiona con un marcador de purificacién de proteina
alcalina termoestable (TAP) (SEQ ID NO: 7) a través de un enlazador flexible rico en Gly/Ser (SEQ ID NO: 10), las
enzimas de fusién tendran un peso molecular de 51231,7 Da y representan la proteina 1 tal y como se describe en la
tabla 1.

Para obtener el plasmido A que codificaba la proteina 1, en un fragmento génico Xhol/BamHI que codificaba SEQ ID
NO: 13 se optimizaron codones para la expresion en E. coli y se obtuvo como un fragmento génico sintetizado con
sitios de clonacion Xhol en el extremo 5' terminal y BamHI en el extremo 3’ terminal (GeneScript). En el extremo 5’
se introdujo un fragmento corto que codificaba la pareja enlazadora (SEQ ID NO: 10), directamente aguas arriba del
fragmento de nucledtidos que codificaba el dominio de tipo PAL (SEQ ID NO: 13).

El fragmento Xhol/BamHI se ligé en pET11 (Novagen) un vector de expresion que ya codificaba un marcador de
purificacion comprendido en un fragmento Ndel/Xhol (Proteina ribosémica L9 de T. maritima, descrita en los docu-
mentos de solicitudes de patente internacional, publicados con los nimeros WO 2006/108826 y WO 2008/043847
(SEQ ID NO 7) utilizando el Sistema de ligacion rapida LigaFast® (Promega) por métodos descritos por el fabricante.
Los productos de la ligacion se utilizaron para transformar células de E. coli competentes para TOP10 (Invitrogen) y
se incubaron durante una noche en medio LB (Luria-Bertani) en placas de agar con 150 microgramos por mililitro de
ampicilina. El plasmido A que codificaba la proteina de fusion de interés se obtuvo a partir de clones positivos del
cultivo, después de la propagacion del plasmido en medio liquido y minipreparaciones convencionales de plasmidos.
La secuencia de nucleotidos correcta del plasmido A se verific6 mediante secuenciacion del ADN con cebadores
especificos de la secuencia del promotor/terminador de T7.

Proteina 2:

Otra variante del dominio de tipo PAL de Erythrobacter sp. SD-21 (plasmido B) se obtuvo mediante la ligaciéon de un
fragmento sintético Xhol/Ncol de ~110 pb (Geneart) que comprendia cambios menores en la regién enlazadora y la
parte N-terminal del dominio de tipo PAL de Erythrobacter en un sitio Xhol/Ncol en el plasmido A, dando lugar de
este modo a la proteina 2. La proteina 2 comprende el mismo marcador de purificaciéon SEQ ID NO 7 que el que se
describe para la proteina 1, pero tiene un enlazador con un sitio de escision para la proteasa 3C de HRV14 (ELTFQ)
(SEQ ID NO: 14) y cambios en el extremo N-terminal del dominio de tipo PAL (SEQ ID NO: 15). El peso molecular
tedrico de la proteina de fusion es 52092,6 Da y 33823,5 Da para el dominio de tipo PAL liberado con la proteasa 3C
de HRV14.

Proteina 3:

Otra variante del dominio de tipo PAL de Erythrobacter (plasmido C, ejemplificado en el mapa del vector en la Fig. 1)
se obtuvo mediante la ligacion de un fragmento sintético Xhol/Ncol (Geneart) que comprendia cambios menores en
la region enlazadora y parte del extremo N-terminal del dominio de tipo PAL de Erythrobacter en un sitio Xhol/Ncol
en el plasmido B, dando lugar de este modo a la proteina 3. La proteina 3 comprende el marcador de purificacion de
SEQ ID NO: 7, pero tiene un enlazador ligeramente modificado (SEQ ID NO: 8) que permite la escision con la pro-
teasa 3C de HRV14, en comparacion con la proteina 2 y un dominio de tipo PAL de Erythrobacter truncado en 4
aminoacidos (SEQ ID NO: 1) en comparacion con la proteina 2 y un aminoacido en comparacion con la proteina 1y
que comprende un residuo Gly N-terminal (SEQ ID NO: 1). El peso molecular teérico de la proteina de fusion es
51591,1 Da y 33324 Da para el dominio de tipo PAL liberado por la proteasa 3C de HRV14.

Clonacién de la proteina de fusién con el marcador de purificaciéon His6 y el dominio de tipo PAL de Erythrobacter
sp. SD-21

Proteina 4
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Otra variante del dominio de tipo PAL de Erythrobacter sp. SD-21 SEQ ID NO: 1, se obtuvo mediante la escision de
un fragmento Xhol/BamHI del vector C y ligando este fragmento en un vector que comprendia la pareja de fusion
que codificaba una secuencia consecutiva SEQ ID NO: 9 y 10 para obtener el plasmido D. La proteina de fusion
codificada comprende un marcador de 6 histidinas N-terminal (SEQ ID NO: 9) y un enlazador con un sitio de escision
para la proteasa 3C de HRV14 (SEQ ID NO: 12) en frente del dominio de tipo PAL de Erythrobacter SEQ ID NO: 1y
tiene un peso molecular tedrico de 35645,4 Da.

Clonacién de los dominios de PAL eucariota para un analisis comparativo

Con el fin de comparar los nuevos dominios de tipo PAL procedentes de las bacterias descritas en la presente pa-
tente, con los dominios de PAL bien conocidos, los dominios de PAL de Rattus norvegicus (plasmido E que codifica
la proteina 5 y plasmido F que codifica la proteina 6 que comprende diferencias en el enlazador) y de Xenopus lae-
vis (plasmido G que codifica la proteina 7) se clonaron esencialmente como se ha descrito para la proteina 1, utili-
zando la misma pareja de fusion (SEQ ID NO: 7) para evaluar los perfiles de expresion para PAL eucariota tipica
que contiene dos puentes disulfuro, descrita anteriormente (por ejemplo, Stoffers, D.A et al.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 86:735-739 (1989) y Mizuno Ket al.: Biochem. Biophys. Res. Commun. 148:546-552 (1987)).

Se prepararon las siguientes estructuras artificiales (Tabla 1):

Nombre de la | N° de plasmido Especie Pareja de fusion Enlazador Secuencia de tipo
Proteina PAL
1 A Erythrobacter SEQIDNO:7 | SEQIDNO: 10 SEQ ID NO: 13
2 B Erythrobacter SEQIDNO:7 | SEQIDNO: 14 SEQ ID NO: 15
3 C Erythrobacter SEQIDNO: 7 SEQID NO: 8 SEQ ID NO: 1
4 D Erythrobacter SEQID NO: 11 | SEQID NO: 12 SEQ ID NO: 1
5 E Rattus norvegicus | SEQ ID NO: 7 SEQID NO: 9 SEQID NO: 5
6 F Rattus norvegicus | SEQIDNO:7 | SEQID NO: 16 SEQID NO: 5
7 G Xenopus laevis SEQID NO: 7 SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 6

Las secuencias de nucleétidos se describen a continuacion:

Plasmido n°: A (Erythrobacter 1): SEQ ID NO: 26
ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGTGGCAGCGGCGGTAGCGGTGAAGCCCCGCCGGTTACCATCGATGAAAGCTGGC
CGGATATTCCGGAAAGCGCCGTGTTTGGCGAACCGACCGCCATTGATGTGGATAGCCATGGLCCA
TATCTTTGTGCTGCATCGTGCCGGTCGCGAATGGACCCAGCCGTTTCCGAGCGATCCGATTAGCG
AACCGACCGTGTTCATGTTCGCCGCGAACGGCAAACTGCTGAGCAAATGGGGCGCGGGCGAACT
GGTTATGCCGCATGGTCTGAGCATTGATGGTGATAACAAAGTGTGGATTACCGATGTGGCGCGT
GAACAGGTTCTGCGTTTTACCCATGAAGGTGCGGAAGAACTGGTTCTGGGCACCCGTGGCGAAA
CCGGCCAGGATGAAAGCCATTTCGGCCGTCCGGCGGATGTTACCTTTIGTGGGTGATCGTGTGCT
GGTGGCCGATGGCTATCTGAACCGTCGTATTATGGTGTTTGATCGCGCGGGCAACTTCCTGGAA
CAGTGGGGTAAAGAAGGTGAAGATGCGGGCGAATTTAATCTGCCGCATGCGATCGCGGCCGATA
GCGAACGTATTTATGTGGCGGATCGTGAAAACGCGCGTGTTCAGGTGCTGAGCCTGGATGGTGA
ACCGCTGGCCCGCTGGCGCCAGGATGGCACCGGCCATCCGTATGCCGTGAAACCGATTGGCAG
CGGCTATGTTCTGGCGATTGAAGGCCGCGATCGCGCGGGTCGCAATACCGCCATTGGCCGCATT
TATCGTGCGGATGGTGGCCTGGAACGTGTGTTTGATGCGGGCGTTGAACCGCATACCGGCACCA
GCCTGGGCCATGATGTGGCGATTGGTCCGGATGGTAGCGCGTATATGGTCGACAACAAAGCGAA
TCGTGTTATTAAATTTGATCTGAGCCGCGCCGGCGTTGAAGAAGCGGATGCGGAT

Plasmido n°: B: (Erythrobacter 2): SEQ ID NO: 27
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ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGCGGCAGCGGTAGCGAAACCCTGTTTCAGGCGCGTGAAGAAGCGCCGCCGGTTA
CCATTGATGAAAGCTGGCCGGATATTCCGGAAAGCGCGGTGTTTGGCGAACCGACCGCGATTGA
TGTGGATAGCCATGGCCATATTTTTGTGCTGCATCGCGCGGGCCGCGAATGGACCCAGCCGTTT
CCGAGCGATCCGATTAGCGAACCGACCGTGTTTATGTTTGCGGCGAACGGCAAACTGCTGAGCA
AATGGGGCGCGGGCGAACTGGTGATGCCGCATGGCCTGAGCATTGATGGCGATAACAAAGTGT
GGATTACCGATGTGGCGCGCGAACAGGTGCTGCGCTTTACCCATGAAGGCGCGGAAGAACTGGT
GCTGGGCACCCGCGGCGAAACCGGCCAGGATGAAAGCCATTTTGGCCGCCCGGCGGATGTGAC
CTTTGTGGGCGATCGCGTGCTGGTGGCGGATGGCTATCTGAACCGCCGCATTATGGTGTTTGAT
CGCGCGGGCAACTTTCTGGAACAGTGGGGCAAAGAAGGCGAAGATGCGGGCGAATTTAACCTG
CCGCATGCGATTGCGGCGGATAGCGAACGCATTTATGTGGCGGATCGCGAAAACGCGCGCGETG
CAGGTGCTGAGCCTGGATGGCGAACCGCTGGCGCGCTGGCGCCAGGATGGCACCGGCCATCCG
TATGCGGTGAAACCGATTGGCAGCGGCTATGTGCTGGCGATTGAAGGCCGCGATCGCGCGGGL
CGCAACACCGCGATTGGCCGCATTTATCGCGCGGATGGCGGCCTGGAACGCGTGTTTGATGCGG
GCGTGGAACCGCATACCGGCACCAGCCTGGGCCATGATGTGGCGATTGGCCCGGATGGCAGCG
CGTATATGGTCGACAACAAAGCGAACCGCGTGATTAAATTTGATCTGAGCCGCGCGGGCGTGGA
AGAAGCGGATGCGGAT

Plasmido n°: C (Erythrobacter 3): SEQ ID NO: 28
ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGCGGCAGCGGTAGCGAAGTGCTGTTTCAGGGCCCGCCGGTTACCATTGATGAAA
GCTGGCCGGATATTCCGGAAAGCGCGGTGTTTGGCGAACCGACCGCGATTGATGTGGATAGCCA
TGGCCATATCTTTGTGCTGCATCGTGCCGGTCGCGAATGGACCCAGCCGTTTCCGAGCGATCCG
ATTAGCGAACCGACCGTGTTCATGTTCGCCGCGAACGGCAAACTGCTGAGCAAATGGGGCGCGG
GCGAACTGGTTATGCCGCATGGTCTGAGCATTGATGGTGATAACAAAGTGTGGATTACCGATGTG
GCGCGTGAACAGGTTCTGCGTTTTACCCATGAAGGTGCGGAAGAACTGGTTCTGGGCACCCGTG
GCGAAACCGGCCAGGATGAAAGCCATTTCGGCCGTCCGGCGGATGTTACCTTTGTGGGTGATCG
TGTGCTGGTGGCCGATGGCTATCTGAACCGTCGTATTATGGTGTTTGATCGCGCGGGCAACTTCC
TGGAACAGTGGGGTAAAGAAGGTGAAGATGCGGGCGAATTTAATCTGCCGCATGCGATCGCGGC
CGATAGCGAACGTATTTATGTGGCGGATCGTGAAAACGCGCGTGTTCAGGTGCTGAGCCTGGAT
GGTGAACCGCTGGCCCGCTGGCGCCAGGATGGCACCGGCCATCCGTATGCCGTGAAACCGATT
GGCAGCGGCTATGTTCTGGCGATTGAAGGCCGCGATCGCGCGGGTCGCAATACCGCCATTGGCC
GCATTTATCGTGCGGATGGTGGCCTGGAACGTGTGTTTGATGCGGGCGTTGAACCGCATACCGEG
CACCAGCCTGGGCCATGATGTGGCGATTGGTCCGGATGGTAGCGCGTATATGGTCGACAACAAA
GCGAATCGTGTTATTAAATTTGATCTGAGCCGCGCCGGCGTTGAAGAAGCGGATGCGGAT

Plasmido n°: D (Erythrobacter 4): SEQ ID NO: 29
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACTCGAGCGGCGGCAGCGGTAGCGAAGTGCTGTTTC
AGGGCCCGCCGGTTACCATTGATGAAAGCTGGCCGGATATTCCGGAAAGCGCGGTGTTTGGCGA
ACCGACCGCGATTGATGTGGATAGCCATGGCCATATCTTTGTGCTGCATCGTGCCGGTCGCGAAT
GGACCCAGCCGTTTCCGAGCGATCCGATTAGCGAACCGACCGTGTTCATGTTCGCCGCGAACGG
CAAACTGCTGAGCAAATGGGGCGCGGGCGAACTGGTTATGCCGCATGGTCTGAGCATTGATGGT
GATAACAAAGTGTGGATTACCGATGTGGCGCGTGAACAGGTTCTGCGTTTTACCCATGAAGGTGC
GGAAGAACTGGTTCTGGGCACCCGTGGCGAAACCGGCCAGGATGAAAGCCATTTCGGCCGTCC
GGCGGATGTTACCTTTGTGGGTGATCGTGTGCTGGTGGCCGATGGCTATCTGAACCGTCGTATTA
TGGTGTTTGATCGCGCGGGCAACTTCCTGGAACAGTGGGGTAAAGAAGGTGAAGATGCGGGCG
AATTTAATCTGCCGCATGCGATCGCGGCCGATAGCGAACGTATTTATGTGGCGGATCGTGAAAAC
GCGCGTGTTCAGGTGCTGAGCCTGGATGGTGAACCGCTGGCCCGCTGGCGCCAGGATGGCACC
GGCCATCCGTATGCCGTGAAACCGATTGGCAGCGGCTATGTTCTGGCGATTGAAGGCCGCGATC
GCGCGGGTCGCAATACCGCCATTGGCCGCATTTATCGTGCGGATGGTGGCCTGGAACGTGTGTT
TGATGCGGGCGTTGAACCGCATACCGGCACCAGCCTGGGCCATGATGTGGCGATTGGTCCGGAT
GGTAGCGCGTATATGGTCGACAACAAAGCGAATCGTGTTATTAAATTTGATCTGAGCCGCGCCGG
CGTTGAAGAAGCGGATGCGGAT
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Plasmido n°: E (rata 1): SEQ ID NO: 30
ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGGAGCGGCGAAGTTCTGTTTCAGGGCGATTTTCATGTGGAAGAGGAACTGGATTG
GCCGGGTGTTTATCTGCTGCCGGGGCAGGTGAGCGGCGTTGCCCTGGATAGTAAAAACAACCTG
GTGATTTTCCACCGTGGAGATCATGTGTGGGATGGTAACTCATTCGATAGCAAATTTGTCTATCA
GCAGCGCGGCCTGGGTCCTATTGAAGAAGATACCATCCTGGTTATCGATCCGAATAATGCGGAA
ATTCTGCAAAGTTCTGGAAAAAACCTGTTCTACCTGCCTCATGGGCTGAGCATCGATACCGATGG
TAACTACTGGGTTACCGATGTAGCCCTGCATCAGGTCTTCAAACTGGACCCACATTCAAAAGAAG
GTCCGCTGCTGATTCTGGGACGTTCTATGCAGCCTGGCAGCGATCAGAACCATTTTTGCCAACCA
ACAGATGTCGCCGTGGAGCCGTCGACTGGTGCTGTGTTTGTGTCGGACGGCTACTGTAACTCCC
GTATCGTCCAGTTTAGCCCGTCAGGTAAATTTGTTACACAGTGGGGCGAAGAGTCGTCTGGCTCT
AGTCCGCGCCCGGGCCAGTTTTCGGTGCCGCATAGCCTGGCCCTGGTGCCGCATCTGGACCAGC
TGTGTGTGGCCGACCGTGAGAACGGCCGCATTCAATGCTTTAAAACTGATACAAAGGAATTIGTT
CGCGAAATTAAACACGCCAGCTTTGGACGTAATGTTTTCGCGATTTCATACATTCCAGGCTTTCTG
TTTGCAGTCAACGGCAAACCATATTTTGGCGATCAGGAACCGGTACAGGGTTTTGTTATGAATTTT
TCATCGGGCGAAATTATTGATGTTTTITAAACCTGTGCGCAAACATTTCGATATGCCACATGATATT
GTGGCTAGCGAGGACGGTACGGTTTATATTGGGGATGCGCACACGAACACCGTGTGGAAATTCA
CCCTGACCGAAAAAATGGAACACCGTTCGGTC

Plasmido n°: F (rata 2): SEQ ID NO: 31
ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCALCCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGGGGTAGCGGCGGCTCTGGCGATTTTCATGTGGAAGAGGAACTGGATTGGCCGG
GTGTTTATCTGCTGCCGGGGCAGGTGAGCGGCGTTGCCCTGGATAGTAAAAACAACCTGGTGAT
TTTCCACCGTGGAGATCATGTGTGGGATGGTAACTCATTCGATAGCAAATTTGTCTATCAGCAGC
GCGGCCTGGGTCCTATTGAAGAAGATACCATCCTGGTTATCGATCCGAATAATGCGGAAATTCTG
CAAAGTTCTGGAAAAAACCTGTTCTACCTGCCTCATGGGCTGAGCATCGATACCGATGGTAACTA
CTGGGTTACCGATGTAGCCCTGCATCAGGTCTTCAAACTGGACCCACATTCAAAAGAAGGTCCGC
TGCTGATTCTGGGACGTTCTATGCAGCCTGGCAGCGATCAGAACCATTTTTGCCAACCAACAGAT
GTCGCCGTGGAGCCGTCGACTGGTGCTGTGTTTGTGTCGGACGGCTACTGTAACTCCCGTATCG
TCCAGTTTAGCCCGTCAGGTAAATTTGTTACACAGTGGGGCGAAGAGTCGTCTGGCTCTAGTCCG
CGCCCGGGCCAGTTTTCGGTGCCGCATAGCCTGGCCCTGGTGCCGCATCTGGACCAGCTGTGTG
TGGCCGACCGTGAGAACGGCCGCATTCAATGCTTTAAAACTGATACAAAGGAATTTGTTCGCGAA
ATTAAACACGCCAGCTTTGGACGTAATGTTTTCGCGATTTCATACATTCCAGGCTTTCTGTTTGCA
GTCAACGGCAAACCATATTTTGGCGATCAGGAACCGGTACAGGGTTTTGTTATGAATTITTCATCG
GGCGAAATTATTGATGTTTTTAAACCTGTGCGCAAACATTTCGATATGCCACATGATATTGTGGCT
AGCGAGGACGGTACGGTTTATATTGGGGATGC GCACACGAACACCGTGTGGAAATTCACCCTGA
CCGAAAAAATGGAACACCGTTCGGTC

Plasmido n° G (Xenopus): SEQ ID NO: 32
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ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGGAGCGGCGAAGTTCTGTTTCAGGGCGATGTGCATCTGGAAGAAGATACCGACTG
GCCGGGTGTGAACCTTAAAGTGGGCCAGGTGAGCGGGCTAGCCCTGGACCCGAAAAACAACCT
GGCCATTTTTCATCGTGGCGATCATGTGTGGGATGAAAACAGCTTTGATCGCAACTTTGTGTATC
AGCAGCGTGGCATTGGCCCGATTCAGGAAAGCACCATTCTGGTTGTTGATCCGAGCAGCAGCAA
AGTGCTGAAAAGCACCGGCAAAAACCTGTTTTTITCTGCCGCATGGCCTGACCATTGATCGTGATG
GCAACTATTGGGTGACCGATGTGGCGCTGCATCAGGTGTTTAAACTGGGTGCGGGCAAAGAAAC
CCCGCTGECTGGTGCTGGGTCGTGCGETTTCAGCCGGGCAGCGATCGTAAACATTTTTGCCAGCCG
ACCGATGTTGCGGTTGATCCGATTACCGGCAACTTTTTTGTGGCGGATGGCTATTGCAACAGCCG
TATTATGCAGTTTAGCCCGAACGGCATGTTTATTATGCAGTGGGGCGAAGAAACCAGCAGCAACG
TGCCGCGTCCGGGCCAGTTTCGTATTCCGCACAGCCTGACCATGGTGCCGGATCAGGGCCAGCT
GTGCGTGGCGGATCGTGAAAACGGCCGTATTCAGTGCTTTCATGCGGAAACCGGCAATTTITGTG
AAACAAATCAAACATCAGGAATTTGGCCGCGAAGTTTTTGCGGTGAGCTATGCGCCGGGTGGTG
TGCTGTATGCGGTGAACGGCAAACCGTATTATGGCTATAGCGCACCGGTGCAGGGCTTTATGCT
GAACTTTAGCAACGGCGATATTCTGGATACCTTTATTCCGGCGCGTAAAAACTTTGATATGCCGCA
TGATATTGCGGCAGCGGATGATGGCACCGTGTATGTGGGCGATGCGCATGCGAACGCGGTGETG
GAAATTTAGCCCGAGCAAAGCGGAACATCGGTCCGTG

Expresion de estructuras artificiales:

Los plasmidos con la secuencia de ADN correcta se transformaron en la cepa de expresiéon de E. coli BL21 (DE3),
que se sembrdé en placas de LB/ampicilina durante una noche. Células hospedadoras BL21(DE3) con plasmidos se
propagaron en medio LB y la expresion de proteinas fue inducida usando el sistema de expresion T7/IPTG.

Células E. coli BL21 (DE3) transformadas con plasmidos que codificaban estructuras artificiales de fusion se cultiva-
ron hasta una densidad éptica (DO600nm) de ~0,4 - 0,6 a 37°C en medio LB/ampicilina, usando matraces de agita-
cion. Si la temperatura de induccion sometida a ensayo era 18°C o 30°C, la temperatura se reducia en consecuencia
hasta 18°C o 30°C durante aproximadamente 30 min, y se afiadié IPTG 0,5 mM al cultivo durante 3 horas. Después
de la induccién de proteinas, los cultivos se sedimentaron y las células se lisaron mediante ultrasonidos en tampdn
NaPO4 25 mM pH 7. El analisis por SDS-PAGE de muestras de lisados se llevd a cabo en tampdn de muestra que
contenia células inducidas y no inducidas, asi como fracciones solubles e insolubles de células inducidas (obtenidas
por tratamiento con ultrasonidos y centrifugacion en un tampén que consistia en NaPO4 25 mM pH 7). El analisis se
realizé para evaluar el nivel de expresion y la solubilidad de la variante.

Perfil de expresion de variantes de Erythrobacter y comparacion con dominios PAL eucariotas bien conocidos de
Rattus norvegicus y Xenopus laevis

Cuando se expresaban desde los plasmidos en BL21(DE3) durante 3 horas a 30°C en matraces de agitacion afora-
dos de 1 L, las variantes de proteinas de Erythrobacter, la proteina 3, la proteina 1 o la proteina 2, mostraron pesos
moleculares esperados de aproximadamente 50 kDa y niveles de expresion muy similares. Se observé un alto grado
de solubilidad (~80%) a pH neutro (en un tampdn que contenia NaPO4 25 mM pH 7, ejemplificado para la proteina 2
en la Fig. 2A).

Se observaron los mismos niveles de expresion para PAL de rata (proteina 6) o PAL de Xenopus (proteina 7) usan-
do el mismo marcador N-terminal y el mismo enlazador que la proteina 1. Sin embargo, en contraste con los domi-
nios de tipo PAL de Erythrobacter, los dominios PAL de rata y Xenopus daban como resultado consistentemente una
proteina insoluble, cuando se utilizaban las mismas condiciones de expresion (ejemplificado para la proteina 6 en la
Fig. 2B). PAL de rata con un enlazador diferente (proteina 5) no cambiaba el perfil de expresion, pero aun asi daba
como resultado una proteina insoluble utilizando las mismas condiciones de expresién. Una comparacion de los
perfiles de expresion (proteina 3 frente a la proteina 6), con unas condiciones de expresion de 18°C, 30°C o 37°C,
mostraba que la proteina de Erythrobacter era una proteina soluble a las tres temperaturas, mientras que PAL de
rata era insoluble a las tres temperaturas. Esto muestra la ventaja de expresar PAL procariota, que no contiene
puentes disulfuro, en comparacion con PAL eucariota, que es mas probable que forme agregados durante la expre-
sion. El dominio de tipo PAL de Erythrobacter también se puede preparar como una proteina de fusion soluble, a
pesar de las variaciones en la region de 5 aa del extremo N-terminal de la proteina PAL y en la regién enlazadora.

La variante marcada con His de la proteina de Erythrobacter (proteina 4) dio lugar a una proteina soluble cuando se
expresaba tanto a 30°C como a 37°C, lo que demuestra que la alta solubilidad de la proteina de Erythrobacter no
depende de la naturaleza del marcador de fusién N-terminal utilizado, sino que es una propiedad inherente de la
proteina.
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Purificacién de proteinas de fusién de tipo PAL de Erythrobacter marcadas SEQ ID NO: 7 sobre SP Sefarosa FF:

Después de la expresion de las enzimas de tipo PAL, (proteina 1, proteina 2 o proteina 3) o de PAL de rata (proteina
6) en matraces de agitacion aforados de 1-2 L durante 3 horas a 30°C, como se ha descrito anteriormente, se realizé
una purificacion mediante cromatografia de intercambio catidnico utilizando columnas de SP Sefarosa FF de 5 ml tal
y como se describe a continuacion:

Sedimentos del cultivo celular (procedentes de 80 ml de cultivo con DO600: ~1,6-1,8) de las variantes de la en-
zima, se rompieron mediante ultrasonidos en un total de 20 ml de tampén NaPO4 25 mM pH 7. Los restos celu-
lares se centrifugaron (4000 rpm, 15 min). El material sobrenadante se filtr6 de forma estéril (filtros de 0,45 uM)
y se diluy6 hasta un volumen total de 40 ml con tampon NaPO4 25 mM pH 7 para obtener la aplicacion de pro-
teinas. La purificacion se llevé a cabo utilizando un sistema de purificacion de explorer 100 AKTA (GE Health-
care). Una columna de SP Sefarosa FF HiTrap preempaquetada con un volumen de columna de 5 ml (GE
Healthcare, producto n® 17-5157-01) se utilizé para la separacion con un caudal de 3 ml/min usando los si-
guientes tampones:

Tampon A: fosfato de sodio 50 mM, pH 7
Tampon B: fosfato de sodio 50 mM, pH 7 + NaCl 1 M

La columna se equilibré inicialmente para 7 volimenes de columna de tampon A. Después de cargar la aplicacion, la
proteina no unida se eliminé por lavado usando 7 volimenes de columna de tampon A. Un gradiente lineal de 0-
100% de tampdn B para 20 volumenes de columna, se utilizé para eluir las enzimas de la columna.

La aplicacion, las fracciones de flujo a través y las fracciones que representaban la proteina eluida dentro del gra-
diente, se separaron mediante SDS-PAGE vy los geles se analizaron después tifiendo con azul brillante de Coomas-
sie 0 analisis LC-MS.

La proteina 1, la proteina 2 o la proteina 3 eluyeron de la columna con una concentracién de sal de NaCl ~0,3 M en
un solo pico, lo que, segun el SDS-PAGE, tenia una pureza elevada de ~80% (Fig. 3A y B ejemplificadas para la
proteina 3). No se observd ninguna cantidad significativa de proteina en la fraccion de flujo a través, lo que indica
que todas las variantes de Erythrobacter fueron capturadas de manera eficaz en la columna de SP Sefarosa FF.

En contraste, los intentos de purificar las proteinas de fusion de PAL de rata (proteina 6) o de X. laevis (proteina 7),
utilizando exactamente las mismas condiciones para la preparacion de muestras y la purificacion, fallaron lo que
indica que PAL eucariota adopta una confirmacién plegada incorrectamente después de la expresion en E. coli, que
no permite facilmente la purificacion mediante cromatografia de cationes.

Las fracciones que contenian enzimas de tipo PAL de Erythrobacter eluidas, se agruparon y se concentraron y se
desalaron en un tampdn que contenia Tris 50 mM pH 7,5 utilizando columnas Vivaspin MWCO 10.000 (Vivaspin) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El glicerol se afiadié a una conc. total de 10% y las enzimas se alma-
cenaron hasta su uso a 20°C.

Purificacién y analisis LC-MS del dominio de tipo PAL madura de Erythrobacter (SEQ ID NO: 1) sin marcador de
purificacion

Escisién con proteasa 3C de HRV14 marcada con TAP

Para retirar el marcador de purificacion de la proteina 3, ~1,5 mg de la proteina de fusion presente en tampon Tris-
HCI 50 mM pH 7,5, 10% de glicerol, TCEP 1 mM se escindieron durante una noche a 30°C, utilizando una proteasa
3C de HRV14 marcada con TAP (procedente del documento WO 2008/043847) con una relacion de enzima a sus-
trato de 1:25 en un volumen de reaccion de 3 ml (las relaciones se estimaron después de la medicién de la concen-
tracion de proteina usando NanoDrop2000, Thermo Scientific, de acuerdo con las instrucciones del fabricante). Los
geles SDS-PAGE tefiidos con Coomassie y el analisis LC-MS se emplearon para confirmar que la escision enzimati-
ca se producia utilizando el siguiente protocolo: El instrumento LC-MSD_TOF (Agilent Technologies), se utilizé con
la configuracion de MS recomendada por el fabricante, para analizar las muestras usando una columna analitica de
Poroshell 300SB-C8, Micro Bore 1,0 x 75 mm, 5 micras (Agilent Technologies) en condiciones de HPLC convencio-
nal, con un flujo de 0,3 ml/min y una temperatura de columna de 40°C: se formd una elucién en gradiente en una
ejecucion de 20 min, usando formiato de amonio 8,8 mM en 0,1% de acido férmico y agua (Tampodn A) y acetonitrilo
(Tampodn B) del modo siguiente:

Tiempo (min) % de tampon B
0 22
3 22
15 75
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Tiempo (min) % de tampon B
15,1 90
20 90

El analisis LC-MS de las digestiones con proteasa 3C de HRV14 de la proteina 3 durante una noche, dio como resul-
tado dos fragmentos determinados en 33323 Da y 18284,78 Da, correspondientes al dominio de tipo PAL liberado
(SEQ ID NO 1, masa calculada 33323,97 Da) y al marcador de purificacion liberado y el enlazador con sitio para 3C
de HRV14 (SEQ ID NO: 7 + SEQ ID NO: 8, masa calculada: 18285,18 Da), respectivamente. No se observaron
productos de degradacion visibles ni en el control no escindido ni en el producto de la digestion mediante analisis
con SDS-PAGE, indicando una estabilidad elevada tanto del dominio de tipo PAL maduro, como de la proteina de
fusion.

Purificacion de los dominios maduros sobre Q-Sefarosa HP

Se diluyeron 1:3 las digestiones que contenian dominios PAL maduros liberados con NaPO, 25 mM pH 7 y la aplica-
cion de la muestra se cargd en 1 ml de una columna de intercambio aniénico de HiTrap Q Sefarosa de alto rendi-
miento (HP) (GE Healthcare 17-1153 -01) y se separaron usando el sistema Explorer 100 de AKTA (GE Healthcare)
con los siguientes tampones de purificacion:

Tampon A: fosfato de sodio 50 mM, pH 7
Tampén B: fosfato de sodio 50 mM, pH 7 + NaCl 1 M

La columna se equilibré inicialmente para 7 volimenes de columna de tampon A. Después de cargar la aplicacion, la
proteina no unida se eliminé mediante lavado usando 7 volimenes de columna de tampon A. Un gradiente lineal de
0-100% de tampon B para 20 volumenes de columna, se utilizé para eluir las enzimas de la columna.

Se observo un Unico pico en el gradiente con una conc. de NaCl de -0,3 M

El SDS-PAGE de la aplicacion, el flujo a través de las fracciones y las fracciones que incluian la proteina eluida
mostraban que el fragmento liberado SEQ ID NO: 7 + SEQ ID NO: 8 que representaba el marcador de purificacion y
el enlazador con 3C de HRV14, estaba presente en el flujo a través, y el dominio de tipo PAL liberado (SEQ ID NO:
1) estaba presente en el pico principal Unico, eluido desde el gradiente. La pureza de la proteina eluida se estimo en
~90%, mostrando que el dominio de tipo PAL maduro se puede purificar con pureza elevada en solo dos etapas
cromatograficas.

Las fracciones que contenian enzima madura eluida (SEQ ID NO: 1) se agruparon entre si y se concentraron y se
desalaron en un tampén que contenia Tris 50 mM pH 7,5, 10% de glicerol, utilizando columnas Vivaspin MWCO
10.000 Da (Vivaspin) y se almacenaron a 20°C hasta su uso.

El Ejemplo 1 muestra que las enzimas PAL de la invencion se pueden preparar como una proteina soluble incluso
con variaciones en la region de 5 aa del extremo N-terminal de la proteina PAL.

Ejemplo 2

Clonacién, expresion de la proteina de fusién con la proteina ribosémica L9 como marcador de purificaciéon y el do-
minio de tipo PAL de Exiguobacterium sp. (cepa ATCC BAA-1283/AT1b) y purificacion de la proteina de fusién y del
dominio de tipo PAL maduro:.

La proteina 8 es un dominio de tipo PAL de Exiguobacterium (SEQ ID NO: 2) con un marcador de purificacion N-
terminal (SEQ ID NO 7) y un enlazador que contiene un sitio de la proteasa 3C de HRV14 (SEQ ID NO 8). La protei-
na de fusion tiene un peso molecular calculado de 56115 Da y el dominio de tipo PAL maduro tiene un peso molecu-
lar calculado de 37848,5 Da

Se prepararon las siguientes estructuras artificiales:

Nombre de la proteina | N° de plasmido Especie Pareja de fusion | Enlazador | Secuencia de tipo PAL
8 B Exiguobacterium | SEQIDNO:7 |SEQID NO: 8 SEQID NO: 2

Plasmido n°: H (Exiguobacterium): SEQ ID NO: 33
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ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGCGGCAGCGGTAGCGAAGTGCTGTTTCAGGGTCCGCGTACCGATCCGATTTITAA
AGATGAATATGATGAAAAAGCCAAAAGCAGCCGTTATACCAGCAGCTGGGTTTGGCCTGAAAAAG
ATAGCGTTAGCCATCGTGGTGGTGAAGGTAGCGGTGTTAGCACCAGCCCGAGCGGTTATGTTTA
TTATCTGCATCGTGGTGATGGTAGCTATGCAAATGAAGAACTGATTACCACCCCGACCATTACCG
TTTTTGATCCGAATACCAATGAAATTGTGGATGAATTTGGCGATAACCTGTTTCAGTCTCCGCATG
GTATTGAAGTTGATAGCCAGAATAATATTTGGGTGACCGATATTATGCTGAATAAAGTGTTTAAAC
TGGATGAACGTGGTAATGTTCTGGCCACCTTTGGTGATGATTATCGTCTGGGCACCGAAACCAGC
CTGCGTATTCGTAATGAACTGCCGAATTTTCCGGTTCCGATGAATGAATACACCTTTGCACGTCCG
ACCGATGTTACCGTTATGGAAGATGGCAGCTTTATTGTTGCAGATGGCTATCGCAATCATCGTATT
GTGAAATTTAATCGTGATGGCAATATTCAGTGGGAAGTTGATGCATATGGTAGCTCTGATGGCGA
ATTTAATCTGCCGCATGGCATTACCCATGATCAGAGCGGCAATATTTATGTTGCCGATCGCAATAA
TGCACGTATTCAGGTGTTTGATCAGGATGGTCAGCATCTGAGCACCTGGGATGATACCGAAATTG
GCCGTCCTTATGGAATCGATGCAGGCAATGATGGTAATATTTATCTGGTGGATGGTGGCGATTAT
CTGAATGGTGAACGTGAAACCCCGAAAAGCCAGATTGTTGTTCTGAGCCCGAAAGGTGAAGTTAT
TGAACGTTTTGGTAGCTGGGGTAACAAAATGGGTCAGCTGCGTATTCCGCATGATCTGACCGTGC
TGGAAGATGGTACAATTTTTGTTGCCGAACTGCTGAATGAACGTCTGCAGAAATTTACCATTACCG
AA

El plasmido H que codificaba la proteina 8 se obtuvo ligando un fragmento Xhol/BamHI sintético que codificaba el
enlazador y la region de tipo PAL en un pET11a que ya codificaba un marcador TAP (SEQ ID NO: 7) y realizando las
etapas de verificacion tal y como se describen en el ejemplo 1. La expresion a 30°C durante 3 horas y el analisis con
SDS-PAGE se realiz6 como se ha descrito en el Ejemplo 1.

Los niveles de expresion de la proteina 8 eran muy similares a los de las variantes de Erythrobacter. La proteina era
de nuevo muy soluble, sin detectarse casi ninguna proteina en la fraccion insoluble del lisado celular.

La captura mediante intercambio cationico, la escisién con 3C de HRV14 y la purificacién del dominio maduro de tipo
PAL de Exiguobacterium se realizé esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 1. Después de la captura en
SP Sefarosa FF, un pico principal eluia a una conc. de NaCl de -0,25 M y basandose en el analisis SDS-PAGE, la
captura era altamente eficaz, asi como la pureza inicial de la proteina de fusion purificada ~80%.

La purificacion de la proteina madura de tipo PAL de Exiguobacterium (SEQ ID NO: 2) después de la escision con la
proteasa 3C de HRV14 de la proteina de fusion reunida y concentrada (usando una relaciéon de enzima a sustrato de
1:25 durante una noche), se realizé con la misma eficacia que como se ha descrito en el Ejemplo 1. El dominio ma-
duro de tipo PAL eluyé de la columna de Q Sefarosa HP a una conc. de NaCl de -0,5 M (Fig. 4A). El analisis con
SDS-PAGE mostré que dos fragmentos correspondientes al dominio de tipo PAL maduro de Exiguobacterium (SEQ
ID NO: 2) (banda superior) y el marcador TAP liberado (SEQ ID NO: 7-SEQ ID NO: 8) (banda inferior) estaban pre-
sentes en la aplicacion (Fig. 4B). Después de la separacion mediante intercambio aniénico, el dominio maduro de
tipo PAL de Exiguobacterium se encontraba en el pico principal (fracciones 12-15) que eluia del gradiente y el mar-
cador liberado estaba presente en las fracciones de flujo a través (Fig. 4B).

Las fracciones que contenian enzimas eluidas se agruparon entre si y se concentraron de forma activa y se desala-
ron en un tampoén que contenia Tris 50 mM pH 7,5, usando columnas Vivaspin MWCO 10.000 Da (Vivaspin) y se
almacenaron a 20°C hasta su uso.

Ejemplo 3

Clonacién, expresion y purificacion de la proteina de fusién con la proteina ribosémica L9 como marcador de purifi-
cacién y el dominio de tipo PAL de Chthoniobacter flavus Ellin428

La proteina 9 es una Chthoniobacter flavus Ellin428 (SEQ ID NO: 3) con un marcador de purificacion N-terminal
(SEQ ID NO: 7) y un enlazador que contiene un sitio de la proteasa 3C de HRV14 (SEQ ID NO: 8). La proteina de
fusion tiene un peso molecular calculado de 51650,4 Da y el dominio de tipo PAL maduro con Gly-Pro N-terminal
tiene un peso molecular calculado de 33383,3 Da

Se prepararon las siguientes estructuras artificiales:

Nombre de la proteina | N° de plasmido Especie Pareja de fusion Enlazador | Secuencia de tipo PAL
9 I Chthoniobacter | SEQ ID NO:7 |SEQID NO: 8 SEQID NO: 3
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Plasmido n°: | (Chthoniobacter): SEQ ID NO: 34
ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTT CAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGCGGCAGCGGTAGCGAAGTGCTGTTTCAGGGTCCGGAAAGCCGTTATGAAGTTGT
TCCGCATTGGCCTGTTCTGCCGGAAGGTCGTAGCCTGGGTGTTTGTGCAGGTGTTGGTGTTGATA
GCCATGGTAATGTGTTTGTGTTTCATCGTAATGAACGTAATTGGACCGCAGCATTTCCGGAAGAA
CCGATTGCAGAACCGACCATTTCTGTTTTTGATGGTCAGAGCGGCAAACTGCTGACCGAATGGGG
TGCAGGTGAATTTATTATGCCGCATGGTCTGACCCTGGATCGTGAAGATAATGTTTGGCTGACCG
ATGTTGGTCGTCAGCAGGTTTTTAAATATGCCCATGATGGTCATCTGCTGCTGACCCTGGGTGAA
CGTGGTGTTGCAGGTAGCGATCAGACCCATTTTAATCTGCCGACCGATGTTGCAGTGCTGCCTGA
TGGAAGCTTTTATGTGTCTGATGGCTATCGTAATACCCGTGTGGTTAAATTTGATGCCGCAGGCC
ATTATCAGTTITGAATGGGGTGGTAAAGGCACCGAACCGGGTAAATTTCGTCTGCCTCATGGAGTT
GCAGTTGATTCTCATGGTCGTGTTTTTGTTTGCGATCGTACCAATAGCCGTCTGCAGGTTTTTGAT
CCGAAAGGTAAATTTCTGGCCGAATGGAAAGGTCCGCAGGTTGGTCGTCCGTATGGTGTTAGCG
TTGCAGCAAATGATCATGTGTTTGTGATTGATGGTGGTGATCAGCTGCCGAATCAGCCGGAACAT
GCAAAAGCAGTTGAACTGGACCCTGAAGGTAATGTTGTTCCGCGTTTTGGTAGCTATGGTCGTGA
TCCGGGTCAGTTTCAGCTGGGTCATGATATTGCAGTTGCACCGGATGGTTCTGTTTATGTTGGTG
ATGCCAAAGGTAAACGCGTTCAGAAATTTGTTCCGGTGCATCCG

El plasmido | que codificaba la proteina 9 se obtuvo ligando un fragmento sintético Xhol/BamHI que codificaba el
enlazador y la region de tipo PAL en un pET11a que ya codificaba un marcador de purificacion (SEQ ID NO 7) y se
realizaron las etapas de verificacion descritas en el Ejemplo 1. La expresion a 30°C durante 3 horas y el analisis por
SDS-PAGE se realizd6 como se han descrito en el Ejemplo 1.

Los niveles de expresion de la proteina 9 eran menores que los de las variantes de tipo PAL de Erythrobacter y
Exiguobacterium. Sin embargo, la proteina era predominantemente soluble a pH neutro.

Mediante una captura con intercambio catiénico en SP Sefarosa FF, se observé un pico principal a una conc. de
NaCl de ~0,25 M. La captura sin embargo era menos eficaz que la observada para los dos dominios anteriores,
aunque la pureza era comparativamente alta, basandose en el analisis con SDS-PAGE.

Las fracciones que contenian enzimas eluidas se agruparon y se concentraron de forma activa y se desalaron en un
tampodn que contenia Tris 50 mM pH 7,5 usando columnas Vivaspin MWCO 10.000 Da (Vivaspin) y se almacenaron
a 20°C hasta su uso.

Ejemplo 4

Clonacién, expresion y purificacién de la proteina de fusién con la proteina ribosémica L9 como marcador de purifi-
cacién y el dominio de tipo PAL de Planctomyces mares DSM 8797

La proteina 10 es un dominio de tipo PAL de Planctomyces DSM 8797 (SEQ ID NO: 4) con un marcador de purifica-
cion N-terminal (SEQ ID NO: 7) y un enlazador que contiene un sitio para la proteasa 3C de HRV14 (SEQ ID NO 8).
Para el dominio de tipo PAL de Planctomyces, los dos residuos Cys que aparecian en la secuencia de tipo silvestre,
se sustituyeron por un residuo de alanina y valina.

La proteina de fusion tiene un peso molecular calculado de 48678, 56 Da y el dominio de tipo PAL maduro con Gly-
Pro N-terminal tiene un peso molecular calculado de 30411,4 Da.

Se prepararon las siguientes estructuras artificiales:

Nombre de la proteina | N° de plasmido Especie Pareja de fusion Enlazador Secuencia de tipo PAL

10 J Planctomyces | SEQID NO:7 |SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 4

Plasmido n°: J Planctomyces: SEQ ID NO: 35
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ATGAAAGTGATTCTGCTGCGTGATGTGCCGAAAATTGGCAAAAAAGGCGAAATCAAAGAAGTGA
GCGACGGCTACGCGCGTAACTATCTGATTCCGCGTGGCTTTGCGAAAGAATATACCGAAGGCCT
GGAACGTGCGATTAAACACGAAAAAGAAATCGAAAAACGCAAAAAAGAACGCGAACGTGAAGAA
AGCGAAAAAATCCTGAAAGAACTGAAAAAACGTACCCATGTGGTGAAAGTGAAAGCGGGCGAAG
GCGGCAAAATTTTTGGCGCGGTGACCGCGGCGACCGTGGCGGAAGAAATTAGCAAAACCACCG
GCCTGAAACTGGATAAACGCTGGTTCAAACTGGACAAACCGATTAAAGAACTGGGCGAATATAGC
CTGGAAGTGAGCCTGCCGGGTGGCGTGAAAGATACCATTAAAATTCGCGTGGAACGCGAAGAAA
GCTCGAGCGGTGGTAGCGGTAGCGAAGTTCTGTTTCAGGGTCCGGCAGATAAAATTGATTTTGA
ACCGGCAGCCATTAATATTGAACTGCCGGAAGGTCTGGCACTGGGTCCTGCAAGCGCAGTTGAT
TTTGATAGCAAAGGTCGCATGTACCTGTTTCATCGTGGTCCGCAGCCGATTCTGGTTTTTGATCAG
AGCGGTAAATTIGTTCGTAGCTGGGGTGATAAACTGATTAGCCAGGCACATGGCTTAAGAGTTGC
ACCGGATGAAACCATITGGGTTACCGATATTGGCAACCACATGGTGTITCAGTTTAACCCGGAAG
GTAAACTGCTGCTGGCCCTGGGTCAGGCAGGTAAACCGGGTGATAGCCAGGATCAGTTTAATAA
ACCGACCGATATTGCATTTGGTCCGCAGGGCGAATTCTATATTTCTGACGGCTATGGTAATAGCC
GTGTGATGAAATTTGCAGCCAATGGTAAAAATCTGGGTCAGTGGGGTACACCGGGTAAAGGTCC
GGGTGAATTTAATCTGCCGCATAGCATTCTGGTTGATGCAAAAGGTCGTGTTCTGGTTGGTGATC
GTGAAAATGATCGCGTGCAGATCTTTGATCTGGAAGGCAATCTGCTGGAAATTTGGACCGGTTTT
GCACCGTATGGTATGGAATTTGATAGCCGTGGTAACCTGTTTGTTGCAGATGGTCGTGCAAATAA
AGTTCTGCAGCTGAATGCAAGCGGTAAAGTTGAAAATAGCTGGGGTAAAACCGGCAAAGAACCG
GGTGAGTATAACCTGCCTCACATGCTGGCAGTCGACGCAGCAGGCAACCTGTTTGTGACCGAAA
TTGGTGGTAAACGTCTGCAGAAACTGCAGCGCAAA

El plasmido J que codificaba la proteina 10 se obtuvo ligando un fragmento sintético Xhol/BamHI que codificaba el
enlazador y la region de tipo PAL en un pET11a que ya codificaba un marcador de purificacion (SEQ ID NO 7) y se
realizaron las etapas de verificacion descritas en el Ejemplo 1. La expresion en BL21(DE3) dio como resultado una
proteina con una masa molecular esperada, como se determind por analisis LC-MS tal y como se ha descrito en el
Ejemplo 1, y los niveles de expresion y las caracteristicas de solubilidad elevada de la proteina 10 eran similares a
las de las variantes de Erythrobacter descritas en el Ejemplo 1.

La captura por intercambio catiénico se realiz6 como se ha descrito en el Ejemplo 1. Después de la captura en SP
Sefarosa FF, se observo un pico principal a una conc. de NaCl de ~0,25 M y basada en un analisis por SDS-PAGE.
La captura era eficaz con cantidades muy bajas de proteina detectada en el flujo a través y la pureza de la proteina
del pico principal se estimé en -80%.

Las fracciones que contenian enzimas eluidas se agruparon y se concentraron de forma activa y se desalaron en un
tampoén que contenia Tris 50 mM pH 7,5 usando columnas Vivaspin MWCO 10.000 Da (Vivaspin) y se almacenaron
a 20°C hasta su uso.

Ejemplo 5

Ensayo de la actividad enzimatica para estimar la conversion de acido a-hidroxi hipurico y benzamida

Reaccion enzimatica:

Un ensayo enzimatico para medir la actividad de PAL se ha descrito previamente (Katopodis AG et al.: Biochemistry.
(1990) 29(26):6115-20), el cual mide la conversion de acido a-hidroxi hiparico a benzamida. Con el fin de someter a
ensayo la capacidad de los dominios PAL para convertir acido a-hidroxi hipurico a benzamida, las reacciones en-
zimaticas se configuraron del modo siguiente:

Enzima (descrita en los ejemplos anteriores): ~ 0,2 mg/ml
acido a-hidroxi hipurico (Sigma): 1 mg/ml

Zn;S04: 1 MM

Tampén: MES pH 5,5 o Tris pH 7,5: 100 mM

La reaccion se incub6 durante 3 horas a 37°C y los picos correspondientes a acido a-hidroxi hipurico y a benzamida
se evaluaron después de la separacion utilizando UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) en lugar de la
HPLC descrita anteriormente.

Condiciones de separacién de la UPLC

Configuracién del instrumento Waters ACQ-TUV:
Columna: UPLC BEH300 C18, 1,7 mm, columna de 2,1 x 150 mm de Waters (parte n°® 186003687)
Disolvente A: 0,1% de TFA,
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Disolvente B: 90% de MeCN, 0,1% de TFA (v/v)

Tabla del gradiente

Etapa Tiempo (min) Caudal % de A % de B Curva

1 inicial 0,3 95 5

2 5 0,3 85 15 6
3 5,50 0,3 10 90 6
4 6,50 0,3 10 90 6
5 7 0,3 95 5 6
6 8 0,3 95 55 6
7 20 0,020 95 5 11

El analisis por UPLC de los niveles de acido a-hidroxi hipurico sintético y benzamida que representaban a-
hidroxiglicina y a-amida, respectivamente, después de la incubacién con enzimas, indica si las enzimas pueden
convertir una a-hidroxiglicina a un grupo a-amida. Un aumento en el area del pico de benzamida en comparacion
con el area del pico de acido a-hidroxi hipurico, en comparacién con un control sin enzima, verifica que la enzima
tiene actividad PAL. Basandose en el analisis semicuantitativo de las areas por debajo de los picos que representa-
ban el acido a-hidroxi hipurico y la benzamida, se verifico que las cuatro enzimas (proteina 3, proteina 8, proteina 9y
proteina 10) pueden catalizar la transformacion de a-hidroxiglicina a a-amida. Los dominios de tipo PAL de Erythro-
bacter y Exiguobacterium (proteina 3 y proteina 8) son predominantemente activos a pH mas alto (pH 7,5), mientras
que los dominios de tipo PAL de Chthoniobacter y Planctomyces eran significativamente mas activos a pH bajo (pH
5,5), lo que indica las diferencias en el pH éptimo para las enzimas (como se ejemplifica para los dominios de tipo
PAL de Erythrobacter y Chthoniobacter mostrados en la Fig. 5). Un analisis de variantes maduras y marcadas con
TAP de la proteina de tipo PAL de Erythrobacter (proteina 3) y de la proteina de tipo PAL de Exiguobacterium (pro-
teina 8) muestra que las proteinas de tipo PAL marcadas con TAP son enzimas funcionales con actividades compa-
rables a las enzimas maduras sin una pareja de fusion N-terminal (SEQ ID NO: 7) (Fig. 5).

Ejemplo 6:

Prueba de la actividad de dominios de tipo PAL sobre un sustrato analogo de amilina extendido con Gly C-terminal
marcado con TAP, co-tratado con PHM de rata.

Con el fin de someter a ensayo si los dominios bacterianos de tipo PAL son adecuados para la a-amidacion de
péptidos recombinantes extendidos con Gly de forma C-terminal, las reacciones enzimaticas se prepararon con
dominios bacterianos de tipo PAL y un dominio PHM de rata (Rattus norvegicus) bien conocido. Se utilizé el dominio
PHM de rata (que comprendia la secuencia de aminoacidos 36 a 497 de la secuencia de PAM de rata de 976 aa de
longitud completa) para facilitar la formacion de una a-hidroxiglicina C-terminal que se purificd después de una ex-
presién recombinante transitoria en células HEK293 esencialmente como se ha descrito en Husten EJ et al. (1993)
J. Biol. Chem.; 268(13): 9709-17.

Se disefid un sustrato peptidico modelo, relevante para las enzimas que comprendia una secuencia como se repre-
senta en SEQ ID NO: 17. El péptido consiste en un marcador TAP N-terminal que comprende la proteina ribosémica
L27 de T. maritima, un enlazador intercalado con un sitio para enterocinasa y un analogo de amilina humana con
una extension Gly C-terminal (que contiene las siguientes sustituciones de aminoacidos: Val17His, Ala25Pro,
Ser28Pro y Ser29Pro). En un fragmento génico que comprendia esta secuencia se optimizaron los codones para
una expresion en E. coliy se ligd en un vector pET11a y se expresé a 30°C durante 3 horas en BL21(DE3). La puri-
ficacion se realizé6 usando una columna de SP Sefarosa FF con tampones y configuraciones fundamentalmente
como se describen en el Ejemplo 1. Las fracciones se agruparon y se concentraron de forma activa en un tampén
que contenia Tris 100 mM pH 7,5 a una conc. de 0,3 mg/ml.

El péptido modelo se incubd con los dominios de tipo PAL y otros componentes pertinentes, tal y como se describe a
continuacion.

5 pL de PHM-His de rata (0,15 mg/ml)
5 pL de dominio de tipo PAL (proteina 3 (0,4 mg/ml) o proteina 10 (0,6 mg/ml))
10 uL de Tris 100 mM pH 7,5

Acido ascorbico 10 mM
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ZnS0O4 10 uM

CuS0O; 10 uM

30 pg/ml de catalasa

30 pL de analogo de amilina marcado con TAP ((V17H) (0,3 mg/ml)

Las muestras se incubaron a 37°C y la reaccion enzimatica se detuvo con 3 pL de acido acético al 100% y se anali-
zaron después de 1 h,2hy4 hy 5 h por LC-MS en columnas Poroshell C8 SB300 de 1 mm x 7,5 mm de fase inver-
sa mediante LC-MSD-TOF como se ha descrito en el Ejemplo 1.

Las masas isotdpicas promedio previstas para el precursor de la proteina modelo SEQ ID NO 17 se calcularon (la
metionina iniciadora se elimina con metionina aminopeptidasa de E. coli, debido a una alanina en la segunda posi-
ciéon de SEQ ID NO: 17):

Forma precursora (que contiene un residuo Gly C-terminal): 13934,66 Da

La forma intermedia (que comprende una a-hidroxiglicina C-terminal): 13951 Da
Forma alfa amidada en C-terminal: 13876,62 Da

Después del tratamiento del péptido modelo con PHM de rata durante 2 horas, solo se observé que la gran
mayoria del péptido modelo estaba en la forma intermedia que comprendia una a-hidroxiglicina en el extremo
C-terminal, tal y como se determind por analisis LC-MS (Fig. 6B). Una pequefia cantidad de producto amida-
do en alfa también aparecié debido a una conversiéon espontanea, tal y como se observd para sustratos sinté-
ticos obtenidos a partir de benzamida en el Ejemplo 5. Sin embargo, después de la adicién del dominio de ti-
po PAL, se observé una conversion significativa en la proteina amidada en alfa, pero con diferencias en la ac-
tividad especifica de las dos enzimas sometidas a ensayo. Con la proteina 10 se observé una conversion to-
tal del precursor después de una incubacién durante 1 h-2 h, utilizando las condiciones de incubacién descri-
tas (Fig. 6C). En comparacion, una conversion casi completa a la forma amidada en alfa requeria 5 horas de
incubacioén con la enzima de la proteina 3 (Fig. 6D y 6F). Todos estos datos juntos muestran que los dominios
bacterianos de tipo PAL pueden catalizar la conversién de un precursor de la proteina recombinante con ex-
tension de Gly C-terminal, a una proteina totalmente amidada en alfa C-terminal, en presencia de una enzima
con actividad PHM.

Ejemplo 7:

Prueba de la actividad de dominios de tipo PAL sobre un sustrato de un analogo de amilina, pramlintida, extendido
con Gly C-terminal marcado con TAP

Dominios de tipo PAL bacterianos se sometieron a ensayo en el analogo peptidico de amilina humana extendido con
Gly C-terminal, denominado pramlintida (que contiene las siguientes sustituciones de aminoacidos: Ala25Pro,
Ser28Pro y Ser29Pro) (SEQ ID NO: 25), que se obtuvo por sintesis de péptidos en fase sdlida y se liofilizd después
de la purificacion. Las masas isotépicas promedio tedricas de las tres formas de Pramlintida son:

Pramlintida con extension de Gly: 4007,5 Da

Pramlintida con extension de alfa hidroxiglicina: 4023,5 Da

Pramlintida amidada en alfa: 3949,4 Da

SEQ ID NO: 25: KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSNTYG

Preparacion de Pramlintida extendida en el extremo C-terminal con alfa-hidroxi glicina usando PHM de rata

Pramlintida sintética con extension de Gly C-terminal se disolvié en Tris 100 mM Tris pH 7,5, hasta una concentra-
cion final de 1 mg/ml. La solucién se incubd con el dominio PHM de rata (utilizado en el Ejemplo 6) utilizando una
relacion de enzima frente a sustrato de 1:20 (p/p), tal y como se describe en la tabla siguiente:

PHM Pramlintida CuSOg4 (uM) Catalasa ug/ml Acido ascérbico (mM)
0,2 mg 4 mg 5 20 10

La reaccion se llevo a cabo a 37°C durante 2 h y luego se detuvo mediante la adicion de TFA hasta una concentra-
cion final de 0,1%. Después de la reaccion, se analizaron 20 ul de muestra procedente de la mezcla de reacciéon
mediante LC-MS (esencialmente como se ha descrito en el ejemplo 6, excepto que se utilizé una columna de fase
inversa C18) y se verificd que se obtenia la forma alfa-hidroxiglicina intermedia de pramlintida.
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La muestra tratada con PHM de rata se purific6 mediante HPLC preparativa de fase inversa C18 usando una colum-
na Agilent Zorbac C18 Extend en un instrumento de HPLC Agilent 1100 con las condiciones y los gradientes de
acetonitrilo que figuran en la tabla siguiente.

Tampén A: 95% de H20 5% de ACN 0,1% de TFA
Tampon B: 70% de ACN 20% de isopropanol 0,1% de TFA.

Tiempo (min) | % de B | Caudal (ml/min)

0 0 0,3
4 0 0,3
4,5 10 0,3
15 100 0,3
16 100 0,3
17 10 0,3
20 10 0,3

El producto intermedio de Pramlintida extendido con alfa-hidroxiglicina C-terminal se purificé. Después de la recogi-
da del péptido y la agrupacion de fracciones relevantes, la muestra se sec6 empleando una centrifuga Therm
DNA120 Speed Vac y el péptido se volvio a disolver en 1 ml de tampon Tris 100 mM pH 7,5. La cantidad final de
Pramlintida extendida con alfa-hidroxiglicina se midié por absorcion de UV280 y la concentracion se ajusté a 0,5
mg/ml de péptido.

Estimacién de la actividad del dominio bacteriano de tipo PAL en el péptido intermedio de Pramlintida con alfa-
hidroxiglicina

Con el fin de someter a ensayo la actividad de los dominios de tipo PAL (SEQ ID NO: 1, 2, 3 y 4), se realizaron las
siguientes reacciones en tampon Tris 100 mM 7,5, empleando SEQ ID NO: 25 alfa-hidroxilada preparada como
sustrato peptidico:

Dominio de tipo PAL (ug) | Pramlintida_Gly (OH) (ug y mg/ml) | ZnSO4 (uM) | Relacién entre enzima y sustrato (p/p)

2 50 ug 0,5 mg/ml 0,5 25

1 50 ug 0,5 mg/ml 0,5 50
0,5 50 ug 0,5 mg/ml 0,5 100
0,1 25 0,5 mg/ml 0,5 250
0,05 25 0,5 mg/ml 0,5 500
0,02 25 0,5 mg/ml 0,5 1250

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante 1 h y se detuvieron mediante la adicion de TFA al 0,1% antes
del analisis LC-MS y después se analizé la muestra mediante LC/MS.

Se observaron dos picos principales en los espectros desconvolucionados que representaban el producto intermedio
de alfahidroxi-glicina y Pramlintida totalmente alfa-amidada.

Los cuatro dominios de tipo PAL bacteriana podian convertir el producto intermedio de Pramlintida con alfa-hidroxi
glicina a Pramlintida alfa-amidada. Los dominios de tipo PAL de Erythrobacter (Fig 7A) y Planctomyces (Fig 7B) eran
significativamente mas eficaces en la catdlisis de la reaccion, ya que podian convertir totalmente el sustrato del
péptido a péptido alfa-amidado usando una relacion entre enzima y sustrato de 1:100, en las condiciones del ensa-
yo. PAL de Exiguobacterium (Fig 7C) y Chthoniobacter (Fig 7D) no eran capaces de convertir todo el sustrato de
péptido en péptido alfa amidado, pero tal y como se observaba para las intensidades de pico relativas de 4023
(Pramlintida extendida con alfa-hidroxi glicina) y 3948 Da (Pramlintida alfa-amidada) se puede concluir que cataliza-
ban la reaccion, pero con una tasa mas lenta que requeria mayores concentraciones de enzima. La diferencia entre
los dos conjuntos de dominios de tipo PAL puede ser debida a la diferencia observada en la preferencia de pH des-
crita en el ejemplo 5.

Los resultados proporcionan una evidencia de que los cuatro dominios bacterianos de tipo PAL tienen actividad liasa
alfa-amidante de peptidil hidroxiglicina y pueden catalizar la misma reaccién tal y como se ha descrito anteriormente
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para PAL eucariota sobre un sustrato peptidico tipico, que requiere una alfa amidacién para obtener una actividad
bioldgica.

Ensayos
Ensayo (I)
Evaluacion de la actividad

La actividad de la enzima PAL se puede medir tal y como se ha descrito en el Ejemplo 5. La actividad de la enzima
PAL se puede mostrar mediante una medicion de la conversion de acido a-hidroxihipurico en benzamida, tal y como
se describe en Katopodis AG et al., Biochemistry. 1990, 29(26):6115-6120. En lugar de utilizar el método de HPLC
como se ha descrito, es ventajoso utilizar el método UPLC adaptado. Las condiciones para el método UPLC de
describen en el ejemplo 5.

LISTADO DE SECUENCIAS
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un péptido a-amidado que comprende las etapas de: (i) permitir que un péptido diana
con un residuo de glicina C-terminal reaccione tanto con una monooxigenasa alfa-hidroxilante de peptidilglicina
(PHM) como con un polipéptido procedente de un organismo procariota con actividad liasa alfa-amidante de peptidil-
a-hidroxiglicina (PAL), en condiciones adecuadas para la actividad enzimatica, en donde la reaccién con dicha PHM
y dicho polipéptido en dicho péptido diana se lleva a cabo ya sea en dos etapas distintas o simultaneamente; (ii)
recuperar el péptido a-amidado en el extremo C-terminal.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido procedente de un organismo procariota tiene una
secuencia de aminoacidos que no comprende residuos de cisteina, o como maximo 1 residuo de cisteina o como
maximo 2 residuos de cisteina.

3. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que dicho polipéptido es la enzima de tipo silvestre.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que dicho polipéptido comprende de 1-30 modifica-
ciones de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de tipo silvestre.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho polipéptido procedente de un organismo
procariota con actividad liasa alfa-amidante de peptidil-a-hidroxiglicina (PAL) se ha expresado en una E. coli recom-
binante.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el polipéptido procedente de un organismo
procariota se ha preparado sin una etapa de replegamiento para obtener actividad catalitica.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que estan presentes iones cu® y/o acido ascérbico
cuando se utiliza dicho polipéptido.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la enzima PHM es de un organismo mamifero.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que dicho péptido diana se selecciona a partir del
grupo que consiste en amilina, neuropéptido Y (NPY), péptido YY (PYY), PYY-3-36, polipéptido pancreatico (PP),
péptido similar a glucagén (GLP-1), gastrina, calcitonina, péptido relacionado con calcitonina (CGRP), péptido libe-
rador de gastrina, vasopresina, oxitocina, neuroquinina A, secretina, pancreastatina, pro-opiomelanocortina (POMC),
hormona estimulante de melanocitos alfa (MSH alfa), hormona estimulante de melanocitos gamma (MSH gamma 1)
y péptido bisagra amidado (HP-N) o analogos funcionales de los mismos.
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Fig. 2/7
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Fig. 4/7
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Fig. 5A1/7
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Fig. 5A3/7
-TAP, MES pH5.5
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Fig. 6/7
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