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DESCRIPCION

Método para producir proteinas en Pichia pastoris que carecen de actividad de uniéon cruzada detectable a
anticuerpos frente a antigenos de célula hospedadora

Antecedentes de la invenciéon
(1) Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para producir proteina y glicoproteinas en Pichia pastoris que carecen de
actividad de uniéon cruzada detectable a anticuerpos formados frente a antigenos de célula hospedadora. En
particular, la presente invencion se refiere al uso de cepas de Pichia pastoris recombinantes que no presentan una
actividad de B-manosiltransferasa 2 con respecto a un N-glicano u O-glicano y no presentan al menos una actividad
seleccionada entre el grupo que consiste en actividad de B-manosiltransferasa 1, 3 y 4 con respecto a un N-glicano u
O-glicano. Estas cepas de Pichia pastoris recombinantes pueden producir proteinas y glicoproteinas que carecen de
restos de B-manosa resistentes a a-manosidasa detectables en las mismas. La presente invencion también se
refiere a métodos para producir eritropoyetina humana bi-sialilada en Pichia pastoris que carece de actividad de
unién cruzada a anticuerpos frente a antigenos de célula hospedadora.

(2) Descripcion de la técnica relacionada

La capacidad de producir proteinas humanas recombinantes ha dado lugar a grandes avances en atencion de la
salud humana y sigue siendo un area activa de descubrimiento de farmacos. Muchas proteinas terapéuticas
requieren la adicién postraduccional de glicanos a restos de asparagina especificos (N-glicosilacion) de la proteina
para asegurar la actividad de estructura-funcién adecuada y la posterior estabilidad en suero humano. Para uso
terapéutico en seres humanos, las glicoproteinas requieren una N-glicosilacién similar a la humana. Las lineas de
células de mamiferos (por ejemplo, células CHO, células de retina humana) que puede imitar el procesamiento de
glicoproteina similar a la humana tienen varios inconvenientes que incluyen titulos bajos de proteinas, tiempos de
fermentacion largos, productos heterogéneos y contencion viral continuada. Por lo tanto, es deseable usar un
sistema de expresion que no solamente produzca titulos elevados de proteina con tiempos de fermentacién cortos,
sino que también pueda producir glicoproteinas similares a las humanas.

Los hospedadores fungicos tales como la levadura metilotréfica Pichia pastoris tienen claras ventajas para la
expresion de proteina terapéutica, por ejemplo, no secretan cantidades elevadas de proteinas endégenas, estan
disponibles promotores inducibles fuertes para la produccion de proteinas heterélogas, se pueden cultivar en medios
quimicos definidos y sin el uso de sueros de animal y pueden producir titulos elevados de proteinas recombinantes
(Cregg et al., FEMS Microbiol. Rev. 24: 45-66 (2000)). Sin embargo, las proteinas glicosiladas expresadas en P.
pastoris por lo general contienen azlUcares de manosa adicionales que dan como resultado glicanos de "alta
manosa", asi como grupos manosilfosfato que transmiten una carga negativa sobre las glicoproteinas. Las
glicoproteinas con cualquiera de glicanos de alta manosa o mananos cargados presentan el riesgo de provocar una
respuesta inmunolégica no deseada en los seres humanos (Takeuchi, Trends in Glycosci. Glycotechnol. 9: S29-S35
(1997); Rosenfeld y Ballou, J. Biol. Chem. 249: 2319-2321 (1974)). Por consiguiente, es deseable producir
glicoproteinas terapéuticas en células hospedadoras fungicas en las que el patron de glicosilacion en la glicoproteina
sea idéntico o similar a que se produce en glicoproteinas producidas en seres humanos y que no tengan -
manosilacién detectable.

Como se pone en evidencia mediante la presencia de anticuerpos protectores en individuos no infectados, es
probable que los mananos unidos en 8 sean inmunogénicos o que afecten de forma adversa al individuo al que se le
administra una proteina o glicoproteina terapéutica que comprende mananos unidos en 3. Ademas, los grupos de
manosa expuestos en las proteinas terapéuticas se eliminan rapidamente por los receptores de manosa de las
células de macréfago, lo que da como resultado una baja eficacia del farmaco. Por lo tanto, la presencia de restos de
de manosa unidos en 3 en glicanos unidos a N u O de proteinas terapéuticas heterologas expresadas en un
hospedador fungico, por ejemplo, P. pastoris, no es deseable debido a su potencial inmundgeno y su capacidad para
unirse a factores de eliminacién.

Se ha informado que las glicoproteinas preparadas en P. pastoris contienen restos de manosa unidos en 3. En 2003,
Trimble et al. (Glycobiol. 14: 265-274, Epub 23 de diciembre) informaron de la presencia de restos de manosa unidos
en B-1,2 en la lipasa estimulada por sales biliares humana recombinante (hBSSL) expresada en P. pastoris. Los
genes que codifican varias B-manosiltransferasas se han identificado en Pichia pastoris y Candida albicans (Véase
el documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.465.577 y Mille et al., J. Biol Chem 283: 9724-9736 (2008)).

A la vista de lo mencionado anteriormente, hay una necesidad de proporcionar métodos para preparar proteinas o
glicoproteinas terapéuticas recombinantes en levadura metilotréfica tal como Pichia pastoris que carezcan de
epitopos que pudieran provocar una reaccién adversa en un individuo al que se le administra la proteina o
glicoproteina terapéutica recombinante. Un método para determinar si una proteina o glicoproteina terapéutica
recombinante proporciona un riesgo de provocar una reaccion adversa cuando se administra a un individuo es poner
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en contacto la proteina o glicoproteina terapéutica recombinante con un anticuerpo preparado frente a los antigenos
totales de la célula hospedadora. Esto es de particular preocupacion para las proteinas o glicoproteinas destinadas a
la administracién cronica. La falta de unién cruzada al anticuerpo indica que la proteina o glicoproteina terapéutica
recombinante carece de actividad de unidén cruzada detectable al anticuerpo y es poco probable que provoque una
reaccion adversa cuando se administra a un individuo. Por lo tanto, existe una necesidad de métodos para producir
una proteina o glicoproteina terapéutica recombinante que carezca de actividad de unién cruzada detectable al
anticuerpo y que sea poco probable que provoque una reaccién adversa cuando se administra a un individuo.

Breve sumario de la invencion
La invencion se expone en las reivindicaciones.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir una glicoproteina recombinante en Pichia
pastoris que carece de actividad de union cruzada detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de
célula hospedadora, que comprende:

(a) proporcionar una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante que no presente ninguna actividad de
B-manosiltransferasa 1, 2, 3 y 4 con respecto a un N-glicano u O-glicano, en la que los genes de [-
manosiltransferasa 1, 2 y 3 han experimentado delecién o interrupcion, en el que la célula hospedadora incluye
una molécula de acido nucleico que codifica la glicoproteina recombinante

(b) cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones eficaces para expresar la glicoproteina
recombinante; y

(c) recuperar la glicoproteina recombinante del medio para producir la glicoproteina recombinante que carece de
actividad de union cruzada detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora.

En el presente documento se describe el método en el que la actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos
preparados frente a antigenos de célula hospedadora se determina en un ELISA de sandwich.

En el presente documento se describe el método en el que la actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos
preparados frente a antigenos de célula hospedadora se determina en una transferencia de Western.

En el presente documento se describe el método en el que la glicoproteina recombinante es una glicoproteina
terapéutica.

En el presente documento se describe el método en el que la glicoproteina terapéutica se selecciona entre el grupo
gue consiste en eritropoyetina (EPO); citoquinas tales como interferén a, interferén f, interferéon vy, e interferén w; y
factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF); GM-CSF; factores de coagulacion tales como factor VIII,
factor IX y proteina C humana; antitrombina 1ll; trombina; cadena a de receptor de IgE soluble; inmunoglobulinas
tales como IgG, fragmentos de IgG, fusiones de IgG, e IgM; inmunoadhesiones y otras proteinas de fusiéon de Fc
tales como proteinas de fusién a receptor de TNF-Fc solubles; proteinas de fusidon de RAGE-Fc; interleuquinas;
uroquinasa; quimasa; e inhibidor de urea y tripsina; proteina de union a IGF; factor de crecimiento epidérmico; factor
de liberacion de hormona de crecimiento; proteina de fusion de anexina V; angiostatina; factor 2 de crecimiento
endotelial vascular; factor 1 inhibitorio de precursor mieloide; osteoprotegerina; a-1-antitripsina; a-feto proteinas;
DNasa Il; kringle 3 de plasmindgeno humano; glucocerebrosidasa; proteina 1 de unién del TNF; hormona
foliculoestimulante; antigeno 4 - Ig asociado a linfocitos T citotdxicos; activador transmembrana y modulador de
calcio y ligando de ciclofilina; proteina 1 de tipo glucagon; y agonista de receptores de 1L-2

En el presente documento se describe el método en el que la célula hospedadora estd modificada por ingenieria
genética para producir glicoproteinas que tengan N-glicanos similares a los humanos.

En el presente documento se describe el método en el que la célula hospedadora esta modificada por ingenieria
genética para producir glicoproteinas que tengan predominantemente un N-glicano seleccionado entre
MansGIcNAcz, GIcNAcMansGIcNAC:, GalGIcNAcMansGIcNAcz, NANAGalGIcNAcMansGIcNAc,
GlcNAcMansGIcNAc2, GlcNAc(1-4)MansGIcNAcz,  Gal(1-4)GIcNAc(14)MansGIcNAc2  y  NANA(1-4)Gal(1-4) GIcNAC(-
4)Man3GIcNAc:.

En otro aspecto, se describe el método de la presente invencién para producir una eritropoyetina humana madura en
Pichia pastoris que comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en éacido sidlico y que no
tiene actividad de union cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora, que
comprende:

(a) proporcionar una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante modificada por ingenieria genética
para producir N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y no presenta ninguna actividad de (-
manosiltransferasa 1, 2, 3 y 4 con respecto a un N-glicano u O-glicano, en la que los genes de {-
manosiltransferasa 1, 2 y 3 genes han experimentado delecion o interrupcion, en el que la célula hospedadora
incluye dos 0 mas moléculas de acido nucleico, cada una codificando una proteina de fusion que comprende una
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eritropoyetina humana madura fusionada con un péptido sefial que se dirige al RE y que se retira cuando la
proteina de fusion esta en el RE;

(b) cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones eficaces para expresar y procesar la primera y
segunda proteinas de fusion; y

(c) recuperar la eritropoyetina humana madura del medio para producir la eritropoyetina humana madura que
comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad de
unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora.

En el presente documento se describe el método en el que el péptido sefial es un péptido sefial aMATpre de S.
cerevisiae o un péptido sefal de lisozima de pollo.

En el presente documento se describe el método en el que al menos una molécula de acido nucleico codifica una
proteina de fusion en la que la eritropoyetina esta fusionada con el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae y al
menos una molécula de acido nucleico codifica una proteina de fusién en la que la eritropoyetina esta fusionada con
el péptido sefal aMATpre de S. cerevisiae o un péptido sefal de lisozima de pollo.

En el presente documento se describe el método en el que los codones de la secuencia de acidos nucleicos de la
molécula de acido nucleico que codifica la eritropoyetina estan optimizados para su expresion en Pichia pastoris.

En el presente documento se describe el método en el que la actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos
preparados frente a antigenos de célula hospedadora se determina en un ELISA de sandwich.

En el presente documento se describe el método en el que la actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos
preparados frente a antigenos de célula hospedadora se determina en una transferencia de Western.

En el presente documento se describe el método en el que la recuperacién de la eritropoyetina humana madura que
comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en &cido sidlico y que no tiene actividad de
unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora del medio incluye una etapa de
cromatografia de intercambio catiénico.

En el presente documento se describe el método en el que la recuperacién de la eritropoyetina humana madura que
comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en &cido sidlico y que no tiene actividad de
unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora del medio incluye una etapa de
cromatografia con hidroxiapatita.

En el presente documento se describe el método en el que la recuperacién de la eritropoyetina humana madura que
comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad de
unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora del medio incluye una etapa de
cromatografia de intercambio aniénico.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, los términos "N-glicano" y "glicoforma" se usan indistintamente y se refieren
a un oligosacarido unido a N, por ejemplo, uno que esta unido por un enlace de asparagina-N-acetilglucosamina a
un resto de asparagina de un polipéptido. Las glicoproteinas unidas a N contienen un resto de N-acetilglucosamina
unido al nitrégeno de la amida de un resto de asparagina en la proteina. Los azucares predominantes encontrados
en las glicoproteinas son glucosa, galactosa, manosa, fucosa, N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina
(GIcNAc) y acidos sialico (por ejemplo, acido N-acetil-neuraminico (NANA)). El procesamiento de los grupos del
azucar se produce de forma cotranslacional en el lumen del RE y contintia de forma post-translacional en el aparato
de Golgi para glicoproteinas unidas a N.

Los N-glicanos tienen un nucleo de pentasacarido comin de MansGIcNAc: ("Man" se refiere a manosa; "GIc" se
refiere a glucosa; y "NAc" se refiere a N-acetilo; GIcNAc se refiere a N-acetilglucosamina). Los N-glicanos se
diferencian con respecto al nimero de ramificaciones (antenas) que comprenden azlcares periféricos (por ejemplo,
GlIcNAc, galactosa, fucosa y acido sidlico) que se afiaden a la estructura del nicleo de MansGIcNAc:2 ("Man3") que
también se denomina el "nucleo de trimanosa", el "nucleo de pentasacarido” o el "nucleo de paucimanosa”. Los N-
glicanos se clasifican de acuerdo con sus componentes ramificados (por ejemplo, alta manosa, complejo o hibrido).
Un N-glicano de tipo "alta manosa" tienen cinco o mas restos de manosa. Por lo general un N-glicano de tipo
"complejo" tiene al menos un GIcNAc unido a la rama de 1,3 manosa y al menos un GIcNAc unido a la rama de 1,6
manosa de un nucleo de "trimanosa". Los N-glicanos complejos también pueden tener restos de galactosa ("Gal") o
N-acetilgalactosamina ("GalNAc") que se estan modificados opcionalmente con acido sialico o derivados (por
ejemplo, "NANA" o "NeuAc", en el que "Neu" se refiere a acido neuraminico y "Ac" se refiere a acetilo). Los N-
glicanos complejos también pueden tener sustituciones intracadena que comprenden GIcNAc de "biseccion" y
fucosa de nucleo ("Fuc"). Los N-glicanos complejos también pueden tener multiples antenas en el "nucleo de
trimanosa", denominados a menudo "glicanos antenarios multiples”. Un N-glicano "hibrido" tiene al menos un
GIcNACc en el extremo de la rama de 1,3 manosa del nucleo de trimanosa y cero 0 mas manosas en la rama 1,6
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manosa del nucleo de trimanosa. Los diversos N-glicanos también se denominan "glicoformas”.

Las abreviaturas usadas en el presente documento son de uso comun en la técnica, véanse, por ejemplo,
abreviaturas de azucares, mencionadas anteriormente. Otras abreviaturas comunes incluyen "PNGasa", o
"glicanasa" o "glucosidasa" que todas se refieren al péptido N-glicosidasa F (EC 3.2.2.18).

La expresion "célula hospedadora recombinante" ("célula hospedadora de expresién”, "sistema hospedador de
expresion”, "sistema de expresion” o simplemente "célula hospedadora"), como se usa en el presente documento,
pretende hacer referencia a una célula en la que se ha introducido un vector recombinante. Se deberia entender que
tales términos pretenden hacer referencia no solamente a la célula objeto en particular sino también a la progenie de
una célula de este tipo. Dado que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones con éxito debido a
cualquier mutacion por influencias ambientales, tal progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula precursora,
pero también estd incluidas dentro del alcance de la expresién "célula hospedadora" como se usa en el presente
documento. Una célula hospedadora recombinante puede ser una célula aislada o linea celular que crece en cultivo
o0 puede ser una célula que reside en un tejido u organismo vivo. Las células hospedadoras preferentes son
levaduras y hongos.

Una célula hospedadora que "no presenta” una actividad enzimatica se refiere a una célula hospedadora en la que la
actividad enzimatica se ha anulado o interrumpido. Por ejemplo, la actividad enzimatica se puede anular o
interrumpir por delecién o interrupciéon del gen que codifica la actividad enzimatica (incluida delecién o interrupcién
de las secuencias reguladoras cadena arriba o cadena abajo que controlan la expresién del gen; la actividad
enzimatica se puede anular o interrumpir por mutaciéon del gen que codifica la actividad enzimatica para hacer que el
gen que codifica la actividad enzimatica no sea funcional; la actividad enzimatica se puede anular o interrumpir
mediante el uso de un inhibidor quimico, peptidico o proteico de la actividad enzimatica; la actividad enzimatica se
puede anular o interrumpir mediante el uso de inhibidores de expresion basados en acido nucleico tales como ADN y
ARNSsi antisentido; y, la actividad enzimatica se puede anular o interrumpir mediante el uso de inhibidores de
transcripcion o inhibidores de la expresion o actividad de factores de regulacién que controlan o regulan la expresion
del gen que codifica la actividad enzimatica.

Cuando se hace referencia a "porcentaje molar" de un glicano presente en una preparacion de una glicoproteina, la
expresion se refiere al porcentaje molar de un glicano en particular presente en la combinacion de oligosacaridos
unidos a N liberados cuando la preparacion de proteina se trata con PNG’asa y a continuacion se cuantifican
mediante un método que no se ve afectado por la composicion de la glicoforma, (por ejemplo, etiquetado de una
combinacién de glicano liberado por PNG’asa con una etiqueta fluorescente tal como 2-aminobenzamida y a
continuacion se separan mediante cromatografia liquida de alto rendimiento o electroforesis de capilaridad y a
continuacion los glicanos se cuantifican mediante la intensidad de fluorescencia). Por ejemplo, un 50 por ciento en
moles de NANA:2Gal2GIcNAc2Man3GIcNAC: se refiere a que un 50 por ciento de los glicanos liberados son
NANA2Gal2GIcNAc2MansGIcNAC: y el 50 por ciento restante esta formado por otros oligosacaridos unidos a N. En
realizaciones, el porcentaje molar de un glicano en particular en una preparacion de glicoproteina estara entre un
20 % y un 100 %, preferentemente por encima de un 25 %, 30 %, 35 %, 40 % o un 45 %, mas preferentemente por
encima de un 50 %, 55 %, 60 %, 65 % o un 70 % y lo mas preferentemente por encima de un 75 %, 80 % 85 %,
90 % o un 95 %.

Como se usa en el presente documento, se entendera que el término "predominantemente” o variaciones tales como
"el predominante" o "que es predominante" hacen referencia a las especies de glicano que tiene el porcentaje molar
mas elevado (%) de N-glicanos totales después de haber tratado la glicoproteina con PNGasa y los glicanos
liberados se analizan mediante espectroscopia de masas, por ejemplo, MALDI-TOF MS. En otras palabras, el
término "predominantemente” se define como una entidad individual, de modo que una glicoforma especifica, esta
presente en un porcentaje molar mas elevado que cualquier otra entidad individual. Por ejemplo, si una composicién
consiste en la especie A en un 40 por ciento en moles, la especie B en un 35 por ciento en moles y la especie C en
un 25 por ciento en moles, la composicion comprende predominantemente la especie A.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de la eritropoyetina recombinante de la
invencion que da un aumento en el hematocrito que proporciona beneficios a un paciente. La cantidad variara de un
individuo a otro y dependera de un nimero de factores, incluyendo la condicién fisica general del paciente y la causa
subyacente de la anemia. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de eritropoyetina de la presente
invencién para un paciente que padece una insuficiencia renal crénica puede estar en el intervalo de 20 a
300 unidades/kg o 0,5 ug/kg a 500 ug/kg basandose en la indicacién terapéutica. El término "unidad" se refiere a
unidades conocidas normalmente en la técnica para evaluar la actividad de las composiciones de eritropoyetina. Un
miligramo de eritropoyetina pura es proximadamente equivalente a 150.000 unidades. Un programa de dosificacion
puede ser de aproximadamente tres veces a la semana a aproximadamente una vez cada cuatro o seis semanas. La
programacion real dependera de una serie de factores que incluyen el tipo de eritropoyetina administrada a un
paciente (EPO o EPO PEGilada) y la respuesta del paciente individual. Los intervalos de dosis mas elevados por lo
general no se usan en aplicaciones en anemia pero pueden ser utiles en otras aplicaciones terapéuticas. El medio
para conseguir y establecer una dosis apropiada de eritropoyetina para un paciente se conoce bien y se pone en
practica normalmente en la técnica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2589 655 T3

Las variaciones en la cantidad dada y programa de dosificacion de paciente a paciente se incluyen por referencia al
término "aproximadamente" en conjunto con una cantidad o programa. La cantidad de eritropoyetina usada para
terapia da una tasa aceptable de aumento de hematocrito y mantiene el hematocrito en un nivel beneficioso (por
ejemplo, normalmente de al menos aproximadamente un 30 % y por lo general en un intervalo de un 30 % a un
36 %). Una cantidad terapéuticamente eficaz de las presentes composiciones la puede discernir facilimente un
experto en la materia usando materiales y procedimientos disponibles al publico. Ademas, se puede administrar
hierro al paciente para mantener un aumento de la eritropoyesis durante la terapia. La cantidad a administrar se
puede determinar facilmente con métodos usados normalmente por los expertos en la materia.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 A-J muestra la genealogia de la cepa YGLY3159de P. pastoris (Figura 1E) y las cepas YGLY7113
a YGLY7122 (Figura 11) que comienzan a partir de la cepa NRRL-Y11430 de tipo silvestre (Figura 1A).

La Figura 2 muestra un mapa del plasmido pGLY6. El plasmido pGLY6 ees un vector de integracion que se
dirige al locus de URA5 y contiene una molécula de acido nucleico que comprende el gen de invertasa de o
unidad transcripcion (ScSUC2) de S. cerevisiae flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucle6tidos de la region en la posicion 5’ del gen URAS de P. pastoris (PpURA5-5’)
y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién
en la posiciéon 3’ del gen URAS de P. pastoris (PPURA5-3’).

La Figura 3 muestra un mapa del plasmido pGLY40. El plasmido pGLY40 es un vector de integracion que se
dirige al locus de OCH1 y contiene una molécula de acido nucleico que comprende el gen URA5 o unidad de
transcripcion (PpURAS) de P. pastoris flanqueado por moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones
de lacZ (repeticion de lacZ) que a su vez esta flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posicion 5’ del gen OCH1 (PpOCH1-5’) y en el otro
lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la
posicion 3’ del gen OCH1 (PpOCH1-3).

La Figura 4 muestra un mapa del plasmido pGLY43a. El plasmido pGLY43a es un vector de integracion que se
dirige al locus de BMT2 y contiene una molécula de acido nucleico que comprende el gen transportador (UDP-
GIcNAc) o unidad de transcripcion (KIGIcNAc Transp.) de UDP-N-acetilglucosamina de K. lactis adyacente a una
molécula de acido nucleico que comprende el gen URA5 o unidad de transcripcion (PpURA5)de P. pastoris
flanqueado por moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones de /lacZ (repeticién de lacZ). Los
genes adyacentes estan flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucleétidos de la region en la posicion 5’ del gen BMT2 (PpPBS2-5') y en el otro lado por una
molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regidén en la posicién 3’ del gen
BMT2 (PpPBS2-3).

La Figura 5 muestra un mapa del plasmido pGLY48. El plasmido pGLY48 es un vector de integracion que se
dirige al locus de MNN4L1 y contiene un casete de expression que comprende una molécula de acido nucleico
gue codifica el homologo de ratén del marco de lectura abierto (ORF) del transportador de UDP-GIcNAc (Transp.
de MmGIcNAc) unido de forma operativa en el extremo en la posicion 5 a una molécula de acido nucleico que
comprende el promotor GAPDH de P. pastoris (Prom PpGAPDH) y en el extremo en la posicion 3' a una
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de terminacion de CYC (ScCYC TT) de S. cerevisiae
adyacente a una molécula de acido nucleico que comprende el gen URAS o unidad de transcripcion (PpURAS)
de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ (repeticion de lacZ) y en el que los casetes de expresion
juntos estan flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos de la regiéon en la posicion 5’ del gen MNN4L1 (PpMNN4L1-5’) de P. pastoris y en el otro lado por
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posicién 3’ del
gen MNN4L1 (PpPMNN4L1-3’).

La Figura 6 muestra un mapa del plasmido pGLY45. El plasmido pGLY45 es un vector de integracion que se
dirige a los loci PNO1/MNN4 y una molécula de acido nucleico que comprende el gen URA5 o unidad de
transcripcion (PpURAS) de P. pastoris flanqueado por moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones
de lacZ (repeticion de lacZ) que a su vez esta flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la posicion 5 del gen PNO1 (PpPNO1-5’) y en el otro
lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la
posicion 3’ del gen MNN4 (PpMNN4-3).

La Figura 7 muestra un mapa del plasmido pGLY247. El plasmido pGLY247 es un vector de integraciéon que se
dirige al locus de MET16 y contiene una molécula de acido nucleico que comprende el gen URAS5 o unidad de
transcripcion (PpURAS) de P. pastoris flanqueado por moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones
de lacZ (repeticion de lacZ) que a su vez esta flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la regidn en la posiciéon 5 del gen MET16 (PpPMET16-5’) y en el otro
lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regiéon en la
posicion 3’ del gen MET16 (PPMET16-3’).

La Figura 8 muestra un mapa del plasmido pGLY248. El plasmido pGLY248 es un vector de integraciéon que se
dirige al locus de URAS5 y contiene una molécula de acido nucleico que comprende el gen MET16 o unidad de
transcripcion (PpMET16) de P. pastoris flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posiciéon 5 del gen URAS (PpURA5-5’) y en el otro
lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regiéon en la
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posicion 3’ del gen URA5 (PpURAS5-3’).

La Figura 9 muestra un mapa del plasmido pGLY582. El plasmido pGLY582 es un vector de integracion que se
dirige al locus de HIS1 y contiene en tandem cuatro casetes de expresion que codifican (1) la epimerasa de
UDP-glucosa (ScGAL10) de S. cerevisiae, (2) el dominio catalitico de la galactosiltransferasa | (hGalT) humana
fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider KRE2-s de S. cerevisiae (33), (3) el gen URA5 o unidad de
transcripcion (PpURAS5) de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ (repeticion de lacZ) y (4) el
transportador de UDP-galactosa (DmUGT) de D. melanogaster. Todos flanqueados por la regién en la posicion 5’
del gen HIS1 (PpHIS1-5) y la region en la posicién 3’ del gen HIS1 (PpHIS1-3’). PMA1 es el promotor PMA1 de
P. pastoris; PPPMA1 TT es la secuencia de terminacién de PMA1 de P. pastoris; GAPDH es el promotor GADPH
de P. pastoris y ScCYC TT es la secuencia de terminacion de CYC de S. cerevisiae; Prom PpOCH1 es el
promotor OCH1 de P. pastoris y PPALG12 TT es la secuencia de terminacion de ALG12 de P. pastoris.

La Figura 10 muestra un mapa del plasmido pGLY167b. El plasmido pGLY167b es un vector de integracion que
se dirige al locus de ARG1 y contiene en tandem tres casetes de expresion que codifican (1) el dominio catalitico
de la manosidasa Il de D. melanogaster (optimizado por codén) fusionado en el extremo N-terminal al péptido
lider MNN2 (CO-KD53) de S. cerevisiae, (2) el gen HIS1 o unidad de transcripcion de P. pastoris y (3) el dominio
catalitico de la N-acetilglucosamina (GIcNAc) transferasa Il de rata (optimizado por codén) fusionado en el
extremo N-terminal al péptido lider MNN2 (CO-TC54) de S. cerevisiae. Todos flanqueados por la region en la
posicion 5’ del gen ARG1 (PpARG1-5) y la region en la posicién 3’ del gen ARG1 (PpARG1-3’). PpPMA1 prom
es el promotor PMA1 de P. pastoris; PpPMA1 TT es la secuencia de terminacion de PMA1 de P. pastoris;
PpGAPDH es el promotor GADPH de P. pastoris; ScCYC TT es la secuencia de terminacion de CYC de S.
cerevisiae; Prom PpOCH1 es el promotor OCH1 de P. pastoris; y PpALG12 TT es la secuencia de terminacién
de ALG12 de P. pastoris.

La Figura 11 muestra un mapa del plasmido pGLY1430. El plasmido pGLY1430 es un vector de integraciéon de
KINKO que se dirige al locus de ADE1 sin interrupcién de la expresion del locus de y contiene en tdndem cuatro
casetes de expresion que codifican (1) el dominio catalitico de la GIcNAc transferasa | humana (optimizado por
codon) fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider SEC12 (CO-NA10) de P. pastoris, (2) homélogo de
raton del transportador de UDP-GIcNAc (MmTr), (3) el dominio catalitico de la manosidasa IA de raton (FB)
fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider SEC12 (FB8) de S. cerevisiae y (4) el gen URA5 o unidad de
transcripcion (PpURAS5) de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ (lacZ). Todos flanqueados por la
region en la posicion 5 del gen ADE1 y ORF (ADE1 5 y ORF) y la regién en la posicion 3’ del gen ADE1
(PpADE1-3’). PpPMA1 prom es el promotor PMA1 de P. pastoris; PPPMA1 TT es la secuencia de terminacién de
PMA1 de P. pastoris; SEC4 es el promotor SEC4 de P. pastoris; OCH1 TT es la secuencia de terminacion OCH1
de P. pastoris; ScCYC TT es la secuencia de terminacién de CYC de S. cerevisiae; Prom PpOCH1 es el
promotor OCH1 de P. pastoris; PpALG3 TT es la secuencia de terminacion ALG3 de P. pastoris; y PPGAPDH es
el promotor GADPH de P. pastoris.

La Figura 12 muestra un mapa del plasmido pGFI165. El plasmido pGFI165 es un vector de integracion de
KINKO que se dirige al locus de PRO1 sin interrupcién de la expresién del locus de y contiene casetes de
expresion que codifican (1) el dominio catalitico de la a-1,2-manosidasa de T. reesei fusionado en el extremo N-
terminal al péptido sefial aMATpre (aMATTrMan) de S. cerevisiae para dirigir la proteina quimérica a la ruta
secretoria y secrecion desde la célula y (2) el gen URAS5 o unidad de transcripcion de P. pastoris flanqueado por
repeticiones de lacZ (repeticion de lacZ). Todos flanqueados por la regién en la posicién 5’ del gen PRO1 y ORF
(5’PRO1orf) y la region en la posicién 3’ del gen PRO1 (3'PRO). ScCYC TT es la secuencia de terminacion de
CYC de S. cerevisiae; PpALG3 TT es la secuencia de terminacion de ALG3 de P. pastoris; y PPGAPDH es el
promotor GADPH de P. pastoris.

La Figura 13 muestra un mapa del plasmido pGLY2088. El plasmido pGLY2088 es un vector de integracion que
se dirige al locus de TRP2 o al locus de AOX1 y contiene casetes de expresion que codifican (1) eritropoyetina
(co-hEPO) humana madura optimizada por codén fusionada en el extremo N-terminal a un péptido sefal
aMATpre (alfa MF-pre) de S. cerevisiae para dirigir la proteina quimérica a la ruta secretoria y secrecion desde la
célula y (2) la proteina de resistencia a zeocina (ZeocinaR). Los casetes estan flanqueados en un extremo con el
promotor AOX1 (Prom de PpAOX1) de P. pastoris y en el otro extremo con el gen TRP2 o unidad de
transcripcion (PpTRP2) de P. pastoris. SCCYC TT es la secuencia de terminacion de CYC de S. cerevisiae y
ScTEF Prom es el promotor TEF1 de S. cerevisiae.

La Figura 14 muestra un mapa del plasmido pGLY2456. El plasmido pGLY2456 es un vector de integraciéon de
KINKO que se dirige al locus de TRP2 sin interrupcion de la expresion del locus de y contiene seis casetes de
expresion que codifican (1) el transportador de CMP-acido sialico de ratén optimizado por codén (Transp CO
mCMP-Sia), (2) la UDP-GIcNAc 2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa humana optimizada por codén (CO
hGNE), (3) el gen ARG o unidad de transcripcion de Pichia pastoris, (4) la CMP-acido sidlico sintasa humana
optimizada por codén (CO hCMP-NANA S), (5) la N-acetilneuraminato-9-fosfato sintasa humana optimizada por
codon (CO hSIAP S) y, (6) el dominio catalitico de a-2,6-sialiltransferasa de raton optimizado por codén
fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider KRE2 (comST6-33) de S. cerevisiae. Todos flanqueados por
la region en la posicion 5’ del gen TRP2 y ORF (PpTRP2 5’) y la region en la posicion 3’ del gen TRP2 (PpTRP2-
3’). PpPMA1 prom es el promotor PMA1 de P. pastoris; PPPMA1 TT es la secuencia de terminacion de PMAT de
P. pastoris; CYC TT es la secuencia de terminacion de CYC de S. cerevisiae; PpTEF Prom es el promotor TEF1
de P. pastoris; PpTEF TT es la secuencia de terminacién de TEF1 de P. pastoris; PPALG3 TT es la secuencia de
terminacion de ALG3 de P. pastoris; y pGAP es el promotor GAPDH de P. pastoris.
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La Figura 15 muestra un mapa del plasmido pGLY3411 (pSH1092). El plasmido pGLY3411 (pSH1092) es un
vector de integracién que contiene el casete de expresién que comprende el gen URAS o unidad de transcripcion
(PPURAD) de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ (repeticion de /lacZ) flanqueado en un lado con la
secuencia de nucleétidos en la posicion 5 del gen BMT4 (PpPBS4 5’) de P. pastoris y en el otro lado con con la
secuencia de nucleotidos en la posicion 3’ del gen BMT4 (PpPBS4 3’) de P. pastoris.

La Figura 16 muestra un mapa del plasmido pGLY3430 (pSH1115). El plasmido pGLY3430 (pSH1115) es un
vector de integracién que contiene un casete de expresion que comprende una molécula de acido nucleico que
codifica el ORF de resistencia a Nourseotricina (NAT) unido de forma operativa al promotor TEF1 de Ashbya
gossypii (PTEF) y la secuencia de terminacion de TEF1 (TTEF) de Ashbya gossypii flanqueada en un lado con la
secuencia de nucleétidos en la posicion 5 del gen BMT1 (PBS1 5’) de P. pastoris y en el otro lado con la
secuencia de nucleotidos en la posicion 3’ del gen BMT1 (PBS1 3’) de P. pastoris.

La Figura 17 muestra un mapa del plasmido pGLY4472 (pSH1186). El plasmido pGLY4472 (pSH1186) contiene
una molécula de acido nucleico que codifica el ORF del gen de fosfotransferasa de la higromicina B (Hyg) de E.
coli unido de forma operativa al promotor TEF1 de Ashbya gossypii (pTEF) y la secuencia de terminacion de
TEF1 (TRFtt) de Ashbya gossypii flanqueada en un lado con la secuencia de nucleétidos en la posicion 5 del
gen BMT3 (PpPBS3 5’) de P. pastoris y en el otro lado con la secuencia de nucleétidos en la posicién 3’ del gen
BMT3 (PpPBS3 3’) de P. pastoris.

La Figura 18 muestra un mapa del plasmido pGLY2057. El plasmido pGLY2057 es un vector de integracion que
se dirige al locus de ADE2 y contiene un casete de expresidbn que comprende el gen URA5 o unidad de
transcripcion (PpURAS) de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ (repeticion de lacZ). El casete de
expresion esta flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos de la region en la posicion 5 del gen ADE2 (PpADE2-5’) y en el otro lado por una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos de la region en la posicion 3’ del gen ADE2 (PpADE2-3').
La Figura 19 muestra un mapa del plasmido pGLY2680. El plasmido pGLY2680 es un vector de integracion que
se puede dirigir al locus de TRP2 o AOX1 y contiene casetes de expresion que codifican (1) eritropoyetina (co-
hEPO) humana madura optimizada por codén fusionada en el extremo N-terminal a péptido sefial de lisozima de
pollo (Lisozima de pollo ss) y (2) el gen ADE2 de P. pastoris sin un promotor (PPADE2). Los casetes estan
flanqueados en un extremo con el promotor AOX7 (Prom de PpAOX1) de P. pastoris y en el otro extremo con el
gen TRP2 o unidad de transcripcion (PpTRP2) de P. pastoris. ScCCYC TT es la secuencia de terminacién de CYC
de S. cerevisiae.

La Figura 20 muestra un mapa del plasmido pGLY2713. El plasmido pGLY2713 es un vector de integraciéon que
contiene el ORF de PNO1 (ORF de PpPNO1) de P. pastoris adyacente al casete de expresiéon que comprende el
gen URAS5 o unidad de transcripcion (PpURAS5) de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ (repeticion de
lacZ) y flanqueado en un lado con la secuencia de nucleétidos de la region en la posicion 5 del gen PEP4
(PpPEP4 5’) de P. pastoris y en el otro lado con la secuencia de nucleétidos en la posicién 3’ del gen PEP4
(PpPEP4 3’) de P. pastoris.

La Figura 21 muestra un diagrama esquematico que ilustra el flujo del proceso de fermentacion.

La Figura 22 muestra que la rhEPO producida en la cepa YGLY3159tiene actividad de unidén cruzada a
anticuerpos anti-HCA. El panel de la parte izquierda muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de
Commassie que muestra la posicion de la rhEPO vy el panel de la parte derecha muestra una transferencia de
Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA de conejo (conejo purificado con SL rProA: 9161)
a una dilucién a 1:3.000. El anticuerpo anti-HCA unido se detectd usando anticuerpo anti-conejo de cabra
conjugado a peroxidasa de rabano picante (HRP) a una dilucién a 1:5.000 en PBS. La deteccion del anticuerpo
secundario unido uso el sustrato 3,3 diaminobencidina (DAB).

La Figura 23 muestra que la actividad de unién cruzada de la rhEPO producida en la cepa YGLY3159a
anticuerpos anti-HCA no se detecta cuando la rhEPO se desglicosila usando PNAGasa F. El panel de la parte
izquierda muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de Commassie que muestra la posicion de las
formas glicosilada y desglicosilada de rhEPO vy el panel de la parte derecha muestra una transferencia de
Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA como en la Figura 22.

La Figura 24 muestra que un anticuerpo recombinante (rhlgG) producido en P. pastoris de tipo silvestre y una
cepa GS2.0 de P. pastoris glicomodificada por ingenieria en la que el gen BMT2 se ha interrumpido o sometido a
delecion presentaba actividad de union cruzada a anticuerpos anti-HCA. El panel de la parte izquierda muestra
un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefido con Azul de Commassie y el panel de la parte derecha muestra una
transferencia de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA como en la Figura 22. GS 2.0 es
una cepa de P. pastoris que produce glico proteinas que tienen predominantemente N-glicanos de MansGIcNAc:.
La cepa GS 2.0 mostrada producia rhigG con aproximadamente un 5 % de N-glicanos de MangGIcNAc2. WT es
P. pastoris de tipo silvestre.

La Figura 25 compara la actividad de unién cruzada de rhEPO producida en la cepa YGLY3159 a oftras
proteinas glicosiladas que contienen patrones de glicosilacion complejos pero que no se producian en P. pastoris
para anticuerpo anti-HCA. El panel de la parte superior muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul
de Commassie que muestra la posicion de las formas glicosilada y desglicosilada de rhEPO producidas en P.
pastoris y de fetuina humana recombinante, asialofetuina (fetuina humana con restos de acido sialico terminales
retirados), albumina de suero humano (HSA) y LEUKINE recombinante producidos en S. cerevisiae y el panel de
la parte inferior muestra una transferencia de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA
como en la Figura 22. Las combinaciones de S30S son rhEPO purificada mediante cromatografia de intercambio
cationico.
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La Figura 26 muestra que la rhEPO producida en la cepa YGLY3159 y purificada mediante cromatografia de
hidroxiapatita todavia tiene actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA. El panel de la parte izquierda
muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de Commassie de las combinaciones 1, 2 y 3 de
dilucién mediante cromatografia que muestran la posicion de la rhEPO (reducida o no reducida) y el panel de la
parte derecha muestra una transferencia de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA como
en la Figura 22. A continuacion, en los paneles se muestran los resultados de un analisis de HPLC de N-glicanos
en las combinaciones 1, 2y 3.

La Figura 27A muestra un cromatograma de purificacion de rhEPO mediante cromatografia anionica de Q
SEPHAROSE FF producida en la cepa YGLY3159 a partir de la combinacién 1 de hidroxiapatita.

La Figura 27B muestra un ELISA de sandwich que muestra que la combinacion de Q SEPHAROSE FF que
contiene rhEPO a partir de la cromatografia aniénica de Q SEPHAROSE FF no tiene actividad de unién cruzada
detectable a anticuerpos anti-HCA mientras que el flujo continuo contenia actividad de unién cruzada a
anticuerpos anti-HCA. El anticuerpo de captura era anticuerpo anti-hEPO vy la actividad de unién cruzada se
detecté con anticuerpo anti-HCA de conejo a una dilucién de partida de 1:800 en PBS que a continuacién se
diluy6 en serie a 1:1 en PBS a través de una fila de terminacion con el 11° pocillo a una dilucién de 1:819.200
(pocillo 12: control negativo). El anticuerpo anti-HCA unido se detectd usando anticuerpo anti-conejo de cabra
conjugado con fosfatasa alcalina (AP) a una dilucién de 1:10.000 dilution en PBS. La deteccién del anticuerpo
secundario unido uso6 fosfato de 4-Metilumbeliferilo (4-MUPS).

La Figura 28 muestra que la rhEPO producida en las cepas YGLY6661 (Abmt2, Abmt4 y Abmt1) e YGLY7013
(Abmt2 y Abmt4) y capturada mediante cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) aun
tiene actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA. El panel de la parte izquierda muestra un gel de SDS-
PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de Commassie de las combinaciones de Azul con (+) y sin (-) tratamiento con
PNGasa F. El panel central muestra una transferencia de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos
anti-hEPO conjugados con HRP a una diluciéon a 1:1.000 y DAB como el sustrato. El panel de la derecha muestra
una transferencia de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA como en la Figura 22.

La Figura 29 muestra que un ELISA de sandwich para detectar la actividad de union cruzada a anticuerpos anti-
HCA de rhEPO producidos en las cepas YGLY6661 (Abmt2, Abmt4 y Abmt1) e YGLY7013 (Abmt2 y Abmt4) y
capturada mediante cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) aun tiene actividad de
unién cruzada a anticuerpos anti-HCA. El ELISA se realizé como en la Figura 27B.

La Figura 30 muestra ELISA de sandwich para detectar la actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA de
rhEPO producidos en las cepas YGLY6661 (Abmt2, Abmt4 y Abmt1) e YGLY7013 (Abmt2 y Abmt4), capturados
mediante cromatografia de Azul Sepaharose 6 FF y purificados mediante cromatografia de hidroxiapatita
(combinacién 1 de HA). La rhEPO en la combinacion 1 de HA de la cepa YGLY6661 no tenia actividad de union
cruzada a anticuerpos anti-HCA detectable. Los ELISA se realizaron como en la Figura 27B.

La Figura 31 muestra que la rhEPO producida en la cepa YGLY6661 (Abmt2, Abmt4 y Abmt1) y capturada
mediante cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) aun tiene actividad de unién
cruzada a anticuerpos anti-HCA. El panel de la parte izquierda muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefido
con Azul de Commassie de las combinaciones de Azul con (+) y sin (-) tratamiento con PNGasa F. El panel
central muestra una transferencia de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-hEPO conjugados
con HRP a una dilucién a 1:1.000 y DAB como el sustrato. El panel de la derecha muestra una transferencia de
Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA como en la Figura 22.

La Figura 32A muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de Commassie de las combinaciones de
captura de Azul Sepaharose 6 FF (combinaciones de Azul) preparado a partir de las cepas YGLY7361-7366
(todas Abmt2, Abmt4, Abmt1 y Abmt3) con (+) y sin (-) tratamiento con PNGasa F. Las cepas se cultivaron en
fermentadores SixFors de 500 ml.

La Figura 32B muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de Commassie de las combinaciones de
captura de Azul Sepaharose 6 FF (combinaciones de Azul) preparadas a partir de las cepas YGLY7393-7398
(todas Abmt2, Abmt4, Abmt1 y Abmt3) con (+) y sin (-) tratamiento con PNGasa F. Las cepas se cultivaron en
fermentadores SixFors de 500 ml.

La Figura 33 muestra los resultados de ELISA de sandwich para detectar la actividad de unién cruzada a
anticuerpos anti-HCA de rhEPO producidos en las cepas YGLY7361-7366 (todas Abmt2, Abmt4, Abmt1 y
Abmt3) e YGLY7393-7398 (todas Abmt2, Abmt4, Abmt1 y Abmt3) y capturados mediante cromatografia de Azul
SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul). Solamente la rhEPO en las combinaciones de Azul de la cepa
YGLY7363 e YGLY7365 tenian actividad de uniéon cruzada detectable a anticuerpos anti-HCA. Los ELISA se
realizaron como en la Figura 27B.

La Figura 34 muestra en forma de grafico los resultados del analisis de HPLC de los N-glicanos en la rhEPO en
las combinaciones de Azul preparadas a partir de las cepas YGLY7361-7366 e YGLY7393-7398 (todas Abmt2,
Abmt4, Abmt1 y Abmt3). "Bi" se refiere a N-glicanos en donde ambas ramas del N-glicano biantenario estan
sialiladas. "Mono" se refiere a N-glicanos en donde solamente una rama del N-glicano biantenario estan
sialiladas. "Neutro" se refiere a N-glicanos que no estan sialilados.

La Figura 35A muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de Commassie de las combinaciones de
cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) y purificacién con hidroxiapatita (combinacién
de HA 1s) preparadas a partir de las cepas YGLY7362, YGLY7366, YGLY7396, e YGLY7398 (todas Abmt2,
Abmt4, Abmt1 y Abmt3), e YGLY3159 (Abmt2).

La Figura 35B muestra una transferencia de Western de un gel de SDS-PAGE al 4-20 % de las combinaciones
de cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) y purificaciébn con hidroxiapatita
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(combinacién de HA 1s) preparadas a partir de las cepas YGLY7362, YGLY7366, YGLY7396, e YGLY7398
(todas Abmt2, Abmt4, Abmt1y Abmt3), e YGLY3159 (Abmt2) y sondeadas con anticuerpos anti-HCA como en la
Figura 22.

La Figura 36 muestra que la rhEPO producida en la cepa YGLY7398 (Abmt2, Abmt4, Abmt1 y Abmt3) y
capturada mediante cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) y purificada mediante
cromatografia de hidroxiapatita (combinacién de HA 1s) no tenia actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-
HCA detectable. El panel de la parte izquierda muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefido con Azul de
Commassie de la combinacion de Azul y la combinacion 1 de HA preparadas a partir de la cepa YGLY7398 en
comparacion con la rhEPO preparada a partir de la cepa YGLY3159. El panel central muestra una transferencia
de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA como en la Figura 22. El panel central muestra
una transferencia de Western de un gel similar sondeado con anticuerpos anti-HCA como en la Figura 22
excepto porque los anticuerpos anti-HCA eran de otra preparacién de anticuerpo (conejo policlonal de GiF::6316
a 1:2.000).

La Figura 37 muestra los resultados de ELISA de sandwich para detectar la actividad de unién cruzada a
anticuerpos anti-HCA de la rhEPO producida en las cepas YGLY7113-7122 (Abmt2, Abmt4, Abmt1 y Abmt3) y
capturada mediante cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul). La cepa YGLY7118
presentaba una actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA detectable muy baja. Ninguna de las otras
cepas mostraba ninguna actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA detectable. Los ELISA se realizaron
como en la Figura 27B.

La Figura 38 muestra en forma de grafico los resultados del analisis de HPLC de los N-glicanos en la rhEPO en
las combinaciones de Azul preparadas a partir de las cepas YGLY7113-7122 (todas Abmt2, Abmt4, Abmt1 y
Abmt3). "Bi" se refiere a N-glicanos en donde ambas ramas del N-glicano biantenario estan sialiladas. "Mono" se
refiere a N-glicanos en donde solamente una rama del N-glicano biantenario estan sialiladas. "Neutro" se refiere
a N-glicanos que no estan sialilados.

La Figura 39A muestra un gel de SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con Azul de Commassie de las combinaciones de
cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) y purificaciéon con hidroxiapatita (combinacién
de HA 1s) preparado a partir de las cepas YGLY7115, YGLY7117, YGLY7394, YGLY7395, e YGLY7120 (todas
Abmt2, Abmt4, Abmt1 y Abmt3), e YGLY3159 (Abmt2).

La Figura 39B muestra una transferencia de Western de un gel de SDS-PAGE al 4-20 % de las combinaciones
de cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul) y purificacién con hidroxiapatita
(combinacién de HA 1s) preparado a partir de las cepas YGLY7115, YGLY7117, YGLY7394, YGLY7395, e
YGLY7120 (todas Ambt2, Abmt4, Abmt1 y Abmt3), e YGLY3159 (Abmt2) y sondeado con anticuerpos anti-HCA
como en la Figura 22.

La Figura 40A muestra una traza de HPLC de los N-glicanos de la rhEPO producida en YGLY3159 (Abmit2) y
purificada mediante cromatografia en columna de hidroxiapatita (es decir, analisis de la combinacion 1 de HA).
La Figura 40B muestra una traza de HPLC de los N-glicanos de la rhEPO producida YGLY7117 (Abmt2, Abmt4,
Abmt1 y Abmt3) y purificada mediante cromatografia en columna de hidroxiapatita (es decir, analisis de la
combinacion 1 de HA).

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona métodos para producir proteinas y glicoproteinas en Pichia pastoris que carecen
de unién cruzada detectable a anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora. Los antigenos de
célula hospedadora también pueden incluir proteina de célula hospedadora residual y contaminantes de la pared
celular que pueden llevar a composiciones de proteina recombinante que pueden ser inmunogénicas y que pueden
alterar la eficacia o seguridad terapéutica de una proteina terapéutica. Una composicion que tiene reactividad
cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora se refiere a que la composicion
contiene algun material de célula hospedadora contaminante, normalmente N-glicanos con restos de fosfomanosa o
restos de B-manosa o similares. Las cepas de tipo silvestre de Pichia pastoris produciran glicoproteinas que tengan
estas estructuras de N-glicano. Se podria esperar que las preparaciones de anticuerpo preparadas frente a proteinas
de célula hospedadora totales incluyeran anticuerpos frente a estas estructuras. Las proteinas que no contienen N-
glicanos, sin embargo, también podrian incluir material contaminante (proteinas o similares) que reaccionaran de
forma cruzada con anticuerpos preparados frente a la la célula hospedadora.

Los métodos y las células hospedadoras permiten la produccién de proteinas y glicoproteinas terapéuticas
recombinantes con una reduccion del riesgo de provocar una reacciéon adversa en un individuo al que se le
administran las proteinas y glicoproteinas terapéuticas recombinantes en comparacion con las mismas que se estan
produciendo en cepas no modificadas como se desvela en el presente documento. Una reacciéon adversa incluye
provocar una respuesta inmunolégica no deseada en el individuo o una unién no deseada o inapropiada a,
congregacion en, o interaccién con un sitio en el individuo que en general influye de forma adversa en la salud del
individuo. El riesgo de provocar una reaccién adversa en un individuo al que se le estd administrando la proteina o
glicoproteina terapéutica es de preocupacién en particular para proteinas o glicoproteinas destinadas a su
administracién al individuo de forma crénica (por ejemplo, terapias destinadas a su realizacion durante un periodo de
tiempo prolongado). Las proteinas o glicoproteinas terapéuticas recombinantes producidas de acuerdo con los
métodos en el presente documento no tienen actividad de unién cruzada detectable anticuerpos frente a antigenos
de célula hospedadora y por lo tanto, presentan una reduccion del riesgo de provocar una reaccion adversa en un
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individuo al que se le administran las proteinas o glicoproteinas recombinantes. Los métodos y las células
hospedadoras también son utiles para producir proteinas o glicoproteinas recombinantes que tengan un potencial
mas bajo union a factores de eliminacion.

Los inventores han encontrado que las glicoproteinas en particular que se producen en algunas cepas de Pichia
pastoris pueden tener N- u O-glicanos en las mismas en las que uno o mas de los restos de manosa en las mismas
estan en una unién en 1,2. Las glicoproteinas destinadas para usos terapéuticos y que tienen uno o mas restos de
manosa unidos en 1,2 en las mismas proporcionan un riesgo de ser capaces de provocar una respuesta
inmunolégica no deseada en el individuo al que se le esta administrando la glicoproteina. Estos restos de manosa
unidos en B se pueden detectar usando anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora totales.
Dado que no se puede predecir qué glicoproteinas terapéuticas tendran N- u O-glicanos que comprenden uno o mas
restos de manosa unidos en B1,2 y si una glicoproteina terapéutica que tiene N- u O-glicanos que comprenden
restos de manosa unidos en 1,2 en las mismas producird una respuesta inmunologica no deseada en el individuo
que recibe la glicoproteina, es deseable producir glicoproteinas terapéuticas en cepas de Pichia pastoris que se
hayan modificado por ingenieria genética para que carezcan de union cruzada detectable a anticuerpos preparados
frente a antigenos de célula hospedadora. Tales cepas se pueden producir por una deleciéon o interrupcion de las
actividades de al menos tres de las cuatro B-manosiltransferasas (Bmtp) conocidas en la familia de genes de -
manosiltransferasa (BMT) de Pichia pastoris. Como se muestra en el presente documento, las cepas de Pichia
pastoris que incluyen una delecion o interrupcién de al menos tres de estos genes de BMT proporciona una cepa de
Pichia pastoris que puede producir proteinas o glicoproteinas que carecen de union cruzada detectable a
anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora. Estas cepas son Uutiles para producir proteinas y
glicoproteinas terapéuticas. Se ha demostrado que la presencia de estructuras de $-manosa en N- y/o O-glicanos
provoca una respuesta inmunolégica.

La identificacion de los genes de B-manosiltransferasa en Pichia pastoris y Candida albicans se informé en el
documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.465.577 y que en Mille et al., J. Biol. Chem. 283: 9724-9736 (2008),
qgue desvelan que la B-manosilacion se realizaba con una B-manosiltransferasa que se denominé AMR2 o BMT2 y
que la interrupcion o delecion del gen en Pichia pastoris daba como resultado una célula hospedadora recombinante
que era capaz de producir glicoproteinas con reducciéon de la B-manosilacion. El documento de patente también
desvelaba tres homologos del gen, BMT1, BMT3 y BMT4. Sin embargo, cuando se investiga la fuente de actividad y
unién cruzada de algunas preparaciones de glicoproteina a anticuerpos preparados frente a antigenos de célula
hospedadora, los inventores descubrieron que la actividad de uniéon cruzada era una consecuencia de la B-
manosilacién residual persistente en algunas cepas de células hospedadoras de P. pastoris recombinantes en las
que el gen BMT2 se habia interrumpido o experimentado delecién. Por lo tanto, las glicoproteinas heterélogas
producidas en estas células hospedadoras recombinantes tienen N-glicanos que aun contienen restos de f-manosa.
Estos restos de 3-manosa eran detectables en ELISA y transferencias de Western de las glicoproteinas heterélogas
obtenidas a partir de cultivos de estas células hospedadoras recombinantes sondeadas con anticuerpos preparados
frente a antigenos de célula hospedadora (HCA). Los anticuerpos anti-HCA son anticuerpos policlonales dirigidos
frente a cepas de Pichia pastoris de tipo silvestre o una cepa de NORF: una célula hospedadora recombinante que
se construye de la misma manera que la célula hospedadora recombinante que produce la glicoproteina heteréloga
excepto porque se ha omitido el marco de lectura abierto (ORF) que codifica la proteina heteréloga. Para
glicoproteinas terapéuticas producidas en Pichia pastoris, estos restos de 3-manosa residuales presentan el riesgo
de provocar una respuesta inmunolégica en algunos individuos que reciben la proteina terapéutica en un tratamiento
para una enfermedad o trastorno. La presente invencién proporciona un método para producir glicoproteinas en
Pichia pastoris que no contienen ninguna (-manosilacion detectable y como tal no se unen de forma cruzada a
anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora.

BMT1, BMT2 y BMT3 demuestran un alto grado de homologia de secuencia es mientras que BMT4 es homélogo en
una menor medida y se cree que es una proteccion de la alfa-manosiltransferasa. Sin embargo, parece que los
cuatro miembros de la familia BMT estan implicados en la sintesis de N- y/o O-glicanos que tienen estructuras de
manosa unidas en 3. Aunque una MALDI-TOF de N-glicanos de una proteina de ensayo producida en una cepa de
Pichia pastoris en la que el gen BMT2 ha experimentado delecion podria fallar en la deteccion de la -manosilacion,
los ensayos basados en anticuerpos sensibles en el presente documento eran capaces de detectar la B-
manosilacién en cepas de Abmt2. Por lo tanto, los métodos de deteccién basados en anticuerpo anti-HCA
ensefiados en el presente documento presentaban que la delecién o interrupcién también de los genes BMT1 y
BMT3 y opcionalmente del gen BMT4 era necesaria para retirar todas las estructuras de 3-manosa detectables. La
delecion o interrupcion de los genes que codifican las tres B-manosiltransferasas se puede conseguir mediante (1)
supresion genética completa o parcial del gen (incluyendo las secuencias promotoras, marco de lectura abierto
(ORF) y/o las secuencias terminadoras de la transcripcion); (2) introduccion de un desplazamiento en marco del
ORF; (3) inactivacion o regulacién del promotor; (4) supresion genética del mensaje mediante el ARNsi o ARN
antisentido; (5) o el uso de inhibidores quimicos. El resultado es la produccién de una célula hospedadora que es
capaz de producir una glicoproteina que carece de actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA detectable.

Para ejemplificar los métodos para producir una glicoproteina que carezca de actividad de union cruzada a

anticuerpos anti-HCA detectable, una cepa de Pichia pastoris, que se habia modificado por ingenieria genética para
que careciera de expresion o actividad de BMT2 y que fuera capaz de producir eritropoyetina humana madura
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recombinante (EPO) con N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico, se modificé por ingenieria genética
adicionalmente para que careciera de expresion de los genes BMT1 y/lo BMT3 ylo BMT4. La cepa en la que
solamente se habia interrumpido la expresion del gen BMT2 produjo EPO humana madura recombinante con cierta
actividad de union cruzada a anticuerpos anti-HCA detectable. Se encontr6 que la actividad de unién cruzada
detectable se debia a la presencia de restos de manosa unidos en 8 en la molécula de EPO (véanse las Figuras 22-
27B, Ejemplo 6). Cuando los genes que codifican BMT1 y BMT4 se interrumpian o experimentaban delecion en la
cepa, la EPO producida aun tenia actividad de union cruzada a anticuerpos anti-HCA detectable (véanse las Figuras
28-31). Sin embargo, cuando los genes BMT1, BMT2, BMT3 y BMT4 se interrumpian o experimentaban delecion, la
mayoria de las cepas producian EPO humana recombinante glicosilada que carecia de actividad de unién cruzada a
anticuerpos anti-HCA detectable y por lo tanto carecia de restos de B-manosa detectables (véanse las Figuras 33 y
35B por ejemplo).

Por lo tanto, la presente invencion también proporciona un método para producir una proteina o glicoproteina
recombinante que carezca de actividad de unién cruzada detectable a anticuerpos preparados frente a antigenos de
célula hospedadora que implica la construccién de células hospedadoras destinadas a su uso para producir la
proteina recombinante para que no presente adicionalmente ninguna actividad en 1-4 de B-manosiltransferasa
debida a delecion o interrupcion de los genes 1, 2 y 3 de la B-manosiltransferasa. Otras combinaciones de
deleciones se describen a continuacion a modo de ilustracion pero no constituyen la invencion. A modo de ejemplo,
se construye una célula hospedadora que no presenta actividad de p-manosiltransferasa 2 con respecto a un N-
glicano u O-glicano. La célula hospedadora que carece de presentacion de actividad de B-manosiltransferasa 2 se
usa para producir la proteina o glicoproteina recombinante, que a continuacién se evalia mediante transferencia de
Western o ELISA usando un anticuerpo que se ha preparado frente a una version NORF de la cepa. Una cepa de
NORF es una cepa que es la misma que la cepa hospedadora excepto porque carece del marco de lectura abierto
que codifica la glicoproteina recombinante. Si la proteina o glicoproteina recombinante producida por la célula
hospedadora carece de unién detectable al anticuerpo preparado frente a antigenos de célula hospedadora,
entonces la célula hospedadora es util para producir la proteina o glicoproteina recombinante que carece de
actividad de unién cruzada a los anticuerpos frente a antigenos de célula hospedadora.

Sin embargo, si se detecta la actividad de union cruzada detectable, entonces la célula hospedadora se manipula
adicionalmente para que no presente actividad de [(-manosiliransferasa 1, B-manosiltransferasa 3, o B-
manosiltransferasa 4y con respecto a un N-glicano u O-glicano. Por ejemplo, la célula hospedadora que carece de
actividad de B-manosiltransferasa 2 se manipula adicionalmente para que carezca de actividad de -
manosiltransferasa 1. La célula hospedadora se usa para producir la proteina o glicoproteina recombinante, que a
continuaciéon se evalua mediante transferencia de Western o ELISA usando un anticuerpo que se ha preparado
frente a una version NORF de la cepa. Si la proteina o glicoproteina recombinante producida por la célula
hospedadora carece de unién detectable al anticuerpo preparado frente a antigenos de célula hospedadora,
entonces la célula hospedadora es util para producir la proteina o glicoproteina recombinante que carece de
actividad de union cruzada a los anticuerpos frente a antigenos de célula hospedadora.

Sin embargo, si se detecta la actividad de unién cruzada detectable, entonces la célula hospedadora se manipula
adicionalmente para que no presente actividad de B-manosiltransferasa 3 o actividad de B-manosiltransferasa 4. Por
ejemplo, la célula hospedadora que carece de actividad de [B-manosiliransferasa 2 y actividad de B-
manosiltransferasa 1 se manipula adicionalmente para que carezca de actividad de B-manosiltransferasa 3 con
respecto a un N-glicano u O-glicano. La célula hospedadora se usa para producir la proteina o glicoproteina
recombinante, que a continuacion se evalia mediante transferencia de Western o ELISA usando un anticuerpo que
se ha preparado frente a una version NORF de la cepa. Si la proteina o glicoproteina recombinante producida por la
célula hospedadora carece de unién detectable al anticuerpo preparado frente a antigenos de célula hospedadora,
entonces la célula hospedadora es util para producir la proteina o glicoproteina recombinante que carece de
actividad de union cruzada a los anticuerpos frente a antigenos de célula hospedadora.

Sin embargo, si se detecta la actividad de unién cruzada detectable, entonces la cepa se manipula adicionalmente
para que no presente actividad de -manosiltransferasa 4 con respecto a un N-glicano u O-glicano. La célula
hospedadora se usa para producir la proteina o glicoproteina recombinante, que a continuacién se evalia mediante
transferencia de Western o ELISA usando un anticuerpo que se ha preparado frente a una version NORF de la cepa
para confirmar que la proteina o glicoproteina recombinante carece de union detectable al anticuerpo preparado
frente a antigenos de célula hospedadora.

A modo de un ejemplo adicional, se construye una célula hospedadora de Pichia pastoris en la que diversas
combinaciones de genes de BMT se someten a delecion o se interrumpen. A modo de ejemplo, se construye una
célula hospedadora de Pichia pastoris que tiene una interrupcion o delecion del gen BMT2. La célula hospedadora
Abmt2 se usa para producir la proteina o glicoproteina recombinante, que a continuacion se evalia mediante
transferencia de Western o ELISA usando un anticuerpo que se ha preparado frente a una version NORF de la cepa.
Una cepa NORF es una cepa que es la misma que la cepa hospedadora excepto porque carece del marco de
lectura abierto que codifica la glicoproteina recombinante. Si la proteina o glicoproteina recombinante producida por
la célula hospedadora Abmt2 carece de unién detectable al anticuerpo preparado frente a antigenos de célula
hospedadora, entonces la delecién o interrupcion de BMT2 es suficiente para permitir que la célula hospedadora
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para produzca la proteina o glicoproteina recombinante que carece de actividad de unién cruzada a los anticuerpos
frente a antigenos de célula hospedadora.

Sin embargo, si se detecta la actividad de union cruzada detectable, entonces la célula hospedadora se manipula
adicionalmente para que tenga una delecién de los genes BMT1, BMT3, o BMT4. Por ejemplo, la célula
hospedadora que tiene una interrupcion o delecion del gen BMT2 se manipula adicionalmente para que tenga una
delecion o interrupcidén del gen BMT1. La célula hospedadora Abmt2 Abmt1 se usa para producir la proteina o
glicoproteina recombinante, que a continuacién se evalia mediante transferencia de Western o ELISA usando un
anticuerpo que se ha preparado frente a una versién NORF de la cepa. Si la proteina o glicoproteina recombinante
producida por la célula hospedadora Abmt2 Abmt1 carece de union detectable al anticuerpo preparado frente a
antigenos de célula hospedadora, entonces las deleciones o interrupciones de BMT1 y BMT2 son suficientes para
permitir que la célula hospedadora produzca la proteina o glicoproteina recombinante que carece de actividad de
unién cruzada a los anticuerpos frente a antigenos de célula hospedadora.

Sin embargo, si se detecta la actividad de union cruzada detectable, entonces la célula hospedadora se manipula
adicionalmente para que tenga una delecién de los genes BMT3 o BMT4. Por ejemplo, la célula hospedadora que
tiene una interrupcion o delecion del gen BMT1 y BMT2 se manipula adicionalmente para que tenga una delecion o
interrupcion del gen BMT3. La célula hospedadora Abmt2 Abmt1 Abmit3 se usa para producir la proteina o
glicoproteina recombinante, que a continuacion se evalua mediante transferencia de Western o ELISA usando un
anticuerpo que se ha preparado frente a una version NORF de la célula hospedadora. Si la proteina o glicoproteina
recombinante producida por la célula hospedadora Abmt2 Abmt1 Abmt3 carece de unidn detectable al anticuerpo
preparado frente a antigenos de célula hospedadora, entonces las deleciones e interrupciones de BMT1, BMT2 y
BMT3 son suficientes para permitir que la célula hospedadora produzca la proteina o glicoproteina recombinante que
carece de actividad de union cruzada a los anticuerpos frente a antigenos de célula hospedadora.

Sin embargo, si se detecta la actividad de unién cruzada detectable, entonces la célula hospedadora se manipula
adicionalmente para que tenga una delecion del gen BMT4. The La célula hospedadora Abmt2 Abmt1 Abmt3 Abmt4
se usa para producir la proteina o glicoproteina recombinante, que a continuacién se evalia mediante transferencia
de Western o ELISA usando un anticuerpo que se ha preparado frente a una versién NORF de la cepa para
confirmar que la proteina o glicoproteina recombinante carece de unién detectable al anticuerpo preparado frente a
antigenos de célula hospedadora.

La presente invencion también proporciona una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante en la que el
gen BMT2y el gen BMT1 y el gen BMT3 han experimentado delecién o interrupcion y que incluye una molécula de
acido nucleico que codifica la proteina o glicoproteina recombinante. En otras realizaciones, el gen BMT2, el gen
BMT1 y el gen BMT3 han experimentado delecién o interrupcion. En un aspecto adicional, la presente invencion
proporciona una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante en la que el gen BMT1, el gen BMT2, el gen
BMT3 y el gen BMT4 han experimentado delecion o interrupcion y que incluye una molécula de acido nucleico que
codifica la proteina o glicoproteina recombinante.

La presente invencion también proporciona un método general para producir una proteina o glicoproteina
recombinante que carece de actividad de unién cruzada detectable a anticuerpos de antigeno anti-célula
hospedadora que comprende proporcionar una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante en la que el gen
BMT2y el gen BMT1 y el gen BMT3 han experimentado delecion o interrupcion y que incluye una molécula de acido
nucleico que codifica la proteina o glicoproteina recombinante; cultivar la célula hospedadora en un medio en
condiciones eficaces para expresar la proteina o glicoproteina recombinante; y recuperar la proteina o glicoproteina
recombinante del medio para producir la proteina o glicoproteina recombinante que carece de actividad de unién
cruzada detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora. En otras realizaciones, el
gen BMT2, el gen BMT1 y el gen BMT3 han experimentado delecion o interrupcion.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método general para producir una proteina o
glicoproteina recombinante que carece de actividad de uniéon cruzada detectable a anticuerpos de antigeno anti-
célula hospedadora que comprende proporcionar una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante en la que
el gen BMT1, el gen BMT2, el gen BMT3 y el gen BMT4 han experimentado delecion o interrupcion y que incluye
una molécula de acido nucleico que codifica la proteina o glicoproteina recombinante; cultivar la célula hospedadora
en un medio en condiciones eficaces para expresar la proteina o glicoproteina recombinante; y recuperar la proteina
o glicoproteina recombinante del medio para producir la proteina o glicoproteina recombinante que carece de
actividad de union cruzada detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora.

La presente invencion también proporciona una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante en la que el
gen BMT2 y el gen BMT1 y el gen BMT3 han experimentado delecién o interrupcion y que incluye una molécula de
acido nucleico que codifica la proteina o glicoproteina recombinante. En otras realizaciones, el gen BMT2, el gen
BMT1 y el gen BMT3 han experimentado delecion o interrupcion. En un aspecto adicional, la presente invencion
proporciona una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante en la que el gen BMT1, el gen BMT2, el gen
BMT3 y el gen BMT4 han experimentado delecion o interrupciéon y que incluye una molécula de acido nucleico que
codifica la proteina o glicoproteina recombinante.
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En general, la proteina o glicoproteina recombinante es una glicoproteina terapéutica. Los ejemplos de
glicoproteinas terapéuticas contempladas, incluyen, pero no se limitan a, eritropoyetina (EPO); citoquinas tales como
interferon a, interferénf, interferén y, e interferén w; y factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF); GM-
CSF; factores de coagulacién tales como factor VI, factor IX y proteina C humana; antitrombina IlI; trombina;
cadena a de receptor de IgE soluble; inmunoglobulinas tales como 1gG, fragmentos de IgG, fusiones de IgG, e IgM;
inmunoadhesiones y otras proteinas de fusion de Fc tales como proteinas de fusion a receptor de TNF-Fc solubles;
proteinas de fusién de RAGE-Fc; interleuquinas; uroquinasa; quimasa; e inhibidor de urea y tripsina; proteina de
union a IGF; factor de crecimiento epidérmico; factor de liberacion de hormona de crecimiento; proteina de fusion de
anexina V; angiostatina; factor 2 de crecimiento endotelial vascular; factor 1 inhibitorio de precursor mieloide;
osteoprotegerina; a-1-antitripsina; a-feto proteinas; DNasa |l; kringle 3 de plasminbgeno humano;
glucocerebrosidasa; proteina 1 de union del TNF; hormona foliculoestimulante; antigeno 4 - Ig asociado a linfocitos T
citotdxicos; activador transmembrana y modulador de calcio y ligando de ciclofilina; proteina 1 de tipo glucagén; y
agonista de receptores de IL-2.

En aspectos en particular de la invencién, la molécula de acido nucleico que codifica la proteina o glicoproteina
recombinante esta optimizada por codén para aumentar la expresién de la proteina o glicoproteina recombinante en
la célula hospedadora. Por ejemplo, como se muestra en los ejemplos, la molécula de acido nucleico que codifica la
forma madura humana de la eritropoyetina se optimizé con codon para aumento de la expresion de la eritropoyetina
en una levadura metilotréfica tal como una cepa de Pichia pastoris que se habia modificado ingenieria genética para
producir una variante de eritropoyetina que comprendia N-glicanos biantenarios en donde la glicoforma
predominante comprendia ambas antenas sialiladas de forma terminal.

Las células hospedadoras adecuadas incluyen cualquier célula hospedadora que incluya homdélogos de los genes
BMT1 , BMT2, BMT3 ylo BMT4 de Pichia pastoris. En la actualidad, los ejemplos de tales células hospedadoras
incluyen Candida albicans y la levadura metilotrofica Pichia pastoris. La descripcion describe que la célula
hospedadora es una levadura metilotréfica tal como Pichia pastoris y mutantes de la misma y variantes de la misma
modificadas por ingenieria genética. La invencion sin embargo se limita a Pichia pastoris. La levadura metilotréfica
tal como Pichia pastoris se puede modificar genéticamente para que exprese glicoproteinas en las que el patron de
glicosilacion es similar al humano o humanizado. De esta manera, se pueden producir composiciones de
glicoproteina en las que la glicoforma deseada especifica es predominante en la composiciéon. Esto se puede
conseguir mediante la eliminacion de enzimas de glicosilacion endégenas seleccionadas y/o mediante modificacion
por ingenieria genética de las célula hospedadoras y/o proporcionando enzimas exdégenas para que imiten toda o
parte de la ruta de glicosilacion de mamifero como se describe en el documento US 2004/0018590. Si se desea, se
puede realizar ingenieria genética adicional de la glicosilacion, de modo que la glicoproteina se puede producir con o
sin fucosilacion del nucleo. El uso de células eucariotas inferiores es adicionalmente ventajoso porque éstas células
son capaces de producir composiciones de glicoproteina altamente homogéneas, de modo que la glicoforma
predominante de la glicoproteina puede estar presente en un porcentaje molar superior a un treinta por ciento de la
glicoproteina en la composicién. La descripcion describe que la glicoforma predominante puede estar presente en en
un porcentaje molar superior a un cuarenta por ciento en moles, cincuenta por ciento en moles, sesenta por ciento
en moles, setenta por ciento en moles y, lo mas preferentemente, superior a un ochenta por ciento en moles de la
glicoproteina presente en la composicion. Esto se puede conseguir mediante la eliminaciéon de enzimas de
glicosilacion endégenas y/o proporcionando enzimas exdégenas como se describe en Gerngross et al., documento de
Patente de Estados Unidos n.° 7.029.872 y documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.449.308. Por ejemplo,
una célula hospedadoras de seleccionar modificar por ingenieria para que esté suprimida en actividades de 1,6-
manosil transferasa, que de otro modo podrian afiadir restos de manosa en el N-glicano en una glicoproteina.

Por lo tanto, el control de la O-glicosilacién puede ser util para producir lipoproteinas en particular en las células
hospedadoras desveladas en el presente documento con un rendimiento total mejor o con un rendimiento de la
glicoproteina ensamblada de forma apropiada. Parece que la reduccion o eliminacion de la O-glicosilacion tiene un
efecto beneficioso en el ensamblaje y transporte de glicoproteinas tales como anticuerpos completos ya que
atraviesan la ruta secretoria y son transportadas a la superficie celular. Por lo tanto, en células en las que la O-
glicosilacion esta controlada, el rendimiento de las glicoproteinas ensambladas de forma apropiada tales como
fragmentos de anticuerpo aumenta con respecto al rendimiento obtenido en las células hospedadoras en las que la
O-glicosilacion no esta controlada.

Por lo tanto, los métodos desvelados el presente documento pueden usar cualquier célula hospedadora que se haya
modificado genéticamente para producir glicoproteinas en las que el N-glicano predominante se selecciona entre el
grupo que consiste en N-glicanos complejos, N-glicanos hibridos y N-glicanos de alta manosa en el que los N-
glicanos complejos se seleccionan entre el grupo que consiste en MansGIcNAc2, GIcNAC(1-4)ManzGIcNAc2, Gal(i-
4)GIcNAc(1-4)MansGIcNAc2 y NANA(1-4)Gal(1-4)MansGIcNAcz; los N-glicanos hibridos se seleccionan entre el grupo
que consiste en MansGIcNAcz, GlcNAcMansGIcNAcz, GalGIcNAcMansGIcNAc2 y NANAGalGlcNAcMansGIcNAcz; y
los N-glicanos de alta manosa se seleccionan entre el grupo que consiste en MansGIcNAcz, Man7GIcNAC:,
MansGIcNAc2 y MangGIcNAc2. Los ejemplos de estructuras de N-glicano incluyen, pero no se limitan a,
MansGIcNAc2, GIcNAcMansGIcNAc2, GIcNAcMansGIcNAc2,  GlcNAcaMansGIcNAcz2,  GIcNAcsMansGIcNAc:,
GlcNAcsMan3GIcNAC:, GalGIcNAc2ManzGIcNAc2, Gal2GIlcNAc2Man3zGIcNAc2, Gal2GIcNAcsManzGIcNAcs,
Gal2GlcNAcsMansGIcNAc2,  GalsGIcNAcsMansGIcNAC2,  GalsGIcNAcsMansGIcNAc2,  GalsGlcNAcsMansGIcNAc2,
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NANAGal2GlcNAc2MansGIcNAc, NANA2Gal.GlcNAcz2MansGIcNAc, NANAsGalsGlcNAcsMansGIlcNAc: y
NANA4GalsGlcNAcsMansGIcNAc:.

Los marcadores seleccionables de levadura que se pueden usar para construir las células hospedadoras
recombinantes incluyen marcadores de resistencia a farmaco y funciones genéticas que permiten que la célula
hospedadora de levadura sintetice nutrientes celulares esenciales, por ejemplo aminoacidos. Los marcadores de
resistencia a farmaco que se usan normalmente en levadura incluyen cloramfenicol, kanamicina, metotrexato, G418
(geneticina), Zeocina y similares. Las funciones genéticas que permiten que la célula hospedadora sintetice
nutrientes celulares esenciales se usan con cepas de levadura disponibles que tienen mutaciones auxotréficas en la
funcion gendmica correspondiente. Los marcadores seleccionables de levadura comunes proporcionan funciones
genéticas para sintetizar leucina (LEU2), triptéfano (TRP1 y TRP2), prolina (PRO1), uracilo (URAS3, URA5, URA6),
histidina (HIS3), lisina (LYS2), adenina (ADE1 o ADE?2) y similares. Otros marcadores seleccionables de levadura
incluyen el gen ARR3 de S. cerevisiae, que confiere resistencia a arsenito a células de levadura que se cultivan en
presencia de arsenito (Bobrowicz et al., Yeast, 13: 819-828 (1997); Wysocki ef al., J. Biol. Chem. 272: 30061-30066
(1997)). Un numero de sitios de integracion adecuados incluyen los enumerados en el documento de Patente de
Estados Unidos n.° 7.479.389 e incluyen homologos para loci conocidos para Saccharomyces cerevisiae y otras
levaduras u hongos. Los métodos para integrar vectores en levaduras se conocen bien (véase por ejemplo,
documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.479.389, documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.514.253,
Solicitud Publicada de Estados Unidos n.° 2009012400 y documento W02009/085135). Los ejemplos de sitios de
insercion incluyen, pero no se limitan a, genes ADE de Pichia; genes TRP de Pichia (incluyendo TRP1 a TRP2);
genes MCA de Pichia; genes CYM de Pichia; genes PEP de Pichia; genes PRB de Pichia; y genes LEU de Pichia.
Los genes ADE1 y ARG4 de Pichia se han descrito en Lin Cereghino et al., Gene 263: 159-169 (2001) y en el
documento de Patente de Estados Unidos n.° 4.818.700, los genes HIS3 y TRP1 se han descrito en Cosano et al,,
Yeast 14: 861-867 (1998), HIS4 se ha descrito en GenBank con el n.° de Registro X56180.

También se describié un método para producir una eritropoyetina humana madura en levadura metilotréfica tal como
Pichia pastoris que comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en éacido sidlico y que no
tiene actividad de unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora. El método
comprende proporcionar una célula hospedadora de Pichia pastoris recombinante modificada por ingenieria genética
para producir N-glicanos biantenarios terminados en acido sidlico y en la que al menos los genes BMT1, BMT2 y
BMT3 han experimentado delecion o interrupciéon y que incluye dos o mas moléculas de acido nucleico, cada una
codificando una proteina de fusion que comprende una eritropoyetina humana madura EPO fusionada a un péptido
sefal se dirige al aparato del RE y que se retira cuando la proteina de fusidon esta en el RE de cultivo de la célula
hospedadora en un medio en condiciones eficaces para expresar y procesar la primera y segunda proteinas de
fusion; y recuperar la eritropoyetina humana madura del medio para producir la eritropoyetina humana madura que
comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad de
unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora.

En aspectos en particular, la molécula de acido nucleico que codifica la eritropoyetina humana madura esta
optimizada por codoén a la expresion 6ptima en la levadura metilotréfica tal como Pichia pastoris. Como se muestra
en los ejemplos, la eritropoyetina humana madura esta codificada como una proteina de fusion en la que la EPO
esta fusionada en el extremo N-terminal de la forma madura de la eritropoyetina par con el extremo C-terminal de un
péptido serial y dirige la proteina de fusion a las ruta secretoria para procesamiento, incluyendo glicosilacion. Los
ejemplos de péptidos sefial incluyen, pero no se limitan a, el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae o un péptido
sefial de lisozima de pollo. En lugar de las que se desvelan en el presente documento, se pueden usar otras
secuencias sefial, por ejemplo, el péptido sefial de a-amilasa de Aspergillus niger y péptido sefial de albumina de
suero humano (HSA). En una realizacion, una primera molécula de acido nucleico codifica una proteina de fusién en
la que la eritropoyetina madura esta condensada con el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae y la segunda
molécula de acido nucleico codifica una proteina de fusién en la que la eritropoyetina madura esta condensada con
el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae un péptido sefial de lisozima de pollo. El péptido sefial se puede fusionar
con la eritropoyetina humana madura mediante un péptido conector que puede contener uno o mas sitios de escision
de proteasa.

La célula hospedadora esta modificada con ingenieria genética para producir N-glicanos biantenarios terminados en
acido sialico y en la que al menos los genes BMT1, BMT2 y e BMT3 han experimentado delecién o interrupcion.

La deteccién de actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula
hospedadora se puede determinar en un ELISA de sandwich o en una transferencia de Western.

En aspectos adicionales, la recuperacién de la eritropoyetina humana madura que comprende predominantemente
N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad de uniéon cruzada con anticuerpos
preparados frente a antigenos de célula hospedadora incluye una etapa de cromatografia de intercambio catiénico
y/o una etapa de cromatografia con hidroxiapatita y/o una etapa de cromatografia de intercambio aniénico. En una
realizacién, la recuperacion de la eritropoyetina humana madura que comprende predominantemente N-glicanos
biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad de union cruzada con anticuerpos preparados
frente a antigenos de célula hospedadora comprende una etapa de cromatografia de intercambio catiénico seguido
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de una etapa de cromatografia con hidroxiapatita. Opcionalmente, la recuperacion de la eritropoyetina humana
madura que comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene
actividad de unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora incluye una etapa
de cromatografiaron aniénica.

EJEMPLO 1

La cepa YGLY3159 de Pichia pastoris modificada por ingenieria genética es una cepa que produce eritropoyetina
humana recombinante con N-glicanos sialilados (thEPQO). La construccién de la cepa se ha descrito en la Solicitud
Publicada de Estados Unidos n.° 20080139470 y se ilustra de forma esquematica en la Figura 1. En resumen, la
cepa se construyé como sigue a continuacion.

La cepa YGLY3159 se construy6 a partir de la cepa NRRL-Y 11430 de Pichia pastoris de tipo silvestre usando
métodos descritos anteriormente (véase por ejemplo, documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.449.308;
documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.479.389; Solicitud Publicada de Estados Unidos n.° 20090124000;
Solicitud de PCT Publicada n.° W0O2009085135; Nett y Gerngross, Yeast 20: 1279 (2003); Choi et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 100: 5022 (2003); Hamilton et al., Science 301: 1244 (2003)). Todos los plasmido se prepararon en
un plasmido pUC19 usando procedimientos convencionales de biologia molecular. Para secuencias de nucleétidos
que se optimizaron para expresiéon en P. pastoris, las secuencias de nucleétidos nativas se analizaron con el
software GENEOPTIMIZER (GeneArt, Regensburg, Alemania) y los resultados se usaron para generar secuencias
de nucledtidos en las que los codones se optimizaron para expresion de P. pastoris. Las cepas de levadura se
transformaron mediante electroporacion (usando técnicas convencionales tal como lo recomienda el fabricante del
electroporador BioRad).

El plasmido pGLY6 (Figura 2) es un vector de integracion que se dirige al locus de URA5 y contiene una molécula
de acido nucleico que comprende el gen de invertasa o unidad de transcripciéon de S. cerevisiae (ScSUC2; SEQ ID
NO: 1) flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de
la region en la posicion 5’ del gen URAS5 de P. pastoris (SEQ ID NO: 59) y en el otro lado por una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la posicion 3’ del gen URAS5 de P. pastoris
(SEQ ID NO: 60). El plasmido pGLY®6 se linealiz6 y el plasmido linealizado se transformé en la cepa NRRL-Y 11430
de tipo silvestre para producir una serie de cepas en las que el gen ScSUC2 estaba insertado en el locus de URA5
mediante recombinacion homéloga de doble cruce. La cepa YGLY1-3 se seleccion6 a partir de las cepas producidas
y es auxotréfica para uracilo.

El plasmido pGLY40 (Figura 3) es un vector de integracion que se dirige al locus de OCH1 y contiene una molécula
de acido nucleico que comprende el gen URA5 o unidad de transcripcion de P. pastoris (SEQ ID NO: 61) flanqueado
por moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones de lacZ (SEQ ID NO: 62) que a su vez esta
flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la
region en la posicion 5 del gen OCH1 (SEQ ID NO: 64) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posicion 3’ del gen OCH1 (SEQ ID NO: 65). El plasmido
pGLY40 se linealizé con Sfil y el plasmido linealizado se transform6 en la cepa YGLY1-3 para producir una serie de
cepas en las que el gen URAS flanqueado por las repeticiones de lacZ se ha insertado en el locus de OCH1
mediante recombinacion homéloga de doble cruce. La cepa YGLY2-3 se seleccion6 a partir de las cepas producidas
y es prototrofica para URAS. Se hizo contraseleccion de la cepa YGLY2-3 en presencia de acido 5-fluoroorético (5-
FOA) para producir una serie de cepas en las que el gen URAS5 se ha perdido y solamente las repeticiones de lacZ
permanecen en el locus de OCH1. Esto hace que la cepa sea auxotrofica para uracilo. La cepa YGLY4-3 se
selecciono.

El plasmido pGLY43a (Figura 4) es un vector de integracion que se dirige al locus de BMT2 y contiene una molécula
de acido nucleico que comprende el gen transportador de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) o unidad de
transcripcion de K. lactis (KIMNN2-2, SEQ ID NO: 3) adyacente a una molécula de acido nucleico que comprende el
gen URAS5 o unidad de transcripcion de P. pastoris flanqueado por moléculas de acido nucleico que comprenden
repeticiones de lacZ. Los genes adyacentes estan flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nuclettidos de la region en la posicién 5 del gen BMT2 (SEQ ID NO: 66) y en el otro
lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la posicion 3’
del gen BMT2 (SEQ ID NO: 67). El plasmido pGLY43a se linealiz6 con Sfil y el plasmido linealizado se transformé en
la cepa YGLY4-3 para producir una serie de cepas en las que el gen KIMNN2-2 y el gen URAS5 flanqueado por las
repeticiones de lacZ se ha insertado en el locus de BMT2 mediante recombinacién homoéloga de doble cruce. El gen
BMT2 se ha desvelado en Mille et al., J. Biol. Chem. 283: 9724-9736 (2008) tienen el documento de Patente de
Estados Unidos n.° 7.465.557. La cepa YGLY6-3 se selecciono a partir de las cepas producidas y es prototrofica
para uracilo. Se hizo contraseleccion de la cepa YGLY6-3 en presencia de 5-FOA para producir cepas en las que el
gen URAS5 se ha perdido y solamente permanecen las repeticiones de /acZ. Esto hace que la cepa sea auxotréfica
para uracilo. La cepa YGLY8-3 se seleccion6.

El plasmido pGLY48 (Figura 5) es un vector de integracion que se dirige al locus de MNN4L1 y contiene un casete
de expression que comprende una molécula de acido nucleico que codifica el homoélogo de ratén del marco de
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lectura abierto (ORF) del transportador de UDP-GIcNAc (SEQ ID NO: 17) unido de forma operativa en el extremo en
la posiciéon 5’ a una molécula de acido nucleico que comprende el promotor GAPDH de P. pastoris (SEQ ID NO: 53)
y en el extremo en la posicion 3’ a una molécula de acido nucleico que comprende las secuencias de terminacion
CYC de S. cerevisiae (SEQ ID NO: 56) adyacentes a una molécula de acido nucleico que comprende el gen URA5
de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ y en el que los casetes de expresion juntos estan flanqueados en
un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la posiciéon
5’ del gen MNN4L1 de P. pastoris (SEQ ID NO: 76) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posicién 3’ del gen MNN4L1 (SEQ ID NO: 77). El
plasmido pGLY48 se linealizé con Sfil y el plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY8-3 para producir una
serie de cepas en las que el casete de expresion que codifica el transportador UDP-GIcNAc de ratdn y el gen URAS
se ha insertado en el locus de MNN4L1 mediante recombinacién homéloga de doble cruce. El gen MNN4L1 (también
denominado MNN4B) se ha desvelado en el documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.259.007. La cepa
YGLY10-3 se seleccion6 a partir de las cepas producidas y a continuacion se hizo contraseleccién en presencia de
5-FOA para producir una serie de cepas en las que el gen URA5 se ha perdido y solamente permanecen las
repeticiones de lacZ. La cepa YGLY12-3 se seleccion6.

El plasmido pGLY45 (Figura 6) es un vector de integracion que se dirige a los loci PNO1/MNN4 y contiene una
molécula de acido nucleico que comprende el gen URA5 o unidad de transcripcion de P. pastoris flanqueado por
moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones de /acZ que a su vez esta flanqueado en un lado por una
molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la posicién 5 del gen
PNO1 (SEQ ID NO: 74) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos de la region en la posicion 3’ del gen MNN4 (SEQ ID NO: 75). El plasmido pGLY45 se linealiz6 con Sfil y
el plasmido linealizado se transformo6 en la cepa YGLY12-3 para producir una serie de cepas en las que el gen
URAS flanqueado por las repeticiones de /acZ se ha insertado en los loci MNN4 mediante recombinacion homologa
de doble cruce. El gen PNO1 se ha desvelado en el documento de Patente de Estados Unidos n.° 7.198.921 y el gen
MNN4 (también denominado MNN4B) se ha desvelado en el documento de Patente de Estados Unidos
n.° 7.259.007. La cepa YGLY14-3 se selecciond a partir de las cepas producidas y a continuacion se hizo
contraseleccion en presencia de 5-FOA para producir una serie de cepas en las que el gen URA5 se ha perdido y
solamente permanecen las repeticiones de /lacZ. La cepa YGLY16-3 se selecciond.

El plasmido pGLY247 (Figura 7) es un vector de integracion que se dirige al locus de MET16 y contiene una
molécula de acido nucleico que comprende el gen URA5 o unidad de transcripcion de P. pastoris flanqueado por
moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones de /acZ que a su vez esta flanqueado en un lado por una
molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos de la regidén en la posicién 5 del gen
MET16 (SEQ ID NO: 84) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos de la region en la posicion 3’ del gen MET16 (SEQ ID NO: 85). El plasmido pGLY247 se linealiz6 con Sfil
y el plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY16-3 para producir una serie de cepas en las que el URA5S
flanqueado por las repeticiones de /acZ se ha insertado en el locus de MET16 mediante recombinacién homologa de
doble cruce. La cepa YGLY20-3 se selecciond.

El plasmido pGLY248 (Figura 8) es un vector de integracion que se dirige al locus de URA5 y contiene una molécula
de acido nucleico que comprende el gen de MET16 P. pastoris (SEQ ID NO: 86) flanqueado en un lado por una
molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posicién 5 del gen
URA5 (SEQ ID NO: 59) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos de la regiéon en la posicion 3’ del gen URAS5 (SEQ ID NO: 60). El plasmido pGLY248 se linealizo y el
plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY20-3 para producir una serie de cepas en las que el gen
ScSUC2 insertado en el locus de URAS5 se ha reemplazado por el gen MET16 mediante recombinacion homéloga de
doble cruce. La cepa YGLY24-3 se selecciond y a continuacion se hizo contraseleccion en presencia de 5-FOA para
producir una serie de cepas en las que el gen URAS insertado en el locus de MET16 se ha perdido y solamente
permanecen las repeticiones de lacZ. La cepa YGLY24-3 se seleccion6.

El plasmido pGLY582 (Figura 9) es un vector de integracion que se dirige al locus de HIS71 y contiene en tandem
cuatro casetes de expresion que codifican (1) la epimerasa de UDP-glucosa (ScGAL10) de S. cerevisiae, (2) el
dominio catalitico de la galactosiltransferasa | (hGalT) humana fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider
KRE2-s de S. cerevisiae (33) para dirigir la enzima quimérica al RE o aparato de Golgi, (3) el gen URA5 o unidad de
transcripcion de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ y (4) el transportador de UDP-galactosa (DmUGT)
de D. melanogaster. El casete de expresion que codifica el SCGAL10 comprende una molécula de acido nucleico
que codifica el ORF de ScGAL10 (SEQ ID NO: 21) unida de forma operativa en el extremo en la posicién 5 a una
molécula de acido nucleico que comprende el promotor PMA1 de P. pastoris (SEQ ID NO: 45) y unida de forma
operativa en el extremo en la posicion 3' a una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de
terminacion de la transcripcion PMA1 de P. pastoris (SEQ ID NO: 46). El casete de expresion que codifica la
galactosiltransferasa | quimérica comprende una molécula de acido nucleico que codifica el dominio catalitico hGalT
optimizado por codon para expresion en P. pastoris (SEQ ID NO: 23) fusionado en el extremo en la posicion 5 a una
molécula de acido nucleico que codifica el lider 33 de KRE2-s (SEQ ID NO: 13), que esta unido de forma operativa
en el extremo en la posicion 5' a una molécula de acido nucleico que comprende el promotor GAPDH de P. pastoris
y en el extremo en la posiciéon 3’ a una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de terminacion de la
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transcripcion CYC de S. cerevisiae. El casete de expresion de URA5 comprende una molécula de acido nucleico que
comprende el gen URAS o unidad de transcripcién de P. pastoris flanqueado por moléculas de acido nucleico que
comprenden repeticiones de lacZ. El casete de expresion que codifica el DMUGT comprende una molécula de acido
nucleico que codifica el ORF de DmUGT (SEQ ID NO: 19) unido de forma operativa en el extremo en la posicion 5’ a
una molécula de acido nucleico que comprende el promotor OCH1 de P. pastoris (SEQ ID NO: 47) y unida de forma
operativa en el extremo en la posicion 3' a una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de
terminacion de la transcripcion ALG12 de P. pastoris (SEQ ID NO: 48). Los cuatro casetes en tandem estan
flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la
region en la posicion 5’ del gen HIS1 (SEQ ID NO: 87) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posicion 3’ del gen HIS1 (SEQ ID NO: 88). El plasmido
pGLY582 se linealizé y el plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY24-3 para producir una serie de cepas
en las que los cuatro casetes de expresion en tandem se han insertado en el locus de HIS7 mediante recombinacion
homologa. La cepa YGLY58 se seleccion6 y es auxotrofica para histidina y prototréfica para uridina.

El plasmido pGLY167b (Figura 10) es un vector de integracién que se dirige al locus de ARG y contiene en tandem
tres casetes de expresion que codifican (1) el dominio catalitico de la manosidasa Il de D. melanogaster (KD)
fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider MNN2 de S. cerevisiae (53) para dirigir la enzima quimérica al RE
o aparato de Golgi, (2) el gen HIS1 o unidad de transcripcion de P. pastoris y (3) el dominio catalitico de la N-
acetilglucosamina (GIcNAc) transferasa Il de rata (TC) fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider MNN2 de
S. cerevisiae (54) para dirigir la enzima quimérica al RE o aparato de Golgi. El casete de expresion que codifica el
KD53 comprende una molécula de acido nucleico que codifica el dominio catalitico de la manosidasa Il de D.
melanogaster optimizado por codén para su expresion en P. pastoris (SEQ ID NO: 33) fusionada en el extremo en la
posicion 5 a una molécula de acido nucleico que codifica el lider 53 de MNN2 (SEQ ID NO: 5), que esta unido de
forma operativa en el extremo en la posicidén 5 a una molécula de acido nucleico que comprende el promotor
GAPDH de P. pastoris y en el extremo en la posicién 3' a una molécula de acido nucleico que comprende la
secuencia de terminacion de la transcripcion CYC de S. cerevisiae. El casete de expresion de HIS1 comprende una
molécula de acido nucleico que comprende el gen HIS1 o unidad de transcripcion de P. pastoris (SEQ ID NO: 89). El
casete de expresion que codifica el TC54 comprende una molécula de acido nucleico que codifica el dominio
catalitico de la NGIcNAc transferasa Il de rata optimizado por codén para su expresion en P. pastoris (SEQ ID
NO: 31) fusionado en el extremo en la posicién 5" a una molécula de acido nucleico que codifica el lider 54 de MNN2
(SEQ ID NO: 7), que esta unido de forma operativa en el extremo en la posicion 5’ a una molécula de acido nucleico
que comprende el promotor PMA1 de P. pastoris y en el extremo en la posicién 3' a una molécula de acido nucleico
que comprende la secuencia de terminacién de la transcripcion PMA1 de P. pastoris. Los tres casetes en tandem
estan flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de
la region en la posicion 5 del gen ARG1 gene (SEQ ID NO: 79) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico
que comprende una secuencia de nucledétidos de la region en la posicion 3’ del gen ARG1 (SEQ ID NO: 80). El
plasmido pGLY167b se linealiz6 con Sfil y el plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY58 para producir un
numero de cepas (en las que los tres cassettes de expresion en tandem se han insertado en el locus de ARG1
mediante recombinacién homologa de doble cruce. La cepa YGLY73 se seleccion6 a partir de las cepas producidas
y es auxotréfica para arginina y prototréfica para uridina e histidina. A continuacion se hizo contraseleccion de la
cepa en presencia de 5-FOA para producir un niumero de cepas que ahora son auxotréficas para uridina. La cepa
YGLY1272 se selecciono.

El plasmido pGLY1430 (Figura 11) es un vector de integracién de KINKO que se dirige al locus de ADET sin
interrupcion de la expresion del locus y contiene en tandem cuatro casetes de expresion que codifican (1) el dominio
catalitico de la GIcNAc transferasa | humana (NA) fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider SEC12 de P.
pastoris (10) para dirigir la enzima quimérica al RE o aparato de Golgi, (2) homologo de ratén del transportador de
UDP-GIcNAc (MmTr), (3) el dominio catalitico de la manosidasa IA de raton (FB) fusionado en el extremo N-terminal
al péptido lider SEC12 (FB8) de S. cerevisiae (8) para dirigir la enzima quimérica al RE o aparato de Golgi y (4) el
gen URAS5 o unidad de transcripcion de P. pastoris. Los vectores de integracién de KINKO (Con Supresion Genética
con poca o Ninguna Supresion Genética) permiten la insercion de ADN heterélogo en un locus dirigido sin
intervencion de la expresion del gen en el locus dirigido y se han descrito en la Solicitud Publicada de Estados
Unidos n.° 20090124000. El casete de expresion que codifica el NA10 comprende una molécula de acido nucleico
que codifica el dominio catalitico de la GIcNAc transferasa | humana optimizado por codén para su expresion en P.
pastoris (SEQ ID NO: 25) fusionado en el extremo en la posicion 5 a una molécula de acido nucleico que codifica el
lider 10 de SEC72 (SEQ ID NO: 11), que esta unido de forma operativa en el extremo en la posicion 5 a una
molécula de &cido nucleico que comprende el promotor PMA1 de P. pastoris y en el extremo en la posicion 3’ a una
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de terminacién de la transcripcion PMA1 de P. pastoris. El
casete de expresion que codifica MmTr comprende una molécula de acido nucleico que codifica el homologo de
raton del ORF transportador de UDP-GIcNAc unido de forma operativa en el extremo en la posicién 5 a una
molécula de acido nucleico que comprende el promotor SEC4 de P. pastoris (SEQ ID NO: 49) y en el extremo en la
posicion 3’ a una molécula de acido nucleico que comprende las secuencias de terminacion OCH1 de P. pastoris
(SEQ ID NO: 50). El casete de expresion que codifica el FB8 comprende una molécula de acido nucleico que
codifica el dominio catalitico de la manosidasa IA de raton (SEQ ID NO: 27) fusionado en el extremo en la posicién 5’
a una molécula de acido nucleico que codifica el lider 8 de SEC712-m (SEQ ID NO: 15), que esta unido de forma
operativa en el extremo en la posicién 5 a una molécula de acido nucleico que comprende el promotor GADPH de P.
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pastoris y en el extremo en la posicion 3’ a una molécula de &cido nucleico que comprende la secuencia de
terminacion de la transcripcion CYC de S. cerevisiae. El casete de expresion de URA5 comprende una molécula de
acido nucleico que comprende el gen URA5 o unidad de transcripcion de P. pastoris flanqueado por moléculas de
acido nucleico que comprenden repeticiones de /lacZ. Los cuatro casetes en tandem estan flanqueados en un lado
por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la posicién 5’ y el
ORF completo del gen ADE1 (SEQ ID NO: 82) seguido de una secuencia de terminacién ALG3 de P. pastoris (SEQ
ID NO: 54) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la
region en la posicion 3’ del gen ADE1 (SEQ ID NO: 83). El plasmido pGLY 1430 se linealizé con Sfil y el plasmido
linealizado se transformé en la cepa YGLY1272 para producir una serie de cepas en las que los cuatro casetes de
expresion en tandem se han insertado en el locus de ADE1 inmediatamente después del ORF de ADE1 mediante
recombinacion homéloga de doble cruce. La cepa YGLY1305 se seleccioné a partir de las cepas producidas y es
auxotréfica para arginina y ahora es prototréfica para uridina, histidina y adenina. A continuacion se hizo
contraseleccion de la cepa en presencia de 5-FOA para producir un nimero de cepas que ahora son auxotréficas
para uridina. La cepa YGLY1461 se seleccioné y es capaz de formar glicoproteinas que tienen predominantemente
N-glicanos terminados en galactosa.

El plasmido pGFI165 (Figura 12) es un vector de integracion de KINKO que se dirige al locus de PRO1 sin
interrupcion de la expresion del locus y contiene casetes de expresion que codifican (1) el dominio catalitico de la a-
1,2-manosidasa de T. reesei fusionado en el extremo N-terminal al péptido sefial aMATpre (aMATTrMan) de S.
cerevisiae para dirigir la proteina quimérica a la ruta secretoria y secrecion desde la célula y (2) el gen URA5 o
unidad de transcripcion de P. pastoris. El casete de expresiéon que codifica el aMATTrMan comprende una molécula
de acido nucleico que codifica el dominio catalitico de T. reesei (SEQ ID NO: 29) fusionado en el extremo en la
posicion 5 a una molécula de acido nucleico que codifica el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae (SEQ ID
NO: 9), que esta unido de forma operativa en el extremo en la posicion 5 a una molécula de acido nucleico que
comprende el promotor GAPDH de P. pastoris y en el extremo en la posicién 3’ a una molécula de acido nucleico
gue comprende la secuencia de terminacion de la transcripcion CYC de S. cerevisiae. El casete de expresion de
URAS5 comprende una molécula de acido nucleico que comprende el gen URAS5 o unidad de transcripcion de P.
pastoris flanqueado por moléculas de acido nucleico que comprenden repeticiones de /lacZ. Los dos casetes en
tandem estan flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos de la region en la posicion 5 y el ORF completo del gen PRO7 (SEQ ID NO: 90) seguido de una
secuencia de terminacion ALG3 de P. pastoris y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia de nucleoétidos de la regién en la posicién 3’ del gen PRO7 (SEQ ID NO: 91). El plasmido pGF1165 se
linealiz6 con Sfil y el plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY1461 para producir una serie de cepas en
las que los dos casetes de expresidon se han insertado en el locus de PRO17 inmediatamente después del ORF de
PRO1 mediante recombinacion homéloga de doble cruce. La cepa YGLY1703 se selecciond a partir de las cepas
producidas y es auxotroéfica para arginina y prototréfica para uridina, histidina, adenina y prolina. Esta cepa es capaz
de producir glicoproteinas que tienen O-glicosilacion reducida (véase la Solicitud Publicada de Estados Unidos
n.° 20090170159).

El plasmido pGLY2088 (Figura 13) es un vector de integracién que se dirige al locus de TARP2 o al locus AOX1 y
contiene casetes de expresion que codifican (1) eritropoyetina humana madura (EPO) fusionada en el extremo N-
terminal a un péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae (alfa MF-pre) para dirigir la proteina quimérica a la ruta
secretoria y secrecion desde la célula y (2) la proteina de resistencia a zeocina (Sh ble o ZeocinaR®). El casete de
expresion que codifica la EPO comprende una molécula de acido nucleico que codifica la eritropoyetina EPO
humana madura optimizada por cod6n para su expresion en P. pastoris (SEQ ID NO: 92) fusionada en el extremo en
la posicion 5’ a una molécula de acido nucleico que codifica el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae, que esta
unido de forma operativa en el extremo en la posicién 5 a una molécula de acido nucleico que comprende el
promotor AOX1 de P. pastoris (SEQ ID NO: 55) y en el extremo en la posicion 3' a una molécula de acido nucleico
gue comprende la secuencia de terminacion de la transcripcion CYC de S. cerevisiae. El casete de expresion de
ZeocinaR comprende una molécula de acido nucleico que codifica el ORF de Sh ble (SEQ ID NO: 58) que se une de
forma operativa al extremo en la posicion 5’ al promotor TEF1 de S. cerevisiae (SEQ ID NO: 57) y en el extremo en
la posicion 3’ a la secuencia de terminacion de CYC de S. cerevisiae. Los dos casetes en tdndem estan flanqueados
en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende el gen
TRP2 (SEQ ID NO: 78). El plasmido pGLY2088 se linealizé en el sitio Pmel y se transform6 en la cepa YGLY1703
para producir una serie de cepas en las que los dos casetes de expresion se han insertado en el locus de AOX1
mediante recombinacion homoéloga de cruce individual incorporado, que da como resultado multiples copias del
casete de expresion de EPO insertado en el locus de AOX1 de sin interrumpir el locus de AOX7. La cepa YGLY2849
se seleccion6 a partir de las cepas producidas y es auxotréfica para arginina y ahora es prototrofica para uridina,
histidina, adenina y prolina. La cepa contiene aproximadamente de tres a cuatro copias del casete de expresion de
EPO tal como se determina mediante la medicion de la intensidad de los datos de secuenciacién del ADN aislado de
la cepa. Durante el procesamiento de la EPO quimérica en el RE y en el aparato de Golgi, el péptido lider se retira.
Por lo tanto, la rhEPO producida es la forma madura de la EPO.

El plasmido pGLY2456 (Figura 14) es un vector de integracién de KINKO que se dirige al locus de TARP2 sin

interrupcion de la expresion del locus y contiene seis casetes de expresion que codifican (1) el transportador de
CMP-acido sialico de raton (Transp de mCMP-Sia), (2) la UDP-GIcNAc 2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa
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humana (hGNE), (3) el gen ARG1 o unidad de transcripcion de Pichia pastoris, (4) la CMP-acido sialico sintasa
humana (hCMP-NANA), (5) la N-acetilneuraminato-9-fosfato sintasa humana (hSIAP S), (6) el dominio catalitico de
a-2,6-sialiltransferasa de raton (mST6) fusionado en el extremo N-terminal al péptido lider KRE2 de S. cerevisiae
(33) para dirigir la enzima quimérica al RE o aparato de Golgi y el gen ARG7 o unidad de transcripcion de P.
pastoris. El casete de expresion que codifica el transportador de CMP-acido sialico de ratén comprende una
molécula de acido nucleico que codifica el ORF del Transp de mCMP Sia optimizado por codén para su expresion en
P. pastoris (SEQ ID NO: 35), que esta unido de forma operativa en el extremo en la posicion 5 a una molécula de
acido nucleico que comprende el promotor PMA1 de P. pastoris y en el extremo en la posicién 3’ a una molécula de
acido nucleico que comprende la secuencia de terminacién de la transcripcion PMA1 de P. pastoris. El casete de
expresion que codifica la UDP-GIcNAc 2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa humana comprende una molécula
de acido nucleico que codifica el ORF de hGNE optimizado por codén para su expresion en P. pastoris (SEQ ID
NO: 37), que esta unido de forma operativa en el extremo en la posicién 5’ a una molécula de acido nucleico que
comprende el promotor GAPDH de P. pastoris y en el extremo en la posicion 3’ a una molécula de acido nucleico
que comprende la secuencia de terminacion de la transcripcion CYC de S. cerevisiae. El casete de expresién que
codifica el gen ARG1 de P. pastoris comprende (SEQ ID NO: 81). El casete de expresion que codifica la CMP-acido
sialico sintasa humana comprende una molécula de acido nucleico que codifica el ORF de hCMP-NANA S
optimizado por codén para su expresion en P. pastoris (SEQ ID NO: 39), que esta unido de forma operativa en el
extremo en la posicién 5 a una molécula de acido nucleico que comprende el promotor GPDAH de P. pastoris y en
el extremo en la posicion 3' a una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de terminacion de la
transcripcion CYC de S. cerevisiae. El casete de expresion que codifica la N-acetilneuraminato-9-fosfato sintasa
humana comprende una molécula de acido nucleico que codifica el ORF de hSIAP S optimizado por codén para su
expresion en P. pastoris (SEQ ID NO: 41), que esta unido de forma operativa en el extremo en la posicién 5 a una
molécula de acido nucleico que comprende el promotor PMA1 de P. pastoris y en el extremo en la posicién 3’ a una
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de terminacién de la transcripcion PMA1 de P. pastoris. El
casete de expresion que codifica la a-2,6-sialiltransferasa de raton quimérica comprende una molécula de acido
nucleico que codifica el dominio catalitico de mST6 optimizado por codén para su expresion en P. pastoris (SEQ ID
NO: 43) fusionado en el extremo en la posicidon 5 a una molécula de acido nucleico que codifica el péptido sefal
KREZ2 de S. cerevisiae, que esta unido de forma operativa en el extremo en la posicién 5 a una molécula de acido
nucleico que comprende el promotor TEF de P. pastoris (SEQ ID NO: 51) y en el extremo en la posicion 3’ a una
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de terminacion de la transcripcion de TEF de P. pastoris
(SEQ ID NO: 52). Los seis casetes en tandem estan flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de la region en la posicién 5 del gen ORF que codifica Trp2p que termina
en el codon de parada (SEQ ID NO: 98) seguido de una secuencia de terminacion ALG3 de P. pastoris y en el otro
lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la regién en la posicion 3’
del gen TRP2 (SEQ ID NO: 99). El plasmido pGLY2456 se linealizdé con Sfil y el plasmido linealizado se transformé
en la cepa YGLY2849 para producir una serie de cepas en las que los seis casetes de expresion se han insertado
en el locus de TARP2 inmediatamente después del ORF de TARP2 mediante recombinacion homéloga de doble
cruce. La cepa YGLY3159 se seleccion6 a partir de las cepas producidas y ahora es prototréfica para uridina,
histidina, adenina, prolina, arginina y triptéfano. La cepa es resistente a Zeocina y contiene aproximadamente de tres
a cuatro copias del casete de expresion de EPO. La cepa producia rhEPO; sin embargo, usando los métodos en el
Ejemplo 5, la rhEPO tenia reactividad cruzada de unién a anticuerpos preparados frente a HCA (véase el Ejemplo 6).

Aunque los diversos casetes de expresion se integraron en loci en particular del genoma de Pichia pastoris en los
ejemplos en el presente documento, se entiende que la operacién de la invencion es independiente de los loci
usados para integracion. Los loci distintos de los desvelados en el presente documento se pueden usar para
integracion de los casetes de expresion. Los sitios de integracion adecuados incluyen los enumerados en la Solicitud
Publicada de Estados Unidos n.° 20070072262 e incluyen homologos para loci conocidos de Saccharomyces
cerevisiae y otras levaduras u hongos.

EJEMPLO 2

La cepa YGLY3159 en el Ejemplo 1 se modifico por ingenieria genética adicionalmente para interrumpir los genes
BMT1, BMT3 y BMT4 como sigue a continuacion.

Se hizo contraseleccion de la cepa YGLY3159 en presencia de 5-FOA para producir la cepa YGLY3225, que ahora
es auxotrofica para uridina.

El plasmido pGLY3411 (pSH1092) (Figura 15) es un vector de integracion que contiene el casete de expresion que
comprende el gen URA5 de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ flanqueado en un lado con la secuencia
de nucledtidos en la posicidén 5 del gen BMT4 (PpPBS4 5') de P. pastoris (SEQ ID NO: 72) y en el otro lado con la
secuencia de nucledtidos en la posicion 3’ del gen BMT4 de P. pastoris (SEQ ID NO: 73). El plasmido pGLY3411 se
linealizé y el plasmido linealizado se transform6 en YGLY3159 para producir una serie de cepas en las que el casete
de expresion de URAS se ha insertado en el locus de BMT4 de mediante recombinacion homéloga de doble cruce.
La cepa YGLY4439 se seleccioné a partir de las cepas producidas y es prototrofica para uracilo, adenina, histidina,
prolina, arginina y triptéfano. La cepa es resistente a Zeocina y contiene aproximadamente de tres a cuatro copias
del casete de expresion de rhEPO. La cepa tiene una interrupcién o delecion de los genes BMT2 y BMT4.
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El plasmido pGLY3430 (pSH1115) (Figura 16) es un vector de integracién que contiene una molécula de acido
nucleico que codifica el ORF de resistencia a Nourseotricina (NATR) (originalmente de pAG25 de ERO-SCARF,
Scientific Research and Development GmbH, Daimlerstrasse 13a, D-61352 Bad Homburg, Alemania, véase
Goldstein ef al., Yeast 15: 1541 (1999)), ORF (SEQ ID NO: 102) unido de forma operativa al promotor TEF1 de
Ashbya gossypii (SEQ ID NO: 105) y secuencias de terminacion de TEF1 de Ashbya gossypii (SEQ ID NO: 106)
flanqueado en un lado con la secuencia de nucleottidos en la posicion 5 del gen BMT1 de P. pastoris (SEQ 1D
NO: 68) y en el otro lado con la secuencia de nucleétidos en la posicion 3' del gen BMT1 de P. pastoris (SEQ ID
NO: 69). El plasmido pGLY3430 se linealiz6 y el plasmido linealizado se transformo6 en la cepa YGLY4439 para
producir una serie de cepas en las que el casete de expresion de NATR se ha insertado en el locus de BMT1
mediante recombinacion homoéloga de doble cruce. La cepa YGLY6661 se seleccioné a partir de las cepas
producidas y es prototrofica para uracilo, adenina, histidina, prolina, arginina y triptéfano. La cepa es resistente a
Zeocina y Nourseotricina y contiene aproximadamente de tres a cuatro copias del casete de expresion de EPO. La
cepa tiene una interrupcion o delecion de los genes BMT1, BMT2 y BMT4. La cepa YGLY7013 también se
selecciono; sin embargo, esta cepa presentaba solamente una interrupcién parcial del gen BMT1. Estafeta se disefid
como con una interrupcion o delecion de los genes BMT1, BMT2 y BMT4.

El plasmido pGLY4472 (pSH1186) (Figura 17) es un vector de integracién que contiene una molécula de acido
nucleico que codifica el gen de higromicina B fosfotransferasa de E. coli (Hyg®) ORF (SEQ ID NO: 103) unido de
forma operativa al promotor TEF1 de Ashbya gossypii (SEQ ID NO: 105) y secuencias de terminacion de TEF1 de
Ashbya gossypii (SEQ ID NO: 106) flanqueado en un lado con la secuencia de nucleétidos en la posicion 5 del gen
BMT3 de P. pastoris (SEQ ID NO: 70) y en el otro lado con la secuencia de nucleotidos en la posicion 3’ del gen
BMT3 de P. pastoris (SEQ ID NO: 71). El plasmido pGLY3430 se linealiz6 y el plasmido linealizado se transformo en
la cepa YGLY6661 para producir una serie de cepas en las que el casete de expresion de HygR se ha insertado en
el locus de BMT3 mediante recombinacion homéloga de doble cruce. Las cepas YGLY7361 a YGLY7366 y las
cepas YGLY7393 a YGLY7398 se seleccionaron a partir de las cepas producidas y son prototroficas para uracilo,
adenina, histidina, prolina, arginina y triptéfano. La cepas son resistentes a Zeocina, Nourseotricina, e Higromicina y
contienen aproximadamente de tres a cuatro copias del casete de expresion de EPO. La cepas tienen interrupciones
o deleciones de los genes BMT1, BMT2, BMT3 y BMT4 y producen rhEPO que carece de union de reactividad
cruzada a anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora (HCA).

EJEMPLO 3

La cepa YGLY3159 en el Ejemplo 1 se modificé por ingenieria genética adicionalmente para producir cepas en las
que los genes BMT1, BMT3 y BMT4 se han interrumpido o experimentado delecién y para incluir varias copias de un
casete de expresién que codifica EPO humana madura fusionada con el péptido lider de lisozima de pollo. En
resumen, la construccién de estas cepas a partir de YGLY3159 se muestra en la Figura 1 y se describe brevemente
como sigue a continuacion.

Se hizo contraseleccion de la cepa YGLY3159 en presencia de 5-FOA para producir la cepa YGLY3225, que ahora
es auxotrofica para uridina.

El plasmido pGLY2057 (Figura 18) es un vector de integracion que se dirige al locus de ADE2 y contiene an casete
de expresion que codifica el gen URAS5 de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ. El casete de expresion
esta flanqueado en un lado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleoétidos de la
region en la posicion 5’ del gen ADE2 (SEQ ID NO: 100) y en el otro lado por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleotidos de la region en la posicion 3’ del gen ADE2 (SEQ ID NO: 101). El plasmido
pGLY2057 se linealizd con Sfil y el plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY3225 para producir una serie
de cepas en las que el casete de URAS se ha insertado en el locus de ADE2 mediante recombinacion homéloga de
doble cruce. La cepa YGLY3229 se seleccion6 a partir de las cepas producidas y es auxotrofica para adenina y
prototroéfica para uridina, histidina, prolina, arginina y triptéfano. La cepa es resistente a Zeocina y contiene
aproximadamente de tres a cuatro copias del casete de expresion de EPO.

El plasmido pGLY2680 (Figura 19) es un vector de integracion que se puede dirigir al locus de TRP2 o AOX1y
contiene casetes de expresion que codifican (1) una EPO quimérica que comprende la eritropoyetina madura
humana (EPO) fusionada en el extremo N-terminal con un péptido sefial de lisozima de pollo para dirigir la proteina
quimérica a la ruta secretoria y secrecion desde la célula y (2) el gen ADE2 de P. pastoris sin un promotor. El gen
ADE?2 se transcribe escasamente desde un promotor criptico. Por lo tanto, la seleccién de cepas de levadura ade2A
transformarlas con el vector en medio no complementado con adenina requiere multiples copias del rector a integrar
en el genoma para hacer que sea prototréfico recombinante para adenina. Dado que el vector incluye
adicionalmente el casete de expresion de EPO, la levadura recombinante también incluird multiples copias del
casete de EPO integradas en el genoma. Este vector y método se ha descrito en la Solicitud de PCT Publicada
W02009085135. La secuencia de ADN que codifica el péptido sefial de lisozima de pollo se muestra en la SEQ ID
NO: 94, el ORF optimizado por codon que codifica la EPO madura humana se muestra en la SEQ ID NO: 92 y el gen
ADE?2 de P. pastoris sin su promotor pero incluyendo sus secuencias de terminacion se muestra en la SEQ ID
NO: 96. La EPO quimérica esta unida de forma operativa al promotor de AOX1 y secuencias de terminacién CYC de
S. cerevisiae. Los dos casetes en tdandem estan flanqueados en un lado por una molécula de acido nucleico que
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comprende una secuencia de nucleétidos que comprende el gen TRP2.

El plasmido pGLY2680 se linealizé en el sitio Pmel y se transform6 en YGLY3229 para producir una serie de cepas
en las que los dos casetes de expresion se han insertado en el locus de AOX7 mediante recombinacion homoéloga
de cruce individual incorporado, que da como resultado multiples copias del casete de expresion de EPO insertado
en el locus de AOX1 sin interrumpir el locus de AOX1. La cepa YGLY4209 se seleccion6 a partir de las cepas
producidas. En esta cepa hay aproximadamente 5-7 copias del casete de expresion de EPO tal como se determina
mediante la medicién de la intensidad de los datos de secuenciacion del ADN aislado de la cepa insertado en el
locus. La cepa es prototréfica para adenina, uridina, histidina, prolina, arginina y triptéfano. La cepa contiene en total
de aproximadamente ocho a once copias de casetes de expresion de EPO. Durante el procesamiento de la EPO
quimérica en el RE y en el aparato de Golgi, el péptido lider se retira. Por lo tanto, la rhEPO producida es la forma
madura de la EPO.

Se hizo contraseleccién de la cepa YGLY4209 en presencia de 5-FOA para producir un nimero de cepas que eran
auxotréficas para uracilo. A partir de los transformantes producidos, la cepa YGLY4244 se seleccioné.

El plasmido pGLY2713 (Figura 20), un vector de integracion que se dirige al gen PEP4 de P. pastoris (SEQ ID
NO: 104), contiene el ORF de PNO1 de P. pastoris adyacente al casete de expresién que comprende el gen URAS
de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ y flanqueado en un lado con la secuencia de nucleétidos de la
region en la posicion 5’ del gen PEP4 de P. pastoris y en el otro lado con la secuencia de nucleétidos en la posicion
3’ del gen PEP4 de P. pastoris. El plasmido pGLY2713 se linealizd con Sfil y el plasmido linealizado se transformé
en la cepa YGLY4244 para producir una serie de cepas en las que el ORF de PNO1 y el casete de expresion de
URAS5 se han insertado en el locus de PEP4 mediante recombinacién homologa de doble cruce. La cepa YGLY5053
se selecciond a partir de las cepas producidas y se hizo contraseleccion en presencia de 5-FOA para producir una
serie de cepas en las que el URA5 se ha perdido del genoma. La cepa YGLY5597 se seleccion6 a partir de las
cepas producidas y es prototréfica para adenina, histidina, prolina, arginina y triptéfano. La cepa es resistente a
Zeocina y contiene de aproximadamente ocho a once copias del casete de expresion de rhEPO.

El plasmido pGLY3411 (pSH1092) (Figura 15) es un vector de integracion que contiene el casete de expresion que
comprende el gen URA5 de P. pastoris flanqueado por repeticiones de lacZ flanqueado en un lado con la secuencia
de nucledtidos en la posicion 5 del gen BMT4 (PpPBS4 5') de P. pastoris (SEQ ID NO: 72) y en el otro lado con la
secuencia de nucleétidos en la posicion 3’ del gen BMT4 de P. pastoris (SEQ ID NO: 73). El plasmido pGLY3411 se
linealizé y el plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY5597 para producir una serie de cepas en las que
el casete de expresion de URAS se ha insertado en el locus de BMT4 mediante recombinacién homéloga de doble
cruce. La cepa YGLY5618 se seleccioné a partir de las cepas producidas y es prototréfica para uracilo, adenina,
histidina, prolina, arginina y triptéfano. La cepa es resistente a Zeocina y Nourseotricina y contiene de
aproximadamente ocho a once copias del casete de expresion de rhEPO. La cepa tiene interrupciones de los genes
BMT2y BMT4.

El plasmido pGLY3430 (pSH1115) (Figura 16) es un vector de integracién que contiene una molécula de acido
nucleico que codifica el ORF de resistencia a Nourseotricina (NATR) (originalmente de pAG25 de ERO-SCARF,
Scientific Research and Development GmbH, Daimlerstrasse 13a, D-61352 Bad Homburg, Alemania, véase
Goldstein et al., Yeast 15: 1541 (1999)) ORF (SEQ ID NO: 102) unido de forma operativa al promotor TEF1 de
Ashbya gossypii y secuencias de terminacion de TEF1 de Ashbya gossypii flanqueado en un lado con la secuencia
de nucleétidos en la posicion 5 del gen BMT1 de P. pastoris (SEQ ID NO: 68) y en el otro lado con la secuencia de
nucleétidos en la posicion 3’ del gen BMT1 de P. pastoris (SEQ ID NO: 69). El plasmido pGLY3430 se linealizéd y el
plasmido linealizado se transformé en la cepa YGLY5618 para producir una serie de cepas en las que el casete de
expresion de NATR se ha insertado en el locus de BMT1 mediante recombinacion homologa de doble cruce. La cepa
YGLY7110 se seleccion6 a partir de las cepas producidas y es prototrofica para uracilo, adenina, histidina, prolina,
arginina y triptéfano. La cepa es resistente a Zeocina y Nourseotricina y contiene de aproximadamente ocho a once
copias del casete de expresion de rhEPO. La cepa tiene interrupciones de los genes BMT1, BMT2 y BMTA4.

El plasmido pGLY4472 (pSH1186) (Figura 17) es un vector de integracion que contiene una molécula de acido
nucleico que codifica el ORF del gen de higromicina B fosfotransferasa de E. coli (HygR) (SEQ ID NO: 103) unido de
forma operativa al promotor TEF1 de Ashbya gossypii y secuencias de terminaciéon de TEF1 de Ashbya gossypii
flanqueado en un lado con la secuencia de nucleottidos en la posicion 5 del gen BMT3 de P. pastoris (SEQ 1D
NO: 70) y en el otro lado con la secuencia de nucleétidos en la posicion 3' del gen BMT3 de P. pastoris (SEQ ID
NO: 71). El plasmido pGLY3430 se linealiz6 y el plasmido linealizado se transformo en la cepa YGLY7110 para
producir una serie de cepas en las que el casete de expresion de HygR se ha insertado en el locus de BMT3
mediante recombinacién homologa de doble cruce. Las cepas YGLY7113 a YGLY7122 se seleccionaron a partir de
las cepas producidas y son prototroficas para uracilo, adenina, histidina, prolina, arginina y triptéfano. La cepas son
resistentes a Zeocina, Nourseotricina, e Higromicina y contienen de aproximadamente ocho a once copias del casete
de expresion de EPO. La cepas tienen interrupciones de los genes BMT1, BMT2, BMT3 y BMT4 y producen rhEPO
que carece de unién de reactividad cruzada detectable a anticuerpos preparados frente a HCA.
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EJEMPLO 4

Varias de las cepas de los Ejemplos 1 a 3 se usaron para producir hEPO como se describe a continuacion y se
muestran esquematicamente en la Figura 21. En resumen, la produccién comienza mediante inoculacion de
matraces de agitacién que contienen medios de cultivo con células del banco de células de trabajo y evoluciona a
través de una serie de inoculaciones, incurvaciones y transferencias de los cultivos en expansion en recipientes de
tamafo creciente hasta que hay suficiente biomasa disponible para inocular el biorreactor de produccion. El glicerol
es la fuente primaria de carbono durante la fase discontinua, a continuacioén el crecimiento del cultivo se mantiene a
través de alimentacion de glicerol y sales. Cuando el glicerol se agota, las células se inducen para que expresen la
proteina rhEPO mediante intercambio a una alimentacion de metanol. Los inhibidores se afiaden a induccién para
minimizar la O-glicosilacién (por ejemplo, PMTi 3, Acido 5-[[3-(1-feniletoxi)-4-(2-feniletoxi)]fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-
3-tiazolidinaacético, (véase la Solicitud de PCT Publicada n.° WO 2007061631)) y para minimizar la protedlisis. Los
inhibidores de la protedlisis se afladen de nuevo al final de la fase para minimizar la protedlisis. El cultivo se enfria a
aproximadamente 4 °C y se cosecha.

El cultivo de las cepas a escala de laboratorio se realizé en en fermentadores SixFors de 500 ml y de 3 | usando en
general los siguientes procedimientos. Se realizan Identificaciones Sistematicas en Biorreactor (SIXFORS) en
recipientes de 0,5 | (sistema de multifermentacion Sixfors, ATR Biotech Laurel, MD) en las condiciones siguientes:
pH a 6,5, 24 °C, 0,3 SLPM y una velocidad inicial del agitador de 550 rpm con aun volumen de trabajo inicial de
350 ml (330 ml de medio BMGY y 20 ml de inéculo). El software del multifermentador IRIS (ATR Biotech Laurel, MD)
se usa para aumentar de forma lineal la velocidad del agitador de 550 rpm a 1200 rpm durante 10 horas, una hora
después de la inoculacion. Los cultivos de semilla (200 ml de BMGY en un matraz de 1 | con tabique deflector) se
inoculan directamente de placas de agar. Los Matraces de semilla se incubaron durante 72 horas a 24 °C para
alcanzar densidades opticas (DOesoo) entre 95 y 100. Los fermentadores se inoculan con cultivos en matraz en fase
estacionaria de 200 ml que se concentraron hasta 20 ml mediante centrifugacion. La fase discontinua terminé al
finalizar la fermentacion inicial de carga de glicerol (18-24 h) y va seguida de una segunda fase discontinua que
comienza mediante la adicién de 17 ml de solucién de alimentacion de glicerol (50 % [p/p] de glicerol, 5 mg/l de
Biotina, 12,5 ml/l de sales de PMTi (65 g/l de FeS04.7H20, 20 g/l de ZnClz, 9 g/l de H2SO04, 6 g/l de CuS04.5H20,
5 g/l de H2S04, 3 g/l de MnS04.7H20, 500 mg/l de CoCl2-6H20, 200 mg/l de NaMoQ4-2H20, 200 mg/l de biotina,
80 mg/l de Nal, 20 mg/l de H3BO4)). Después de finalizar la segunda fase discontinua, tal como sefializar con una
adicion en oxigeno disuelto, la fase de induccién comienza por alimentacién de una solucion de alimentaciéon de
metanol (100 % de MeOH, 5 mg/l de biotina, 12,5 ml/l de PMTi) a 0,6 queg/h durante 32-40 horas. El cultivo se
cosecha mediante centrifugacion.

Los cultivos en biorreactor (3 1) se realizan en biorreactores de vidrio de 3| (Applikon, Foster City, CA) y 151
(Applikon, Foster City, CA) y un autoclave de acero inoxidable de 401 (Applikon, Foster City, CA) en lugar del
biorreactor. Los cultivos de semilla se preparan por inoculaciéon de medios BMGY directamente con viales de reserva
congelados a una proporcién volumétrica de un 1 %. Los matraces de semilla se incuban a 24 °C durante 48 horas
para obtener una densidad éptica (DOsoo) de 20 + 5 para asegurar que las células estan creciendo de manera
exponencial después de la transferencia. El medio de cultivo contenia 40 g de glicerol, 18,2 g de sorbitol, 2,3 g de
K2HPO4, 11,9 g de KH2PO4, 10 g de extracto de levadura (BD, Franklin Lakes, NJ), 20 g de peptona (BD, Franklin
Lakes, NJ), 4 x 10 g de biotina y 13,4 g de Base Nitrogenada de Levadura (BD, Franklin Lakes, NJ) por litro. El
biorreactor se inocula con una proporcién volumétrica de un 10 % de semilla con respecto al medio inicial. Los
cultivos se realizan en modo semicontinuo en las condiciones siguientes: temperatura ajustada a 24 + 0,5 °C, pH
controlado a 6,5 + 0,1 con NH4OH, el oxigeno disuelto se mantuvo a 1,7 + 0,1 mg/l con una tasa de agitacion en
cascada en la adicion de Oz. El caudal de aire se mantiene a 0,7 wm. Después de agotar la carga inicial de glicerol
(40 g/1), una solucién de glicerol al 50 % que contiene 12,5 ml/l de sales de PTM1 se alimenta de forma exponencial
a un 50 % de la tasa de crecimiento maximo durante ocho horas hasta que se consiguen 250 g/l de peso celular
humedo. La induccién comienza después de una fase de privacion de 30 minutos cuando el metanol se alimento de
forma exponencial para mantener una tasa de crecimiento especifico de 0,01 h”'. Cuando se alcanza una tasa de
absorcion de oxigeno de 150 mM/l/h, la tasa de alimentacion de metanol se mantiene constante para evitar la
limitacion de oxigeno. El cultivo se cosecha mediante centrifugacion.

Después del aclarado por centrifugaciéon y microfiltracion, el filirado se concentra 10X mediante ultrafiltracion y la
proteina rhEPO se purifica a través de una secuencia de dos etapas de cromatografia usando una afinidad por
colorante azul e hidroxiapatita.

El aclarado principal se realiza por centrifugacion. El de cultivo de células completas se transfiere en frascos de
centrifugacion de 1000 ml y se centrifuga a 4 °C durante 15 minutos a 13.000 x g. Una etapa de ultrafiltracién se
puede usar para fermentadores mas grandes (de 101 a 40 | y mas grandes). Esta etapa se puede realizar usando
laminas planas de Sartorious con un tamafio de poro de 10 K hasta una concentracion de cinco veces.

Una etapa de captura se realiza usando Cromatografia de Flujo Rapido de Azul SEPHAROSE 6 (Pseudo-Afinidad).
Una columna de de Flujo Rapido (FF) de Azul SEPHAROSE 6 (GE Healthcare) se equilibra con MOPS 50 mM,
pH 7,0. El sobrenadante del cultivo se ajusta a NaCl 100 mM y se pasa a través de un filtro sin salida (Whatman,
Polycap TC) antes de cargarlo a la columna. El tiempo de permanencia se mantiene durante aproximadamente 10
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minutos con un lavado con 3 volumenes de columna (CV) después de la carga. La elucién es la etapa de elucion de
4 CV con NaCl 1 M en MOPS 50 mM, pH 7,0. La EPO eluye al NaCl 1 M.

Una etapa intermedia se realiza usando cromatografia de hidroxiapatita (HA). Una hidroxiapatita de ceramica Macro-
prep de Tipo | de 40 um (Bio-Rad) se usa después de la etapa de captura. Esta columna se equilibra con solucién de
equilibrio: MOPS 50 mM, pH 7,0 que contiene NaCl 1 My CaCl2 10 mM. Se afiade CaClz aproximadamente 10 mM a
la rhEPO combinada de la columna de azul antes de la carga. El lavado de la columna se realiza con 3 CV de
solucion de equilibrio seguido de etapa de elucién de 10 CV a fosfato Na 12,5 mM en MPOS, pH 7,0 para
proporcionar la combinacion 1 de HA que contiene la rhEPO.

Una etapa de cromatografia de intercambio catiénico se puede usar para purificar adicionalmente la rhEPO. La
muestra combinada después de la etapa de cromatografia de hidroxiapatita (por ejemplo, combinacién 1 de HA) se
dializa frente a acetato Na 50 mM, pH 5,0 durante una noche a 4 °C y una columna Source 30S o columna de
intercambio catiénico Poros (GE Healthcare) se equilibra con el mismo tampén. La muestra dializada se aplica a la
columna y un gradiente lineal de 10 CV de NaCl de 0 a 750 mM se aplica con rhEPO eluyendo con NaCl entre
350 mM y 500 mM para proporcionar la rhEPO.

El extremo N terminal de la molécula de rhEPO purificada se puede conjugar con polietilenglicol lineal de 40 kDa
(PEG) a través de aminacion reductora (PEGilacion). El PEG activado se afiade a la muestra de rhEPO (conc. a
aproximadamente 1 mg/ml) en tampdn de acetato sédico 50 mM a pH 5,2 a una proporcion de proteina:PEG de
1:10. La reaccién se realiza a temperatura ambiente en condiciones reductoras mediante la adicion de
cianoborohidruro sédico 10 mM a la mezcla de reaccién con agitacién durante una noche. La reaccién se detiene
mediante la adicién de Tris 10 mM, pH 6,0.

El producto de rhEPO mono-PEGilado se purifica usando una etapa de cromatografia de intercambio catiénico antes
de diafiltracion en el tampoén de formulaciéon final (fosfato sédico 20 mM, cloruro sédico 120 mM, Polisorbato 20 al
0,005 % (p/v), pH 7,0).

El producto final se diluye hasta una concentracion adecuada para su carga y se filira de forma estéril en el envase
de almacenamiento de la sustancia farmacolégica. La rhEPO PEGilada se puede almacenar a 2-8 °C hasta su
carga, momento en el que se carga de forma aséptica en viales de vidrio que a continuacién se cierran
herméticamente con un tapon de caucho y proteccién de aluminio.

Se conocen y se pueden usar formulaciones comerciales de proteinas. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
ARANESP®: solucion de Polisorbato: Cada 1 ml contiene 0,05 mg de polisorbato 80 y se formula a pH 6,2 + 0,2 con
2,12 mg de fosfato sédico monohidratado monobasico, 0,66 mg de fosfato sodico dibasico anhidro y 8,18 mg de
cloruro sédico en agua para inyeccion, USP (para 1 ml). Soluciéon de albumina: Cada 1 ml contiene 2,5 mg de
albamina (humana) y se formula a pH 6,0 £ 0,3 con 2,23 mg de fosfato s6dico monohidratado monobasico, 0,53 mg
de fosfato sédico dibasico anhidro y 8,18 mg de cloruro sédico en agua para inyeccién, USP (hasta 1 ml).
EPOGEN® se formula como un liquido incoloro, estéril en una solucién isotdénica tamponada con cloruro
sédico/citrato sédico o una solucion tamponada de cloruro sodico/fosfato sddico para administracién intravenosa (1V)
o subcutanea (SC). Vial sin Conservantes, de Una Sola dosis: Cada 1 ml de solucién contiene 2000, 3000, 4000 o
10.000 Unidades de Epoetina alfa, 2,5 mg de Albumina (Humana), 5,8 mg de citrato sodico, 5,8 mg de cloruro sodico
y 0,06 mg de acido citrico en agua para inyeccion, USP (pH 6,9 + 0,3). Esta formulacién no contiene conservantes.
Los viales conservados contienen un 1 % de alcohol bencilico.

EJEMPLO 5

Los métodos usados para analizar la presencia o ausencia de antigeno de célula hospedadora (HCA) incluian
analisis de transferencia de Western y ensayo de inmunoabsorcién unida a enzima de sandwich (ELISA).

El anticuerpo de antigeno de célula hospedadora (HCA) se prepard en conejos usando el sobrenadante de cultivos
de la cepa NORF. La cepa NORF es genéticamente la misma que YGLY3159 excepto porque carece del ORF que
codifica la EPO madura humana. El sobrenadante de fermentacion de la cepa NORF preparado en adyuvante
completo de Freund se inyecté en conejos, que a continuacién se estimularon tres veces con sobrenadante de
fermentacioén preparado en adyuvante incompleto de Freund. Después de 45 dias, se extrajo sangre de los conejos y
los anticuerpos policlonales para HCA se prepararon usando métodos convencionales, por ejemplo, 9161 F072208-
S de IgG policlonal de conejo, que era Proteina A de SLr purificada y suero de conejo policlonal GiF2::suero de
conejo completo 6316. El anticuerpo GIF2 no era la proteina A purificada.

Las transferencias de Western para detectar de HCA de P. pastoris se realizaron como sigue a continuacion. Las
muestras que contenian rhEPO PEGilada o no PEGilada purificada se redujeron en tampén de carga de muestra,
del que a continuacion se aplico 1 pl a los pocillos de geles de poliacrilamida SDS Tris-HCI al 4-20 % (SDS-PAGE al
4-20 %) (Bio RAD) y se sometio a electroforesis a 150 V durante aproximadamente 60 minutos. Las proteinas
resueltas se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa a 100 V durante aproximadamente 60 minutos.
Después de la transferencia, las membranas se bloquearon durante una hora con solucién de bloqueo al 1 % (Roche
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Diagnostics). Después del bloqueo, las membranas se sondearon con el anticuerpo policlonal anti-HCA de conejo
(anticuerpo primario) diluido a 1:3000. A continuacion, las membranas se lavaron y la deteccion del anticuerpo anti-
HCA de conejo se realizé con el anticuerpo secundario, IgG de cabra-anti-conejo (H+L) (Pierce n.° 31460, Lote
n.° H51015156), conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP), a una diluciéon de 1:5000. Después de lavar las
membranas, la deteccién del anticuerpo secundario unido se realiz6 usando 3,3 Diaminobencidina (DAB). Para
detectar la proteina EPO, el anticuerpo primario era anticuerpo conjugado con EPO (B-4) HRP usado a una dilucion
de 1:1000 (SC5290 Lote n.° A0507, Santa Cruz Biotechnology). No se usé un anticuerpo secundario. De forma
rutinaria, las muestras de EPO se sometieron a electroforesis en paralelo con muestras de rhEPO que se habian
desglicosilado con tratamiento con PNGasaF. La desglicosilacion se realizé con muestras de 50 ul a las que se
afadio 1 yl de enzima PNGasaF a 500 unidades/ul. Después de incubacién a 37 °C durante dos horas, las muestras
se redujeron en tampén de carga de muestra y se retiraron alicuotas de 1 pl y se aplicaron a los geles de SDS como
se ha mencionado anteriormente.

Los ELISA de sandwich para detectar HCA de P. pastoris se realizaron como sigue a continuacion. Los pocillos de
placas para ELISA de 96 pocillos se revistieron con 1 ug/pocillo de anticuerpo monoclonal anti-hEPO de raton. A
continuacion, los pocillos se bloquearon durante 30 minutos con solucidon salina tamponada con fosfato (PBS). A los
pocillos se afadieron aproximadamente 100 uyl de muestras que contenian rhEPO no PEGilada purificada
concentrada a aproximadamente 200 ng/ml. La deteccion primaria usé el anticuerpo policlonal anti-HCA de conejo a
una dilucion de partida de 1:800 en PBS que a continuacion se diluyo en serie a 1:1 en PBS a través a de la fila de
terminacion con el 11° pocillo a una dilucion de 1:819.200. El 12° pocillo sirvi6 como un control negativo. El patrén
para el ELISA fue rhEPO purificada de YGLY3159. Después de 60 minutos, los pocillos se lavaron con PBS tres
veces. La deteccion del anticuerpo anti-HCA de conejo us6 anticuerpo anti-conejo de cabra conjugado con fosfatasa
alcalina (AP) a una dilucion de 1:10.000 en PBS. Después de 60 minutos, los pocillos se lavaron tres veces con PBS
y la deteccioén del anticuerpo secundario unido uso6 fosfato de 4-Metilumbeliferilo (4-MUPS). Las placas para ELISA
se leyeron usando un lector de microplacas de multiple deteccion Tecan Genios a una longitud de onda de
excitacion de 340 nm y una longitud de onda de emision de 465 nm.

EJEMPLO 6

Este ejemplo muestra que YGLY3159 produce rhEPO con actividad de unién cruzada (CBA) con anticuerpo anti-
HCA y que la actividad de union cruzada se debia a la presencia de restos de B-1,2-manosa (resistente a a-1,2-
manosidasa) en al menos una parte de los N-glicanos en la rhEPO incluso cuando la rhEPO se habia producido en
la cepa en la que el gen BMT2 de la B-1,2-manosiltransferasa habia experimentado delecién o interrupcién.

La rhEPO se recuperd con una separacién cromatografica de tres etapas del sobrenadante de fermentacion de
produccién de P. pastoris modificada por glico-ingenieria. La cepa YGLY3159 presentaba una pureza de proteinas
de aproximadamente un 95 % tal como se determina con SDS-PAGE, RP-HPLC y SEC-HPLC. La rhEPO mono-
PEGilada se separ6 mediante una etapa de cromatografia de intercambio catiénico a partir de sus conjugados hiper
y no PEGilados con una pureza de aproximadamente un 96 % tal como se determina con gel de SDS-PAGE. Sin
embargo, el anticuerpo frente a HCA de la cepa YGLY3159 detectaba una glicoproteina en las preparaciones de
rhEPO producidas a partir de la cepa que comigraba con rhEPO en las transferencias de Western. La Figura 22
muestra que el anticuerpo anti-HCA identificaba una proteina que comigra con rhEPO en geles SDS-PAGE al 4-
20 %. La retirada de acido sialico de rhEPO no anulaba la actividad de union cruzada; sin embargo, la retirada de
todo el N-glicano de la rhEPO usando PNGasa F producia una forma desglicosilada de rhEPO que no era detectable
en las transferencias de Western sondeadas con anticuerpo anti-HCA. Esto se muestra en la Figura 23 que muestra
gue solamente la forma desglicosilada de rHEPO carecia de actividad de unién cruzada con el anticuerpo anti-HCA.

Para determinar si la actividad de unién cruzada era especifica de rhEPO o se podia identificar en preparaciones de
glicoproteina de otras cepas de P. pastoris recombinantes, se aislaron unas glicoproteinas producidas en otras
cepas, se resolvieron con geles de SDS-PAGE al 4-20 % y los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
En el caso de un anticuerpo completo humano recombinante (rhigG) producido en una P. pastoris recombinante, la
actividad de unién cruzada se detect6 en preparaciones de proteinas producidas en P. pastoris de tipo silvestre
(hipermanosilada a partir de la region tanto N como O-glicosilada) y en una cepa GS2.0 recombinante que produce
predominantemente N-glicanos de MansGIcNAc: pero que también contenia N-glicanos de MansGIcNAc: detectables
que eran resistentes a la a-1,2-manosidasa (Figura 24, flecha). Sin embargo, las preparaciones de rhigG de P.
pastoris de tipo silvestre contenian actividad de unién cruzada con un peso molecular aparente superior al de rhigG
lo que sugiere que las preparaciones contenian contaminacion con glicoproteinas de célula hospedadora. La
actividad de unién cruzada no se elimind mediante digestion con PNGasa F (rodeado con un circulo en la Figura
24).

La Figura 25 muestra que la rhEPO glicosilada producida en YGLY3159 tenia actividad de unién cruzada al
anticuerpo anti-HCA pero que El panel de la parte superior muestra rpo anti-HCA. Las fetuinas son glicoproteinas de
sangre altamente glicosiladas que se forman en el higado y se secretan en el torrente sanguineo. Pertenecen a un
gran grupo de proteinas de unién que median el transporte y la disponibilidad de una gran diversidad de sustancias
de carga en el torrente sanguineo. El ejemplo representativo mejor conocido de estas proteinas vehiculo es la
albumina de suero, la proteina mas abundante en el plasma sanguineo de animales adultos. La fetuina es mas
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abundante en la sangre fetal, de ahi el nombre de "fetuina" (del latin, feto). El suero bovino fetal contiene mas
fetuina que la albumina mientras que el suero de adulto contiene mas albumina que fetuina. Las asialofetuinas son
fetuinas en las que el acido sialico terminal de los N- y O-glicanos se retira por hidrélisis suave o tratamiento con
neuraminidasa. En la actualidad, no hay informes de manosas unidas en B en S cerevisiae. La HSA no es una
proteina glicosilada.

Los datos a escala de laboratorio Lab demostraban que la purificacion en la etapa intermedia de cromatografia de
rhEPO de la combinacion de captura de Azul SEPHAROSE 6 FF usando una resina de 40 um de tipo | de
hidroxiapatita (HA) puede separar rhEPO que tiene una actividad de unién cruzada casi indetectable (combinacién 1
de HA) de rhEPO que presentaba N-glicanos de tipo alta manosa (combinaciones 2 y 3 de HA). La combinacion 1 de
HA contenia aproximadamente un 90,40 % de N-glicanos bisialilados (la forma de N-glicano deseada) y menos de
un 3,5 % de N-glicanos neutros. Por el contrario, la elucion en gradiente lineal de de fosfato so6dico de 0 a 100 mM
mostraba que las ultimas fracciones de elucion (combinaciones 2 y 3 de HA) contenian N-glicanos de tipo alta
manosa y aumentaban la actividad de unién cruzada a anticuerpo anti-HCA en transferencias de Western. Thesto se
puede observar en el analisis de N-glicano por HPLC y transferencias de Western de geles de SDS-PAGE al 4-20 %
mostrados en la Figura 26.

También se sometié a ensayo la cromatografia en columna usando las resinas aniénicas Q SEPHAROSE FF o
Source 30Q. Las combinaciones 1-3 de HA se combinaron y se dializaron frente a acetato de Na 50 mM, pH 5,0
durante una noche a 4 °C. La muestra dializada se aplicé a la columna y se aplicé un gradiente lineal de 10 CV de
NaCl de 0 a 750 mM con rhEPO eluyendo con NaCl entre 350 y 500 mM para proporcionar la rhEPO. La Figura 27A
muestra un ejemplo de una purificacion con Q SEPHAROSE FF de rhEPO. Los datos mostraban que todos los
glicanos de tipo alta manosa (Mansz7s9 > 9, en su mayoria resistente a a 1,2 manosidasa) que muestran una
actividad de unién cruzada correspondiente mas elevada no se unian a las resinas de intercambio aniénico cuando
el material unido y sin unir se analizaba en un ELISA de sandwich (Figura 27B). La Tabla 1 muestra los resultados
del analisis de HPLC del contenido de N-glicano de la rhEPO en la fraccion unida (combinacién 1 de Q
SEPHAROSE FF) y la fracciéon de flujo continuo(Flujo Continuo de Q SEPHAROSE FF). La Tabla 2 muestra el
contenido de N-glicano de los N-glicanos neutros mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1
Q Sepharose FF - Analisis por HPLC de Purificacion de N-Glicano de rhEPO
Muestra % Neutro % Mono Sialilado % Bi Sialilado
Entrada (combinaciones de HA) 11,04 13,66 75,30
Combinacién de 1 Q SEPHAROSE FF 3,01 6,47 90,52
Flujo Continuo de Q SEPHAROSE FF 26,71 21,19 52,10
Tabla 2

Q Sepharose FF - Purificacion de rhEPO % de Perfil de N-Glicano Neutro

Muestra % G2 % Mans % Mane.-s % Mang
Entrada (combinaciones de HA) 3.1 2,8 2,4 2,74
Combinacion de 1 Q SEPHAROSE FF 3,01 ND ND ND
Flujo Continuo de Q SEPHAROSE FF 42 8,0 3,9 10,61

ND - no detectado
G2 - estructura de N-glicano es Gal2GIcNAc2ManzGIcNACc:

Las figuras y las tablas muestran que la rhEPO con actividad de unién cruzada indetectable a anticuerpos anti-HCA
y buena calidad de proteina y glicano por lo tanto se puede unir/eluir de resinas de intercambio aniénico. Estos datos
también sugieren que la familia de genes fungicos implicados en la biosintesis de oligomandsidos unidos en -1,2
(BMT1, BMT2, BMT3, BMT4) era responsable de las impurezas de union cruzada de bajo nivel en las preparaciones
de rhEPO.

Por lo tanto, cuando se visualizan como un conjunto, los resultados sugieren que la actividad de unién cruzada a
anticuerpos anti-HCA no era especifica para rhEPO pero se debia a N-glicanos resistentes a a-1,2-manosidasa en
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las glicoproteinas. YGLY3159 se habia generado por supresion genética de cinco genes de glicosilacion endégenos
y por introduccion de 15 genes heterélogos. YGLY3159 es la cepa de supresion genética de bmt2A. Los estudios de
espectroscopia de RMN sugieren que las cepas con supresion genética de bmit2A pueden producir glicoproteinas
con cantidades variables de residual N-glicanos de $-1,2-manosa. Dado que YGLY3159 es bmt2A, se postuld que
BMT1 y BMT3 eran responsables del bajo nivel residual de transferencia de B-1,2-manosa en los N-glicanos de
nucleo.

Aunque una combinacién de etapas de cromatografia para purificar la rhEPO puede producir preparaciones de
rhEPO libres de actividad de union cruzada detectable a anticuerpos anti-HCA, en particular podria ser deseable
modificar genéticamente las cepas hospedadoras de P. pastoris para reducir o eliminar la actividad de unién cruzada
detectable a anticuerpos anti-HCA en las cepas. Esto reduce al minimo el riesgo de posible contaminacién de las
preparaciones de rhEPO con actividad de unién cruzada debido a la variabilidad durante la purificacion. Ademas,
dado que cada etapa de purificacion puede dar como resultado una pérdida de rhEPO, las cepas de P. pastoris
modificadas genéticamente pueden reducir el nimero de etapas de purificacion y por lo tanto reducir la cantidad de
rhEPO perdida durante las etapas eliminadas. Por lo tanto, se hizo una delecidén o interrupcion en serie de la
expresion de los cuatro genes BMT para identificar cepas que no produjeran actividad de unién cruzada detectable a
anticuerpos anti-HCA.

EJEMPLO 7

Para reducir la presencia de N-glicanos de tipo manosa unidos en B a niveles indetectables, los genes BMT1 y
BMT4 se interrumpieron y la rhEPO se analizé para la presencia de N-glicanos resistentes a a-1,2-manosidasa.

Las cepas YGLY6661 € YGLY7013 se construyeron como se describe en el Ejemplo 2 y se analizaron para la
presencia de N-glicanos resistentes a a-1,2-manosidasa usando anticuerpos anti-HCA. La cepa YGLY7013 era
bmt2A y bmt4A y la cepa YGLY6661 era bmi2A, bmt4A y bmt1A. La rhEPO producida a partir de las cepas se
sometieron a cromatografia de Azul SEPHAROSE 6 FF y las alicuotas de la combinacion de captura con Azul
SEPHAROSE 6 FF se trataron con PNGasa F vel non. Las alicuotas tratadas y sin tratar se sometieron a
electroforesis en SDS-PAGE, los geles se transfiieron a membranas de nitrocelulosa y las membranas se
sondearon con anticuerpo anti-EPO o anticuerpos anti-HCA. La Figura 28 muestra que, en transferencias de
Western de geles de SDS-PAGE al 4-20 % de alicuotas de combinaciones de captura de Azul SEPHAROSE 6 FF
que producian rhEPO en cualquier cepa, aun producian N-glicanos resistentes a a-1,2-manosidasa que
reaccionaban de forma cruzada con anticuerpos anti-HCA. La Tablas 3 y 4 muestran la distribuciéon de especies de
N-glicano en rhEPO en combinaciones de captura de Azul Sepaharose 6 FF tanto de cultivos de fermentacién como
de SixFors. Como se muestra en las tablas, ambas cepas producian una cantidad sustancial de N-glicanos neutros
de los cuales,1 parte de la resistencia a la digestion de a1,2-mannosidasa in vitro.

Tabla 3
Semana 44 - rhEPO - Combinacion de Captura de Azul SEPHAROSE 6 FF - Fermentacion
% Neutro
. . % Mono %
Combinaciones % BiSialilado | o io | Neutro | % G2 | % M5 | % Me- %
M8 M9+
FO74411 52,98 34,08 12,94 1,7 2,63 3,65 4,96
(YGLY6661)
F074411 (YGLY6661) 01,2 53,42 34,32 12,26 1,9 5,05 3,4 1,91
Manosidasa
F074410 (YGLY7013) 25,10 47,00 27,90 12,99 2,22 5,67 7,02
F074410 (YGLY7013) a1,2 26,34 49,03 26,34 13,14 5,39 4,68 1,42
Manosidasa
G2 - N-glicanos de Gal2GlcNAc2MansGIcNAc2
M6-M8 - N-glicanos de MansGIcNAc2 a MansGIcNAc2
M9+ - N-glicanos de MansGIcNAcz y de mayor tamafio
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Tabla 4

Semana 41 - rhEPO - Combinacién de Captura de Azul SEPHAROSE 6 FF - SixFors

% Neutro
0, 0,
Combinaciones % BiSialilado SAi)a'\IﬂZ?ig Neﬁtro % % M5 | % M6- % % M9+
G2 M8 M9

X074128 (YGLY6661) 43,49 39,24 17,27 1,7 7,8 6,69 0,45 0,63
X074128 (YGLY6661) 42 52 39,26 18,22 1,2 11,84 5,02 0,1 0,06

a1,2 Manosidasa
X074131 (YGLY7013) 66,90 18,83 14,27 1,84 8,36 2,82 0,66 0,59
X074131 (YGLY7013) 64,81 19,70 15,49 1,06 13,1 0,77 0,56 0

a1,2 Manosidasa

G2 - N-glicanos de Gal2GIcNAc2MansGIcNAc2

M6-M8 - N-glicanos de MansGIcNAc2 a MangGIcNAc:
M9 - N-glicanos de MansGIcNAc:2

M9+ - N-glicanos de MangGIcNAc: y de tamarfio superior

Un ELISA de sandwich de rhEPO en las combinaciones de captura de Azul SEPHAROSE 6 FF preparadas a partir
de ambas cepas en comparacion con YGLY3159 mostraba que ambas cepas tenian actividad de unién cruzada a
anticuerpo anti-HCA (Figura 29). La purificaciéon adicional de la rhEPO mediante cromatografia de hidroxiapatita
(HA) y el andlisis de las muestras mediante ELISA de sandwich mostraba que la combinacion 1 de HA que contenia
rhEPO producida a partir de YGLY6661 (bmt2A, bmt4A y bmt1A) parecia carecer de actividad de union cruzada
detectable a anticuerpo anti-HCA pero que la rhEPO producida en YGLY7013 (bmt2A y bmt4A) todavia tenia
actividad de unién cruzada detectable a anticuerpo anti-HCA (Figura 30). Los resultados sugerian que la delecién de
los genes BMT2 y BMT1 no era suficiente para retirar toda la actividad de union cruzada detectable. Los resultados
también muestran que la cromatografia de hidroxiapatita puede eliminar la actividad de unién cruzada detectable en
la combinacién 1 de HA. La Figura 31 es una transferencia de Western de geles de SDS-PAGE al 4-20 % que
muestran que rhEPO en otra combinacion de captura de Azul SEPHAROSE 6 FF preparada a partir de la cepa
YGLY6661 continuaba teniendo actividad de unién cruzada a anticuerpo anti-HCA y que la actividad y unién cruzada
aun se podria hacer indetectable mediante desglicosilacion de la rhEPO. El resultado indicaba que para producir
rhEPO que no tenia actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA detectable, era necesario que la expresion
del gen BMT3 se anulara mediante interrupcion o delecion.

EJEMPLO 8

Para conseguir de forma mas eficaz la eliminacion de los glicanos de tipo manosa unidos en 3 detectable, se
interrumpieron los cuatro genes BMT implicados en la ruta de manosiltransferasa. Las cepas YGLY7361-7366 e
YGLY7393-7398 (Ejemplo 2) se evaluaron para su capacidad para producir rhEPO carente de actividad de unién
cruzada detectable a anticuerpo anti-HCA.

Diversas cepas de YGLY7361-7366 e YGLY7393-7398 en las que se interrumpieron los cuatro genes BMT
implicados en la ruta de B-manosiltransferasa se cultivaron en fermentadores SixFors de 500 ml y a continuacion se
procesaron para rhEPO a través de combinaciones de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de Azul). Las
alicuotas de las combinaciones de Azul se analizaron por SDS-PAGE al 4-20 %. La Figura 32 muestra geles de
SDS-PAGE al 4-20 % tefiidos con azul de Commassie de las combinaciones de Azul de las diversas cepas con y sin
tratamiento con PNGasa F. Los geles muestran que todas de las cuatro cepas sometidas a ensayo producian rhEPO
glicosilada. Varias de las cepas se evaluaron para actividad de unién cruzada a anticuerpo anti-HCA mediante
ELISA de sandwich. La Figura 33 muestra que la mayoria de las cepas carecian de actividad de actividad de unién
cruzada detectable a anticuerpo anti-HCA. Sin embargo, las cepas YGLY7363 e YGLY7365 tenian actividad de
unién cruzada detectable a anticuerpo anti-HCA. La reconfirmacién de YGLY7365 por PCR indicaba que esta cepa
no tenia una supresiéon genética completa del gen BMT3, lo que explica la union relativamente elevada observada
con el anticuerpo anti-HCA presente en el ELISA (Figura 33). El analisis de N-glicano por HPLC de las cepas
YGLY7361-7366 se muestra en la Tabla 5 y las cepas YGLY7393-7398 se muestran en la Tabla 6. Los datos en las
tablas se presentan graficamente en la Figura 34.
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Tabla 5

Semana 46a - SixFors - cepas Abmt1-4 - combinaciones de Azul

Combinaciones % BiSialilado % Mono % % Neutro
% M6- %
% G2 | % M5 M8 Mo+
X074613 (YGLY7361) 22,10 47,83 30,07 13,85 2,53 6,77 6,92
X074613 (YGLY7361) at,2 21,55 48,18 3027 | 1368 | 453 | 547 | 659
Manosidasa
X074614 (YGLY7362) 67,36 24,69 7,95 0,6 4,36 2,8 0,19
X074614 (YGLY7362) a1,2 66,21 25,25 8,54 11 | 67 068 | 006
Manosidasa
*X074615 (YGLY7363) 49,40 39,17 11,43 0,8 4.42 5,91 0,3
X074615 (YGLY7363) a1,2 48,52 39,20 1228 | 04 | 72 468 ND
Manosidasa
X074616 (YGLY7366) 55,99 33,85 10,16 0,8 3,73 4,94 0,69
X074616 (YGLY7366) a1,2 55,44 34,24 1032 | 19 | 72 1,02 02
Manosidasa
*X074617 (YGLY7365) 43,22 42,10 14,68 5,37 5,88 3,03 0,4
X074617 (YGLY7365) at,2 42,70 42,40 1490 | 45 | 84 2.0 ND
Manosidasa
X074618 (YGLY7364) 48,18 38,44 13,38 0,7 6,56 5,76 0,36
X074618 (YGLY7364) a1,2 47,52 39,75 1273 | 04 | 674 | 500 05
Manosidasa
G2 - N-glicanos de Gal2GlcNAc2MansGIcNAc:
M6-M8 - N-glicanos de MansGIcNAc2 a MangGIcNAc:
M9+ - N-glicanos de MansGIcNAc: y de tamario superior
*Presentaban actividad de unién cruzada anticuerpo anti-HCA
Tabla 6
Semana 46a - SixFors - cepas Abmt1-4 - combinaciones de Azul
Combinaciones % BiSialilado | % Mono % % Neutro
% M6- % %
%G2 1 %M5 | Ty | Mo | Hib
X074637 (YGLY7393) 51,04 35,45 13,51 2,3 6,4 1,41 1,2 2,2
X074637 (YGLY7393) 50,33 35,44 1423 | 25 | 914 | ND | ND | 254
a1,2 Manosidasa
X074638 (YGLY7394) 63,56 25,65 10,79 11 6,6 1,9 0,4 0,79
X074638 (YGLY7396) 62,88 25,75 1137 | 12 | 896 | ND | ND | 121
a1,2 Manosidasa
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X074639 (YGLY7395) 56,05 31,43 1252 | 19 | 5.1 22 19 | 14

X074639 (YGLY7395) 56,27 31,81 1192 | 19 | 843 | ND | ND | 159
a1,2 Manosidasa

X074640 (YGLY7396) 50,42 36,71 1287 | 32 | 67 | 127 | 03 | 14

X074640 (YGLY7396) 49,94 36,86 1320 | 32 | 812 | N | ND | 188
a1,2 Manosidasa

X074641 (YGLY7397) 4932 36,07 1461 | 26 | 70 24 | 05 | 211

X074641 (YGLY7398)

o Manogimes 4872 35.86 1542 | 27 | 1024 | ND | ND | 248
X074642 (YGLY7398) 65,74 22 61 1165 | 08 | 77 | 197 | 043 | 371
X074642 (YGLY7398) 64.99 2287 1214 | 10 [ 1002| N | ND | 112

a1,2 Manosidasa

G2 - N-glicanos de Gal2GIcNAc2MansGIcNAc2

M6-M8 - N-glicanos de MansGIcNAc2 a MansGIcNAc:2
M9 - N-glicanos de MansGIcNAc:2

M9+ - N-glicanos de MangGIcNAc: y de tamarfio superior
Hib - N-glicanos hibridos

Las cepas YGLY7362, 7366, 7396 y 7398 se cultivaron en fermentadores de 3 | y se procesaron a través de
cromatografia de Azul Sepaharose 6 FF seguido de cromatografia de hidroxiapatita (HA). Las alicuotas tanto de las
combinaciones de Azul como de las combinaciones de HA se redujeron y se analizaron por SDS-PAGE al 4-20 %.
Las combinaciones correspondientes para YGLY3159 se incluyeron como controles positivos. La Figura 35A
muestra un SDS-PAGE al 4-20 % tefiido con azul de Commassie que muestra que tanto las combinaciones de Azul
(mitad izquierda del gel) como las combinaciones de HA (mitad derecha del gel) producian rhEPO. La Figura 35B
muestra una transferencia de Western de las mismas muestras sondeadas con anticuerpos anti-HCA. Ninguna de
las cepas sometidas a ensayo presentaba actividad alguna de unién cruzada detectable a anticuerpos anti-HCA en
cualquiera de la combinacion de Azul o la combinacién 1 de HA.

La Figura 36 analiza la combinacion de Azul y la combinacion 1 de HA para rhEPO aislada de cultivos de SixFors de
500 ml de YGLY7398 para la actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA. El panel que se encuentra en la
parte mas a la derecha muestra una transferencia de Western sondeada con otra preparacion de anti-HCA: conejo
policlonal GiF2::6316. Este anticuerpo producia los mismos resultados que los producidos usando el anticuerpo
F072208-S, que se habia usado para producir los ELISA y las transferencias de Western que se muestran en el
presente documento. El anticuerpo 6316 muestra que la actividad de unién cruzada no es especifica de anticuerpo.

Estos resultados muestran que la delecidén o la interrupcién de los cuatro genes BMT puede dar como resultado
cepas que no producen la actividad de union cruzada detectable a anticuerpos anti-HCA en cualquiera de la rhEPO
después de en la etapa de captura preliminar de Azul SEPHAROSE 6 FF o la etapa intermedia de hidroxiapatita
usando hidroxiapatita 40 uM de Tipo |. Estas cepas minimizan el riesgo de que se produzcan preparaciones de
rhEPO que contengan actividad de unién cruzada a anticuerpos anti-HCA. Esto permite la produccién de rhEPO con
menos riesgo de induccién de una respuesta inmunolégica adversa en el individuo que recibe la rhEPO.

EJEMPLO 9

Una comparacion de la farmacocinética de la rhEPO producida en las cepas producidas en el Ejemplo 2 con los
cuatro genes BMT interrumpidos o con delecién y PEGilados se comparé con la rhEPO PEGilada producida a partir
de la cepa YGLY3159. La comparacién mostraba que la EPO PEGilada presentaba una reduccién de la semivida in
vivo y menor potencia in vivo (Véanse las Tablas 7 y 8). La rhEPO producida en las cepas producidas en el Ejemplo
2 sin actividad de union cruzada detectable a anticuerpos anti-HCA tenia una farmacocinética por lo general similar a
la de EPOGEN y no la farmacocinética mas elevada de ARANESP. Se encontré que la farmacocinética reducida era
una funcién de la cantidad de N-glicanos biantenarios bisialilados. Los niveles mas elevados de N-glicano
biantenarios bisialilados en la rhEPO se correlacionaron con una farmacocinética mas elevada. Estos resultados son
coherentes con los datos publicados que muestran que la semivida mas larga se correlaciona con un contenido mas
elevado de acido sidlico en la eritropoyetina humana recombinante producida en células CHO (Egrie et al., Exp.
Hematol. 31: 290-299 (2003)).
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Tabla 7

PK de rhEPO de YGLY3159 (CBA) a YGLY7398 (sin CBA)

YGLY3159 YGLY7398

T1/2 (h) 209+2 132

CBA - actividad de union cruzada

Tabla 8
Fuente de rhEPO Potencia Relgtiva (I_Droduccién de Intervalo de Confianza de un
Reticulocitos) 95 %
YGLY3159 a YGLY7398 0,82 (0,68, 1,00)

EJEMPLO 10

Para conseguir de forma eficaz la eliminaciéon de glicanos de tipo manosa unidos en 8 detectable y producir una
cepa que produzca rhEPO con una farmacocinética mas elevada, las cepas YGLY7113-7122 descritas en el
Ejemplo 3 se prepararon y se evaluaron por su capacidad para producir rhEPO carente de actividad de union
cruzada detectable a anticuerpo anti-HCA. Estas cepas se modificaron para que también expresaron EPO madura
humana como una proteina de fusién fusionada a la secuencia lider de lisozima de pollo. Por lo tanto, estas cepas
expresan tanto EPO madura humana fusionada con el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae como la EPO
madura humana como una proteina de fusion fusionada a la secuencia lider de lisozima de pollo.

Diversas cepas YGLY7113-YGLY7122 en las que los cuatro genes BMT implicados en la ruta de B-
manosiltransferasa se interrumpieron y se expresaron cultivados en fermentadores SixFors de 500 ml y a
continuacion se procesaron para rhEPO a través de combinaciones de Azul SEPHAROSE 6 FF (combinaciones de
Azul). Las alicuotas de las combinaciones de Azul para varias cepas se analizaron por ELISA de sandwich usando
anticuerpos anti-HCA. La Figura 37 muestra que YGLY7118 presentaba una actividad de uniéon cruzada a
anticuerpo anti-HCA muy baja pero las demas cepas no presentaban actividad de unién cruzada detectable a
anticuerpos anti-HCA. El analisis de N-glicano por HPLC de las cepas YGLY7113-7117 se muestra en la Tabla 9 y
las cepas YGLY7118-7122 se muestra en la Tabla 10. Las tablas se presentan graficamente en la Figura 38.

Tabla 9
Semana 48 - SixFors - cepas Abmt1-4 - combinaciones de Azul
% Neutro
L s % Mono %
Combinaciones % Bi-Sialilado - o o
Sialilado Neutro % G2 | % M5 % M6- %o % Hib
M8 M9
X074814 (YGLY7113) 70,23 9,97 19,80 0,2 9,2 6,85 2,05 1,5
X074814 (YGLY7113) a1,2
Manosidasa 68,96 10,56 20,48 0,3 18,4 ND ND 1,78
X074815 (YGLY7115) 62,61 14,01 23,38 0,5 715 10,37 3,96 1,4
X074815 (YGLY7115) 1,2 ¢ 27 1395 | 2428 | 01 | 2222 | ND | ND | 196
Manosidasa
X074816 (YGLY7114) 67,64 8,22 24 14 0,2 42 11,41 6,33 2,0
X074816 (YGLY7114) a1,2 65,92 8,32 25,76 0,2 23,35 ND ND 2,21
Manosidasa
X074817 (YGLY7116) 66,46 8,06 25,48 473 5,38 6,94 7,23 1,2
X074817 (YGLY7116) a1,2 65,54 8,69 25,77 0,5 23,8 ND ND 1,47
Manosidasa
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X074818 (YGLY7117) 70,06 11,09 18,85 0,6 8,59 6,0 2,21 1,45
X074818 (YGLY7117) a1,2 68,67 11,42 19,91 0,4 17,5 ND ND 2,01
Manosidasa

G2 - N-glicanos de Gal2GIcNAc2MansGIcNAc2

M6-M8 - N-glicanos de MansGIcNAc2 a MansGIcNAc2
M9 - N-glicanos de MangGIcNAc:

M9+ - N-glicanos de MansGIcNAc: y de tamario superior
Hib - N-glicanos hibridos

Tabla 10

Semana 48 - SixFors — cepas de Abmt1-4 — combinaciones de Azul

Combinaciones A.%..!‘D’i'. °A/9 Mono | % Neutro % Neutro
o _ o
%G2 | % M5 A’M'\gG Nf’g % Hib

X074819 (YGLY7119) 5812 2710 1478 | 07 | 683 | 498 | 117 | 1.1
X074819 (YGLY7119) 57,03 26,87 16,10 | 045 | 1455 | ND | ND | 1.1

a1,2 Manosidasa
X074820 (YGLY7120) 73.60 10,84 1556 | 089 | 86 | 375 | 164 | 068
X074820 (YGLY7120) 72.43 1113 1644 | 07 | 1563 | ND | ND | 0,11

a1,2 Manosidasa
X074821 (YGLY7121) 59,41 19,85 2074 | 08 | 304 | 107 | 555 | 065
X074821 (YGLY7121) 58,39 20,00 216 | 04 | 2017 | ND | ND | 104

a1,2 Manosidasa
X074822 (YGLY7122) 5743 2416 1841 | 137 | 1089 | 495 | 04 | 08
X074822 (YGLY7122)

e 5577 24 44 1979 | 18 | 1728| ND | ND | 071
X074824 (YGLY7118) 55,56 2147 2207 | 033 | 298 | 1185 | 6509 | 122
X074824 (YGLY7118)

T Momosidacs 54,68 21,67 2365 | 04 | 225 | ND | ND | 075

G2 - N-glicanos de Gal2GlcNAc2MansGIcNAc:

M6-M8 - N-glicanos de MansGIcNAc2 a MansGIcNAc2
M9 - N-glicanos de MangGIcNAc:

M9+ - N-glicanos de MansGIcNAc: y de tamario superior
Hib - N-glicanos hibridos

Las cepas YGLY7115, 7117 y 7120 se cultivaron en fermentadores de 3 | y se procesaron a través de Azul
SEPHAROSE 6 FF cromatografia seguido de cromatografia de hidroxiapatita (HA). Las alicuotas tanto de las
combinaciones de Azul como de las combinaciones de HA se redujeron y se analizaron por SDS-PAGE al 4-20 %.
Las combinaciones correspondientes para YGLY3159 se incluyeron como controles positivos. Las combinaciones
correspondientes para YGLY7395 se incluyeron como controles negativos. La Figura 39A muestra un SDS-PAGE al
4-20 % tefido con azul de Commassie que muestra que tanto las combinaciones de Azul (mitad izquierda del gel)
como las combinaciones de HA (mitad derecha del gel) que producen rhEPO. La Figura 39B muestra una
transferencia de Western de las mismas muestras sondeadas con anticuerpos anti-HCA. Ninguna de las cepas
sometidas a ensayo presentaba actividad alguna de unién cruzada detectable a anticuerpos anti-HCA en cualquiera
de la combinacion de Azul o la combinacion 1 de HA.

Estos resultados también muestran que la delecién o la interrupcién de los cuatro genes BMT puede dar como
resultado cepas que no producen la actividad de unién cruzada detectable a anticuerpos anti-HCA en cualquiera de

32



10

15

20

25

30

ES 2589 655 T3

la hEPO después de la etapa preliminar de captura de Azul SEPHAROSE 6 FF o la etapa intermedia de
hidroxiapatita usando hidroxiapatita 40 uM de Tipo |. Estas cepas minimizan el riesgo de que se realicen
preparaciones de rhEPO que contengan actividad de uniéon cruzada a anticuerpos anti-HCA. Esto permite la
produccién de rhEPO con menos riesgo de induccion de una respuesta inmunolégica adversa en el individuo que
recibe la rhEPO.

EJEMPLO 11

Las combinaciones de azul que contienen rhEPO producida por YGLY7117 se sometieron adicionalmente a
cromatografia en columna de hidroxiapatita y la rhEPO en las combinaciones de HA se analizaron para contenido de
sialilacion. La Figura 40A y la Figura 40B muestran trazas por HPLC de los N-glicanos de la rhEPO producida en
YGLY3159 en comparacién con los N-glicanos de la rhEPO producida en YGLY7117, respectivamente. Las figuras
también muestran que la columna de hidroxiapatita retiraba contaminantes adicionales; por lo tanto, en este analisis,
el contenido de sialilacién de la rhEPO producida por YGLY7117 era de aproximadamente un 99 % (los N-glicanos
neutros eran aproximadamente un 1 %) de los que aproximadamente un 89 % era A2 o bisialilado y
aproximadamente un 10 % era A1 o monosialilado.

El analisis de sialilacion de rhEPO producido en YGLY7117 después de la PEGilacién de acuerdo con el proceso en
el Ejemplo 3 era similar a la cantidad de sialilacion antes de la PEGilacion; sin embargo, la cantidad de sialilacion
puede variar hasta un punto limitado dependiendo por ejemplo, de qué modificaciones se realizaron para las
condiciones de crecimiento, por ejemplo, composiciones del medio, tasa de alimentacion, etc (Véase la Tabla 11).
Por lo tanto, los métodos en el presente documento producen composiciones de rhEPO que tienen una sialilacion de
A2 de al menos aproximadamente un 75 % o una sialilaciéon de A2 entre aproximadamente un 75 % y un 89 %. Por
lo tanto, el contenido de acido sialico total es al menos de 4,5 moles de acido sialico por mol de rhEPO, de forma
mas especifica, de aproximadamente 4,6 a 5,7 moles de acido sialico por mol de rhEPO.

Tabla 11

Avecia
BPP (20001) (n=3) | FPP (8001) (n=2) |Avecia (151) (n=2)| (1001)
(n=1)

Pureza por SDS PAGE (relacionada

con EPO) (= 95, 0 %) 995+04 % 99.4+0,0% 994 +0,1% 99.4 %
Integridad por SDS PAGE (Mono-
PEG) (= 80,0 %) 96,8 £0,7 % 96,0+£2,2% 952+20% 97,7 %
Acido sialico total (= 4,5 mol de SA/
mol de proteina) 5,0-5,7 46-4,7 51-52 52

li i N E (70-85 9
Sszam unido a N por CE (70-85 % de 75.2-80,2 % 74.2-77.8 % 80,0-88,7% | 83.9%

A2 - bi-sialilado

CE - electroforesis por capilaridad
SA - acido sialico

BPP- Planta Piloto Biolégica

FPP - Planta Piloto de Fermentacion

Una comparacion de la farmacocinética de la rhEPO producida en la cepa YGLY7117 producida en el Ejemplo 3 con
los cuatro genes BMT interrumpidos o sometidos a delecion y PEGilados se compard con la rhEPO PEGilada
producida a partir de la cepa YGLY3159. La comparacion mostraba que la rhEPO PEGilada producida en la cepa
YGLY7117 presentaba una semivida in vivo y potencia in vivo similares a las de YGLY3159 y ARANESP (Véanse
las Tablas 12y 13).

Tabla 12

PK de rhEPO de YGLY3159 (CBA) a YGLY7117 (sin CBA)

YGLY3159 YGLY7117

T1/2 (h) 209+2 20,6 +4
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CBA - actividad de unién cruzada

Tabla 13
Fuente de rhEPO Potencia Relativa (Produccién de Reticulocitos) | Intervalo de Confianza de un 95 %
YGLY3159 a YGLY7117 0,94 0,77, 1,14)

SECUENCIAS

Las secuencias que se usaron para producir algunas de las cepas desveladas en los Ejemplos 1-11 se proporcionan
en la Tabla 14.
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Tabla 14

SEQ

NO:

Descripcion

Secuencia

gen de invertasa
de S. cerevisiae
(ScSuC2)

AGGCCTCOCAACAACCTATAATTGAGTTAAGTGCCTTITCCAAGCT
AAAAAGTTTGAGGTTATAGGGGCTTAGCATCCACACGTCACAATC
TCGGOTATCGAGTATAGTATGTAGAATTACGGCAGGAGGTTITCCC
AATGAACAAAGGACAGGGOGCACGOTGAGCTGTCGAAGGTATCCA
TTTTATCATGTTTCGTTTGTACAAGCACGACATACTAAGACATTTA
CCGTATGOGGAGTTGTTGTCCTAGCGTAGTTCTCGCTCCCCCAGCA
AAGCTCAAAAAAGTACGTCATTTAGAATAGTTTGTGAGCAAATTA
CCAGTCGGTATGCTACGTTAGAAAGGCCCACAGTATTCTTCTACC
AAAGGCOTGCCTTTGOTTGAACTCGATCCATTATGAGGGCTTCCAT
TATTCCCCGCATTTTTATTACTCTGAACAGGAATAAAAAGAAAAA
ACCCAGTTTAGGAAATTATCCGGGGGUGAAGAAATACGCGTAGC
GTTAATCGACCCCACGTCCAGGGTITTTCCATGGAGGTTTCTGGA
AAAACTGACGAGGAATGTGATTATAAATCCCTTTATGTGATGTCT
AAGACTTITAAGGTACGCCCGATGTTTGCCTATTACCATCATAGA
GACGTTTCTTTTCGAGGAATGCTTAAACGACTTTGTTTGACAAAA
ATGTTGCCTAAGGGCTCTATAGTAAACCATTTGGAAGAAAGATTT
GACGACTTTTTTTTTTTGGATTTCGATCCTATAATCCTTCCTCCTG
AAAAGAAACATATAAATAGATATGTATTATTCTTCAAAACATTCT
CTTGTTCTTGTGCTTTTTTTTTACCATATATCTTACTTTTTITTTTTC
TCTCAGAGAAACAAGCAAAACAAAAAGCTTTTCTTITTCACTAACG
TATATGATGCTITTGCAAGCTTTCCTTITTCCTTTTGGCTGGTTITG
CAGCCAAAATATCTGCATCAATGACAAACGAAACTAGCGATAGA
CCTTTGGTCCACTTCACACCCAACAAGGGCTGGATGAATGACCCA
AATOGOGTTOGTGGTACGATGAAAAAGATGCCAAATGGCATCTGTA
CTTTCAATACAACCCAAATGACACCGTATGGGGTACGCCATTGTT
TTGOOGCCATGCTACTTCCGATGATTTGACTAATTGOGGAAGATCA
ACCCATTGCTATCGCTCCCAAGCGTAACGATTCAGGTGCTTTCTC
TOGCTCCATGGTGGTTGATTACAACAACACGAGTGOGTTTTTCAA
TOATACTATTGATCCAAGACAAAGATGCGTTGCGATTTGGACTTA
TAACACTCCTGAAAGTGAAGAGCAATACATTAGCTATTCTCTTGA
TOGTGGTTACACTTTTACTGAATACCAAAAGAACCCTGTTTITAGC
TOCCAACTCCACTCAATTCAGAGATCCAAAGGTGTTCTGGTATGA
ACCTTCTCAAAAATGGATTATGACGGCTGCCAAATCACAAGACTA
CAAAATTGAAATTTACTCCTCTGATGACTTGAAGTCCTGGAAGCT
AGAATCTGCATTTOCCAATGAAGGTTTCTTAGGCTACCAATACGA
ATGTCCAGGTTTGATTGAAGTCCCAACTGAGCAAGATCCTTCCAA
ATCTTATTGGGTCATGTTTATTTCTATCAACCCAGGTGCACCTGCT
GGCGGTTCCTTCAACCAATATITTGTTGGATCCTTCAATGGTACT
CATTTTGAAGCGTTTGACAATCAATCTAGAGTGGTAGATTTTGGT
AAGGACTACTATGCCTTGCAAACTTTCTTCAACACTGACCCAACC
TACGGTTCAGCATTAGGTATTGCCTGGGUTTCAAACTGGGAGTAC
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AGTGCCTTTGTCCCAACTAACCCATGGAGATCATCCATGTCTTTG
GTCCGCAAGTTTTCTTTGAACACTGAATATCAAGCTAATCCAGAG
ACTGAATTGATCAATTTGAAAGCCGAACCAATATTGAACATTAGT
AATGCTGOTCCCTGOTCTCOTTTTGCTACTAACACAACTCTAACT
AAGGCCAATTCTTACAATGTCGATTTGAGCAACTCGACTGGTACC
CTAGAGTTTOGAGTTGGTTTACGCTGTTAACACCACACAAACCATA
TCCAAATCCGTCTTTGCCGACTTATCACTTTGGTTCAAGGGTTTA
GAAGATCCTOAAGAATATTITGAGAATGGGTTTTGAAGTCAGTGCT
TCTTCCTTCTTTTITGOGACCGTGOTAACTCTAAGGTCAAGTTTGTCA
AGGAGAACCCATATTTCACAAACAGAATGTCTGTCAACAACCAAC
CATTCAAGTCTGAGAACGACCTAAGTTACTATAAAGTGTACGGCC
TACTGGATCAAAACATCTTGGAATTGTACTTCAACGATGGAGATG
TOOTTITCTACAAATACCTACTTCATOGACCACCGGTAACGCTCTAG
GATCTGTGAACATGACCACTGGTGTCGATAATTTGTTCTACATTG
ACAAGTTCCAAGTAAGGGAAGTAAAATAGAGGTTATAAAACTTA
TTGTCTTTTTTATTTTTTTCAAAAGCCATTCTAAAGGGCTTTAGCT
AACGAGTGACGAATGTAAAACTTTATGATTTCAAAGAATACCTCC
AAACCATTGAAAATGTATTTTTATTTTITATTTTCTCCCGACCCCAG
TTACCTGGAATTTGTTCTTTATGTACTTTATATAAGTATAATTCTC
TTAAAAATTTTTACTACTTTGCAATAGACATCATTITTTCACGTAA
TAAACCCACAATCGTAATGTAGTTGCCTTACACTACTAGGATGGA
CCTTTTTGCCTTITATCTGTTTTGTTACTGACACAATGAAACCGGGT
AAAGTATTAGTTATGTGAAAATTTAAAAGCATTAAGTAGAAGTAT
ACCATATTGTAAAAAAAAAAAGCGTTGTCTTCTACGTAAAAGTGT
TCTCAAAAAGAAGTAGTGAGGGAAATGGATACCAAGCTATCTGT
AACAGGAGCTAAAAAATCTCAGGGAAAAGCTTCTGGTTTGGGAA
ACGGTCGAC

invertasa de
S. cerevisiae
(ScsuC2)

MLLQAFLFLLAGFAAKISASMTNETSDRPLVHFTPNKGWMNDPNGL
WYDEKDAKWHLYFQYNPNDTVWGTPLFWGHATSDDLTNWEDQPI
AIAPKRNDSGAFSGSMVVDYNNTSGFENDTIDPRQRCVAIWTYNTPE
SEEQYISYSLDGGYTFTEY QKNPVLAANSTQFRDPKVFWYEPSQKWI
MTAAKSQDYKIEIY SSDDLKSWKLESAFANEGFLGY QYECPGLIEVP
TEQDPSKSY WVMFISINPGAPAGGSFNQYFVGSFNGTHFEAFDNQSR
VVDFGKDYYALQTFFNTDPTYGSALGIAWASNWEYSAFVPTNPWR
SSMSLVRKFSLNTEYQANPETELINLK AEPILNISNAGPWSRFATNTT
LTKANSYNVDLSNSTGTLEFELVY AVNTTQTISKSVFADLSLWFKGL
EDPEEYLRMGFEVSASSFFLDRGNSKVKFVKENPY FTNRMSVNNQP
FKSENDLSYYKVYGLLDOQNILELYENDGDVVSTNTYFMTTGNALGS
VNMTTGVDNLFYIDKFQVREVK

gen transportador de
UDP-GIcNAc de K.
lactis (KIMNN2-2)

AAACGTAACGCCTGGCACTCTATTTTCTCAAACTTCTGGGACGGA
AGAGCTAAATATTGTGTTGCTTGAACAAACCCAAAAAAACAAAA
AAATGAACAAACTAAAACTACACCTAAATAAACCOTGTOTAAAA
COTAGTACCATATTACTAGAAAAGATCACAAGTGTATCACACATG
TGCATCTCATATTACATCTTTITATCCAATCCATTCTCTCTATCCCG
TCTGTTCCTGTCAGATTCTTTTTCCATAAAAAGAAGAAGACCCCG
AATCTCACCGGTACAATGCAAAACTGCTGAAAAAAAAAGAAAGT
TCACTGGATACGGGAACAGTGCCAGTAGGCTTCACCACATGGAC
AAAACAATTGACGATAAAATAAGCAGGTGAGCTTCTTTITCAAGT
CACGATCCCTTTATGTCTCAGAAACAATATATACAAGCTAAACCC
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TTTTGAACCAGTTCTCTCTTCATAGTTATGTTCACATAAATTGCGG
GAACAAGACTCCGCTOGGCTGTCAGGTACACGTTGTAACGTTTTCG
TCCGCCCAATTATTAGCACAACATTGGCAAAAAGAAAAACTGCTC
GTTTTCTCTACAGGTAAATTACAATTTTTTTCAGTAATTTTCGCTG
AAAAATTTAAAGGOCAGGAAAAAAAGACGATCTCGACTTTGCAT
AGATGCAAGAACTGTGGTCAAAACTTGAAATAGTAATTTTGCTGT
GCGTGAACTAATAAATATATATATATATATATATATATATTTGTG
TATTTTGTATATGTAATTGTGCACGTCTTGGCTATTGGATATAAG
ATTTTCGCGGGTTGATGACATAGAGCGTGTACTACTGTAATAGTT
GTATATTCAAAAGCTGCTGCOGTGGAGAAAGACTAAAATAGATAA
AAAGCACACATTTTGACTTCGOTACCGTCAACTTAGTGGGACAGT
CTTTTATATTTGGTGTAAGCTCATTTCTGGTACTATTCGAAACAGA
ACAGTGTTTTCTGTATTACCGTCCAATCGTTTGTCATGAGTTTTGT
ATTGATTTTGTCGTTAGTGTTCGGAGGATOGTTGTTCCAATGTGAT
TAGTTTCGAGCACATGGTGCAAGGCAGCAATATAAATTITGGGAA
ATATTGTTACATTCACTCAATTCGTGTCTGTGACGCTAATTCAGTT
GCCCAATGCTITGGACTTCTCTCACTTTCCGTTTAGGTTGCGACCT
AGACACATTCCTCTTAAGATCCATATGTTAGCTGTGTTTTTGTTCT
TTACCAGTTCAGTCGCCAATAACAGTGTGTTTAAATTTGACATTT
CCGTTCCGATTCATATTATCATTAGATTTTCAGOGTACCACTTTGAC
GATGATAATAGGTTGGGCTGTITGTAATAAGAGGTACTCCAAACT
TCAGGTGCAATCTGCCATCATTATGACGCTTOGOGTGCGATTGTCGC
ATCATTATACCGTGACAAAGAATTTITCAATGGACAGTTITAAAGTT
GAATACGGATTCAGTOGGGTATGACCCAAAAATCTATGTTTGGTAT
CTTTGTTGTGCTAGTGGCCACTGCCTIGATGTCATIGTTGTCGTITG
CTCAACGAATGGACGTATAACAAGTACGGGAAACATTGGAAAGA
AACTTTGTTCTATTCGCATTTCTTGGCTCTACCGTTGTTTATGTTG
GGOTACACAAGGCTCAGAGACGAATTCAGAGACCTCTTAATTTCC
TCAGACTCAATGGATATTCCTATTGTTAAATTACCAATTGCTACG
AAACTTTTCATGCTAATAGCAAATAACGTGACCCAGTTCATTTGT
ATCAAAGGTGTTAACATGCTAGCTAGTAACACGGATGCTTTGACA
CTTTCTGTCGTGCTTCTAGTGCGTAAATTTGTTAGTCTTTTACTCA
GTGTCTACATCTACAAGAACGTCCTATCCGTGACTGCATACCTAG
GGACCATCACCGTGTTCCTGGGAGCTGOGTTTGTATTCATATGGTT
CGOTCAAAACTGCACTGCCTCGCTGAAACAATCCACGTCTGTATG
ATACTCGTTTCAGAATTTTTTTGATTTTCTGCCGGATATGGTTTCT
CATCTTTACAATCGCATTCTTAATTATACCAGAACGTAATTCAAT
GATCCCAGTGACTCGTAACTCTTATATGTCAATTTAAGC

transportador de
UDP-GIcNACc de K.
lactis

(KIMNN2-2)

MSFVLILSLVFGGCCSNVISFEHMVQGSNINLGNIVTFTQFVSVTLIQ
LPNALDFSHFPFRLRPRHIPLKIHMLAVFLFFTSSVANNSVFKFDISVFPI
HIIRFSGTTLTMIIGWAVCNKRYSKLOVQSAIIMTLGAIVASLYRDK
EFSMDSLKILNTDSVGMTQKSMFGIFVVLVATALMSLLSLLNEWTYN
KYGKHWKETLFYSHFLALPLFMLGY TRLRDEFRDLLISSDSMDIPIV
KLPIATKLFMLIANNVTQFICIKGVNMLASNTDALTLSVVLLVRKFVS
LLLSVYTYKNVLSVTAYLGTITVFLGAGLYSYGSVKTALPR

ADN codifica lider de
Mnn2 (53)

ATGCTGCTTACCAAAAGOTTTTCAAAGCTGTTCAAGCTGACGTTC
ATAGTTTTGATATTGTGCGGGCTGTTCGTCATTACAAACAAATAC
ATGGATGAGAACACGTCG

lider de Mnn2 (53)

MLLTKRFSKLFKLTFIVLILCGLFVITNKYMDENTS
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ADN codifica lider de
Mnn2 (54) Los ultimos
9 nucleétidos son el
conector que contiene
el sitio de restriccion
de Ascl)

ATGCTGCTTACCAAAAGGTTTTCAAAGCTGTTCAAGCTGACGTTC
ATAGTTTTGATATTGTGCGGGCTGTTCGTCATTACAAACAAATAC
ATGGATGAGAACACGTCGGTCAAGGAGTACAAGGAGTACTTAGA
CAGATATGTCCAGAGTTACTCCAATAAGTATTCATCTTCCTCAGA
CGCCGCCAGCOCTGACGATTCAACCCCATTGAGGGACAATGATG
AGGCAGGCAATGAAAAGTTGAAAAGCTTCTACAACAACGTTTITCA
ACTTTCTAATGGTTGATTCOGCCCGGGCGCGCC

lider de Mnn2 (54)

MLLTKRFSKLFKLTFIVLILCGLFVITNKYMDENTSVKEYKEYLDRY
VOQSYSNKYSSSSD
AASADDSTPLRDNDEAGNEKLKSFYNNVFNFLMVDSPGRA

ADN codifica
secuencia pre sefal
del Factor de
Acoplamiento a S.
cerevisiae

ATGAGATTCCCATCC ATCTTC ACT GCT GITTIG TTC GCT
GCT TCT TCT GCT TTG GCT

10

secuencia pre sefal
del Factor de
Acoplamiento a S.
cerevisiae

MRFPSIFTAVLFAASSALA

11

ADN codifica Pp
SEC12 (10) Los
ultimos 9 nucleoétidos
son el conector que
contiene el sitio de
restriccion de Ascl
usado para fusion a
proteinas de interés.

ATGCCCAGAAAAATATTTAACTACTTCATTTTGACTGTATTCATG
GCAATTCTTGCTATTGTTTTACAATGGTCTATAGAGAATGGACAT
GGGCGCGCC

12

Pp SEC12 (10)

MPRKIFNYFILTVFMAILAIVLOWSIENGHGRA

13

ADN codifica

ATGGCCCTCTTTCTCAGTAAGAGACTGTTGAGATTTACCGTCATT
GCAGGTGCGGTTATTGTTCTCCTCCTAACATTGAATTCCAACAGT

ScMnt1 (Kre2) (33)

AGAACTCAGCAATATATTCCGAGTTCCATCTCCGCTGCATTTGAT
TTITACCTCAGGATCTATATCCCCTGAACAACAAGTCATCGGGCGC
GCC

14

ScMnt1 (Kre2) (33)

MALFLSKRLLRFTVIAGAVIVLLLTLNSNSRTQQYIPSSISAAFDFTSG
SISPEQQVIGRA

15

ADN codifica
ScSEC12 (8) Los
ultimos 9 nucleoétidos
son el conector que
contiene el sitio de
restriccion de Ascl
usado para fusion a
proteinas de interés

ATGAACACTATCCACATAATAAAATTACCGCTTAACTACGCCAAC
TACACCTCAATGAAACAAAAAATCTCTAAATTTTTCACCAACTTC
ATCCTTATTGTGCTGCTITCTTACATTITACAGTTCTCCTATAAGC
ACAATTTGCATTCCATGCTTTTCAATTACGCGAAGGACAATTTTCT
AACGAAAAGAGACACCATCTCTTCGCCCTACGTAGTTGATGAAGA
CTTACATCAAACAACTTTOTTTGGCAACCACGGTACAAAAACATC
TOTACCTAGCGTAGATTCCATAAAAGTGCATGGCGTGGGGCGCG
CC

16

ScSEC12 (8)

MNTIHIIKLPLNY ANYTSMKQKISKFFTNFILIVLLSYILQFSYKHNLH
SMLENY AKDNFLTKRDTISSPY VVDEDLHQTTLFGNHGTKTSVPSV
DSIKVHGVGRA
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17

ADN codifica
transportador de
MmSLC35 A3 UDP-
GIcNAc

ATGTCTGCCAACCTAAAATATCTTTCCTTGGGAATTTTGGTGTTIC
AGACTACCAGTCTGGTTCTAACGATGCGGTATTCTAGGACTTTAA
AAGAGGAGGOGCCTCOTTATCTGTCTTCTACAGCAGTGGTTGTGO
CTGAATTTTTGAAGATAATGGCCTGCATCTTTTTAGTCTACAAAG
ACAGTAAGTGTAGTGTGAGAGCACTGAATAGAGTACTGCATGAT
GAAATTCTITAATAAGCCCATGGAAACCCTGAAGCTCGCTATCCCG
TCAGGGATATATACTCTTCAGAACAACTTACTCTATGTGGCACTG
TCAAACCTAGATGCAGCCACTTACCAGGTTACATATCAGTTGAAA
ATACTTACAACAGCATTATTTTCTGTGTCTATGCTTGGTAAAAAA
TTAGGTGTOTACCAGTGGCTCTCCCTAGTAATTCTGATGGCAGGA
GTTGCTTTTGTACAGTGGCCTTCAGATTCTCAAGAGCTGAACTCT
AAGGACCTTTCAACAGGCTCACAGTTTGTAGGCCTCATGGCAGTT
CTCACAGCCTGTTTTTCAAGTGGCTTTGCTGOGAGTTTATTTTGAG
AAAATCTTAAAAGAAACAAAACAGTCAGTATGGATAAGGAACAT
TCAACTTGGTTTCTTITGGAAGTATATTTGGATTAATGGGTGTATA
CGTTTATGATGGAGAATTGGTCTCAAAGAATGGATITTITCAGGO
ATATAATCAACTGACGTGGATAGTTGTTGCTCTGCAGGCACTTGG
AGOCCTTGTAATAGCTGCTGTCATCAAATATGCAGATAACATTTT
AAAAGGATTTGCGACCTCCTTATCCATAATATTGTCAACAATAAT
ATCTTATTTTTGOTTGCAAGATTTTGTGCCAACCAGTGTCTTTITC
CTTGGAGCCATCCTTGTAATAGCAGCTACTTTCTTGTATGGTTAC
GATCCCAAACCTGCAGGAAATCCCACTAAAGCATAG

18

transportador de
MmSLC35 A3 UDP-
GIcNAc

MSANLKYLSLGILVFQTTSLVLTMRYSRTLKEEGPRYLSSTAVVVAE
FLKIMACIFLVYKDSKCSVRALNRVLHDEILNKPMETLKLAIPSGIYT
LONNLLYVALSNLDAATYQVTYQLKILTTALFSVSMLGKKLGVY(Q

WLSLVILMAGVAFVQWPSDSQELNSKDLSTGSQFVGLMAVLTACFS

SOGFAGVYFEKILKETKQSVWIRNIQLGFFGSIFGLMGOVYVYDGELVS
KNGFFQGYNQLTWIVVALQALGGLVIAAVIKY ADNILKGFATSLSIIL
STHSYFWLODFVPTSVFFLGAILVIAATFLY GYDPKPAGNPTKA

19

ADN codifica
DmUGT

ATGAATAGCATACACATGAACGCCAATACGCTGAAGTACATCAG
CCTGCTGACGCTGACCCTGCAGAATGCCATCCTGGGCCTCAGCAT
GCGCTACGCCCGCACCCGGCCAGGCGACATCTTCCTCAGCTCCAC
GGCCGTACTCATGGCAGAGTTCGCCAAACTGATCACGTGCCTOTT
CCTGGTCTTCAACGAGGAGGGCAAGGATGCCCAGAAGTTTGTAC
GCTCGCTGCACAAGACCATCATTGCGAATCCCATGGACACGCTGA
AGGTGTGCGTCCCCTCGCTGGTCTATATCGTTCAAAACAATCTGC
TOTACGTCTCTGCCTCCCATTTGGATGCOGCCACCTACCAGGTGA
CGTACCAGCTGAAGATTCTCACCACGGCCATGTTCGCGGTTGTCA
TTCTGCGCCGCAAGCTGCTGAACACGCAGTGGGGTGCGCTGCTGC
TCCTGGTGATGGGCATCGTCCTGGTGCAGTTGGCCCAAACGGAG
GGTCCGACGAGTGGCTCAGCCGGTGGTGCCGCAGCTGCAGCCAC
GGCCGCCTCCTCTGGCGGTGCTCCCGAGCAGAACAGGATGCTCG
GACTGTGGGCCGCACTGOGCGCCTGCTTCCTCTCCGGATTCGCGG
GCATCTACTTTGAGAAGATCCTCAAGGGTGCCGAGATCTCCGTGT
GGATGCGGAATGTGCAGTTGAGTCTGCTCAGCATTCCCTTCGGCC
TGCTCACCTGTTTCGTTAACGACGGCAGTAGGATCTTCGACCAGG
GATTCTTCAAGGGCTACGATCTGTTTGTCTGGTACCTGGTCCTGC
TGCAGGCCGGCOGTOGGATTGATCGTTGCCGTGGTGGTCAAGTAC
GCGGATAACATTCTCAAGGGCTTCGCCACCTCGCTGGCCATCATC
ATCTCGTGCGTGGCCTCCATATACATCTTCGACTTCAATCTCACG
CTGCAGTTCAGCTTCGGAGCTGGCCTGGTCATCGCCTCCATATTT
CTCTACGGCTACGATCCGGCCAGGTCGGCOGCCGAAGCCAACTATG
CATGGTCCTGGCGGCGATGAGGAGAAGCTGCTGCCGCGCGTCTA
G
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20

DmUGT

MNSIHMNANTLKYISLLTLTLONAILGLSMRY ARTRPGDIFLSSTAVL
MAEFAKLITCLFLVFNEEGKDAQKFVRSLHKTIIANPMDTLKVCVPS
LVYIVONNLLYVSASHLDAATYQVTYQLKILTTAMFAVVILRRKLL
NTQWGALLLLVMGIVLVQLAQTEGPTSGSAGGAAAAATAASSGGA
PEQNRMLGLWAALGACFLSGFAGIYFEKILKGAEISVWMRNVQLSL
LSIPFGLLTCFVNDGSRIFDQGFFKGYDLFVWYLVLLQAGGGLIVAY
VVKYADNILKGFATSLAINSCVASIYIFDFNLTLQFSFGAGLVIASIFL
YGYDPARSAPKPTMHGPGGDEEKLLPRY

21

ADN codifica
ScGAL10

ATGACAGCTCAGTTACAAAGTGAAAGTACTTCTAAAATTGTTTTG
GTTACAGOTGGTGCTGGATACATTOGTTCACACACTGTGGTAGAG
CTAATTGAGAATGGATATGACTGTGTTGTTGCTGATAACCTGTCG
AATTCAACTTATGATTCTGTAGCCAGGTTAGAGGTCTTGACCAAG
CATCACATTCCCTTCTATGAGGTTGATTTGTGTGACCGAAAAGGT
CTGGAAAAGGTTTTCAAAGAATATAAAATTGATTCGGTAATTCAC
TTTGCTGGTTTAAAGGCTGTAGGTGAATCTACACAAATCCCGCTG
AGATACTATCACAATAACATTTTGGGAACTGTCGTTTTATTAGAG
TTAATGCAACAATACAACGTTTCCAAATTTGTTTTTTCATCTTCTG
CTACTGTCTATGGTGATGCTACGAGATTCCCAAATATGATTCCTA
TCCCAGAAGAATGTCCCTTAGGGCCTACTAATCCGTATGGTCATA
CGAAATACGCCATTGAGAATATCTTGAATGATCTTTACAATAGCG
ACAAAAAAAGTTGGAAGTTTGCTATCTTGCGTTATTTTAACCCAA

TTGGCGCACATCCCTCTGGATTAATCGGAGAAGATCCGCTAGGTA
TACCAAACAATTTGTTGCCATATATGGCTCAAGTAGCTGTTGGTA
GGCGCGAGAAGCTTTACATCTTCGGAGACGATTATGATTCCAGAG
ATGGTACCCCGATCAGGGATTATATCCACGTAGTTGATCTAGCAA
AAGGTCATATTGCAGCCCTGCAATACCTAGAGGCCTACAATGAAA
ATGAAGGTTTGTGTCGTGAGTGOGAACTTGGGTTCCGGTAAAGGTT
CTACAGTTTTTGAAGTTTATCATGCATTCTGCAAAGCTTCTGGTAT
TGATCTTCCATACAAAGTTACGOGGCAGAAGAGCAGGTGATGTTTT
GAACTTGACGGCTAAACCAGATAGGGCCAAACGCGAACTGAAAT
GGCAGACCGAGTTGCAGGTTGAAGACTCCTGCAAGGATTTATGG
AAATGGACTACTGAGAATCCTTTTGGTTACCAGTTAAGGGGTGTC
GAGGCCAGATTITCCGCTGAAGATATGCGTTATGACGCAAGATTT
GTGACTATTGGTGCCOGGCACCAGATTTCAAGCCACGTTTGCCAAT
TTGGGCGCCAGCATTGTTGACCTGAAAGTGAACGGACAATCAGTT
GTTCTTOGGCTATGAAAATGAGGAAGGGTATTTGAATCCTGATAGT
GCTTATATAGGCGCCACGATCOGCAGOTATGCTAATCGTATITCG
AAGGGTAAGTTTAGTTTATGCAACAAAGACTATCAGTTAACCGTT
AATAACGGCGTTAATGCGAATCATAGTAGTATCGGTTCTTTCCAC
AGAAAAAGATTTTTGGGACCCATCATTCAAAATCCTTCAAAGGAT
GTTTTTACCGCCGAGTACATGCTGATAGATAATGAGAAGGACACC
GAATTTCCAGGTGATCTATTGGTAACCATACAGTATACTGTGAAC
GTTGCCCAAAAAAGTTTGGAAATGGTATATAAAGGTAAATTGACT
GCTGGTGAAGCGACGCCAATAAATTTAACAAATCATAGTTATTTC
AATCTGAACAAGCCATATGGAGACACTATTGAGGGTACGGAGAT
TATGGTGCGTTCAAAAAAATCTGTTGATGTCGACAAAAACATGAT
TCCTACGGOTAATATCGTCGATAGAGAAATTGCTACCTTITAACTC
TACAAAGCCAACGGTCTTAGGCCCCAAAAATCCCCAGTTTGATTG
TIGTTTTGTGGTGGATGAAAATGCTAAGCCAAGTCAAATCAATAC
TCTAAACAATGAATTGACGCTTATTGTCAAGGCTTTTCATCCCGA
TTCCAATATTACATTAGAAGTTTTAAGTACAGAGCCAACTTATCA
ATTTTATACCGGTGATTTCTIGTCTGCTGGTTACGAAGCAAGACA
AGGTTTTGCAATTGAGCCTGGTAGATACATTGATGCTATCAATCA
AGAGAACTGGAAAGATTGTGTAACCTTGAAAAACGGTGAAACTT
ACGGGTCCAAGATTGTCTACAGATTTTCCTGA
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22

ScGa110

MTAQLQSESTSKIVLVTGGAGYIGSHTVVELIENGYDCVVADNLSN
STYDSVARLEVLTKHHIPFYEVDLCDRKGLEKVFKEYKIDSVIHFAG
LKAVGESTQIPLRY YHNNILGTVVLLELMQQYNVSKFVFSSSATVYG
DATRFPNMIPIPEECPLGPTNPYGHTKYAIENILNDLYNSDKKSWKFA
ILRYFNPIGAHPSGLIGEDPLGIPNNLLPYMAQVAVGRREKLYIFGDD
YDSRDGTPIRDYIHVVDLAKGHIAALQYLEAYNENEGLCREWNLGS
GKGSTVFEVYHAFCKASGIDLPYKVTGRRAGDVINLTAKPDRAKRE
LKWQTELQVEDSCKDLWKWTTENPFGYQLRGVEARFSAEDMRYD
ARFVTIGAGTRFQATFANLG
ASIVDLKVNGQSVVLGYENEEGYLNPDSAYIGATIGRY ANRISKGKF
SLCNKDYQLTVNNGVNANHSSIGSFHRKRFLGPIIQNPSKDVFTAEY
MLIDNEKDTEFPGDLLVTIQY TVNVAQKSLEMVYKGKLTAGEATPI
NLTNHSYFNLNKPYGDTIEGTEIMVRSKKSVDVDKNMIPTGNIVDRE
TATFNSTKPTVLGPKNPQFDCCFVVDENAKPSQINTLNNELTLIVKAF
HPDSNITLEVLSTEPTYQFYTGDFLSAGYEARQGFAIEPGRYIDAINQ

ENWKDCVTLKNGETYGSKIVYRFS

23

hGalT optimizado por
codén (XB)

GGTAGAGATTTGTCTAGATTGCCACAGTTGGTTGGTGTTTCCACT
CCATTGCAAGGAGGTTCTAACTCTGCTGCTGCTATTGGTCAATCT
TCCGGTGAGTTGAGAACTGGTGGAGCTAGACCACCTCCACCATTG
GGAGCTTCCTCTCAACCAAGACCAGGTOGTGATTCTTCTCCAGTT
GTTGACTCTGGTCCAGGTCCAGCTTCTAACTTGACTTCCGTTCCA
GTTCCACACACTACTGCTTTGTCCTTGCCAGCTTGTCCAGAAGAA
TCCCCATTGTTGOGTTGGTCCAATGTTIGATCGAGTTCAACATGCCA
OTTGACTTGGAGTTGGTTGCTAAGCAGAACCCAAACGTTAAGATG
GGTGGTAGATACGCTCCAAGAGACTGTGTTTCCCCACACAAAGTT
GCTATCATCATCCCATTCAGAAACAGACAGGAGCACTTGAAGTAC
TGGTTGTACTACTTGCACCCAGTTTTGCAAAGACAGCAGTTGGAC
TACGGTATCTACGTTATCAACCAGGCTGGTGACACTATTTTCAAC
AGAGCTAAGTTGTTGAATGTTGGTTTCCAGGAGGCTTTGAAGGAT
TACGACTACACTTGTTTCOTTITCTCCGACGTTGACTTGATTCCAA
TGAACGACCACAACGCTTACAGATGTTTCTCCCAGCCAAGACACA
TTTCTGTTGCTATGGACAAGTTCGOTTTCTCCTTGCCATACGTTCA
ATACTTCGGTGGTGTTTCCGCTTTGTCCAAGCAGCAGTTCTTGAC
TATCAACGGTTITCCCAAACAATTACTGGGGATGGOGTGGTGAAG
ATGACGACATCTTTAACAGATTGGTTITTCAGAGGAATGTCCATCT
CTAGACCAAACGCTGTTGTTGGTAGATGTAGAATGATCAGACACT
CCAGAGACAAGAAGAACGAGCCAAACCCACAAAGATTCGACAGA
ATCGCTCACACTAAGGAAACTATGTTGTCCGACGGATTGAACTCC
TTGACTTACCAGGTTTTGGACGTTCAGAGATACCCATTGTACACT
CAGATCACTGTTGACATCGGTACTCCATCCTAG

24

domicilio catalitico de
hGalT | (XB)

GRDLSRLPQLVGVSTPLOQGGSNSAAAIGQSSGELRTGGARPPPPLGA
SSQPRPGGDSSPVVDSGPGPASNLTSVPYPHTTALSLPACPEESPLLY
GPMLIEFNMPVDLELVAKQNPNVKMGGRY APRDCVSPHKVAIIIPFR
NRQEHLKYWLYYLHPVLORQQLDY GIY VINQAGDTIFNRAKLLNVG
FQEALKDYDYTCFVFSDVDLIPMNDHNAYRCFSQPRHISVAMDKFG
FSLPYVQYFGGVSALSKQOQFLTINGFPNNY WGWGGEDDDIFNRLVF
RGMSISRPNAVVGRCRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSD
GLNSLTYOVLDVORYPLYTOITVDIGTPS
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25

ADN codifica dominio
catalitico de GnTI
humano (NA)
Optimizado por codén

TCAGTCAGTGCTCTTGATGGTGACCCAGCAAGTTTGACCAGAGAA
GTGATTAGATTGGCCCAAGACGCAGAGGTGGAGTTGGAGAGACA
ACGTGGACTGCTGCAGCAAATCGGAGATGCATTGTCTAGTCAAA
GAGGTAGGGTGCCTACCGCAGCTCCTCCAGCACAGCCTAGAGTG
CATGTGACCCCTGCACCAGCTGTGATTCCTATCTTGGTCATCGCC
TGTGACAGATCTACTGTTAGAAGATGTCTGGACAAGCTGTTGCAT
TACAGACCATCTGCTGAGTTGTTCCCTATCATCGTTAGTCAAGAC
TGTGGTCACGAGGAGACTGCCCAAGCCATCGCCTCCTACGGATCT
GCTGTCACTCACATCAGACAGCCTGACCTGTCATCTATTGCTGTG
CCACCAGACCACAGAAAGTTCCAAGGTTACTACAAGATCGCTAG
ACACTACAGATGGGCATTGGGTCAAGTCTTCAGACAGTTTAGATT
CCCTGCTGCTGTGOGTGGTGGAGGATGACTTGGAGGTGGCTCCTGA
CTTCTTTGAGTACTTTAGAGCAACCTATCCATTGCTGAAGGCAGA
CCCATCCCTGTGGTGTGTCTCTGCCTGGAATGACAACGGTAAGGA
GCAAATGGTGGACGCTTCTAGGCCTGAGCTGTTGTACAGAACCG
ACTTCTTTCCTGGTCTGGGATOGGTTGCTGTTGGCTGAGTTGTGGG

CTGAGTTGGAGCCTAAGTGGCCAAAGGCATTCTGGGACGACTGG
ATGAGAAGACCTGAGCAAAGACAGGGTAGAGCCTGTATCAGACC
TGAGATCTCAAGAACCATGACCTTTGGTAGAAAGGGAGTGTCTCA
CGGTCAATTCTTTGACCAACACTTGAAGTTTATCAAGCTGAACCA
GCAATTTOTGCACTTCACCCAACTGGACCTGTCTTACTTGCAGAG
AGAGGCCTATGACAGAGATTTCCTAGCTAGAGTCTACGGAGCTCC
TCAACTGCAAGTGGAGAAAGTGAGGACCAATGACAGAAAGGAGT
TGGGAGAGGTGAGAGTGCAGTACACTGGTAGGGACTCCTTTAAG
GCTTTCGCTAAGGCTCTGGGTOGTCATGGATGACCTTAAGTCTGGA
GTTCCTAGAGCTGGTTACAGAGGTATTGTCACCTTTCAATTCAGA
GGTAGAAGAGTCCACTTGGCTCCTCCACCTACTTGGGAGGGTTAT
GATCCTTCTTGGAATTAG

26

dominio catalitico de
GnT | humano (NA)

SVSALDGDPASLTREVIRLAQDAEVELERQRGLLQQIGDALSSQRGR
VPTAAPPAQPRVHVTPAPAVIPILVIACDRSTVRRCLDKLLHYRPSAE
LFPITVSQDCGHEETAQAIASYGSAVTHIRQPDLSSIAVPPDHRKFQG
YYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYP
LLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDASRPELLYRTDFFPGLGWLLL
AELWAFELEPK WPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEISRTMTFGRK
GVSHGQFFDQHLKFIKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVY
GAPQLQVEKVRTNDRKFLGEVRVQYTGRDSFKAFARALGVMDDLK
SGVPRAGYRGIVTFQFRGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN
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27

ADN codifica dominio
catalitico de Mm Manl
(FB)

GAGCCCGCTGACGCCACCATCCOTGAGAAGAGGGCAAAGATCAA
AGAGATGATGACCCATGCTTGGAATAATTATAAACGCTATGCGTG
GGGCTTGAACGAACTGAAACCTATATCAAAAGAAGGCCATTCAA
GCAGTTTGTTTGGCAACATCAAAGGAGCTACAATAGTAGATGCCC
TGGATACCCTTTITCATTATGGGCATGAAGACTGAATTITCAAGAAG
CTAAATCGTGGATTAAAAAATATTTAGATTTTAATGTGAATGCTG
AAGTTTCTGTTTTTGAAGTCAACATACGCTTCGTCGGTGGACTGC
TGTCAGCCTACTATTTGTCCGGAGAGGAGATATTTCGAAAGAAAG
CAGTGGAACTTGGGGTAAAATTGCTACCTGCATTTCATACTCCCT
CTGGAATACCTTGGGCATTGCTGAATATGAAAAGTGGGATCGGG
CGOAACTGGCCCTGGGCCTCTGGAGGCAGCAGTATCCTGGCCGA
ATTTGGAACTCTGCATTTAGAGTTTATGCACTTGTCCCACTTATCA
GGAGACCCAGTCTTTGCCGAAAAGGTTATGAAAATTCGAACAGT
GTTGAACAAACTGGACAAACCAGAAGGCCTTTATCCTAACTATCT
GAACCCCAGTAGTGGACAGTGGGGTCAACATCATOTGTCGOTTG
GAGGACTTGGAGACAGCTTTTATGAATATTTGCTTAAGGCGTGGT
TAATGTCTGACAAGACAGATCTCGAAGCCAAGAAGATGTATTTTG
ATGCTGTTCAGGCCATCGAGACTCACTTGATCCGCAAGTCAAGTG
GGGGACTAACGTACATCGCAGAGTGGAAGGGGGGCCTCCTGGAA
CACAAGATGGGCCACCTGACGTGCTTTGCAGGAGGCATGTTTGCA
CTTGGGGCAGATGGAGCTCCGGAAGCCCGGGCCCAACACTACCT
TGAACTCGGAGCTGAAATTGCCCGCACTTGTCATGAATCTTATAA
TCGTACATATGTGAAGTTGGGACCGGAAGCGTTTCGATTTGATGG
CGOTGTGGAAGCTATTGCCACGAGGCAAAATGAAAAGTATTACA
TCTTACGGCCCGAGGTCATCGAGACATACATGTACATGTGGCGAC
TGACTCACGACCCCAAGTACAGGACCTGGGCCTGGGAAGCCGTG
GAGGCTCTAGAAAGTCACTGCAGAGTGAACGGAGGCTACTCAGG
CTTACGGGATOTTTACATTGCCCOGTGAGAGTTATGACGATGTCCA

GCAAAGTTTCTTCCTGGCAGAGACACTGAAGTATITGTACTTGAT
ATTTTCCGATGATGACCTTCTTCCACTAGAACACTGGATCTTCAA
CACCGAGGCTCATCCTTTICCCTATACTCCGTGAACAGAAGAAGGA
AATTGATGGCAAAGAGAAATGA

28

dominio catalitico de
Mm Manl (FB)

EPADATIREKRAKIKEMMTHAWNNYKRY AWGLNELKPISKEGHSSS
LFGNIKGATIVDALDTLFIMGMKTEFQEAKSWIKKYLDFNVNAEVSV
FEVNIRFVGGLLSAY YLSGEEIFRKKAVELGVKLLPAFHTPSGIPWAL
ILNMEKSGIGRNWPWASGGSSILAEFGTLHLEFMHLSHLSGDPVFAEK
VMKIRTVLNKLDKPEGLYPNYLNPSSGQWGQHHVSVGGLGDSFYE
YLLKAWLMSDKTDLEAKKMYFDAVQAIETHLIRKSSGGLTYIAEWK
GGLLEHKMGHLTCFAGGMFALGADGAPEARAQHYLELGAEIARTC
HESYNRTY VKLGPEAFRFDGGVEAIATRQNEKYYILRPEVIETYMY
MWRLTHDPKYRTWAWEAVEALESHCRVNGGYSGLRDVYIARESY
DDVQOQSFFLAETLKYLYLIFSDDDLLPLEHWIFNTEAHPFPILREQKK
EIDGKEK
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29

ADN codifica dominio
catalitico de Tr Manl

CGCGCCGGATCTCCCAACCCTACGAGGGCGGCAGCAGTCAAGGC
CGCATTCCAGACGTCGTGGAACGCTTACCACCATTITGCCTTITCC
CCATGACGACCTCCACCCGGTCAGCAACAGCTTTGATGATGAGAG
AAACGGCTOGGOCTCOTCGOCAATCGATGOCTTGGACACGGCTA
TCCTCATGGGGGATGCCGACATTGTGAACACGATCCTTCAGTATG
TACCGCAGATCAACTTCACCACGACTGCGGTTGCCAACCAAGGCA
TCTCCGTOGTTCGAGACCAACATTCGGTACCTCGGTGOCCTGCTTT
CTGCCTATGACCTGTTGCGAGGTCCTTTCAGCTCCTTGGCGACAA
ACCAGACCCTGOTAAACAGCCTTCTGAGGCAGGCTCAAACACTG
GCCAACGGCCTCAAGGTTGCGTTCACCACTCCCAGCGGTGTCCCG
GACCCTACCOTCTTCTTCAACCCTACTGTCCGGAGAAGTGGTGCA
TCTAGCAACAACGTCGCTGAAATTGGAAGCCTGGTGCTCGAGTG
GACACGOTTGAGCGACCTGACGGGAAACCCGCAGTATGCCCAGC
TTGCGCAGAAGGGCGAGTCGTATCTCCTGAATCCAAAGGGAAGC
CCGGAGGCATGOCCTGGCCTGATTGGAACGTTTGTCAGCACGAG
CAACGGTACCTTTCAGGATAGCAGCGGCAGCTGGTCCGGCCTCAT
GGACAGCTTCTACGAGTACCTGATCAAGATGTACCTGTACGACCC
GGTTGCGTTTGCACACTACAAGGATCGCTGGGTCCTTGCTGCCGA
CTCGACCATTGCGCATCTCGCCTCTCACCCGTCGACGCGCAAGGA
CTTGACCTTTTTGTCTTCGTACAACGGACAGTCTACGTCGCCAAA
CTCAGGACATTTGGCCAGTTTTGCCGGTOGGCAACTTCATCTTIGGG
AGGCATTCTCCTGAACGAGCAAAAGTACATTGACTTTGGAATCAA
GCTTGCCAGCTCGTACTTTGCCACGTACAACCAGACGGCTTCTGG
AATCGGCCCCGAAGGCTTCGCGTGGGTGGACAGCGTGACGGGCG
CCGGCGGCTCGCCGCCCTCGTCCCAGTCCGGGTTCTACTCGTCGG
CAGGATTCTGGGTGACGGCACCGTATTACATCCTGCGGCCGGAG
ACGCTGGAGAGCTTGTACTACGCATACCGCGTCACGGGCGACTCC
AAGTGGCAGGACCTGOCGTGGOAAGCGTTCAGTGCCATTGAGGA
CGCATGCCGCGCCGGCAGCGCGTACTCGTCCATCAACGACGTGAC
GCAGGCCAACGOCGGGOOTOCCTCTGACGATATGGAGAGCTTCT
GGTTTGCCGAGGCGCTCAAGTATGCGTACCTGATCTTTGCGGAGG
AGTCGGATGTGCAGOTGCAGGCCAACGGCGOGAACAAATTTGTC
TTTAACACGGAGGCGCACCCCTTTAGCATCCGTTCATCATCACGA
CGGGOCGGCCACCTTGCTTAA

30

dominio catalitico de
Tr Man |

RAGSPNPTRAAAVKAAFQTSWNAYHHFAFPHDDLHPVSNSFDDERN
GWGSSAIDGLDTAILMGDADIVNTILQY VPQINFTTTAVANQGISVF
ETNIRYLGGLLSAYDLLRGPFSSLATNQTLVNSLLRQAQTLANGLKY
AFTTPSGVPDPTVFFNPTVRRSGASSNNVAEIGSLVLEWTRLSDLTG
NPQYAQLAQKGESYLLNPKGSPEAWPGLIGTFVSTSNGTFQDSSGS
WSGLMDSFYEYLIKMYLYDPVAFAHYKDRWVLAADSTIAHLASHP
STRKDLTFLSSYNGQSTSPNSGHLASFAGGNFILGGILLNEQKYIDFGI
KLASSYFATYNQTASGIGPEGFAWVDSVTGAGGSPPSSQSGFYSSAG
FWVTAPYYILRPETLESLYYAYRVTGDSKWQDLAWEAFSAIEDACR
AGSAYSSINDVTQANGGGASDDMESFWFAEALKYAYLIFAEESDVQ
VOANGOGNKFVFNTEAHPFSIRSSSRRGGHLA
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31

ADN codifica Rat
GnT Il (TC)
Optimizado por codén

TCCTTGGTITACCAATTGAACTTCGACCAGATGTTGAGAAACGTT
GACAAGGACGOTACTTGOGTCTCCTGGTGAGTTGGTTTTGGTTGTT
CAGGTTCACAACAGACCAGAGTACTTGAGATTGTTGATCGACTCC
TTGAGAAAGGCTCAAGGTATCAGAGAGGTTTTGGTTATCTTCTCC
CACGATTTCTGGTCTGCTGAGATCAACTCCTTGATCTCCTCCGTTG
ACTTCTGTCCAGTTTTGCAGGTTTTCTTCCCATTCTCCATCCAATT
GTACCCATCTGAGTTCCCAGGTTCTGATCCAAGAGACTGTCCAAG
AGACTTGAAGAAGAACGCTGCTTTGAAGTTGGGTTGTATCAACGC
TGAATACCCAGATTCTTTCGGTCACTACAGAGAGGCTAAGTTCTC
CCAAACTAAGCATCATTOGGTGGTGGAAGTTGCACTTTGTTTGGGA
GAGAGTTAAGGTTITGCAGGACTACACTGGATTGATCTTGTTCTT
GGAGGAGGATCATTACTTGGCTCCAGACTTCTACCACGTTTTCAA
GAAGATGTGGAAGTTGAAGCAACAAGAGTGTCCAGGTTGTGACG
TTTTGTCCTTGGGAACTTACACTACTATCAGATCCTTCTACGGTAT
CGCTGACAAGGTTGACGTTAAGACTTGGAAGTCCACTGAACACA
ACATGGGATTGGCTITGACTAGAGATGCTTACCAGAAGTTGATCG
AGTGTACTGACACTTTCTGTACTTACGACGACTACAACTGGGACT
GGACTTTGCAGTACTTGACTTTGGCTTGTITGCCAAAAGTTTGGA
AGGTTTTGGTTCCACAGGCTCCAAGAATTTTCCACGCTGGTGACT
GTGGAATGCACCACAAGAAAACTTGTAGACCATCCACTCAGTCCG
CTCAAATTGAGTCCTTGTTGAACAACAACAAGCAGTACTTGTTCC
CAGAGACTTTGGTTATCGGAGAGAAGTTITCCAATGGCTGCTATTT
CCCCACCAAGAAAGAATGGTGGATGGGGTGATATTAGAGACCAC
GAGTTGTGTAAATCCTACAGAAGATTGCAGTAG

32

Rat GnTll (TC)

SLVYQLNFDOMLRNVDKDGTWSPGELVLVVQVHNRPEYLRLLIDSL
RKAQGIREVLVIFSHDFWSAEINSLISSYDFCPVLQVFFPFSIQLYPSEF
PGSDPRDCPRDLEKKNAALKLGCINAEYPDSFGHYREAKFSQTKHHW
WWKLHFVWERVKVLQDYTGLILFLEEDHYLAPDFYHVFKKMWKL
KQQECPGCDVLSLGTYTTIRSFYGIADKVDVKTWKSTEHNMGLALT
RDAYQKLIECTDTFCTYDDYNWDWTLQYLTLACLPKVWKVLVPQA
PRIFHAGDCGMHHKKTCRPSTQSAQIESLLNNNKQYLFPETLVIGEK
FPMAAISPPREKNGGWGDIRDHELCKSYRRLO

33

ADN codifica Manl|
de Drosophila
melanogaster
optimizado por codén
(KD)

AGAGACGATCCAATTAGACCTCCATTGAAGGTTGCTAGATCCCCA
AGACCAGGTCAATGTCAAGATOTTGTTCAGGACGTCCCAAACGTT
GATGTCCAGATGTTGGAGTTGTACGATAGAATGTCCTTCAAGGAC
ATTGATGGTGGTGTTTGGAAGCAGGGTTGGAACATTAAGTACGA
TCCATTGAAGTACAACGCTCATCACAAGTTGAAGGTCTTCGTTGT
CCCACACTCCCACAACGATCCTGGTTGGATTCAGACCTTCGAGGA
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ATACTACCAGCACGACACCAAGCACATCTTGTCCAACGCTTTGAG
ACATTTGCACGACAACCCAGAGATGAAGTTCATCTGGGCTGAAAT
CTCCTACTTCGCTAGATTCTACCACGATTITGGGTGAGAACAAGAA
OTTGCAGATGAAGTCCATCGTCAAGAACGGTCAGTTGGAATTCGT
CACTGGTGGATGGGTCATGCCAGACGAGGCTAACTCCCACTGGA
GAAACGTTITGTTGCAGTTGACCGAAGGTCAAACTTGGTTGAAGC
AATTCATGAACOGTCACTCCAACTGCTTCCTGGGCTATCGATCCAT
TCGGACACTCTCCAACTATGCCATACATTTTGCAGAAGTCTGGTT
TCAAGAATATGTTGATCCAGAGAACCCACTACTCCGTTAAGAAGG
AGTTGGCTCAACAGAGACAGTTGGAGTTCTTGTGGAGACAGATCT
GOGACAACAAAGGTGACACTGCTTTGTTCACCCACATGATGCCAT
TCTACTCTTACGACATTCCTCATACCTGTGGTCCAGATCCAAAGG
TTTGTTGTCAGTTCGATTTCAAAAGAATGGGTTCCTTCGGTITGTC
TTGTCCATGGAAGGTTCCACCTAGAACTATCTCTGATCAAAATGT
TGCTGCTAGATCCGATTTGTTGGTTGATCAGTGGAAGAAGAAGGC
TGAGTTGTACAGAACCAACGTCTTGTTGATTCCATTGGGTGACGA
CTTCAGATTCAAGCAGAACACCGAGTGGGATGTTCAGAGAGTCA
ACTACGAAAGATTGTTCGAACACATCAACTCTCAGGCTCACTTCA
ATGTCCAGGCTCAGTTCGGTACTTTGCAGGAATACTTCGATGCTG
TTCACCAGGCTGAAAGAGCTGGACAAGCTGAGTTCCCAACCTTGT
CTGGTGACTTCTTCACTTACGCTGATAGATCTGATAACTACTGGT
CTGGTTACTACACTTCCAGACCATACCATAAGAGAATGGACAGAG
TCTTGATGCACTACGTTAGAGCTGCTGAAATGTTGTCCGCTTGGC
ACTCCTGGGACGGTATGGCTAGAATCGAGGAAAGATTGGAGCAG
GCTAGAAGAGAGTTGTCCTTGTTCCAGCACCACGACGGTATTACT
GOTACTGCTAAAACTCACGTTGTCGTCGACTACGAGCAAAGAATG
CAGGAAGCTTTGAAAGCTTGTCAAATGGTCATGCAACAGTCTGTC
TACAGATTGTTGACTAAGCCATCCATCTACTCTCCAGACTTCTCCT
TCTCCTACTTCACTTTGGACGACTCCAGATGGCCAGGTTCTGGTG
TTGAGGACTCTAGAACTACCATCATCTTGGGTGAGGATATCTTGC
CATCCAAGCATGTTGTCATGCACAACACCTTGCCACACTGGAGAG
AGCAGTTGGTTGACTTCTACGTCTCCTCTCCATTCGTTTCTGTTAC
CGACTTGGCTAACAATCCAGTTGAGGCTCAGGTTTCTCCAGTTTG
OTCTTGGCACCACGACACTTTGACTAAGACTATCCACCCACAAGG
TTCCACCACCAAGTACAGAATCATCTTCAAGGCTAGAGTTCCACC
AATGGGTTTGGCTACCTACGTTTTGACCATCTCCGATTCCAAGCC
AGAGCACACCTCCTACGCTTCCAATTTGTTGCTTAGAAAGAACCC
AACTTCCTTGCCATTGGGTCAATACCCAGAGGATGTCAAGTTCGG
TGATCCAAGAGAGATCTCCTTGAGAGTTGGTAACGGTCCAACCTT
GOCTTTCTCTGAGCAGGGTTTGTTGAAGTCCATTCAGTTGACTCA
GOGATTCTCCACATGTTCCAGTTCACTTCAAGTTCTTGAAGTACGG
TGTTAGATCTCATGGTGATAGATCTGGTGCTTACTTGTTCTTGCC
AAATGGTCCAGCTTCTCCAGTCGAGTTGGGTCAGCCAGTTGTCTT
GOTCACTAAGGGTAAATTGGAGTCTTCCGTTTCTGTTGGTTTGCC
ATCTGTCGTTCACCAGACCATCATGAGAGGTGGTGCTCCAGAGAT
TAGAAATTTGGTCGATATTGGTTCTTTGGACAACACTGAGATCGT
CATGAGATTGGAGACTCATATCGACTCTGGTGATATCTTCTACAC
TGATTTGAATGGATTGCAATTCATCAAGAGGAGAAGATTGGACA
AGTTGCCATTGCAGGCTAACTACTACCCAATTCCATCTGGTATGT
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TCATTGAGGATGCTAATACCAGATTGACTTTGTTGACCGGTCAAC
CATTGGGTGGATCTTCTTTGGCTTCTGGTGAGTTGGAGATTATGC
AAGATAGAAGATTGGCTTCTGATGATGAAAGAGGTTTGGGTCAG
GGTGTTTTGGACAACAAGCCAGTTTTGCATATTTACAGATTGGTC
TTGGAGAAGGTTAACAACTGTGTCAGACCATCTAAGTTGCATCCA
GCTGGTTACTTGACTTCTGCTGCTCACAAAGCTTCTCAGTCTTTGT
TGGATCCATTGGACAAGTTCATCTTCGCTGAAAATGAGTGGATCG
GTGCTCAGGGTCAATTCGGTOGOGTGATCATCCATCTGCTAGAGAGG
ATTTGGATGTCTCTGTCATGAGAAGATTGACCAAGTCTTCTGCTA
AAACCCAGAGAGTTGGTTACGTTTTGCACAGAACCAATTTGATGC
AATGTGOTACTCCAGAGGAGCATACTCAGAAGTTGGATGTCTGTC
ACTTOTTGCCAAATGTTGCTAGATGTGAGAGAACTACCTTGACTT
TCTTGCAGAATTITGGAGCACTTGGATGGTATGGTTGCTCCAGAAG
TITGTCCAATGGAAACCGCTGCTTACGTCTCTTCTCACTCTTCTTG
A

34

dominio catalitico de
Manll de Drosophila
melanogaster (KD)

RDDPIRPPLKVARSPRPGQCQDVVQDVPNVDVQMLELYDRMSFKDI
DGGVWKQGWNIKYDPLKYNAHHKLKVFVVPHSHNDPGWIQTFEE
YYQHDTKHILSNALRHLHDNPEMKFIWAFEISYFARFYHDLGENKKL
QMKSIVKNGQLEFVTGGWVMPDEANSHWRNVLLQLTEGQTWLKQ
FMNVTPTASWAIDPEGHSPTMPYILQKSGFKNMLIQRTHYSVKKELA
QQRQLEFLWRQIWDNKGDTALFTHMMPFY SYDIPHTCGPDPKVCC
QFDFKRMGSFGLSCPWKVPPRTISDQONVAARSDLLVDQWKKKAELY
RTNVLLIPLGDDFRFKQNTEWDVQRVNYERLFEHINSQAHFNVQAQ
FGTLQEYFDAVHQAFRAGQAFEFPTLSGDFFTYADRSDNYWSGYYTS
RPYHKRMDRVLMHYVRAAEMLSA WHSWDGMARIEERLEQARREL
SLEQHHDGITGTAKTHVVVDYEQRMQEALKACQMVMQQSVYRLL
TKPSIYSPDFSFSYFTLDDSRWPGSGVEDSRTTIILGEDILPSKHVVMH
NTLPHWREQLVDFYVSSPFVSVIDLANNPVEAQVSPVWSWHHDTL
TKTIHPQGSTTKYRIIFKARVPPMGLATY VLTISDSKPEHTSYASNLL
LRKNPTSLPLGQYPEDVKFGDPREISLRVGNGPTLAFSEQGLLKSIQL
TQDSPHVPVHFKFLKYGVRSHGDRSGA YLFLPNGPASPVELGQPVV
LVTKGKLESSVSVGLPSVVHQTIMRGGAPEIRNLVDIGSLDNTEIVM
RLETHIDSGDIFY TDLNGLQFIKRRRLDKLPLQANY YPIPSGMFIEDA
NTRLTLLTGQPLGGSSLASGELEIMQDRRLASDDERGLGQGVLDNK
PVLHIYRLVLEKVNNCVRPSKLHPAGYLTSAAHKASQSLLDPLDKFI
FAENEWIGAQGQFGGDHPSAREDLDVSVMRRLTKSSAKTQRVGYV
LHRTNLMQCGTPEEHTQKLDVCHLLPNVARCERTTLTFLQNLEHLD
GMVAPEVCPMETAAY VSSHSS

35

Transportador de
CMP-acido sialico de
raton (MmCST)
Optimizado por codén

ATGGCTCCAGCTAGAGAAAACGTTTCCTTGTTCTTCAAGTTGTAC
TGTTTGGCTGTTATGACTTTGGTTGCTGCTGCTTACACTGTTGCTT
TGAGATACACTAGAACTACTGCTGAGGAGTTGTACTTCTCCACTA
CTGCTGTTTGTATCACTGAGGTTATCAAGTTGTTGATCTCCGTTG
GTTTGTTGGCTAAGGAGACTGGTTCTTITGOGAAGATTCAAGGCTT
CCTTGTCCGAAAACGTTTTGGGTTCCCCAAAGGAGTTGGCTAAGT
TGTCTGTTCCATCCTTGGTTTACGCTGTTCAGAACAACATGGCTTT
CTTGGCTTTGTCTAACTTGGACGCTGCTGTTTACCAAGTTACTTAC
CAGTTGAAGATCCCATGTACTGCTITGTGTACTGTTTTGATGTTG
AACAGAACATTGTCCAAGTTGCAGTGGATCTCCGTTTTCATGTTG
TGTGGTGGTGTTACTTITGGTTCAGTGGAAGCCAGCTCAAGCTTCC
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AAAGTTGTTOTTGCTCAGAACCCATTGTTGGGTTTCGGTGCTATT
GCTATCGCTGTTTTGTGTTCCGOTTTCGCTGGTGTTITACTTCGAGA
AGGTTTTGAAGTCCTCCGACACTTCTTITOTGGOTTAGAAACATCC
AGATGTACTTGTCCGOGTATCGTTGTTACTTTGGCTGGTACTTACTT
GTCTGACGGTGCTGAGATTCAAGAGAAGGGATTCTTCTACGGTTA
CACTTACTATGTTTGGTTCGTTATCTTCTTGGCTTCCGTTGGTGGT
TTGTACACTTCCGTTGTTOGTTAAGTACACTGACAACATCATGAAG
GGATTCTCTGCTGCTGCTGCTATTGTTTTGTCCACTATCGCTTCCG
TTTTGTTGTTCGGATTGCAGATCACATTGTCCTTTGCTTTGGGAGC
TTTGTTGGTTTGTGTTTCCATCTACTTGTACGGATTGCCAAGACAA
GACACTACTTCCATTCAGCAAGAGGCTACTTCCAAGGAGAGAATC
ATCGGTGTTTAGTAG

36

transportador de
CMP-acido sidlico de
raton (MmCST)

MAPARENVSLFFKLYCLAVMTLVAAAYTVALRYTRTTAEELYFSTT
AVCITEVIKLLISVGLLAKETGSLGRFEKASLSENVLGSPKELAKLSVPS
LVYAVQNNMAFLALSNLDAAVYQVTYQLKIPCTALCTVLMLNRTL
SKLOWISVFMLCGGVTLVOWKPAQASKVVVAQNPLLGFGAIAIAVL
CS8GFAGVYFEKVLKSSDTSLWVRNIQMYLSGIVVTLAGTYLSDGAEI
QEKGFFYGYTYYVWFEFVIFLASVGGLYTSVVVKYTDNIMKGFSAAAA
IVLSTIASVLLFGLOITLSFALGALLVCVSIYLYGLPRQDTTSIQQEAT
SKERIIGV

37

2-epimerasa/ N-
acetilmanosamina
quinasa Humana
(HsGNE) de UDP-
GIcNAc

optimizada por codén

ATGGAAAAGAACGGTAACAACAGAAAGTTGAGAGTTTGTGTTGC
TACTTGTAACAGAGCTGACTACTCCAAGTTGGCTCCAATCATGTT
CGGTATCAAGACTGAGCCAGAGTTCTTCGAGTTGGACGTTGTTGT
TTTGGGTTCCCACTTGATTGATGACTACGGTAACACTTACAGAAT
GATCGAGCAGGACGACTTCGACATCAACACTAGATTGCACACTAT
TOTTAGAGGAGAGGACGAAGCTGCTATGGTTGAATCTGTTGGATT
GGCTTTGGTTAAGTTGCCAGACGTTTTGAACAGATTGAAGCCAGA
CATCATGATTGTTCACGGTGACAGATTCGATGCTTTGGCTTTGGC
TACTTCCGCTGCTTTGATGAACATTAGAATCTTGCACATCGAGGG
TGGTGAAGTTTCTGGTACTATCGACGACTCCATCAGACACGCTAT
CACTAAGTTGGCTCACTACCATGTTTGTTGTACTAGATCCGCTGA
GCAACACTTGATTTCCATGTGTGAGGACCACGACAGAATTTTGTT
GGCTGGTTGTCCATCTTACGACAAGTTGTTGTCCGCTAAGAACAA
GGACTACATGTCCATCATCAGAATGTGGTTGGOTGACGACGTTAA
GTCTAAGGACTACATCGTTGCTTTGCAGCACCCAGTTACTACTGA
CATCAAGCACTCCATCAAGATGTTCGAGTTGACTTITGGACGCTTT
GATCTCCTTCAACAAGAGAACTTTGGTTTTGTTCCCAAACATTGA
CGCTOGTTCCAAAGAGATGGTTAGAGTTATGAGAAAGAAGGGTA
TCGAACACCACCCAAACTTCAGAGCTGTTAAGCACGTTCCATTCG
ACCAATTCATCCAGTTGGTTGCTCATGCTGGTTGTATGATCGGTA
ACTCCTCCTGTOGTOTTAGAGAAGTTGGTOCTTTCGGTACTCCAG
TTATCAACTTGGGTACTAGACAGATCGGTAGAGAGACTGGAGAA
AACGTTTTOCATGTTAGAGATGCTGACACTCAGGACAAGATTTTG
CAGGCTTTGCACTTGCAATTCGGAAAGCAGTACCCATGTTCCAAA
ATCTACGGTGACGGTAACGCTGTTCCAAGAATCTTGAAGTTTTTG
AAGTCCATCGACTTGCAAGAGCCATTGCAGAAGAAGTTCTGTTTC
CCACCAGTTAAGGAGAACATCTCCCAGGACATTGACCACATCTTG
GAGACATTGTCCGCTTTGGCTGTTGATTTGGGTGGAACTAACTTG
AGAGTTGCTATCGTTTCCATGAAGGGAGAGATCGTTAAGAAGTAC
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ACTCAGTTCAACCCAAAGACTTACGAGGAGAGAATCAACTTGATC
TTGCAGATGTGTGTTGAAGCTGCTGCTGAGGCTGTTAAGTTGAAC
TGTAGAATCTTGGGTGTTGGTATCTCTACTGGTGGTAGAGTTAAT
CCAAGAGAGGOTATCGTTTTGCACTCCACTAAGTTGATTCAGGAG
TGGAACTCCGTTGATTTGAGAACTCCATTGTCCGACACATTGCAC
TTGCCAGTTTGGOTTGACAACGACGGTAATTGTGCTGCTTIGGCT
GAGAGAAAGTTCGGTCAAGGAAAGGGATTGGAGAACTTCGTTAC
TITGATCACTGGTACTGGTATTGGTGGTGGTATCATTCACCAGCA
CGAGTTGATTCACGGTTCTTCCTTCTGTGCTGCTGAATTGGGACA
CTTGGTTGTTTCTTTGGACGGTCCAGACTGTTCTTGTGGTTCCCAC
GGTTGTATTGAAGCTTACGCATCAGGAATGGCATTGCAGAGAGA
GGCTAAGAAGTTGCACGACGAGGACTTOTTGTTGGTTGAGGGAA
TGTCTGTTCCAAAGGACGAGGCTGTTGGTGCTTTGCATTTGATCC
AGGCTGCTAAGTTGGGTAATGCTAAGGCTCAGTCCATCTTGAGAA
CTGCTGGTACTGCTTTGGGATTGGGTGTTGTTAATATCTTGCACA
CTATGAACCCATCCTTIGGTTATCTTGTCCGGTGTITTGGCTTCTCA
CTACATCCACATCGTTAAGGACGTTATCAGACAGCAAGCTTTGTC
CTCCGTTCAAGACGTTGATGTTGTIGTTTICCGACTTGGTTGACCC
AGCTTTGTTGGGTGCTGCTTCCATGGTTTTGGACTACACTACTAG
AAGAATCTACTAATAG

38

2-epimerasa/ N-
acetilmanosamina
quinasa UDP-GIcNAc
Humana (HsGNE)

MEKNGNNRKLRVCVATCNRADY SKLAPIMFGIKTEPEFFELDVVVL
GSHLIDDY GNTYRMIEQDDFDINTRLHTIVRGEDEAAMVESVGLAL
VKLPDVLNRLKPDIMIVHGDRFDALALATSAALMNIRILHIEGGEVS
GTIDDSIRHAITKLAHYHVCCTRSAEQHLISMCEDHDRILLAGCPSYD
KLLSAKNKDYMSIIRMWLGDDVKSKDYIVALQHPVTTDIKHSIKMF
ELTLDALISFNKRTLVLFPNIDAGSKEMVRVMRKKGIEHHPNFRAVK
HVPFDQFIQLVAHAGCMIGNSSCGVREVGAFGTPVINLGTRQIGRET
GENVLHVRDADTQDKILQALHLQFGKQYPCSKIYGDGNAVPRILKF
LKSIDLOQEPLQKKFCFPPVKENISQDIDHILETLSALAVDLGGTNLRY
AIVSMKGEIVKKYTQFNPKTYEERINLILQMCVEAAAEAVKINCRIL
GVGISTGGRVNPREGIVLHSTKLIQEWNSVDLRTPLSDTLHLPVWVD
NDGNCAALAERKFGQGKGLENFVTLITGTGIGGGIIHQHELIHGSSFC
AAELGHLVVSLDGPDCSCGSHGCIEAY ASGMALQREAKKLHDEDLL
LVEGMSVPKDEAVGALHLIQAAKLGNAKAQSILRTAGTALGLGVVN
ILHTMNPSLVILSGVLASHYIHIVKDVIRQQALSSVQDVDVVVSDLV
DPALLGAASMVLDYTTRRIY

39

CMP-acido sidlico
sintasa Humana
(HsCSS) optimizada
por codén

ATGOACTCTGTTGAAAAGGOTGCTGCTACTTCTGTTTCCAACCCA
AGAGGTAGACCATCCAGAGGTAGACCTCCTAAGTTGCAGAGAAA
CTCCAGAGGTGOTCAAGGTAGAGGTGTTGAAAAGCCACCACACT
TGGCTGCTTTGATCTTGGCTAGAGGAGGTTCTAAGGGTATCCCAT
TGAAGAACATCAAGCACTTGGCTGGTGTTCCATTGATTGGATGGG
TTTTGAGAGCTGCTTTGGACTCTGGTGCTTTCCAATCTGTTTGGGT
TTCCACTGACCACGACGAGATTGAGAACGTTGCTAAGCAATTCGG
TGCTCAGGTTCACAGAAGATCCTCTGAGGTTTCCAAGGACTCTTC
TACTTCCTTGGACGCTATCATCGAGTTCTTGAACTACCACAACGA
GGTTGACATCGTTGGTAACATCCAAGCTACTTCCCCATGTTTGCA
CCCAACTGACTTGCAAAAAGTTGCTGAGATGATCAGAGAAGAGG
GTTACGACTCCGTTTTCTCCGTTGTTAGAAGGCACCAGTTCAGAT
GGTCCGAGATTCAGAAGGGTGTTAGAGAGGTTACAGAGCCATTG
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AACTTGAACCCAGCTAAAAGACCAAGAAGGCAGGATTGGGACGG
TGAATTGTACGAAAACGGTTCCTTCTACTTCGCTAAGAGACACTT
GATCGAGATGGGATACTTGCAAGGTGGAAAGATGGCTTACTACG
AGATGAGAGCTGAACACTCCGTTGACATCGACGTTGATATCGACT
GGCCAATTGCTGAGCAGAGAGTTTITGAGATACGGTTACTTCGGAA
AGGAGAAGTTGAAGGAGATCAAGTTGTTGGTTTGTAACATCGAC
GGTTGTTTGACTAACGGTCACATCTACGTTTCTGGTGACCAGAAG
GAGATTATCTCCTACGACGTTAAGGACGCTATTGGTATCTCCTTG
TTGAAGAAGTCCGGTATCGAAGTTAGATTGATCTCCGAGAGAGCT
TGTTCCAAGCAAACATTGTCCTCTTTGAAGTTGGACTGTAAGATG
GAGGTTTCCGTTTCTGACAAGTTGGCTGTTGTTGACGAATGGAGA
AAGGAGATGGGTTTGTGTIGGAAGGAAGTTGCTTACTTGGGTAA
CGAAGTTTCTGACGAGGAGTGTTTGAAGAGAGTTGGTTTGTCTGG
TGCTCCAGCTGATGCTTGTTCCACTGCTCAAAAGGCTGTTGGTTA
CATCTGTAAGTGTAACGGTGOGTAGAGGTGCTATTAGAGAGTTCGC
TGAGCACATCTGTTTGTTGATGGAGAAAGTTAATAACTCCTGTCA
GAAGTAGTAG

40

CMP-acido sialico
sintasa Humana
(HsCSS)

MDSVEKGAATSVSNPRGRPSRGRPPKLOQRNSRGGQGRGVEKPPHLA
ALILARGGSKGIPLKNIKHLAGVPLIGWVLRAALDSGAFQSVWVSTD
HDEIENVAKQFGAQVHRRSSEVSKDSSTSLDAIIEFLNYHNEVDIVG
NIQATSPCLHPTDLQKVAEMIREEGYDSVFSVVRRHQFRWSEIQK GV
REVTEPLNLNPAKRPRRQDWDGELYENGSFYFAKRHLIEMGYLQGG
KMAYYEMRAEHSVDIDVDIDWPIAEQRVLRY GYFGKEKLKEIKLLV
CNIDGCLTNGHIY VSGDQKEIISYDVKDAIGISLLKKSGIEVRLISER A
CSKQTLSSLKLDCKMEVSVSDKLAVVDEWRKEMGLCWKEVAYLG
NEVSDEECLKRVGLSGAPADACSTAQKAVGYICKCNGGRGAIREFA
EHICLLMEKVNNSCQK

41

N-acetilneuraminato-
9-fosfato

sintasa Humana
(HsSPS)

optimizada por codén

ATGCCATTGGAATTGGAGTTGTGTCCTGGTAGATGGGTTGGTGGT
CAACACCCATGTTTCATCATCOCTGAGATCGOTCAAAACCACCAA
GGAGACTTGGACGTTGCTAAGAGAATGATCAGAATGGCTAAGGA
ATGTGGTGCTGACTGTGCTAAGTTCCAGAAGTCCGAGTTGGAGTT
CAAGTTCAACAGAAAGGCTTTGGAAAGACCATACACTTCCAAGC
ACTCTTGOGGAAAGACTTACGGAGAACACAAGAGACACTTGGAG
TTCTCTCACGACCAATACAGAGAGTTGCAGAGATACGCTGAGGA
AGTTGGTATCTTCTTCACTGCTTCTGGAATGGACGAAATGGCTGT
TGAGTTCTTGCACGAGTTGAACGTTCCATTCTTCAAAGTTGGTTC
CGGTGACACTAACAACTTCCCATACTTGGAAAAGACTGCTAAGAA
AGGTAGACCAATGGTTATCTCCTCTGGAATGCAGTCTATGGACAC
TATGAAGCAGOTTTACCAGATCGTTAAGCCATTGAACCCAAACTT
TTGTTTCTTGCAGTGTACTTCCGCTTACCCATTGCAACCAGAGGA
CGTTAATTTGAGAGTTATCTCCGAGTACCAGAAGTTGTTCCCAGA
CATCCCAATTGGTTACTCTGGTCACGAGACTGGTATTGCTATTTC
CGTTGCTGCTGTTGCTTTGGGTGCTAAGGTITTGGAGAGACACAT
CACTTTGGACAAGACTTGGAAGGGTTCTGATCACTCTGCTTCTTT
GGAACCTGGTGAGTTGGCTGAACTTGTTAGATCAGTTAGATTGGT
TGAGAGAGCTTITGGGTTCCCCAACTAAGCAATTGTTGCCATGTGA
GATGGCTTGTAACGAGAAGTTGGGAAAGTCCGTTGTTGCTAAGG
TTAAGATCCCAGAGGGTACTATCTTGACTATGGACATGTTGACTG
TTAAAGTTGGAGAGCCAAAGGGTTACCCACCAGAGGACATCTTTA

ACTTGGTTGGTAAAAAGGTTTTGGTTACTGTTGAGGAGGACGACA
CTATTATGGAGGAGTTGGTTGACAACCACGGAAAGAAGATCAAG
TCCTAG
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42

N-acetilneuraminato-
9-fosfato sintasa
Humana (HsSPS)

MPLELELCPGRWVGGQHPCFITAEIGONHQGDLDVAKRMIRMAKEC
GADCAKFQKSELEFKFNRKALERPYTSKHSWGKTYGEHKRHLEFSH
DQYRELQRYAEEVGIFFTASGMDEMAVEFLHELNVPFFRKVGSGDTN
NFPYLEKTAKKGRPMVISSGMQSMDTMKQVYQIVKPLNPNFCFLQC
TSAYPLOPEDVNLRVISEY QKLFPDMPIGYSGHETGIAISVAAVAL GA
KVLERHITLDKTWKGSDHSASLEPGELAELVRSVRLVERALGSPTKQ
LLPCEMACNEKLGKSVVAKVKIPEGTILTMDMLTVKVGEPKGYPPE
DIFNLVGKKVLVTVEEDDTIMEELVDNHGKKIKS

43

dominio catalitico de
alfa-2,6-sialil
transferasa de ratén
(MmmST6 )
optimizado por codén

GTTTTTCAAATGCCAAAGTCCCAGGAGAAAGTTGCTGTTGGTCCA
GCTCCACAAGCTGTTTTCTCCAACTCCAAGCAAGATCCAAAGGAG
GGTGTTCAAATCTTGTCCTACCCAAGAGTTACTGCTAAGGTTAAG
CCACAACCATCCTTGCAAGTTTGGGACAAGGACTCCACTTACTCC
AAGTTGAACCCAAGATTGTTGAAGATTITGGAGAAACTACTTGAAC
ATGAACAAGTACAAGGTTTCCTACAAGGGTCCAGGTCCAGGTGTT
AAGTTCTCCGTTGAGGCTTTGAGATGTCACTTGAGAGACCACGTT
AACGTTTCCATGATCGAGGCTACTGACTTCCCATTCAACACTACT
GAATGGGAGGGATACTTGCCAAAGGAGAACTTCAGAACTAAGGC
TGOTCCATGGCATAAGTGTGCTOTTGTTTCTTICTGCTGGTTCCTTG
AAGAACTCCCAGTTGGGOTAGAGAAATTGACAACCACGACGCTGT
TTTGAGATTCAACGGTGCTCCAACTGACAACTTCCAGCAGGATGT
TGGTACTAAGACTACTATCAGATTGGTTAACTCCCAATTGGTTAC
TACTGAGAAGAGATTCTTGAAGGACTCCTTGTACACTGAGGGAAT
CTTGATTTTGTGGGACCCATCTGTTTACCACGCTGACATTCCACA
ATGOTATCAGAAGCCAGACTACAACTTCTTCGAGACTTACAAGTC
CTACAGAAGATTGCACCCATCCCAGCCATTCTACATCTTGAAGCC
ACAAATGCCATGGGAATTGTGGGACATCATCCAGGAAATTTCCCC
AGACTTGATCCAACCAAACCCACCATCTTCTGGAATGTTGGGTAT
CATCATCATGATGACTTTGTGTGACCAGGTTGACATCTACGAGTT
CTTGCCATCCAAGAGAAAGACTGATGTTTGTTACTACCACCAGAA
GTTCTTCGACTCCGCTTGTACTATGGGAGCTTACCACCCATTGTT
GTTCGAGAAGAACATGGTTAAGCACTTGAACGAAGGTACTGACG
AGGACATCTACTTGTTCGGAAAGGCTACTTTGTCCGGTTTCAGAA
ACAACAGATGTTAG

44

dominio catalitico de
alfa-2,6-sialil
transferasa de ratéon
(MmmST6)

VFQMPKSQEKVAVGPAPQAVFSNSKQDPKEGVQILSYPRVTAKVKP
QPSLOQVWDKDSTYSKLNPRLLKIWRNYLNMNKYKVSYKGPGPGVK
FSVEALRCHLRDHVNVSMIEATDFPFNTTEWEGYLPKENFRTKAGP
WHKCAVVSSAGSLENSQLGREIDNHDAVLRFNGAPTDNFQQDVGT
KTTIRLVNSQLVTTEKRFLKDSLYTEGILILWDPSVYHADIPQWYQK
PDYNFFETYKS
YRRLHPSQPFYILKPOQMPWELWDIIQEISPDLIQPNPPSSGMLGIIIMM
TLCDQVDIYEFLPSKRKTDVCYYHQKFFDSACTMGAYHPLLFEKNM
VKHLNEGTDEDIYLFGKATLSGFRNNRC

45

Secuencia del

promotor de PpPMA1:

AAATGCGTACCTCTTCTACGAGATTCAAGCGAATGAGAATAATGT
AATATGCAAGATCAGAAAGAATGAAAGGAGTTGAAAAAAAAAAC
CGTTGCGTTTTGACCTTGAATGGGGTGGAGGTTTCCATTCAAAGT
AAAGCCTGTGTCTTGGTATTTITCOGCGGCACAAGAAATCGTAATT
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TTCATCTTCTAAACGATGAAGATCGCAGCCCAACCTGTATGTAGT
TAACCGGTCGGAATTATAAGAAAGATTTTCGATCAACAAACCCTA
GCAAATAGAAAGCAGOGTTACAACTTTAAACCGAAGTCACAAAC
GATAAACCACTCAGCTCCCACCCAAATTCATTCCCACTAGCAGAA
AGGAATTATTTAATCCCTCAGGAAACCTCGATGATTCTCCCGTTC
TTCCATGGGCGGGTATCGCAAAATGAGGAATTTTTCAAATTTCTC
TATTGTCAAGACTGTTTATTATCTAAGAAATAGCCCAATCCGAAG
CTCAGTTTTGAAAAAATCACTTCCGCGTTTCTTTTTTACAGCCCGA
TGAATATCCAAATTTGGAATATGGATTACTCTATCGGGACTGCAG
ATAATATGACAACAACGCAGATTACATTTTAGGTAAGGCATAAAC
ACCAGCCAGAAATGAAACGCCCACTAGCCATGGTCGAATAGTCC
AATGAATTCAGATAGCTATGGTCTAAAAGCTGATGTTTTTTATTG
GGTAATGGCGAAGAGTCCAGTACGACTTCCAGCAGAGCTGAGAT
GGCCATTTTTGGGGGTATTAGTAACTTTTTGAGCTCTTTTCACTTC
GATGAAGTGTCCCATTCGGGATATAATCGGATCGCGTCGTTTTCT
CGAAAATACAGCTTAGCGTCGTCCGCTTGTTGTAAAAGCAGCACC
ACATTCCTAATCTCTTATATAAACAAAACAACCCAAATTATCAGT
GCTGTTTTCCCACCAGATATAAGTTTCTTTTCTCTTCCGCTTTTTG
ATTTTTTATCTCTTTCCTTTAAAAACTTCTTTACCTTAAAGGGCGG
cC

46

Secuencia del
terminador de
PpPMA1:

TAAGCTTCACGATTTGTGTTCCAGTITATCCCCCCTTITATATACCG
TTAACCCTTTCCCTGTTGAGCTGACTGTTGTTGTATTACCGCAATT
IMTCCAAGTTTGCCATGCTTTICGTGTTATITGACCGATGTCTTTT
TTCCCAAATCAAACTATATTTGTTACCATITAAACCAAGTTATCTT
TTGTATTAAGAGTCTAAGTTITGTTCCCAGGCTTCATGTGAGAGTG
ATAACCATCCAGACTATGATTCTTOGTTITITATTGGGTTTGTITGT
GTGATACATCTGAGTTGTGATTCGTAAAGTATGTCAGTCTATCTA
GATTTITAATAGTTAATTGGTAATCAATGACTTGTITGTTTTAACT
TITAAATTGTGGGTCGTATCCACGCGTTTAGTATAGCTGTTCATG
GCTGTTAGAGGAGOGGCGATGTTTATATACAGAGGACAAGAATGA
GCGAGGCGOCGTGTATTTITAAAATGGAGACGCGACTCCTGTACAC
CTTATCGGTTGG

47

Secuencia del
promotor de PpOCHA1:

TGGACACAGGAGACTCAGAAACAGACACAGAGCGTTCTGAGTCC
TGGTGCTCCTGACGTAGGCCTAGAACAGGAATTATTGGCTTTATT
TGTTTGTCCATTTCATAGGCTTGGGGTAATAGATAGATGACAGAG
AAATAGAGAAGACCTAATATITTTIGTTCATGGCAAATCGCGGGT
TCGCGGTCGGGTCACACACGGAGAAGTAATGAGAAGAGCTGGTA
ATCTGGGGTAAAAGGGTTCAAAAGAAGGTCGCCTGGTAGGGATG
CAATACAAGGTTGTCTTGGAGTTTACATTGACCAGATGATTTGGC
TTTTTCTCTGTTCAATTCACATTTTTCAGCGAGAATCGGATTGACG
GAGAAATGGCGGGGTGTGGGOTGGATAGATGGCAGAAATGCTCG
CAATCACCGCGAAAGAAAGACTTITATGGAATAGAACTACTGGGT
GGTGTAAGGATTACATAGCTAGTCCAATGGAGTCCGTTGGAAAG
GTAAGAAGAAGCTAAAACCGGCTAAGTAACTAGGGAAGAATGAT
CAGACTTTGATTTGATGAGGTCTGAAAATACTCTGCTGCTTTTTC
AGTTGCTITITCCCTGCAACCTATCATTTICCTTITCATAAGCCTG
CCTTTTCTGTTTTCACTTATATGAGTTCCGCCGAGACTTCCCCAAA
TICTCTCCTGGAACATTCTCTATCGCTCTCCTTCCAAGTTGCGCCC
CCTGGCACTGCCTAGTAATATTACCACGCGACTTATATTCAGTTC

CACAATTTCCAGTGTTCGTAGCAAATATCATCAGCC
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48

Secuencia del
terminador de
PpALG12:

AATATATACCTCATTTGTTCAATTTGGTGTAAAGAGTGTGGCGGA
TAGACTTCTTGTAAATCAGGAAAGCTACAATTCCAATTGCTGCAA
AAAATACCAATGCCCATAAACCAGTATGAGCGGTGCCTTCGACG
GATTGCTTACTTTCCGACCCTTTGTCGTTTGATTCTTCTGCCTTTG
GTGAGTCAGTTTGTTTCGACTTTATATCTGACTCATCAACTTCCTT
TACGGTTGCGTTTTTAATCATAATTTTAGCCGTTGGCTTATTATCC
CTTGAGTTGGTAGGAGTTTTGATGATGCTG

49

Secuencia del
promotor de PpSEC4:

GAAGTAAAGTTGGCGAAACTTTGGGAACCTTTGGTTAAAACTTTG
TAATTTTTGTCGCTACCCATTAGGCAGAATCTGCATCTTGGGAGG
GGGATGTGGTGGCGTTCTGAGATGTACGCGAAGAATGAAGAGCC
AGTGOTAACAACAGGCCTAGAGAGATACGGGCATAATGGGOTATA
ACCTACAAGTTAAGAATGTAGCAGCCCTGGAAACCAGATTGAAA
CGAAAAACGAAATCATTITAAACTGTAGGATGTTTTGGCTCATTGT
CTGGAAGGCTGGCTGTTTATTGCCCTGTTCTTTGCATGGGAATAA
GCTATTATATCCCTCACATAATCCCAGAAAATAGATTGAAGCAAC
GCGAAATCCTTACGTATCGAAGTAGCCTTCTTACACATTCACGTT
GTACGGATAAGAAAACTACTCAAACGAACAATC

50

Secuencia del
terminador de
PpOCH1:

AATAGATATAGCGAGATTAGAGAATGAATACCTTCTTCTAAGCGA
TCGTCCGTCATCATAGAATATCATGGACTGTATAGTTTTITTITTG
TACATATAATGATTAAACGGTCATCCAACATCTCGTTGACAGATC
TCTCAGTACGCGAAATCCCTGACTATCAAAGCAAGAACCGATGAA
GAAAAAAACAACAGTAACCCAAACACCACAACAAACACTTTATCT
TCTCCCCCCCAACACCAATCATCAAAGAGATGTCGGAACACAAAC
ACCAAGAAGCAAAAACTAACCCCATATAAAAACATCCTGGTAGA
TAATGCTGGTAACCCGCTCTCCTTCCATATTCTGGGCTACTTCACG
AAGTCTGACCOGOTCTCAGTTGATCAACATGATCCTCGAAATGG

51

Secuencia del
promotor de PpTEF1

TTAAGGTTTGGAACAACACTAAACTACCTTGCGGTACTACCATTG
ACACTACACATCCTTAATTCCAATCCTGTCTGGCCTCCTTCACCTT
TTAACCATCTTGCCCATTCCAACTCGTGTCAGATTGCGTATCAAG
TGAAAAAAAAAAAATTTTAAATCTTTAACCCAATCAGGTAATAAC
TGTCGCCTCTTTTATCTGCCGCACTGCATGAGGTGTCCCCTTAGT
GGOAAAGAGTACTGAGCCAACCCTGGAGGACAGCAAGGGAAAAA
TACCTACAACTTGCTTCATAATGGTCGTAAAAACAATCCTTGTCG
GATATAAGQGTGTTOGTAGACTGTCCCTTATCCTCTGCGATOTTCTTCC
TCTCAAAGTTTGCGATTTCTCTCTATCAGAATTGCCATCAAGAGA
CTCAGGACTAATTTCGCAGTCCCACACGCACTCGTACATGATTGG
CTGAAATTTCCCTAAAGAATTTCTTTTTCACGAAAATTTTTTTTTT
ACACAAGATTTTCAGCAGATATAAAATGGAGAGCAGGACCTCCG
CTOTGACTCTTCTTTTTTTTCTTTTATTCTCACTACATACATTTTAG
TTATTCGCCAAC

52

Secuencia del
terminador de
PpTEF1:

ATTGCTTGAAGCTTTAATTTATITTATTAACATAATAATAATACAA
GCATGATATATTTGTATTITTGTTCGTTAACATTGATGTTTTCTTCA
TITACTGTTATTGTTTGTAACTTTGATCGATTTATCTTTTCTACTTT
ACTGTAATATGGCTGGCGGGTGAGCCTTGAACTCCCTGTATTACT
TTACCTTGCTATTACTTAATCTATTGACTAGCAGCGACCTCTTCAA

CCGAAGGGCAAGTACACAGCAAGTTCATGTCTCCGTAAGTGTCAT
CAACCCTGGAAACAGTGGGCCATGTC
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53

Secuencia del
promotor de
PpGAPDH:

TTTTTGTAGAAATGTCTTGOTGTCCTCGTCCAATCAGGTAGCCAT
CTCTGAAATATCTGGCTCCGTTGCAACTCCGAACGACCTGCTGGC
AACGTAAAATTCTCCGGGGTAAAACTTAAATGTGGAGTAATGGA
ACCAGAAACGTCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCCGTTACC
GTCCCTAGGAAATTTTACTCTGCTGGAGAGCTTCTTCTACGGCCC
CCTTGCAGCAATGCTCTTCCCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGE
AGOTCGTGTACCCGACCTAGCAGCCCAGGGATOGAAAAQTCCCG
GCCOTCGCTGGCAATAATAGCGGGCGGACGCATOTCATGAGATT
ATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAACACCTTTCCC
AATTTTGGTTTCTCCTGACCCAAAGACTTTAAATTTAATTTATTTG
TCCCTATTTCAATCAATTGAACAACTATCAAAACACA

54

Secuencia del
terminador de
PpALG3:

ATTTACAATTAGTAATATTAAGGTGGTAAAAACATTCGTAGAATT
GAAATGAATTAATATAGTATGACAATGOTTCATGTCTATAAATCT
CCGGCTTCGGTACCTTCTCCCCAATTGAATACATTGTCAAAATGA
ATGOTTGAACTATTAGGTTCGCCAGTTTCOTTATTAAGAAAACTG
TTAAAATCAAATTCCATATCATCGGTTCCAGTGGGAGGACCAGTT
CCATCGCCAAAATCCTGTAAGAATCCATTGTCAGAACCTGTAAAG
TCAGTTTGAGATGAAATTTTTCCGGTCTTTGTTGACTTGGAAGCT
TCOTTAAGGTTAGGTGAAACAGTITGATCAACCAGCGGCTCCCGT
TTTCGTCGCTTAGTAG

55

Secuencia del
promotor de PpAOX 1

y locus de integracion:

AACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTITGCCATCCGA
CATCCACAGGTCCATTCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGA
GGOOATACACTAGCAGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCAC
TCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCATCGAAAAACCAGCCC
AGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATT
AGGCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTOGGCCCC
CCTGGCGAGGTTCATGTITGTITATTITCCGAATGCAACAAGCTCC
GCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTG
GGOTCAAATAGQGTTITCATGTTCCCCAAATGOCCCAAAACTGACAGT
TTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCAT
CCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTT
GOGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGGCATACCGTTTGTCTTGTT
TGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTA
GCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGA
AACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTITGGATGATTATGCATTGT
CTCCACATTOGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGAT
AGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTT
GACAGCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTOTCTTAAACCTT
TTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTITCATAATTGCGACTGGTT
CCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTG
AGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACG

56

Secuencia del

ACAGGCCCCTTTTCCTITGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCAC
GCTTACATTCACGCCCTCCTCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGG

terminador de
ScCYCH1:

AAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATITATTTTTTTT
AATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTT
CTTITTTTTCTGTACAAACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGA
AAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTT
GCAAGCTGCCGGCTCTTAAG
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57

Secuencia del
promotor de ScTEF1:

GATCCCCCACACACCATAGCTTCAAAATGTTICTACTCCTTTITTA
CTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGCATCGCCGTACCACTTCA
AAACACCCAAGCACAGCATACTAAATITCCCCTCTTTCTICCTCTA
GGOTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAGAAAAAA
GAGACCGCCTCGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAA
TTTTTATCACGTTTCTTTTTCTTGAAAATTTTITTTTTTITGATTTITT
TCTCTTTCGATGACCTCCCATTGATATTTAAGTTAATAAACGGTCT
TCAATTTCTCAAGTTTCAGTITCATTTTTCTTGTTCTATTACAACT
TITTITACTTCTTGCTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCT
AAGTTTTAATTACAAA

58

Secuencia del ORF
Sh ble (marcador de
resistencia a
Zeocina):

ATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGAC
GTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCC
CGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGA
CGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGG
ACAACACCCTGGCCTGGOTOTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTG
TACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGT
CTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGEC
GGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCOGGCCGGCAACTGCGTGCACTTC
GTGGCCGAGGAGCAGGACTGA

59

Secuencia de la
Regién en la posicién
5’ usada para
supresion genética de
PpURAS5:

ATCOGCCTTTGTTGATGCAAGTTTTACGTGGATCATGGACTAAGG
AGTTTTATTTGGACCAAGTTCATCGTCCTAGACATTACGGAAAGG
GTTCTGCTCCTCTTTTITGGAAACTTTTTGGAACCTCTGAGTATGAC
AGCTTGGTGGATTGTACCCATGGTATGGCTTCCTGTGAATTTCTA
TTTTTTCTACATTGGATTCACCAATCAAAACAAATTAGTCGCCAT
GGCTTTTTGGCTTTTGGGTCTATTTGTTTGGACCTTCTTGGAATAT
GCTTTGCATAGATTTITGTTCCACTTGGACTACTATCTTCCAGAGA
ATCAAATTGCATTTACCATTCATTTCTTATTGCATGGGATACACCA
CTATTTACCAATGGATAAATACAGATTGGTGATGCCACCTACACT
TTTCATTGTACTTTGCTACCCAATCAAGACGCTCGTCTTTTCTGTT
CTACCATATTACATGGCTTGTTCTGGATTTGCAGGTGGATTCCTG
GGCTATATCATGTATGATGTCACTCATTACGTTCTGCATCACTCC
AAGCTGCCTCGTTATTTCCAAGAGTTGAAGAAATATCATTTGGAA
CATCACTACAAGAATTACGAGTTAGGCTTTGGTGTCACTTCCAAA
TTCTGGGACAAAGTCTTTGGGACTTATCTGGGOTCCAGACGATGTG
TATCAAAAGACAAATTAGAGTATTTATAAAGTTATGTAAGCAAAT
AGGGGCTAATAGGGAAAGAAAAATTTITGGTTCTTITATCAGAGCTG
GCTCGCGCGCAGTGTTTTITCGTGCTCCTTTGTAATAGTCATTITTG
ACTACTGTTCAGATTGAAATCACATTGAAGATGTCACTCGAGGGG
TACCAAAAAAGGTTTTTGGATGCTGCAGTGGCTTCGC

60

Secuencia de la
Regién en la posicién
3’ usada para
supresion genética de
PpURADS:

GGTCTTTTCAACAAAGCTCCATTAGTGAGTCAGCTGGCTGAATCT
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TATGCACAGGCCATCATTAACAGCAACCTGGAGATAGACGTTGTA
TTTGGACCAGCTTATAAAGGTATTCCTTTGGCTGCTATTACCGTG
TTGAAGTTGTACGAGCTCGGCGGCAAAAAATACGAAAATGTCGG
ATATGCGTTCAATAGAAAAGAAAAGAAAGACCACGGAGAAGGTG
GAAGCATCGTTGGAGAAAGTCTAAAGAATAAAAGAGTACTGATT
ATCGATGATGTGATGACTGCAGGTACTGCTATCAACGAAGCATTT
GCTATAATTGGAGCTGAAGGTGGGAGAGTTGAAGGTAGTATTAT
TGCCCTAGATAGAATGGAGACTACAGGAGATGACTCAAATACCA
GTGCTACCCAGGCTGTTAGTCAGAGATATGGTACCCCTGTCTTGA
GTATAGTGACATTGGACCATATTGTGGCCCATTTGGGCGAAACTT
TCACAGCAGACGAGAAATCTCAAATGGAAACGTATAGAAAAAAG
TATTTGCCCAAATAAGTATGAATCTGCTTCGAATGAATGAATTAA
TCCAATTATCTTCTCACCATTATTTTCTTCTGTTITCGGAGCTTITGG
GCACGGCGGCGGOTGGTGOCGOGGCTCAGGTTCCCTTTCATAAACA
GATTTAGTACTTGGATGCTTAATAGTGAATGGCGAATGCAAAGGA
ACAATTTCGTTCATCTTTAACCCTTTCACTCGGGGTACACGTTCTG
GAATGTACCCGCCCTGTTGCAACTCAGGTGGACCGGGCAATTCIT
GAACTTTCTGTAACGTTGTTGGATGTTCAACCAGAAATTGTCCTA
CCAACTGTATTAGTTTCCTTTTGGTCTTATATTGTTCATCGAGATA
CTTCCCACTCTCCTTGATAGCCACTCTCACTCTTCCTGGATTACCA
AAATCTTGAGGATGAGTCTTTTCAGGCTCCAGGATGCAAGGTATA
TCCAAGTACCTGCAAGCATCTAATATTGTCTTTGCCAGGGGGTTC
TCCACACCATACTCCTTTTGGCGCATGC

61

Secuencia del
marcador auxotrofico
de PpURAS:

TCTAGAGGGACTTATCTGGGTCCAGACGATGTGTATCAAAAGACA
AATTAGAGTATTTATAAAGTTATGTAAGCAAATAGGGGCTAATAG
GOAAAGAAAAATTTTGGTTCTTTATCAGAGCTGGCTCGCGCGCAG
TGTTTTTCGTGCTCCTTTGTAATAGTCATITTTGACTACTGTTCAG
ATTGAAATCACATTGAAGATGTCACTGGAGGGGTACCAAAAAAG
GTTTTTGGATGCTGCAGTGGCTTCGCAGGCCTTGAAGTTTGGAAC
TITCACCTTGAAAAGTGGAAGACAGTCTCCATACTTCTTTAACAT
GGOTCTTTTCAACAAAGCTCCATTAGTGAGTCAGCTGGCTGAATC
TTATGCTCAGGCCATCATTAACAGCAACCTGGAGATAGACGTTGT
ATTTGGACCAGCTTATAAAGGTATTCCTTTGGCTGCTATTACCGT
GTTGAAGTTGTACGAGCTGGGUCGGCAAAAAATACGAAAATGTCG
GATATGCGTTCAATAGAAAAGAAAAGAAAGACCACGGAGAAGGT
GGAAGCATCGTTGGAGAAAGTCTAAAGAATAAAAGAGTACTGAT
TATCGATGATGTGATGACTGCAGGTACTGCTATCAACGAAGCATT
TGCTATAATTGGAGCTGAAGGTGGGAGAGTTGAAGGTTGTATTAT
TGCCCTAGATAGAATGGAGACTACAGGAGATGACTCAAATACCA
GTGCTACCCAGGCTGTTAGTCAGAGATATGGTACCCCTGTCTTGA
GTATAGTGACATTGGACCATATTGTGGCCCATTTIGGGCGAAACTT
TCACAGCAGACGAGAAATCTCAAATGGAAACGTATAGAAAAAAG
TATTTGCCCAAATAAGTATGAATCTGCTTCGAATGAATGAATTAA
TCCAATTATCTTCTCACCATTATTTTCTTCTGTITCGGAGCTTTGG
GCACGGCGGCGGATCC

62

Secuencia de la parte

CCTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCG
GTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAACAGTTGATTG
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del gen Ec lacZ

que se usb para

la construccion del
PpURADS blaster
(marcador auxotréfico
reciclable)

AACTGCCTGAACTACCGCAGCCOGAGAGCGCCGGGCAACTCTGO
CTCACAGTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTCAGA
AGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCATCTGGCGGAAA
ACCTCAGTGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATC
TGACCACCAGCGAAATGGATTTTITGCATCGAGCTGGGTAATAAGC
GTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCACAGATGTGGA
TTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGCGCGATCAGTTCA
CCCGTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACC
CGCATTGACCCTAACGCCTGGGTCGAACGCTGGAAGGCGGCGGG
CCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGGCAGATA
CACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGC
ATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTG
ATGGTAGTGGTCAAATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGCG
AGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCCAG

63

Secuencia de
aminoacidos de
PpURAS5

MSLEGYQKRFLDAAVASQALKFGTFTLKSGRQSPYFFNMGLFNKAP
LVSQLAESYAQAIINSNLEIDVVFGPAYKGIPLAAITVLKLYELGGKK
YENVGYAFNRKEKKDHGEGGSIVGESLKNKRVLIIDDVMTAGTAIN
EAFANIGAEGGRVEGCIIALDRMETTGDDSNTSATQAVSQRYGTPVL
SIVILDHIVAHLGETFTADEKSOMETYRKKYLPKZ

64

Secuencia de la
Region en la posicion
5’ usada para
supresion genética de
PpOCH1:

AAAACCTTTTTTCCTATTCAAACACAAGGCATTGCTTCAACACGT
GTGCGTATCCTTAACACAGATACTCCATACTTCTAATAATGTGAT
AGACGAATACAAAGATGTTCACTCTGTGTTGTGTCTACAAGCATT
TCTTATTCTGATTGGGGATATTCTAGTTACAGCACTAAACAACTG
GCGATACAAACTTAAATTAAATAATCCGAATCTAGAAAATGAACT
TTTGGATGGTCCGCCTGTTGGTTGGATAAATCAATACCGATTAAA
TGGATTCTATTCCAATGAGAGAGTAATCCAAGACACTCTGATGTC
AATAATCATTTGCTTGCAACAACAAACCCGTCATCTAATCAAAGG
GTTTGATGAGGCTTACCTTCAATTGCAGATAAACTCATTGCTGTC
CACTGCTGTATTATGTGAGAATATGGGTGATGAATCTGGTCTTCT
CCACTCAGCTAACATGGCTGTTTGGGCAAAGGTGGTACAATTATA
CGGAGATCAGGCAATAGTGAAATTGTTGAATATGGCTACTGGAC
GATGCTTCAAGGATGTACGTCTAGTAGGAGCCGTGGGAAGATTG
CTGGCAGAACCAGTTGGCACGTCGCAACAATCCCCAAGAAATGA
AATAAGTGAAAACGTAACGTCAAAGACAGCAATGGAGTCAATAT
TGATAACACCACTGGCAGAGCGGTTCGTACGTCGTTTTGGAGCCG
ATATGAGGCTCAGCGTGCTAACAGCACGATTGACAAGAAGACTC
TCGAGTGACAGTAGGTTGAGTAAAGTATTCGCTTAGATTCCCAAC
CTTCGTTTTATTCTTTCGTAGACAAAGAAGCTGCATGCGAACATA
GGGACAACTTTTATAAATCCAATTGTCAAACCAACGTAAAACCCT
CTGGCACCATTTTCAACATATATTTGTGAAGCAGTACGCAATATC
GATAAATACTCACCGTTGTTTGTAACAGCCCCAACTTGCATACGC
CTTCTAATGACCTCAAATGGATAAGCCGCAGCTTGTGCTAACATA
CCAGCAGCACCGCCCGCGGTCAGCTGCGCCCACACATATAAAGG
CAATCTACGATCATGGGAGGAATTAGTTTTGACCGTCAGGTCTTC
AAGAGTTTTGAACTCTTCTTCTTGAACTGTGTAACCTTTTAAATGA
CGGGATCTAAATACGTCATGGATGAGATCATGTGTGTAAAAACTG
ACTCCAGCATATGGAATCATTCCAAAGATTGTAGGAGCGAACCCA
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CGATAAAAGTTTCCCAACCTTGCCAAAGTGTCTAATGCTGTGACT
TGAAATCTGGOTTCCTCGTTGAAGACCCTGCGTACTATGCCCAAA
AACTITCCTCCACGAGCCCTATTAACTTCTCTATGAGTITCAAATG
CCAAACGGACACGGATTAGGTCCAATGGGTAAGTGAAAAACACA
GAGCAAACCCCAGCTAATGAGCCGGCCAGTAACCGTCTTGGAGC
TOTTTCATAAGAGTCATTAGGGATCAATAACGTTCTAATCTGTTC
ATAACATACAAATTTTATGGCTGCATAGGGAAAAATTCTCAACAG
GGTAGCCGAATGACCCTGATATAGACCTGCGACACCATCATACCC
ATAGATCTGCCTGACAGCCTTAAAGAGCCCGCTAAAAGACCCGG
AAAACCGAGAGAACTCTGGATTAGCAGTCTGAAAAAGAATCTTC
ACTCTGTCTAGTGGAGCAATTAATGTCTTAGCGGCACTTCCTGCT
ACTCCGCCAGCTACTCCTGAATAGATCACATACTGCAAAGACTGC
TTGTCGATGACCTTGGGGTTATTITAGCTTCAAGGGCAATTTTTGG
GACATTTTGGACACAGGAGACTCAGAAACAGACACAGAGCGTIC
TGAGTCCTGGTGCTCCTGACGTAGGCCTAGAACAGGAATTATTGG
CTTTATTTGTTTGTCCATITCATAGGCTTGGGOTAATAGATAGAT
GACAGAGAAATAGAGAAGACCTAATATTTTTTGTTCATGGCAAAT
CGCGGGTTCGCGOTCGGGTCACACACGGAGAAGTAATGAGAAGA
GCTGGTAATCTGGGGTAAAAGGGTTCAAAAGAAGGTCGCCTGGT
AGGGATGCAATACAAGGTTGTCTTGGAGTTTACATTIGACCAGATG
ATTTGGCTTTTTCTCTGTTCAATTCACATTTTTCAGCGAGAATCGG
ATTGACGGAGAAATGOCGGGGTOTGGGGTGGATAGATGGCAGAA
ATGCTCGCAATCACCGCGAAAGAAAGACTTTATGGAATAGAACT
ACTGGGTGGTGTAAGGATTACATAGCTAGTCCAATGGAGTCCGTT
GGAAAGGTAAGAAGAAGCTAAAACCGGCTAAGTAACTAGGGAAG
AATGATCAGACTTTGATITGATGAGGTCTGAAAATACTCTGCTGC
TTTTTCAGTTGCTTTTTCCCTGCAACCTATCATTTTCCTTTTCATAA
GCCTGCCTTTTICTGTTTTCACTTATATGAGTTCCGCCGAGACTTCC
CCAAATTCTCTCCTGGAACATTCTCTATCGCTCTCCTTCCAAGTTG
CGCCCCCTGGCACTGCCTAGTAATATTACCACGCGACTTATATTC
AGTTCCACAATTTCCAGTGTTCGTAGCAAATATCATCAGCCATGG
CGAAGGCAGATGGCAGTTTGCTCTACTATAATCCTCACAATCCAC
CCAGAAGGTATTACTTCTACATGGCTATATTCGCCGTTTCTGTCAT
TTGCGTTTTGTACGGACCCTCACAACAATTATCATCTCCAAAAAT
AGACTATGATCCATTGACGCTCCOATCACTTGATTTGAAGACTTT
GGAAGCTCCTTCACAGTTGAGTCCAGGCACCGTAGAAGATAATCT
TCG

65

Secuencia de la
Regién en la posicién
3’ usada para
supresion genética de
PpOCH1:

AAAGCTAGAGTAAAATAGATATAGCGAGATTAGAGAATGAATAC
CTTCTTCTAAGCGATCGTCCGTCATCATAGAATATCATGGACTGT
ATAGTTTTTTTITTGTACATATAATGATTAAACGGTCATCCAACAT
CTCGTTGACAGATCTCTCAGTACGCGAAATCCCTGACTATCAAAG
CAAGAACCGATGAAGAAAAAAACAACAGTAACCCAAACACCACA
ACAAACACTTTATCTTCTCCCCCCCAACACCAATCATCAAAGAGA
TGTCGGAACCAAACACCAAGAAGCAAAAACTAACCCCATATAAA
AACATCCTGGTAGATAATGCTGGTAACCCGCTCTCCTTCCATATT
CTGGGCTACTTCACGAAGTCTGACCGGTCTCAGTTGATCAACATG
ATCCTCGAAATGGGTGGCAAGATCGTTCCAGACCTGCCTCCTCTG
GTAGATGGAGTGTTGTTTTTGACAGGGGATTACAAGTCTATTGAT
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GAAGATACCCTAAAGCAACTGGGGGACGTTCCAATATACAGAGA
CTCCTTCATCTACCAGTOTTTTGTGCACAAGACATCTCTTCCCATT
GACACTTTCCGAATTGACAAGAACGTCGACTTGGCTCAAGATTTG
ATCAATAGGOCCCTTCAAGAGTCTGTGGATCATGTCACTTCTGCC
AGCACAGCTGCAGCTGCTGCTGTTGTTGTCGCTACCAACGGCCTG
TCTTCTAAACCAGACGCTCGTACTAGCAAAATACAGTTCACTCCC
GAAGAAGATCGTTTTATTCTTGACTTTGTTAGGAGAAATCCTAAA
CGAAGAAACACACATCAACTGTACACTGAGCTCGCTCAGCACATG
AAAAACCATACGAATCATTCTATCCGCCACAGATTTCGTCGTAAT
CTTTCCGCTCAACTTGATTGOGTTTATGATATCGATCCATTGACCA
ACCAACCTCGAAAAGATGAAAACGGGAACTACATCAAGGTACAA
GGCCTTCCA

66

Secuencia de la
Regién en la posicién
5’ usada para
supresion genética de
PpBMT2:

GGCCCGAGCGGOCCTAGATTTTCACTACAAATTTCAAAACTACGCG
GATTTATTGTCTCAGAGAGCAATTTGGCATTTCTGAGCGTAGCAG
GAGGCTTCATAAGATTGTATAGGACCGTACCAACAAATTGCCGAG
GCACAACACGGTATGCTGTGCACTTATGTGGCTACTTCCCTACAA
CGGAATGAAACCTTCCTCTTTCCGCTTAAACGAGAAAGTGTGTCG
CAATTGAATGCAGOTGCCTGTGCOCCTTGGTGTATTGTTTTTGAG
GGCCCAATTTATCAGGCGCCTTTTTTCTTGGTTGTTTTCCCTTAGC
CTCAAGCAAGGTTGGTCTATTTCATCTCCGCTTCTATACCGTGCCT
GATACTGTTGGATGAGAACACGACTCAACTTCCTGCTGCTCTGTA
TTGCCAGTGTTTTGTCTGTGATTTGGATCGGAGTCCTCCTTACTTG
GAATGATAATAATCTTGGCGGAATCTCCCTAAACGGAGGCAAGG
ATTCTGCCTATGATGATCTGCTATCATTGGGAAGCTTCAACGACA
TGGAGGTCGACTCCTATGTCACCAACATCTACGACAATGCTCCAG
TGCTAGGATGTACGGATTTGTCTTATCATGGATTGTTGAAAGTCA
CCCCAAAGCATGACTTAGCTTGCGATTTGGAGTTCATAAGAGCTC
AGATTTTGGACATTGACGTTTACTCCGCCATAAAAGACTTAGAAG
ATAAAGCCTTGACTGTAAAACAAAAGGTTGAAAAACACTGGOTTTA
CGTTTTATGGTAGTTCAGTCTTTCTGCCCGAACACGATGTGCATT
ACCTGGTTAGACGAGTCATCTTTITCGGCTGAAGGAAAGGCGAACT
CTCCAGTAACATC

67

Secuencia de la
Region en la posicion
3’ usada para
supresion genética de
PpBMT2:

CCATATGATGOGTOTTTGCTCACTCGTATGGATCAAAATTCCATG
GTTTCTTCTGTACAACTTGTACACTTATTTGGACTTTTCTAACGGT
TITTCTGGTGATTTGAGAAGTCCTTATTTTGOTGTTCGCAGCTTAT
CCGTGATTGAACCATCAGAAATACTGCAGCTCGTTATCTAGTTTC
AGAATGTGTTGTAGAATACAATCAATTCTGAGTCTAGTTTGGOTG
GGTCTTGOCGACGGGACCGTTATATGCATCTATGCAGTGTTAAGG
TACATAGAATGAAAATGTAGGGGTTAATCGAAAGCATCGTTAATT
TCAGTAGAACGTAGTTCTATTCCCTACCCAAATAATTTGCCAAGA
ATGCTTCGTATCCACATACGCAGTGGACGTAGCAAATTTCACTTT
GGACTGTGACCTCAAGTCGTTATCTTCTACTTGGACATTGATGGT
CATTACGTAATCCACAAAGAATTGGATAGCCTCTCGTTTTATCTA
GTGCACAGCCTAATAGCACTTAAGTAAGAGCAATGGACAAATTT
GCATAGACATTGAGCTAGATACGTAACTCAGATCTTGTTCACTCA
TGGTGTACTCGAAGTACTGCTGGAACCGTTACCTCTTATCATTTC
GCTACTGGCTCGTGAAACTACTGGATGAAAAAAAAAAAAGAGCT
GAAAGCGAGATCATCCCATTTTGTCATCATACAAATTCACGCTTG
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CAGTTTTGCTTCGTTAACAAGACAAGATGTCTTTATCAAAGACCC
GTTTTTTCTTCTTGAAGAATACTTCCCTGTTGAGCACATGCAAACC
ATATTTATCTCAGATTTCACTCAACTTGGGTGCTTCCAAGAGAAG
TAAAATTCTTCCCACTGCATCAACTTCCAAGAAACCCGTAGACCA
GTTTCTCTTCAGCCAAAAGAAGTTGCTCGCCGATCACCGCGGTAA
CAGAGGAGTCAGAAGGTTTCACACCCTTCCATCCCGATTTCAAAG
TCAAAGTGCTGCGTTGAACCAAGGTTTTCAGGTTGCCAAAGCCCA
OTCTGCAAAAACTAGTTCCAAATGGCCTATTAATTCCCATAAAAG
TGTTGGCTACGTATGTATCGGTACCTCCATTCTGGTATTTGCTATT
GTTOGTCGTTGGTGGGTTGACTAGACTGACCGAATCCGOTCTTTCC
ATAACGGAGTOGAAACCTATCACTGGTTCGOGTTCCCCCACTGACT
GAGGAAGACTGGAAGTTGGAATTTGAAAAATACAAACAAAGCCC
TGAGTTTCAGGAACTAAATTCTCACATAACATTGGAAGAGTTCAA
GTTTATATTTTCCATGGAATGGGGACATAGATTGTTGGGAAGGGT
CATCGGCCTOTCGTTTGTTCTTCCCACGTTTTACTTCATTGCCCGT
CGAAAGTGTTCCAAAGATGTTGCATTGAAACTGCTTGCAATATGC
TCTATGATAGGATTCCAAGGTTTCATCGGCTGGTGGATGGTGTAT
TCCGGATTGGACAAACAGCAATTGGCTGAACGTAACTCCAAACCA
ACTGTGTCTCCATATCGCTTAACTACCCATCTTGGAACTGCATTTIG
TTATTTACTGTTACATGATTTACACAGGGCTTCAAGTTTTGAAGA
ACTATAAGATCATGAAACAGCCTGAAGCGTATGTTCAAATTTTCA
AGCAAATTGOGTCTCCAAAATTGAAAACTTTCAAGAGACTCTCTT
CAQGTTCTATTAGGCCTGGTG

68

Secuencia de la
Regién en la posicién
5’ usada para
supresion genética de
BMT1

CATATGGTGAGAGCCGTTCTGCACAACTAGATGTTTTCGAGCTTC
GCATTGTTTCCTGCAGCTCGACTATTGAATTAAGATTTCCGGATA
TCTCCAATCTCACAAAAACTTATGTTGACCACGTGCTTTCCTGAG
GCGAGGOTGTTTTATATGCAAGCTGCCAAAAATGGAAAACGAATG
GCCATTTTTCGCCCAGGCAAATTATTCGATTACTGCTGTCATAAA
GACAGTGTTGCAAGGCTCACATTTITTTTTITAGGATCCGAGATAAA
GTGAATACAGGACAGCTTATCTCTATATCTTGTACCATTCGTGAA
TCTTAAGAGTTCGGTTAGGGGGACTCTAGTTGAGGGTTGGCACTC
ACGTATGGCTGGGCGCAGAAATAAAATTCAGGCGCAGCAGCACT
TATCGATGO

69

Secuencia de la
Region en la posicion
3’ usada para
supresion genética de
BMT1

GAATTCACAGTTATAAATAAAAACAAAAACTCAAAAAGTTTGGG
CTCCACAAAATAACTTAATTTAAATTTTTGTCTAATAAATGAATG
TAATTCCAAGATTATGTGATGCAAGCACAGTATGCTTCAGCCCTA
TGCAGCTACTAATGTCAATCTCGCCTGCGAGCGGGCCTAGATTTT
CACTACAAATTTCAAAACTACGCGGATTTATTGTCTCAGAGAGCA
ATTTGGCATTTCTGAGCGTAGCAGGAGGCTTCATAAGATTGTATA
GGACCGTACCAACAAATTGCCGAGGCACAACACGOGTATGCTGTG
CACTTATGTGGCTACTTCCCTACAACGGAATGAAACCTTCCTCTTT
CCGCTTAAACGAGAAAGTGTOTCGCAATTGAATGCAGGTGCCTGT
GCOCCTTGGTGTATTGTTTITGAGOGGCCCAATTTATCAGGCGCCT
TTTTTCTTIGGTIGTTITCCCTTAGCCTCAAGCAAGGTTGGTCTATT
TCATCTCCGCTTCTATACCOTGCCTGATACTGTTGGATGAGAACA
CGACTCAACTTCCTGCTGCTCTGTATTGCCAGTGTTTTGTCTGTGA
TTTGGATCGGAGTCCTCCTTACTTGGAATGATAATAATCTTGGCG
GAATCTCCCTAAACGGAGGCAAGGATTCTGCCTATGATGATCTGC
TATCATTGGGAAGCTT
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70

Secuencia de la
Region en la posicion
5’ usada para
supresion genética de
BMT3

GATATCTCCCTGGGGACAATATGTOTTGCAACTGTTCGTTGTTGG
TGCCCCAGTCCCCCAACCGGTACTAATCGGTCTATGTTCCCGTAA
CTCATATTCGGTTAGAACTAGAACAATAAGTGCATCATTGTTCAA
CATTGTGGTTCAATTGTCGAACATTGCTGGTGCTTATATCTACAG
GGAAGACGATAAGCCTTTGTACAAGAGAGGTAACAGACAGTTAA
TTGGTATTTCTTTGGGAGTCGTTGCCCTCTACGTTGTCTCCAAGAC
ATACTACATTCTGAGAAACAGATGGOAAGACTCAAAAATGGGAGA
AGCTTAGTGAAGAAGAGAAAGTTGCCTACTTGGACAGAGCTGAG
AAGGAGAACCTGGGTTCTAAGAGGCTGGACTTTTTGTTCGAGAGT
TAAACTGCATAATTTTTTCTAAGTAAATTTCATAGTTATGAAATTT
CTGCAGCTTAGTGTTITACTGCATCGTTTACTGCATCACCCTGTAA
ATAATGTGAGCTTTTTITCCTTCCATTGCTTGGTATCTTCCTTGCTG
CTGTTT

7

Secuencia de la
Region en la posicion
3’ usada para
supresion genética de
BMT3

ACAAAACAGTCATGTACAGAACTAACGCCTTTAAGATGCAGACCA
CTGAAAAGAATTGGOTCCCATTTITTCTTGAAAGACGACCAGGAAT
CTGTCCATTTTGTTTACTCGTTCAATCCTCTGAGAGTACTCAACTG
CAGTCTTGATAACGGTGCATGTGATGTTCTATITGAGTTACCACA
TGATTTTGGCATGTCTTCCGAGCTACGTGGTGCCACTCCTATGCT
CAATCTTCCTCAGGCAATCCCGATGGCAGACGACAAAGAAATTTG
GGTTTCATTCCCAAGAACGAGAATATCAGATTGCGGGTGTTCTGA
AACAATOTACAGGCCAATGTTAATGCTTTTTGTTAGAGAAGGAAC
AAACTTTITTGCTGAGC

72

Secuencia de la
Regién en la posicién
5’ usada para
supresion genética de
BMT4

AAGCTTGTTCACCGTTGGGACTTTTCCGTGGACAATGTTGACTAC
TCCAGGAGGGATTCCAGCTTTCTCTACTAGCTCAGCAATAATCAA
TGCAGCCCCAGGCGCCCGTTCTGATGGCTTGATGACCGTTGTATT
GCCTGTCACTATAGCCAGGGGTAGGGTCCATAAAGGAATCATAG
CAGGGAAATTAAAAGGGCATATTGATGCAATCACTCCCAATGGCT
CTCTTGCCATTGAAGTCTCCATATCAGCACTAACTTCCAAGAAGG
ACCCCTTCAAGTCTGACGTGATAGAGCACGCTTGCTCTGCCACCT
GTAGTCCTCTCAAAACGTCACCTTGTGCATCAGCAAAGACTTTAC
CTTGCTCCAATACTATGACGGAGGCAATTCTGTCAAAATTCTCTC
TCAGCAATTCAACCAACTTGAAAGCAAATTGCTGTCTCTTGATGA
TGGAGACTTTTTTCCAAGATTGAAATGCAATGTGGGACGACTCAA
TTGCTTCTTCCAGCTCCTCTTCGGTTGATTGAGGAACTTITGAAAC
CACAAAATTGGTCGTTGGGTCATGTACATCAAACCATTCTGTAGA
TTTAGATTCGACGAAAGCGTTGTTGATGAAGGAAAAGGTTGGAT
ACGGTTTGTCGGTCTCTTTGGTATGGCCGGTGGGGTATGCAATTG
CAGTAGAAGATAATTGGACAGCCATTGOTTGAAGGTAGAGAAAAG
GTCAGGGAACTTGGGGGTTATTTATACCATTTTACCCCACAAATA
ACAACTGAAAAGTACCCATTCCATAGTGAGAGGTAACCGACGGA
AAAAGACGGGCCCATGTTCTGGGACCAATAGAACTGTGTAATCC
ATTGGGACTAATCAACAGACGATTGGCAATATAATGAAATAGTIC
GTTGAAAAGCCACGTCAGCTGTCTTTTCATTAACTTTGGTCGGAC
ACAACATTTTCTACTGTTGTATCTGTCCTACTTTGCTTATCATCTG
CCACAGGGCAAGTGGATTTCCTTCTCGCGCGGCTGGGTGAAAAC
GGTTAACGTGAA

73

Secuencia de la
Region en la posicion
3

GCCTTGGGGGACTTCAAGTCTTTGCTAGAAACTAGATGAGGTCAG
GCCCTCTTATGOTTGTGTCCCAATTGGGCAATTTCACTCACCTAA
AAAGCATGACAATTATTTAGCGAAATAGGTAGTATATTTTCCCTC
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usada para supresion
genética de BMT4

ATCTCCCAAGCAGTTTCGTTTITTGCATCCATATCTCTCAAATGAGC
AGCTACGACTCATTAGAACCAGAGTCAAGTAGGGGTGAGCTCAG
TCATCAGCCTTCGTTTCTAAAACGATTGAGTICTTTTGTTGCTACA
GGAAGCGCCCTAGGGAACTTTCGCACTTTGGAAATAGATTTTGAT
GACCAAGAGCGGGAGTTGATATTAGAGAGGCTGTCCAAAGTACA
TGGGATCAGGCCGGCCAAATTGATTGGTGTGACTAAACCATTGTG
TACTTGGACACTCTATTACAAAAGCGAAGATGATTTGAAGTATTA
CAAGTCCCGAAGTGTTAGAGGATTCTATCGAGCCCAGAATGAAAT
CATCAACCGTTATCAGCAGATTGATAAACTCTTGGAAAGCGGTAT
CCCATTTTCATTATTGAAGAACTACGATAATGAAGATGTGAGAGA
CGGCGACCCTCTGAACGTAGACGAAGAAACAAATCTACTTTTGGG
GTACAATAGAGAAAGTGAATCAAGGGAGGTATTTGTGGCCATAA
TACTCAACTCTATCATTAATG

74

Secuencia de la
Regién en la posicién
5’ usada para
supresion genética de
PpPNO1 y PPMNN4:

TCATTCTATATGTTCAAGAAAAGGGTAGTGAAAGGAAAGAAAAG
GCATATAGGCGAGGGAGAGTTAGCTAGCATACAAGATAATGAAG
GATCAATAGCGGTAGTTAAAGTGCACAAGAAAAGAGCACCTGTT
GAGGCTGATGATAAAGCTCCAATTACATTGCCACAGAGAAACAC
AGTAACAGAAATAGGAGOGGATGCACCACGAGAAGAGCATTCAG
TGAACAACTTTGCCAAATTCATAACCCCAAGCGCTAATAAGCCAA
TOGTCAAAGTCGGCTACTAACATTAATAGTACAACAACTATCGATT
TTCAACCAGATGTTTGCAAGGACTACAAACAGACAGGTTACTGCG
GATATOGGTGACACTTGTAAGTTTITGCACCTGAGGGATGATTTCA
AACAGGGATGGAAATTAGATAGGGAGTGGGAAAATGTCCAAAAG
AAGAAGCATAATACTCTCAAAGOGGTTAAGGAGATCCAAATGTT
TAATGAAGATGAGCTCAAAGATATCCCGTTTAAATGCATTATATG
CAAAGGAGATTACAAATCACCCGTGAAAACTTCTTGCAATCATTA
TTTTTGCGAACAATGTTTCCTGCAACGGTCAAGAAGAAAACCAAA
TTGTATTATATGTGGCAGAGACACTTTAGGAGTTGCTITACCAGC
AAAGAAGTTGTCCCAATTTCTGGCTAAGATACATAATAATGAAAG
TAATAAAGTTTAGTAATTGCATTGCGTTGACTATTGATTGCATTG
ATGTCGTOTGATACTTTCACCGAAAAAAAACACGAAGCGCAATA
GGAGCGOTTGCATATTAGTCCCCAAAGCTATTTAATTIGTGCCTGA
AACTOTTTTTTAAGCTCATCAAGCATAATTGTATGCATTGCGACG
TAACCAACGTTTAGGCGCAGTTTAATCATAGCCCACTGCTAAGCC

75

Secuencia de la
Region en la posicion
3’ usada para
supresion genética de
PpPNO1 y PpMNN4:

CGGAGGAATGCAAATAATAATCTCCTTAATTACCCACTGATAAGC
TCAAGAGACGCGGTTTGAAAACGATATAATGAATCATTTGGATTT
TATAATAAACCCTGACAGTTTTTCCACTGTATTGTTITAACACTCA
TTGGAAGCTOTATTGATTCTAAGAAGCTAGAAATCAATACGGCCA
TACAAAAGATGACATTGAATAAGCACCGGCTTTTTTGATTAGCAT
ATACCTTAAAGCATGCATTCATOGCTACATAGTTGTTAAAGGGCT
TCTTCCATTATCAGTATAATGAATTACATAATCATGCACTTATATT
TGCCCATCTCTOTTCTCTCACTCTTGCCTGGOTATATTCTATGAAA
TTGCGTATAGCGTGTCTCCAGTTGAACCCCAAGCTTGGCGAGTTT
GAAGAGAATGCTAACCTTGCGTATTCCTTGCTTCAGGAAACATTC
AAGGAGAAACAGGTCAAGAAGCCAAACATTTTGATCCTTCCCGA
GTTAGCATTGACTGGCTACAATTTTCAAAGCCAGCAGCGGATAGA
GCCTTTTTTGGAGGAAACAACCAAGGGAGCTAGTACCCAATGGG
CTCAAAAAGTATCCAAGACOTGGGATTGCTTTACTTTAATAGGAT
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ACCCAGAAAAAAGTTTAGAGAGCCCTCCCCGTATTTACAACAGTG
CGGTACTTGTATCGCCTCAGGGAAAAGTAATGAACAACTACAGA
AAGTCCTTCTTGTATGAAGCTGATGAACATTGGGGATGTTCGGAA
TCTTCTGATGGGTTTCAAACAGTAGATTTATTAATTGAAGGAAAG
ACTGTAAAGACATCATTTGGAATTTGCATGGATTTGAATCCTTAT
AAATTTGAAGCTCCATTCACAGACTTCGAGTTCAGTGGCCATTGC
TTGAAAACCGGTACAAGACTCATTTTGTGCCCAATGGCCTGGTTG
TCCCCTCTATCGCCTTCCATTAAAAAGGATCTTAGTGATATAGAG
AAAAGCAGACTTCAAAAGTTCTACCTTGAAAAAATAGATACCCCG
GAATTTGACGTTAATTACGAATTGAAAAAAGATGAAGTATTGCCC
ACCCGTATGAATGAAACGTTGGAAACAATTGACTTTGAGCCTTCA
AAACCGGACTACTCTAATATAAATTATTGGATACTAAGGTTTTTT
CCCTTTCTGACTCATGTCTATAAACGAGATGTGCTCAAAGAGAAT
GCAGTTGCAGTCTTATGCAACCGAGTTGGCATTGAGAGTGATGTC
TTGTACGGAGGATCAACCACGATTCTAAACTTCAATGGTAAGTTA
GCATCGACACAAGAGGAGCTGGAGTTGTACGGGCAGACTAATAG
TCTCAACCCCAGTGTGGAAGTATTGGGGGCCCTTGGCATGGGTCA
ACAGGGAATTCTAGTACGAGACATTGAATTAACATAATATACAAT
ATACAATAAACACAAATAAAGAATACAAGCCTGACAAAAATTCA
CAAATTATTGCCTAGACTTGTCGTTATCAGCAGCGACCTTTTTCC
AATGCTCAATTTCACGATATGCCTTTTCTAGCTCTGCTTTAAGCTT
CTCATTGGAATTGGCTAACTCOTTGACTGCTTGGTCAGTGATGAG
TTTCTCCAAGGTCCATTTCTCGATGTTGTTGTTTTCGTTTTCCTTT
AATCTCTTGATATAATCAACAGCCTTCTTTAATATCTGAGCCTTGT
TCGAGTCCCCTGTTGGCAACAGAGCGGCCAGTTCCTTTATTCCGT
GGTTTATATTITTCTCTTCTACGCCTTTCTACTTCTTTGTGATTCTCT
TTACGCATCTTATGCCATTCTTCAGAACCAGTGGCTGGCTTAACC
GAATAGCCAGAGCCTGAAGAAGCCGCACTAGAAGAAGCAGTGGC
ATTGTTGACTATGG

76

Secuencia de la
Regién en la posicién
5’ usada para
supresion genética de
PpMNN4L 1:

GATCTGGCCATTGTGAAACTTGACACTAAAGACAAAACTCTTAGA
GTTTCCAATCACTTAGGAGACGATGTTTCCTACAACGAGTACGAT
CCCTCATTGATCATGAGCAATTTGTATGTGAAAAAAGTCATCGAC
CTTGACACCTTGGATAAAAGGGCTGGAGGAGGTGGAACCACCTG
TGCAGGCOGTCTGAAAGTGTTCAAGTACGGATCTACTACCAAATA
TACATCTGGTAACCTGAACGGCGTCAGGTTAGTATACTGGAACGA
AGGAAAGTTGCAAAGCTCCAAATTTGTGGTTCGATCCTCTAATTA
CTCTCAAAAGCTTGGAGGAAACAGCAACGCCGAATCAATTGACA
ACAATGGTGTGGOTTTTGCCTCAGCTGGAGACTCAGGCGCATGG
ATTCTTTCCAAGCTACAAGATGTTAGGGAGTACCAGTCATTCACT
GAAAAGCTAGGTGAAGCTACGATGAGCATTTTCGATTTCCACGGT
CTTAAACAGGAGACTTCTACTACAGGGCTTGGGGTAGTTGGTATG
ATTCATTCTTACGACGGTGAGTTCAAACAGTTTGGTTTGTTCACT
CCAATGACATCTATTCTACAAAGACTTCAACGAGTGACCAATGTA
GAATGGTGTGTAGCGGGTTGCGAAGATGGGGATGTGGACACTGA
AGGAGAACACGAATTGAGTGATTTGGAACAACTGCATATGCATA
GTGATTCCGACTAGTCAGGCAAGAGAGAGCCCTCAAATTTACCTC
TCTGCCCCTCCTCACTCCTTTTGGTACGCATAATTGCAGTATAAA
GAACTTGCTGCCAGCCAGTAATCTTATTTCATACGCAGTTCTATA
TAGCACATAATCTTGCTTGTATGTATGAAATTTACCGCGTTTTAGT
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TGAAATTGTTTATGTTGTGTGCCTTGCATGAAATCTCTCGTTAGCC
CTATCCTTACATTTAACTGGTCTCAAAACCTCTACCAATTCCATTG
CTGTACAACAATATGAGGCGGCATTACTGTAGGGTTGGAAAAAA
ATTGTCATTCCAGCTAGAGATCACACGACTTCATCACGCTTATTG
CTCCTCATTGCTAAATCATTTACTCTTGACTTCGACCCAGAAAAG
TTCGCC

77

Secuencia de la
Regién en la posicion
3’ usada para
supresion genética de
PpMNN4L 1:

GCATGTCAAACTTGAACACAACGACTAGATAGTTGTTTTTTCTAT
ATAAAACGAAACGTTATCATCTTTAATAATCATTGAGGTTTACCC
TTATAGTTCCGTATTTTCGTTTCCAAACTTAGTAATCTTTTGGAAA
TATCATCAAAGCTGGTGCCAATCTTCTTGTTTGAAGTITCAAACT
GCTCCACCAAGCTACTTAGAGACTGTTCTAGGTCTGAAGCAACTT
CGAACACAGAGACAGCTGCCGCCGATTOTTCTTTTTTGTOGTTTITI
CTTCTGGAAGAGGGGCATCATCTTGTATGTCCAATGCCCGTATCC
TTTCTGAGTTGTCCGACACATTGTCCTTCGAAGAGTTTCCTGACA
TTGGGCTTCTTCTATCCGTGTATTAATTTTGGGTTAAGTTCCTCGT
TTGCATAGCAGTGGATACCTCGATTTTTTTGGCTCCTATTITACCTG
ACATAATATTCTACTATAATCCAACTTGGACGCGTCATCTATGAT
AACTAGGCTCTCCTTTGTTCAAAGGGGACGTCTTCATAATCCACT
GGCACGAAGTAAGTCTGCAACGAGGCGGCTTTTGCAACAGAACG
ATAGTGTCOTTTCGTACTTGGACTATGCTAAACAAAAGGATCTGT
CAAACATTTCAACCGTGTTTCAAGGCACTCTTTACGAATTATCGA
CCAAGACCTTCCTAGACGAACATTTCAACATATCCAGGCTACTGC
TTCAAGGTGGTGCAAATGATAAAGGTATAGATATTAGATGTGTTT
GGOACCTAAAACAGTTCTTGCCTGAAGATTCCCTTGAGCAACAGG
CTTCAATAGCCAAGTTAGAGAAGCAGTACCAAATCGOTAACAAA
AGGGGGAAGCATATAAAACCTTTACTATTGCGACAAAATCCATCC
TTGAAAGTAAAGCTGTTTGTTCAATGTAAAGCATACGAAACGAAG
GAGGTAGATCCTAAGATGGTTAGAGAACTTAACGGGACATACTC
CAGCTGCATCCCATATTACGATCGCTGGAAGACTTTTTTCATGTA
CGTATCGCCCACCAACCTTTCAAAGCAAGCTAGGTATGATTTTGA
CAGTTCTCACAATCCATTGGTTTTCATGCAACTTGAAAAAACCCA
ACTCAAACTTCATGGGGATCCATACAATGTAAATCATTACGAGAG
GGCGAGGTTGAAAAGTTTCCATTGCAATCACGTCGCATCATGGCT
ACTGAAAGGCCTTAAC

78

Secuencia del locus
de integracion del gen
PpTRP2:

TAATGGCCAAACGOTTTCTCAATTACTATATACTACTAACCATTT
ACCTGTAGCGTATTTCTTTTCCCTCTTCGCGAAAGCTCAAGGGCA
TCTTCTTGACTCATGAAAAATATCTGGATTTCTTCTGACAGATCAT
CACCCTTGAGCCCAACTCTCTAGCCTATGAGTGTAAGTGATAGTC
ATCTTGCAACAGATTATTTTGGAACGCAACTAACAAAGCAGATAC
ACCCTTCAGCAGAATCCTTTCTGGATATTGTGAAGAATGATCGCC
AAAGTCACAGTCCTGAGACAGTTCCTAATCTITACCCCATTTACA
AGTTCATCCAATCAGACTTCTTAACGCCTCATCTGGCTTATATCA
AGCTTACCAACAGTTCAGAAACTCCCAGTCCAAGTTTCTTGCTTG
AAAGTGCGAAGAATGGTGACACCOGTTGACAGOGTACACCTTTATG
GGACATTCCCCCAGAAAAATAATCAAGACTGGGCCTTTAGAGGG
TGCTGAAGTTGACCCCTTGGTGCTTCTGGAAAAAGAACTGAAGG
GCACCAGACAAGCGCAACTTCCTGGTATTCCTCGTCTAAGTGGTG
GTGCCATAGGATACATCTCGTACGATTGTATTAAGTACTTTGAAC
CAAAAACTGAAAGAAAACTGAAAGATGTTTTGCAACTTCCGGAA
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GCAGCTTTGATGTTGTTCGACACGATCGTGGCTTTTGACAATGTT
TATCAAAGATTCCAGGTAATTGGAAACGTTTCTCTATCCGTTGAT
GACTCOGGACGAAGCTATTCTTGAGAAATATTATAAGACAAGAGA
AGAAGTGOGAAAAGATCAGTAAAGTGGTATTTGACAATAAAACTG
TTCCCTACTATGAACAGAAAGATATTATTCAAGGCCAAACGTTCA
CCTCTAATATTGOTCAGGAAGGGTATGAAAACCATGTTCGCAAGC
TGAAAGAACATATTCTGAAAGGAGACATCTTCCAAGCTGTTCCCT
CTCAAAGGGTAGCCAGGCCGACCTCATTGCACCCTTITCAACATCT
ATCGTCATTTGAGAACTGTCAATCCTTCTCCATACATGTTCTATAT
TGACTATCTAGACTTCCAAGTTGTTGGTGCTTCACCTGAATTACT
AGTTAAATCCGACAACAACAACAAAATCATCACACATCCTATTGC
TGGAACTCTTCCCAGAGGTAAAACTATCGAAGAGGACGACAATT
ATGCTAAGCAATTGAAGTCGTCTTTGAAAGACAGGGCCGAGCAC
GTCATGCTOGGTAGATTTGGCCAGAAATGATATTAACCGTGTGTGT
GAGCCCACCAGTACCACGGTTGATCGTTTATTGACTGTGGAGAGA
TTTTCTCATGTGATGCATCTTGTOGTCAGAAGTCAGTGGAACATTG
AGACCAAACAAGACTCGCTTCGATGCTTTCAGATCCATTITCCCA
GCAGGAACCGTCTCCGOTGCTCCGAAGGTAAGAGCAATGCAACT
CATAGGAGAATTGGAAGGAGAAAAGAGAGGTGTTITATGCGGGGG
CCGTAGGACACTOGGTCGTACGATGGAAAATCGATGGACACATGT
ATTGCCTTAAGAACAATGGTCGTCAAGGACGGTGTCGCTTACCTT
CAAGCCGGAGGTOGGAATTGTCTACGATTCTGACCCCTATGACGAG
TACATCGAAACCATGAACAAAATGAGATCCAACAATAACACCATC
TTGGAGGCTGAGAAAATCTGGACCGATAGGTTGGCCAGAGACGA
GAATCAAAGTGAATCCGAAGAAAACGATCAATGAACGGAGGACG
TAAGTAGGAATTTATGGTTTGGCCAT

79

Secuencia de la
Region en la posicion
5’ usada para
supresion genética de
PpARG1:

GATCTGGCCTTCCCTGAATTTTTACGTCCAGCTATACGATCCGTT
GTGACTGTATTITCCTGAAATGAAGTTTCAACCTAAAGTTTTGGTT
GTACTTGCTCCACCTACCACGGAAACTAATATCGAAACCAATGAA
AAAGTAGAACTGGAATCGTCAATCGAAATTCGCAACCAAGTGGA
ACCCAAAGACTTGAATCTTTCTAAAGTCTATTCTAGTGACACTAA
TGGCAACAGAAGATTTGAGCTGACTTTTCAAATGAATCTCAATAA
TGCAATATCAACATCAGACAATCAATGGGCTTITGTCTAGTGACAC
AGGATCAATTATAGTAGTGTCTTCTGCAGGAAGAATAACTTCCCC
GATCCTAGAAGTCGGGGCATCCGTCTGTGTCTTAAGATCGTACAA
CGAACACCTTTTGGCAATAACTTGTGAAGGAACATGCTTTTCATG
GAATTTAAAGAAGCAAGAATGOTGTTCTAAACAGCATTTCATTAGC
ACCTATAGTCAATTCACACATGCTAGTTAAGAAAGTTGGAGATGC
AAGGAACTATTCTATTGTATCTGCCGAAGGAGACAACAATCCGTT
ACCCCAGATTCTAGACTGCGAACTTTCCAAAAATGGCGCTCCAAT
TGTGGCTCTTAGCACGAAAGACATCTACTCTTATTCAAAGAAAAT
GAAATGCTGGATCCATTTGATTGATTCGAAATACTTTGAATTGTT
GGGTGCTGACAATGCACTGTTTGAGTGTGTGGAAGCGCTAGAAG
GTCCAATTGGAATGCTAATTCATAGATTGGTAGATGAGTTCTTCC
ATGAAAACACTGCCGOTAAAAAACTCAAACTTTACAACAAGCGA
GTACTGGAGGACCTTTCAAATTCACTTGAAGAACTAGGTGAAAAT
GCGTCTCAATTAAGAGAGAAACTTGACAAACTCTATGGTGATGAG
GTTGAGGCTTCTTGACCTCTTCTCTCTATCTGCGTTTCTTTTTTTTT
ITITTTTITITITTTTTTCAGTTGAGCCAGACCGCGCTAAACGCAT
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ACCAATTGCCAAATCAGGCAATTGTGAGACAGTGGTAAAAAAGA
TGOCTGCAAAGTTAGATTCACACAGTAAGAGAGATCCTACTCATA
AATGAGGCGCTTATTTAGTAGCTAGTGATAGCCACTGCGGTTCTG
CTTTATGCTATTTGTTGTATGCCTTACTATCTTTGTTTGGCTCCTT
TITCTTGACGTTTTCCGTTGGAGGGACTCCCTATTCTGAGTCATG
AGCCGCACAGATTATCGCCCAAAATTGACAAAATCTTCTGGCGAA
AAAAGTATAAAAGGAGAAAAAAGCTCACCCTTTTCCAGCGTAGA
AAGTATATATCAGTCATTGAAGAC

80

Secuencia de la
Region en la posicion
3’ usada para
supresion genética de
PpARG1:

GGGACTTTAACTCAAGTAAAAGGATAGTTGTACAATTATATATAC
GAAGAATAAATCATTACAAAAAGTATTCGTTTCTTTGATTCTTAA
CAGGATTCATTTTCTGGGTGTCATCAGGTACAGCGCTGAATATCT
TOGAAGTTAACATCGAGCTCATCATCGACGTTCATCACACTAGCCA
CGTTTCCGCAACGGTAGCAATAATTAGGAGCGGACCACACAGTG
ACGACATCTTTCTCTTTGAAATGGTATCTGAAGCCTTCCATGACC
AATTGATGGGCTCTAGCGATGAGTTGCAAGTTATTAATGTGGTTG
AACTCACGTGCTACTCGAGCACCOAATAACCAGCCAGCTCCACGA
GGAGAAACAGCCCAACTGTCGACTTCATCTGGGTCAGACCAAAC
CAAGTCACAAAATCCTCCTTCATGAGGGACCTCTTGCGCTCGGCT
GAGAACTCTGATTTGATCTAACATGCGAATATCGGGAGAGAGAC
CACCATGGATACATAATATTTTACCATCAATGATGGCACTAAGGG
TTAAAAAGTCGAACACCTGGCAACAGTACTTCCAGACAGTGGTG
GAACCATATTTATTGAGACATTCCTCATAAAATCCATAAACCTGA
GTGATCTGTCTGGATTCATGATTTCCCCTTACCAATGTGATATGTT
GAGGAAACTTAATTTTTAAAATCATGAGTAACGTGAACGTCTCCA
ACGAGAAATAGCCTCTATCCACATAGTCTCCTAGGAAGATATAGT
TCTGTTTTATTCCATTAGAGGAGGATCCGGGAAACCCACCACTAA
TCTTGAAAAGTTCCAGTAGATCGTGAAATTGGCCGTGAATATCTC
CGCATACTGTCACTGGACTCTOCACTGGCTGTATATTGGATTCCT
CCATCAGCAAATCCTTCACCCGTTCGCAAAGATGCTTCATATCAT
TTTCACTTAAAGCCTTGCAGCTTTTGACTTCTTCAAACCACTGATC
TOGGTCCTCTTITCTGGCATGATTAAGGTCTATAATATTTCTGAGCTG
AGATGTAAAAAAAAATAATAAAAATGGGGAGTGAAAAAGTGTGT
AGCTTTTAGGAGTTITGGGATTGATACCCCAAAATGATCTTTATGA
GAATTAAAAGGTAGATACGCTTTTAATAAGAACACCTATCTATAG
TACTTTGTGGTCTTGAGTAATTGAGATGTTCAGCTTCTGAGGTTT
GCCGTTATTCTGGGATAGTAGTGCGCGACCAAACAACCCGCCAG
GCAAAGTGTGTTGTGCTCGAAGACGATTGCCAGAAGAGTAAGTC
CGTCCTGCCTCAGATGTTACACACTTTCTTCCCTAGACAGTCGAT
GCATCATCGGATTTAAACCTGAAACTTTGATGCCATGATACGCCT
AGTCACGTCGACTGAGATTTTAGATAAGCCCCGATCCCTTTAGTA
CATTCCTGTTATCCATGGATGGAATGGCCTGATA

81

Secuencia del
marcador auxotrofico
de PpARGH1:

CAGTTGAGCCAGACCGCGCTAAACGCATACCAATTGCCAAATCAG
GCAATTGTGAGACAGTGGTAAAAAAGATGCCTGCAAAGTTAGAT
TCACACAOTAAGAGAGATCCTACTCATAAATGAGOCGCTTATTTA
GTAGCTAGTGATAGCCACTGCGGTTCTGCTTTATGCTATTTGTTG
TATGCCTTACTATCTTTGTTITGGCTCCTTTTTCTTGACGTTTTCCG
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TTGGAGGGACTCCCTATTCTGAGTCATGAGCCGCACAGATTATCG
CCCAAAATTGACAAAATCTTCTGGCGAAAAAAGTATAAAAGGAG
AAAAAAGCTCACCCTTTTCCAGCGTAGAAAGTATATATCAGTCAT
TGAAGACTATTATTTAAATAACACAATGTCTAAAGGAAAAGTTTG
TITGGCCTACTCCGGTGGTTTIGGATACCTCCATCATCCTAGCTTG
GTTGTTGGAGCAGGGATACGAAGTCGTTGCCTTTTTAGCCAACAT
TOGGTCAAGAGGAAGACTTITGAGGCTGCTAGAGAGAAAGCTCTGA
AGATCGGTGCTACCAAGTTTATCGTCAGTGACGTTAGGAAGGAAT
TTGTTGAGGAAGTTTTGTTCCCAGCAGTCCAAGTTAACGCTATCT
ACGAGAACGTCTACTTACTGGGTACCTCTTTGGCCAGACCAGTCA
TTGCCAAGGCCCAAATAGAGOTTGCTGAACAAGAAGGTTGTITTG
CTGTTGCCCACGGTTGTACCGGAAAGGGTAACGATCAGGTTAGAT
TTGAGCTTTCCTTTITATGCTCTGAAGCCTGACGTTGTCTGTATCGC
CCCATGGAGAGACCCAGAATTCTTCGAAAGATTCGCTGGTAGAA
ATGACTTGCTGAATTACGCTGCTGAGAAGGATATTCCAGTTGCTC
AGACTAAAGCCAAGCCATGGTCTACTGATGAGAACATGGCTCAC
ATCTCCTTCGAGGCTGGTATTCTAGAAGATCCAAACACTACTCCT
CCAAAGGACATGTGGAAGCTCACTGTTGACCCAGAAGATGCACC
AGACAAGCCAGAGTTCTTTGACGTCCACTTTGAGAAGGGTAAGCC
AGTTAAATTAGTTCTCGAGAACAAAACTGAGGTCACCGATCCGGT
TGAGATCTTTTTGACTGCTAACGCCATTGCTAGAAGAAACGGTGT
TGGTAGAATTGACATTGTCGAGAACAGATTCATCGGAATCAAGTC
CAGAGGTTGTTATGAAACTCCAGGTTTGACTCTACTGAGAACCAC
TCACATCGACTTGGAAGGTCTTACCGTTGACCGTGAAGTTAGATC
GATCAGAGACACTTTTGTTACCCCAACCTACTCTAAGTTGTTATA
CAACGGOTTGTACTTTACCCCAGAAGGTGAGTACGTCAGAACTAT
GATTCAGCCTTCTCAAAACACCGTCAACGGTGTTGTTAGAGCCAA
GGCCTACAAAGOTAATGTGTATAACCTAGGAAGATACTCTGAAA
CCGAGAAATTGTACGATGCTACCGAATCTTCCATGGATGAGTTGA
CCGOATTCCACCCTCAAGAAGCTGOAGGATTTATCACAACACAAG
CCATCAGAATCAAGAAGTACGGAGAAAGTGTCAGAGAGAAGGGA
AAGTTTTTGGGACTTITAACTCAAGTAAAAGGATAGTTGTACAATT
ATATATACGAAGAATAAATCATTACAAAAAGTATTCGTTTCTTTG
ATTCTTAACAGGATTCATTTTCTGGGTGTCATCAGGTACAGCGCT
GAATATCTTGAAGTTAACATCGAGCTCATCATCGACGTTCATCAC
ACTAGCCACGTTTCCGCAACGGTAGCAATAATTAGGAGCGGACC
ACACAGTGACGACATC

82

Secuencia de la
Regién en la posicién
5’ que se uso para
adicién genética en el
locus de PpADE1:

GAGTCGGCCAAGAGATGATAACTGTTACTAAGCTICTCCGTAATT
AGTGGTATTTTGTAACTTTTACCAATAATCGTTTATGAATACGGA
TATTTITCGACCTTATCCAGTGCCAAATCACGTAACTTAATCATG
GTTTAAATACTCCACTTGAACGATTCATTATTCAGAAAAAAGTCA
GGTTOGCAGAAACACTTGGGCGCTTTGAAGAGTATAAGAGTATT
AAGCATTAAACATCTGAACTTTCACCGCCCCAATATACTACTCTA
GGAAACTCGAAAAATTCCTTTCCATGTGTCATCGCTTCCAACACA
CTTTGCTGTATCCTTCCAAGTATGTCCATTGTGAACACTGATCTG
GACGGAATCCTACCTTTAATCGCCAAAGGAAAGGTTAGAGACATT
TATGCAGTCGATGAGAACAACTTGCTGTTCGTCGCAACTGACCGT
ATCTCCGCTTACGATGTGATTATGACAAACGGTATTCCTGATAAG
GGAAAGATTTTGACTCAGCTCTCAGTTTICTGGTTTGATTTTITGG
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CACCCTACATAAAGAATCATTTGGTTGCTTCTAATGACAAGGAAG
TCTTTGCTTTACTACCATCAAAACTGTCTGAAGAAAAaTACAAATC
TCAATTAGAGGGACGATCCTTGATAGTAAAAAAGCACAGACTGA
TACCTTTGGAAGCCATTGTCAGAGGTTACATCACTGGAAGTGCAT
GGAAAGAGTACAAGAACTCAAAAACTGTCCATGGAGTCAAGGTT
GAAAACGAGAACCTTCAAGAGAGCGACGCCTTTCCAACTCCGATT
TTCACACCTTCAACGAAAGCTGAACAGGGTGAACACGATGAAAA
CATCTCTATTGAACAAGCTGCTGAGATTGTAGGTAAAGACATTTG
TGAGAAGGTCGCTGTCAAGGCGGTCGAGTTGTATTCTGCTGCAAA
AAACCTCGCCCTTTTGAAGGGGATCATTATTGCTGATACGAAATT
CGAATTTGGACTGGACGAAAACAATGAATTGGTACTAGTAGATG
AAGTTTTAACTCCAGATTCTTCTAGATTTTGGAATCAAAAGACTT
ACCAAGTGGGTAAATCGCAAGAGAGTTACGATAAGCAGTTTCTC
AGAGATTGGTTGACGGCCAACGGATTGAATGOCAAAGAGGGCGT
AGCCATGGATGCAGAAATTGCTATCAAGAGTAAAGAAAAGTATA
TTGAAGCTTATGAAGCAATTACTGGCAAGAAATGGGCTTGA

83

Secuencia de la
Region en la posicion
3’ que se uso para
adicién genética en el
locus de PpADE1:

ATGATTAGTACCCTCCTCGCCTITTTCAGACATCTGAAATTTICCCT
TATTCTTCCAATTCCATATAAAATCCTATTTAGGTAATTAGTAAAC
AATGATCATAAAGTGAAATCATTCAAGTAACCATTCCGTITATCG
TTGATTTAAAATCAATAACGAATGAATGTCGGTCTGAGTAGTCAA
TITGTTGCCTTGGAGCTCATTGGCAGGGGGTCTTITTIGGCTCAGTA
TGGAAGGTTGAAAGGAAAACAGATGOAAAGTGGTTCGTCAGAAA
AGAGGTATCCTACATGAAGATGAATGCCAAAGAGATATCTCAAG
TGATAGCTGAGTTCAGAATTCTTAGTGAGTTAAGCCATCCCAACA
TTGTGAAGTACCTTCATCACGAACATATITCTGAGAATAAAACTG
TCAATTTATACATGGAATACTGTGATGGTGGAGATCTCTCCAAGC
TGATTCGAACACATAGAAGGAACAAAGAGTACATITCAGAAGAA
AAAATATGGAGTATTTTTACGCAGGTTTTATTAGCATTGTATCGT
TGTCATTATGGAACTGATTTCACGGCTTCAAAGGAGTTTGAATCG
CTCAATAAAGGTAATAGACGAACCCAGAATCCTTCGTGGGTAGA
CTCGACAAGAGTTATTATTCACAGGGATATAAAACCCGACAACAT
CTTTCTGATGAACAATTCAAACCTTGTCAAACTGGGAGATTTTGG
ATTAGCAAAAATTCTGGACCAAGAAAACGATTTTGCCAAAACATA
CGTCGGTACGCCGTATTACATGTCTCCTGAAGTGCTGTTGGACCA
ACCCTACTCACCATTATGTGATATATGGTCTCTTGGGTGCGTCAT
GTATGAGCTATGTGCATTGAGGCCTCCTT

84

MET16 &

GGGTGGGCCTOGTAATGTTCACTCCTAGGAACTACTAGAAAAACT
GTGCTAAACGGATTACGTAATTATTATACAAATTCTCTATGGTCT
ATGGTACATATGGGCTGOTTCAATAATGAATCTATGAAGAATITG
TGCCCATGGGGACCGTTTCTATAAACGTTCTCTTCTTTATGTTTTC
CACCTGCTCTTITGAGTTCCGGAAATTCGTTGACAATCTTTIGTCCC
AATGTCGATTOGGGCGTATTTAAAGCCCAGCTGTTTITCCTCTGAGA
AATTGATTCAACTTCCTCACCACCTCCACAAACTCACGCGTGTAT
ATATCAGGGTTTCTACCGTCTTCGATATAATTGACTACGTCCACG
GGGATGGGAATGTTCAAATCTGTGTTGTGGAGCTTTTGCAAGTGC
TCTACAACCTTGTTAATGTTGTTGGAAAGACCCAATTGACTTTCC
GCTGTACCGGCGTAATCGTGCACCTGAACACCCAAATGGATGAG
GGTTTCGATGAGTTGACTTAGTTCATTTTCAACTTGATCTAATGTT
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GTCGCAGGTGCACTCATACTTGTCATGGAGAATGAAAGTAAGTTG
ATAGAGAGCAGACTTCGAGGATGGGATGAACTTGATTAGGTAAT
CTTTGACAATGTCTTAGAGGTAGGCAGAGGATGCTGGAAAAAAA
AAATTGAAAACGCCCAAGCTTCCAGCTTTGCAAGGAAAGAAGAA
AAGGGAGTTGCCAGCACGAAATCOGGCTTCCTCCGAAAGGTTCAC
AATTGCAGAATTGTCACCATTCAAATGCCTTTACCCTTCATCTGTG
GTACCTCAGGCTAAGAACGGGTCACGTGATATTTCGACACTCATC
GCCACAATATGTACTAGCAAGAACTTITCAGATITAGTAATCCGT
TCGAAACGGG

85

MET16 3

CTAGATTTGCACAATATTITGAAAGCTCAGCAAAACATATGAATAT
AATTTTTTTTTTCTCTACACTATTTATCCTGTAAGTTTCTGTTTCCC
CATGTAGGATCTTTTITCTCCTTCTCTGTCTCCCATTTTTTITIGTTCC
CTGTAGTCTTGCCTTGCCTGAGATGCGAGCTCGTCCGCCCATCCA
GTCOTGTGAAGGGCCTAGCTTTTCAAAAAGAAAATACCTCCCGCT
AAAGGAGGCGTTGCCCCTTCTATCAGTAGTGTCGTAACCAATTTT
CACAAACAATAAAAAAAGGACACCAACAACGAAATCAACTATTT
ACACACATCCAGATCCGTCCCCCTCCCCATCCAAGAGTTAAAGAC
AAATATGGCTGTTAATAATCCOTCTGAATTTAGAAAGAAGTTGGT
CGTAGTAGGAGATGGTGCTTGCGGTAAAACTTGTCTATTGATGGT
GTTTGCCGAGGGCGAGTTCCCTCCATCTTATGTTCCAACTGTTTIT
GAGAACTATGCCACCCCAGTAGAGGTTGACAACAGAATAGTACA
ACTCACTCTATGGGATACTGCCGGACAGGAAGATTATGATAGACT
GAGACCTCTTTCCTATCCCGATGCCAATGTGGTCTTGATTTGTTTT
GCTATTGACATTCCTGACACCTTAGATAACGTTCAAGAGAAGTGG
ATTAGTGAGGTGTTGCATTTCTGTCCTGGAGTCCCTATCATTTTA
GTTGOTTGTAAACTTGACTTGAGAAACGATCCAGAGGTTATCCGT
GAATTACAAGCTGTTGGAAAGCAACCAGTCTCCACCAGTGAGGG
TCAGGCCGTTGC

86

Secuencia del
marcador auxotrofico
de PpMET16:

CAACTTCCTCACCACCTCCACAAACTCACGCGTGTATATATCAGG
GTTTCTACCGTCTTCGATATAATTGACTACGTCCACGGGGATGGG
AATGTTCAAATCTGTGTIGTGGAGCTTTTGCAAGTGCTCTACAAC
CTTGTTAATGTTGTTGGAAAGACCCAATTGACTTTCCGCTGTACC
GGCGTAATCGTGCACCTGAACACCCAAATGGATGAGGGTTTCGAT
GAGTTGACTTAGTTCATTTTCAACTTGATCTAATGTTGTCGCAGG
TGCACTCATACTTGTCATGGAGAATGAAAGTAAGTTGATAGAGA
GCAGACTTCGAGGATOGGGATGAACTTGATTAGGTAATCTTTGACA
ATGTCTTAGAGGTAGGCAGAGGATGCTGGAAAAAAAAAATTGAA
AACGCCCAAGCTTCCAGCTTTGCAAGGAAAGAAGAAAAGGGAGT
TGCCAGCACGAAATCGGCTTCCTCCGAAAGGTTCACAATTGCAGA
ATTGTCACCATTCAAATGCCTTTACCCTTCATCTGTGGTACCTCAG
GCTAAGAACGGGTCACGTGATATTTCGACACTCATCGCCACAATA
TGTACTAGCAAGAACTTTTCAGATTTAGTAATCCGTTCGAAACGG
GAAAAAATGTTTTITACCCTTCTATCAACTGCTAATCTITCTAGGTT
TATACTGCCAGCAGCCCOGTTCCAGATACCAACATGCCATTCACTA
TAGGCCAGTCAAAAACCAGTTTGAACCTCTCCAAGGTCCAAGTGG
ACCACCTTAACCTTTCTCTTCAGAATCTCAGTCCAGAAGAAATCA
TACAATGGTCTATCATTACCTTCCCACACCTGTATCAAACTACGG
CATTCGOGATTGACTGGGTTOGTGTATAACTGACATGGTTCACAAAA
TAACAGCCAAAAGAGGCAAAAAGCATGCTATTGACTTGATTTITCA
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TAGACACCTTACATCATTTTCCACAGACTTTAGATCTCGTTGAAC
GAGTCAAAGATAAATACCACTGCAATGTTCATGTCTTCAAACCAC
AGAATGCCACTACTGAGCTCGAGTTTGGGGCGCAATATGGCGAA
AACTTATGGGAAACAGATGATAACAAGTATGACTACCTCGTAAA
AGTTGAACCCTCACAACGTGCCTACCATGCATTAGACGTCTGCGC
CGTCTTCACAGGAAGAAGACGGTCTCAAGGTGGTAAAAGGGGAG
AATTGCCCOTGATTGAAATTGATGAAATTTCTCAGGTGGTCAAGA
TTAATCCGTTAGCATCCTGGGGGTTTGAACAAGTTCAAAACTATA
TCCAAGCTAATAGCGTTCCATACAACGAATTGCTGGATTTGGGAT
ACAAGTCAGTTGGAGATTACCATTCCACACAACCCACTAAAAATG
GTGAAGATGAAAGAGCAGGCAGGTGGAGAGGTAAACAAAAGAG
TGAGTGTGGTATCCACGAAGCTTCTAGATTTGCACAATATTTGAA
AGCTCAGCAAAACATATGAATATAATTTTITTTTITTCTCTACACTAT
TTATCCTGTAAGTTTCTGTTTCCCCATGTAGGATCTTTTTCTCCTT
CTCTGTCTCCCATTTTTTTTGTTCCCTGTAGTCTTGCCTTGCCTGA
GATGCGAGCTCGTCCGCCCATCCAGTCGTGTGAAGGGCCTAGCTT
TICAAAAAGAAAATACCTCCCGCTAAAGGAGGCGTTGCCCCTTCT
ATCAGTAGTGTCGTAACCAATTTTCACAAACAATAAAAAAAGGAC
ACCAACAACGAAATCAACTATTTACACACATCCAGATCCGTCCC

87

Secuencia de la
Region en la posicion
5’ usada para
supresion genética de
PpHIS1:

TAACTGGCCCTTTGACGTTTCTGACAATAGTTCTAGAGGAGTCGT
CCAAAAACTCAACTCTGACTTGGGTGACACCACCACGGGATCCGG
TTCTTCCGAGGACCTTGATGACCTTGGCTAATGTAACTGGAGTTT
TAGTATCCATTITAAGATGTGTGTITCTGTAGGTTCTGGGTTGGA
AAAAAATTTTAGACACCAGAAGAGAGGAGTGAACTGGTTTGCGT
GGGTTTAGACTGTGTAAGGCACTACTCTGTCGAAGTTTTAGATAG
GGGTTACCCGCTCCGATGCATGGGAAGCGATTAGCCCOGCTGTTG
CCCOTTTGGTTTTTGAAGGGTAATTTTCAATATCTCTGTTTGAGTC
ATCAATTTCATATTCAAAGATTCAAAAACAAAATCTGGTCCAAGG
AGCOCATTTAGGATTATGGAGTTGGCGAATCACTTGAACGATAGA
CTATTATTTGC

88

Secuencia de la
Regién en la posicién
3’ usada para
supresion genética de
PpHIS1:

GTGACATTCTTGTCTTTGAGATCAGTAATTGTAGAGCATAGATAG
AATAATATTCAAGACCAACGGCTTCTCTTCGGAAGCTCCAAGTAG
CTTATAGTGATGAGTACCGGCATATATTTATAGGCTTAAAATTTC
GAGGOTTCACTATATTCGTTITAGTGOGGAAGAGTTCCTTTCACTCT
TGTTATCTATATTGTCAGCGTGGACTGTTTATAACTGTACCAACTT
AGTTTCTTTCAACTCCAGGTTAAGAGACATAAATOTCCTTTGATG
CTGACAATAATCAGTGGAATTCAAGGAAGGACAATCCCGACCTC
AATCTOTTCATTAATGAAGAGTTCGAATCOTCCTTAAATCAAGCG
CTAGACTCAATTGTCAATGAGAACCCTTTCTTTGACCAAGAAACT
ATAAATAGATCGAATGACAAAGTTGGAAATGAGTCCATTAGCTTA
CATGATATTGAGCAGGCAGACCAAAATAAACCGTCCTTTGAGAG
CGATATTGATGGTTCGGCGCCGTTGATAAGAGACGACAAATTGCC
AAAGAAACAAAGCTGGGGGCTGAGCAATTTTTTTTCAAGAAGAA
ATAGCATATGTTTACCACTACATGAAAATGATTCAAGTGTTGTTA
AGACCGAAAGATCTATTGCAGTGGGAACACCCCATCTTCAATACT
GCTTCAATGOAATCTCCAATGCCAAGTACAATGCATTTACCTTTT
TCCCAGTCATCCTATACGAGCAATTCAAATTTTTITTTCAATTTATA
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CTTTACTITAGTGGCTCTCTCTCAAGCGATACCGCAACTTCGCATT
GGATATCTTTCTTCGTATGTCGTCCCACTITTGTTTGTACTCATAG
TGACCATGTCAAAAGAGGCGATGGATGATATTCAACGCCGAAGA
AGGGATAGAGAACAGAACAATGAACCATATGAGGTTCTGTCCAG
CCCATCACCAGTTTTGTCCAAAAACTTAAAATGTGGTCACTTGGT
TCGATTGCATAAGGGAATGAGAGTGCCCGCAGATATGOTTCTTGT
CCAGTCAAGCGAATCCACCGGAGAGTCATTTATCAAGACAGATCA
GCTOGGATOGGTGAGACTGATTGGAAGCTTCGGATTGTTTCTCCAGT
TACACAATCGTTACCAATGACTGAACTTCAAAATGTCGCCATCAC
TGCAAGCOCACCCTCAAAATCAATTCACTCCTTTCTTGGAAGATT
GACCTACAATGGGCAATCATATGGTCTTACGATAGACAACACAAT
GTGGTGTAATACTGTATTAGCTTCTOGGTTCAGCAATTGGTTGTAT
AATTTACACAGGTAAAGATACTCGACAATCGATGAACACAACTCA
GCCCAAACTGAAAACGGGCTTGTTAGAACTGGAAATCAATAGTTT
GTCCAAGATCTTATGTGTTTGTGTGTTTGCATTATCTGTCATCTTA
GTGCTATTCCAAGGAATAGCTGATGATTGGTACGTCGATATCATG
CGOTTTCTCATTCTATTCTCCACTATTATCCCAGTGTCTCTGAGAG
TTAACCTTGATCTTGGAAAGTCAGTCCATGCTCATCAAATAGAAA
CTGATAGCTCAATACCTGAAACCGTTGTTAGAACTAGTACAATAC
CGGAAGACCTGGGAAGAATTGAATACCTATTAAGTGACAAAACT
GGAACTCTTACTCAAAATGATATGGAAATGAAAAAACTACACCTA
GOAACAGTCTCTTATGCTGGTGATACCATGGATATTATTTCTGAT
CATGTTAAAGGTCTTAATAACGCTAAAACATCGAGGAAAGATCTT
GOTATGAGAATAAGAGATTTGGTTACAACTCTGGCCATCTG

89

Secuencia del
marcador auxotrofico
de PpHIS1:

CAAGTTGCGTCCGGTATACGTAACGTCTCACGATGATCAAAGATA
ATACTTAATCTTCATGGTCTACTGAATAACTCATTTAAACAATTG
ACTAATTGTACATTATATTGAACTTATGCATCCTATTAACGTAATC
TTCTGGCTTCTCTCTCAGACTCCATCAGACACAGAATATCGTTCTIC
TCTAACTGGTCCTTTGACGTTTCTGACAATAGTTCTAGAGGAGTC
GTCCAAAAACTCAACTCTGACTTGGGTGACACCACCACGGGATCC
GGTTCTTCCGAGGACCTTGATGACCTTGGCTAATGTAACTGGAGT
TITAGTATCCATTTTAAGATGTGTGTTTCTGTAGGTTCTGGGTTGG
AAAAAAATTTTAGACACCAGAAGAGAGGAGTGAACTGGTTTGCG
TGGGTTTAGACTGTOTAAGGCACTACTCTGTCGAAGTTTITAGATA
GGOGTTACCCGCTCCGATGCATGGGAAGCGATTAGCCCGGCTGTT
GCCCGTTTGOGTTTTTGAAGGGTAATTTTCAATATCTCTGTTTGAGT
CATCAATTTCATATTCAAAGATTCAAAAACAAAATCTGGTCCAAG
GAGCGCATTTAGGATTATGGAGTTGGCGAATCACTTGAACGATA
GACTATTATTTGCTGTTCCTAAAGAGGGCAGATTGTATGAGAAAT
GCGTTGAATTACTTAGGGGATCAGATATTCAGTTTCGAAGATCCA
GTAGATTGGATATAGCTTTGTGCACTAACCTGCCCCTGGCATTGG
TITTCCTTCCAGCTGCTGACATTCCCACGTTTGTAGGAGAGGGTA
AATGTGATTTGGGTATAACTGGTATTGACCAGGTTCAGGAAAGTG
ACGTAGATGTCATACCTTTATTAGACTTGAATTTCGGTAAGTGCA
AGTTGCAGATTCAAGTTCCCGAGAATGGTGACTTGAAAGAACCTA
AACAGCTAATTGGTAAAGAAATTGTTTCCTCCTTITACTAGCTTAA
CCACCAGOTACTTTGAACAACTGGAAGGAGTTAAGCCTGGTGAG
CCACTAAAGACAAAAATCAAATATGTTGGAGGGTCTGTTGAGGC

7
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CTCTTGTGCCCTAGGAGTTGCCGATGCTATTGTGGATCTTGTTGA
GAGTGGAGAAACCATGAAAGCOGGCAGGGCTGATCGATATTGAAA
CTGTTCTTTCTACTTCCGCTTACCTGATCTCTTCGAAGCATCCTCA
ACACCCAGAACTGATGGATACTATCAAGGAGAGAATTGAAGGTG
TACTGACTGCTCAGAAGTATGTCTTGTGTAATTACAACGCACCTA
GAGGTAACCTTCCTCAGCTGCTAAAACTGACTCCAGGCAAGAGA
GCTGCTACCGTTTCTCCATTAGATGAAGAAGATTGGGTGGGAGTG
TCCTCGATGGTAGAGAAGAAAGATGTTGGAAGAATCATGGACGA
ATTAAAGAAACAAGGTGCCAGTGACATTCTTGTCTTTGAGATCAG
TAATTGTAGAGCATAGATAGAATAATATTCAAGACCAACGGCTTC
TCTTCGGAAGCTCCAAGTAGCTTATAGTGATGAGTACCGGCATAT
ATTTATAGGCTTAAAATTTCGAGGGTTCACTATATTCGTTTAGTG
GGAAGAGTTCCTTTCACTCTTGTTATCTATATTGTCAGCGTGGAC
TOTTTATAACTGTACCAACTTAGTTTCTTTCAACTCCAGGTTAAGA
GACATAAATGTCCTTTGATGC

90

Secuencia de la
Region en la posicion
5’ que se uso para
adicion genética en el
locus de PpPRO1:

GAAGGGCCATCGAATTGTCATCGTCTCCTCAGGTGCCATCGCTGT
GGGCATGAAGAGAGTCAACATGAAGCGGAAACCAAAAAAGTTAC
AGCAAGTGCAGGCATTGGCTGCTATAGGACAAGGCCGTTTGATA
GGACTTTGGGACGACCTTTTCCGTCAGTTGAATCAGCCTATTGCG
CAGATTTTACTGACTAGAACGGATTTGGTCGATTACACCCAGTTT
AAGAACGCTGAAAATACATTGGAACAGCTTATTAAAATGGGTATT
ATTCCTATTGTCAATGAGAATGACACCCTATCCATTCAAGAAATC
AAATTTGGTGACAATGACACCTTATCCGCCATAACAGCTGGTATG
TGTCATGCAGACTACCTGTTTTTGGTGACTGATGTGGACTGTCTT
TACACGGATAACCCTCGTACGAATCCGGACGCTGAGCCAATCGTG
TTAGTTAGAAATATGAGGAATCTAAACGTCAATACCGAAAGTGG
AGGTTCCGCCGTAGGAACAGGAGGAATGACAACTAAATTGATCG
CAGCTGATTTGGGTGTATCTGCAGGTGTTACAACGATTATTTGCA
AAAGTGAACATCCCGAGCAGATTTTGGACATTGTAGAGTACAGTA
TCCGTGCTGATAGAGTCGAAAATGAGGCTAAATATCTGGTCATCA
ACGAAGAGGAAACTGTGGAACAATTTCAAGAGATCAATCGGTCA
GAACTGAGGGAGTTGAACAAGCTGGACATTCCTTTGCATACACGT
TTCGTTGGCCACAGTTTTAATGCTGTTAATAACAAAGAGTTTTGG
TTACTCCATGGACTAAAGGCCAACGGAGCCATTATCATTGATCCA
GGTTGTTATAAGGCTATCACTAGAAAAAACAAAGCTGGTATTCTT
CCAGCTGGAATTATTTCCGTAGAGGGTAATTITCCATGAATACGAG
TGTGTTGATGTTAAGGTAGGACTAAGAGATCCAGATGACCCACAT
TCACTAGACCCCAATGAAGAACTTTACGTCGTTGGCCGTGCCCGT
TGTAATTACCCCAGCAATCAAATCAACAAAATTAAGGGTCTACAA
AGCTCGCAGATCGAGCAGGTTCTAGGTTACGCTGACGOTGAGTAT
GTTOTTCACAGGGACAACTTGGCTTTCCCAGTATTTGCCGATCCA
GAACTGTTGGATGTTGTTGAGAGTACCCTGTCTGAACAGGAGAG
AGAATCCAAACCAAATAAATAG

91

Secuencia de la
Regién en la posicién
3’ que se uso para
adicién genética en el

AATTTCACATATGCTGCTTGATTATGTAATTATACCTTGCGTTCGA
TGGCATCGATTTCCTCTTCTGTCAATCGCGCATCGCATTAAAAGT
ATACTTTTTTTTTTTICCTATAGTACTATTCGCCTTATTATAAACTT
TGCTAGTATGAGTTCTACCCCCAAGAAAGAGCCTGATTTGACTCC
TAAGAAGAGTCAGCCTCCAAAGAATAGTCTCGGTGOOGOTAAAG
GCTTTAGTGAGGAGGGTTTCTCCCAAGGGGACTTCAGCGCTAAGC
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locus de APPRO1:

ATATACTAAATCGTCGCCCTAACACCGAAGGCTCTTCTGTGGCTT
CGAACGTCATCAGTTCGTCATCATTGCAAAGGTTACCATCCTCTG
GATCTGGAAGCGTTGCTGTGGGAAGTGTGTTGGGATCTTCGCCAT
TAACTCTTTCTGGAGGGTTCCACGGGCTTGATCCAACCAAGAATA
AAATAGACGTTCCAAAGTCGAAACAGTCAAGGAGACAAAGTGTT
CTTTCTGACATGATTTCCACTTCTCATGCAGCTAGAAATGATCACT
CAGAGCAGCAGTTACAAACTGGACAACAATCAGAACAAAAAGAA
GAAGATGGTAGTCGATCTTCTTTTTCTGTTTCTTCCCCCGCAAGA
GATATCCGGCACCCAGATGTACTGAAAACTGTCGAGAAACATCTT
GCCAATGACAGCGAGATCGACTCATCTTITACAACTTCAAGGTGGA
GATGTCACTAGAGGCATTTATCAATGGGTAACTGGAGAAAGTAG
TCAAAAAGATAACCCGCCTTTGAAACGAGCAAATAGTTTTAATGA
TTTTTCTTCTGTGCATGGTGACGAGGTAGGCAAGGCAGATGCTGA
CCACGATCGTGAAAGCGTATTCGACGAGGATGATATCTCCATTGA
TGATATCAAAGTTCCGGGAGGGATGCGTCGAAGTTTTTTATTACA
AAAGCATAGAGACCAACAACTTTCTGGACTGAATAAAACGGCTC
ACCAACCAAAACAACTTACTAAACCTAATTTCTTCACGAACAACT
TTATAGAGTTTTTGGCATTGTATGGGCATTTTGCAGGTGAAGATT
TGGAGGAAGACGAAGATGAAGATTTAGACAGTGGTTCCGAATCA
GTCGCAGTCAGTGATAGTGAGGGAGAATTCAGTGAGGCTGACAA
CAATTTGTTGTATGATGAAGAGTCTCTCCTATTAGCACCTAGTAC
CTCCAACTATGCGAGATCAAGAATAGGAAGTATTCGTACTCCTAC
TTATGGATCTTTCAGTTCAAATGTTGGTTCTTCGTCTATTCATCAG
CAGTTAATGAAAAGTCAAATCCCGAAGCTGAAGAAACGTGGACA
GCACAAGCATAAAACACAATCAAAAATACGCTCGAAGAAGCAAA
CTACCACCGTAAAAGCAGTGTTGCTGCTATTAAA

92

ADN de hEPO
truncado (optimizado
por codén)

GCTCCACCAAGATTGATTTGTGACTCCAGAGTTTTGGAGAGATAC
TTGTTGGAGGCTAAAGAGGCTGAGAACATCACTACTGGTTGTGCT
GAACACTGTTCCTTGAACGAGAACATCACAGTTCCAGACACTAAG
GTTAACTTCTACGCTTGGAAGAGAATGGAAGTTGGACAACAGGC
TGTTGAAGTTTGGCAAGGATTGGCTTTGTTGTCCGAGGCTGTTTT
GAGAGOTCAAGCTTTGTTGGTTAACTCCTCCCAACCATGGGAACC
ATTGCAATTGCACGTTGACAAGGCTGTTTCTGGATTGAGATCCTT
GACTACTTTGTTGAGAGCTTITGGOTGCTCAGAAAGAGGCTATITC
TCCACCAGATGCTGCTTCAGCTGCTCCATTGAGAACTATCACTGC
TGACACTTICAGAAAGTTGTTCAGAGTTTACTCCAACTTCTTGAG
AGGAAAGTTGAAGTTGTACACTGGTGAAGCTTGTAGAACTGGTG
ACTAGTAA

93

Proteina hEPO
truncada

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAENITTGCA EHCSLNENIT VPDTKVNFYA
WEKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVNSSQPWEP
LOLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQKEAIS PPDAASAAPL RTITADTFRK
LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGD

94

ADN sefal de
lisosoma de pollo
(CLSP)

ATGCTGGGTAAGAACGACCCAATGTGTCTTGTTTTGGTCTTGTTG
GGATTGACTGCTTTGTTGGGTATCTGTCAAGGT

95

péptido sefial de

MLGKNDPMCLVLVLLGLTALLGICQG

lisosoma de pollo
(CLSP)
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96

Secuencia del gen
PpAde2 sin su
promotor pero
incluyendo sus
secuencias de
terminacion

ATGGATTCTCAGGTAATAGGTATTCTAGGAGGAGGCCAGCTAGG
CCGAATGATTGTTGAGGCCGCTAGCAGGCTCAATATCAAGACCGT
GATTCTTGATGATGOTTTTTCACCTGCTAAGCACATTAATGCTGC
GCAAGACCACATCGACGGATCATTCAAAGATGAGGAGGCTATCG
CCAAGTTAGCTGCCAAATGTGATGTTCTCACTGTAGAGATTGAGC
ATGTCAACACAGATGCTCTAAAGAGAGTTCAAGACAGAACTGGA
ATCAAGATATATCCTTTACCAGAGACAATCGAACTAATCAAGGAT
AAGTACTTGCAAAAGGAACATTTGATCAAGCACAACATTTCGGTG
ACAAAGTCTCAGGGTATAGAATCTAATGAAAAGGCGCTGCTTTTG
TITGGAGAAGAGAATGGATTTCCATATCTGTTGAAGTCCCGGACT
ATGGCTTATGATGGAAGAGGCAATTTTGTAGTGGAGTCTAAAGA
GGACATCAGTAAGGCATTAGAATTCTTGAAAGATCGTCCATTGTA
TGCCGAGAAGTTTGCTCCTTTTGTTAAAGAATTAGCGGTAATGGT
TOTGAGATCACTGGAAGGCGAAGTATTCTCCTACCCAACCGTAGA
AACTGTGCACAAGGACAATATCTGTCATATTGTGTATGCTCCGGC
CAGAGTTAATGACACCATCCAAAAGAAAGCTCAAATATTAGCTGA
AAACACTGTGAAGACTTTCCCAGGCGCTGGAATCTTCGGAGTTGA
GATGTTCCTATTGTCTGATGCGAGAACTTCTTGTAAATGAGATTGC
TCCAAGGCCCCACAATTCTGGTCACTATACAATCGATGCATGTGT
AACATCTCAGTTCGAAGCACATGTAAGAGCCATAACTGGTCTGCC
AATGCCACTAGATTTCACCAAACTATCTACTTCCAACACCAACGC
TATTATGCTCAATGTTTTGGGTGCTGAAAAATCTCACGGGGAATT
AGAGTTTTGTAGAAGAGCCTTAGAAACACCCGGTGCTTCTGTATA
TCTGTACGGAAAGACCACCCGATTGGCTCGTAAGATGGGTCATAT
CAACATAATAGGATCTTCCATGTTGGAAGCAGAACAAAAGTTAG
AGTACATTCTAGAAGAATCAACCCACTTACCATCCAGTACTGTAT
CAGCTGACACTAAACCGTTGGTTGGAGTTATCATGGGTTCAGACT
CTGATCTACCTGTGATTTCGAAAGGTTGCGATATTTTAAAACAGT
TTGGTGTTCCATTCGAAGTTACTATTGTCTCTGCTCATAGAACACC
ACAGAGAATGACCAGATATGCCTTTGAAGCCGCTAGTAGAGGTA
TCAAGGCTATCATTGCAGGTGCTGGTGGTGCTGCTCATCTTCCAG
GAATGOTTGCTGCCATGACTCCOTTGCCAGTCATTGGTGTTCCTG
TCAAGGGCTCTACGTTGGATGGTGTAGACTCGCTACACTCGATTG
TCCAAATGCCTAGAGGTGTTCCTGTGGCTACGGTTGCTATCAACA
ACGCCACCAATGCCGCTCTGTTIGGCCATCAGGATTITAGGTACAA
TTGACCACAAATGGCAAAAGGAAATOTCCAAGTATATGAATGCA
ATGGAGACCGAAGTGTTGGGGAAGGCATCCAACTTGGAATCTGA
AGGGTATGAATCCTATTTGAAGAATCGTCTTIGAATITAGTATTGIT
TTTTAATAGATGTATATATAATAGTACACGTAACTTATCTATTCCATTCA
TAATTTTATTITAAAGGTTCGGTAGAAATTTGTCCTCCAAAAAGTTGGT
TAGAGCCTGGCAGTTTTGATAGGCATTATTATAGATTGGGTAATATIT
ACCCTGCACCTGGAGGAACTITGCAAAGAGCCTCATGTGC

97

PpADE2

MDSQVIGILGGGQLGRMIVEAASRLNIKTVILDDGFSPAKHINAAQD
HIDGSFKDEEAIAKLAAKCDVLTVEIEHVNTDALKRVOQDRTGIKIYP
LPETIELIKDKYLOQKEHLIKHNISVTKSQGIESNEKALLLFGEENGFPY
LLKSRTMAYDGRGNFVVESKEDISKALEFLKDRPLY AEKFAPFVKEL

AVMVVRSLEGEVFSYPTVETVHKDNICHIVY APARVNDTIQKKAQIL
AENTVKTFPGAGIFGVEMFLLSDGELLVNEIAPRPHNSGHYTIDACY
TSQFEAHVRAITGLPMPLDFTKLSTSNTNAIMLNVLGAEKSHGELEF
CRRALETPGASVYLYGKTTRLARKMGHINIIGSSMLEAEQKLEYILE
ESTHLPSSTVSADTKPLVGVIMGSDSDLPVISKGCDILKQFGVPFEVT
IVSAHRTPQRMTRY AFEAASRGIKAIIAGAGGAAHLPGMVAAMTPLP
VIGVPVKGSTLDGVDSLHSIVOMPRGVPVATVAINNATNAALLAIRI
LGTIDHKWQKEMSKYMNAMETEVLGKASNLESEGYESYLKNRL
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98

Pp TRP2: 5y ORF

ACTGGGCCTTTAGAGGGTGCTGAAGTTGACCCCTTGGTGCTTCTG
GAAAAAGAACTGAAGGGCACCAGACAAGCGCAACTTCCTGGTAT
TCCTCGTCTAAGTGGTGGTGCCATAGGATACATCTCGTACGATTG
TATTAAGTACTTTGAACCAAAAACTGAAAGAAAACTGAAAGATGT
TTTGCAACTTCCGGAAGCAGCTTTGATGTTGTTCGACACGATCGT
GGCTTTTGACAATGTTTATCAAAGATTCCAGGTAATTGGAAACGT
TTCTCTATCCGTTGATGACTCGGACGAAGCTATTCTTGAGAAATA
TTATAAGACAAGAGAAGAAGTGGAAAAGATCAGTAAAGTGGOTAT
TTGACAATAAAACTGTTCCCTACTATGAACAGAAAGATATTATTC
AAGGCCAAACGTTCACCTCTAATATTGGTCAGGAAGGGTATGAA
AACCATGTTCGCAAGCTGAAAGAACATATTCTGAAAGGAGACAT
CTTCCAAGCTGTTCCCTCTCAAAGGGTAGCCAGGCCGACCTCATT
GCACCCTTTCAACATCTATCGTCATTTGAGAACTGTCAATCCTTCT
CCATACATGTTCTATATTGACTATCTAGACTTCCAAGTTGTTGGTG
CTTCACCTGAATTACTAGTTAAATCCGACAACAACAACAAAATCA
TCACACATCCTATTGCTGGAACTCTTCCCAGAGGTAAAACTATCG
AAGAGGACGACAATTATGCTAAGCAATTGAAGTCGTCTTTGAAA
GACAGGGCCGAGCACGTCATGCTGOTAGATTTGGCCAGAAATGA
TATTAACCGTGTGTGTGAGCCCACCAGTACCACGGTTGATCGTTT
ATTGACTGTGGAGAGATITTCTCATGTGATGCATCTTGTGTCAGA
AGTCAGTGGAACATTGAGACCAAACAAGACTCGCTTCGATGCTTT
CAGATCCATTTTCCCAGCAGGTACCGTCTCCGGTGCTCCGAAGGT
AAGAGCAATGCAACTCATAGGAGAATTGGAAGGAGAAAAGAGAG
GTGTTTATGCGGGGGCCGTAGGACACTGGTCGTACGATGGAAAA
TCGATGGACACATGTATTGCCTTAAGAACAATGGTCGTCAAGGAC
GGTGTCGCTTACCTTCAAGCCGGAGGTGGAATTGTCTACGATTCT
GACCCCTATGACGAGTACATCGAAACCATGAACAAAATGAGATC
CAACAATAACACCATCTTGGAGGCTGAGAAAATCTGGACCGATA
GGTTGGCCAGAGACGAG
AATCAAAGTGAATCCGAAGAAAACGATCAATGA

99

region en la posiciéon
3’ de PpTRP2

ACGGAGGACGTAAGTAGGAATTTATGTAATCATGCCAATACATCT
TTAGATTTCTTCCTCTTCTTTTTAACGAAAGACCTCCAGTTTTGCA
CTCTCGACTCTCTAGTATCTTCCCATTTCTGTTGCTGCAACCTCTT
GCCTTCTGTTTCCTTCAATTGTTCTTCTTTCTTCTGTTGCACTTGG
CCTTCTTCCTCCATCTTITCGTTITTITITCAAGCCTTITTCAGCAGTTC
TTCTTCCAAGAGCAGTTCTTTGATTTTCTCTCTCCAATCCACCAAA
AAACTGGATGAATTCAACCGGGCATCATCAATGTTCCACTTTCTT
TCTCTTATCAATAATCTACGTGCTTCGGCATACGAGGAATCCAGT
TGCTCCCTAATCGAGTCATCCACAAGGTTAGCATGGGCCTTTITC
AGGGTGTCAAAAGCATCTGGAGCTCGTTTATTCGGAGTCTTGTCT
GGATGGATCAGCAAAGACTTTTTGCGGAAAGTCTTTCTTATATCT

TCCGGAGAACAACCTOGGTTTCAAATCCAAGATGGCATAGCTGTCC
AATTTGAAAGTGGAAAGAATCCTGCCAATTTCCTTCTCTCGTGTC
AGCTCOTTCTCCTCCTTTTGCAACAGGTCCACTTCATCTGGCATTT
TTCTTTATGTTAACTTTAATTATTATTAATTATAAAGTTGATTATC
GTTATCAAAATAATCATATTCGAGAAATAATCCGTCCATGCAATA
TATAAATAAGAATTCATAATAATGTAATGATAACAGTACCTCTGA
TGACCTTTGATGAACCGCAATTTTCTTTCCAATGACAAGACATCC
CTATAATACAATTATACAGTTTATATATCACAAATAATCACCTTTT
TATAAGAAAACCGTCCTCTCCGTAACAGAACTTATTATCCGCACG
TTATGGTTAACACACTACTAATACCGATATAGTGTATGAAGTCGC
TACGAGATAGCCATCCAGGAAACTTACCAATTCATCAGCACTTTC
ATGATCCGATTGTTGGCTTTATTCTTTGCGAGACAGATACTTGCC
AATGAAATAACTGATCCCACAGATGAGAATCCGGTGCTCGT
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100

region en la posicion
5 de Pp ADE2

CTTAAAATCATCTGCCTCACCCCACCGACCAATGGGAATTCTAGA
AACAATTTCATTGCTCTTCTTCTCOTTACCATAAGAATCGGCTGTC
ATGTTTGACTTAACGAACCCTGGAACAAGGGAATTCACGGTAATA
CCTTTTGOGAGCAAGTTCAACCGATAGAGCCTTCATTAATGAGTTG
ATTGCACCTTTGGTGGTCGCATATACCGATTGATTCGGGTAGGTC
ACTTCGAAACTGTACAGOGAGGCAGTAAAGATGATCCTACCCTTA
ATCTGGTTCTTAATAAAGTGTTTAGTGACTAGCTGTGTCAATCTA
AATGGAAAATCGACATTTACCTTTTGGATAGCCGCGTAATCTTTC
TCCGTAAAACTTGTAAACTCAGATTTAATGGCAATGGCAGCGTTG
TTGATTAAAATGTCAATCTTTCCAGTGGAACTCTTCTCCACCGCA
GGACTCGTTACGGTCTCTTCCAGCTTTGCAAGATCGGCATCCACT
AGATCCAACTCAATTGTATGTATGGAGGCACCATCGGCATTTGAC
ATTCTCACCTCTTCAATGAAAGCCGTTGGGTCTGTAGAAGGTCTA
TGGATAAGAATAAGTTCTGCACCTGCTTCATAAAGTCCTCGAACT
ATTCCTTOGGCCTAATCCGCTGOTACCACCOGUTGATCAAGGCGACC
TTACCATTCAAAGAAAACAAATCAGCGGACATTAGCGACTTGAAT
AGGGAATGGGTTAGACAAATGAAAGCCGACGAGCCAGCACTTTA
TAGTAAGTGCAGGTGAGTCAATAAGAATAAATGTATGGCTTGCTG
TCCCTATCGCGTAAGAAGCTTACTAAGATCGCCTAAATTGAAAAG
TTGAACAAATCAGTTCTAGCTGGCCTCCATCAGCATTTCGTTCTC
CTCTGATCATCTTTGCCAATCGCTAGCATGCCCTCAGCGTGCAAG
GAAAAGCACGCTTCTTTCTTATCGACGTATTTTCAACTATGGCAG
AGCCAGGTTAGCAAGTC

101

region en la posicién
3’ de Pp ADE2

ATTTAGTATTGTTTTITAATAGATGTATATATAATAGTACACGTAA
CTTATCTATTCCATTCATAATTTTATTTTAAAGGTTCGGTAGAAAT
TIGTCCTCCAAAAAGTTGGTTAGAGCCTGGCAGTTTTGATAGGCA
TTATTATAGATTGGGTAATATTITACCCTGCACCTGGAGGAACTTT
GCAAAGAGCCTCATGTGCTCTAAAAGGATGTCAGAATTCCAACAT
TTCAAAATTATATCTGCATGCGTCTGTAATACTGGAACTGTTATTT
TTCTGGTCAGGATITCACCGCTCTTGTCGTCATGTTTCTCGTCGTC
TGAAAGTAAACTGACTTTCCTCTTTCCATAAACACAAAAATCGAT
TGCAACTTGOTTATTCTTGAGATTGAAATTTGCTGTGTCTTCAGT
GCTTAGCTGAATATCAACAAACTTACTTAGTACTAATAACGAAGC
ACTATGGTAAGTGGCATAACATAGTGGTATTGAAGCGAACAGTG
GATATTGAACCCAAGCATTGGCAACATCTGGCTCTGTTGATACTG
ATCCGGATCGTTTGGCACCAATTCCTGAAACGGCGTAGTGCCACC

76
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AAGGTTTCGATTTGAGAACAGGTTCATCATCAGAGTCAACCACCC
CAATGTCAATGGCAGGCTCCAACGAAGTAGGTCCAACAACAACA
GGAAGTATTTGACCTTGAAGATCTGTTCCTTTATGATCCACCACA
CCTTGCCCCAATTCCAATAACTTTACCAGTCCCGATGCAGACATG
ATAACTGGTACTAATGATCTCCATTGATTTTCGTCGGCACTACGT
AAAGCCTCCAAAAATGAATTCAGAATATCTTCTGAAACTAGATTC
TGCTTCTGTGATTCAAGCATTGCTTTATGTAGACATCTCTTGAATA
AAAGCAATTCTCCACATATTGGTGTGTGTAAGATAGATCTGGAAA
GATGTATCTGGAATAGTCCAGTCAACGTTGTGCAATTGATTAGCA
TTACCTTACTGTGAACATCTCTATCTACAACAACAGACTCAATTC
GATAGACGTTCCGGGAAAGTTTTTCAAGCGCATTCAGTTTGCTGT
TGAACAAAGTGACTTTGCTTTCCAATGTGCAAATACCCCTGTATA
TCAAGTCCATCACATCACTCAAGACCTTGGTGGAAAAGAATGAAA
CAGCTGGAGCATAATTTTCGAATGAATTAGGTAAGGTCACTTCAT
CCTTATCTGTTGTAATGCTATAATCAATAGCGGAACTAACATCTT
CCCATGTAACAGGTTTCTTGATCTCTGAATCTGAATCTTTATTTGA
AAAAGAATTGAAAAAAGACTCATCACTCATTGGGAATTCAAGGT
CATTAGGGTATTCCATTGTTAGTTCTGGTCTAGGTTTAAAGGGAT
CACCTTCGTTAAGACGATGGAAAATAGCTAATCTGTACAATAACC
AGATACTTCTAACGAAGCTCTCTCTATCCATCAGTTGACGTGTTG
AGGATATCTGAACTAGCTCTTTCCACTGCGAATCAGGCATGCTCG
TATAGCTGGCAAGCATGTTATTCAGCTTTACCAAGTTAGAAGCCC
TITGGAAACCATCTATAGATTCCCGAAAAAACTTATACCCACTGA
GGGTTTCACTGAGCATAGTCAGTGACATCAAAGAGCATTTCAAAT
CCATCTCA

102

ORF de NATR

ATGGGTACCACTCTTGACGACACGGCTTACCGGTACCGCACCAGT
GTCCCGGOGGACGCCGAGOCCATCGAGGCACTGGATGGGTCCTT
CACCACCGACACCGTCTTCCGCGTCACCGCCACCGGGGACGGCTT
CACCCTGCOGOAGOTGCCGAGTOGACCCGCCCCTGACCAAGGTGT
TCCCCGACGACGAATCGGACGACGAATCGGACGACGGGGAGGAC
GGCGACCCGGACTCCCGGACOTTCOTCGCGTACGGGGACGACGG
CGACCTGGCGGGCTTCGTGGTCGTCTCGTACTCOGGCTGGAACCG
CCGOCTGACCOTCGAGGACATCGAGOTCGCCCCOGGAGCACCOGG
GGCACGGGOGTCGGGCGCGCGTTGATGGGGCTCGCGACGGAGTTC
GCCCGCCAGCGGGGCGCCOGOCACCTCTGGCTGGAGGTCACCAA
CGTCAACGCACCGGCGATCCACGCGTACCGGCGGATGGGGTTCA
CCCTCTGCGGCCTGOACACCGCCCTGTACGACGGCACCGCCTCGG
ACGGCGAGCAGGCGCTCTACATGAGCATGCCCTGCCCCTAATCAG
TACTG

103

ORF de HygR

ATGGGTAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTT
CTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCG
GAGGGCGAAGAATCTCGTOGCTTITCAGCTTCGATGTAGGAGGGCG
TGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAA
AGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGAT
TCCGGAAGTGCTTGACATTGOGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCT
ATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGC
CTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCC
ATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGOTT
CGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGC
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GTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGC
AAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCT
CTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCG
GCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGA
CAATGGCCGCATAACAGCOGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATOT
TCGGGGATTCCCAATACGAGGTCOCCAACATCTTCTTCTGGAGGC
CGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGG
AGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATAT
GCTCCGCATTGOTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGG
CAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGOTCGATGCGACGCAA
TCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCC
CGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACT
CGCCGATAGTGOAAACCGACGCCCCAGCACTCOTCCGAGGGCAA
AGGAATAG

104

region de PpPEP4
(incluyendo fragmento
de supresién genética
cadena arriba,
promotor, marco de
lectura abierto y
fragmento de
supresion genética
cadena abajo)

ATTTGAGTCACCTGCTTTAGGGCTGGAAGATATTTGGTTACTAGA
TTTTAGTACAAACTCTTGCTITGTCAATGACATTAAAATAGGCAA
GAATCGCAAAACTCAAATATTTCATGGAGATGAGATATGCTTGTT
CAAAGATGCCCAGAAAAAAGAGCAACTCGTTTATAGGGTTCATAT
TGATGATGGAACAGGCCTTTTCCAGGGAGGTGAAAGAACCCAAG
CCAATTCTGATGACATTCTGGATATTGATGAGGTTGATGAAAAGT
TAAGAGAACTATTGACAAGAGCCTCAAGGAAACGGCATATCACC
CCTGCATTGGAAACTCCTGATAAACGTGTAAAAAGAGCTTATITG
AACAGTATTACTGATAACTCTTGATGGACCTTAAAGATGTATAAT
AGTAGACAGAATTCATAATGGTGAGATTAGGTAATCGTCCGGAA
TAGGAATAGTGGTTTGGGGCGATTAATCGCACCTGCCTTATATGG
TAAGTACCTTGACCGATAAGGTGGCAACTATTTAGAACAAAGCAA
GCCACCTTTCTTTATCTGTAACTCTGTCGAAGCAAGCATCTTTACT
AGAGAACATCTAAACCATTITACATTCTAGAGTTCCATTTCTCAA
TTACTGATAATCAATTTAAAGATGATATTTGACGGTACTACGATG
TCAATTGCCATTGGTITGCTCTCTACTCTAGGTATTGGTGCTGAA
GCCAAAGTTCATTCTGCTAAGATACACAAGCATCCAGTCTCAGAA
ACTTTAAAAGAGGCCAATTTTGGGCAGTATGTCTCTGCTCTGGAA
CATAAATATGTTTCTCTGTTCAACGAACAAAATGCTTTGTCCAAG
TCGAATTTTATGTCTCAGCAAGATGGTTTTGCCGTTGAAGCTTCG
CATGATGCTCCACTTACAAACTATCTTAACGCTCAGTATTTTACTG
AGGTATCATTAGGTACCCCTCCACAATCGTTCAAGGTGATTCTTG
ACACAGGATCCTCCAATTTATGGOTTCCTAGCAAAGATTGTGGAT
CATTAGCTTGCTTCTTGCATGCTAAGTATGACCATGATGAGTCTT
CTACTTATAAGAAGAATGGTAGTAGCTTTGAAATTAGGTATGGAT
CCGOGTTCCATGGAAGGOTATGTTTCTCAGGATGTGTTGCAAATTG
GGGATTTGACCATTCCCAAAGTTGATTTTGCTGAGGCCACATCGG
AGCCGGGOTTGGCCTTCGCTTTTGGCAAATTTGACGGAATTTTGG
GGCTTGCTTATGATTCAATATCAGTAAATAAGATTGTTCCTCCAA
TTTACAAGGCTTTGGAATTAGATCTCCTTGACGAACCAAAATTTG
CCTTCTACTTGGGGGATACGGACAAAGATGAATCCGATGGCGGTT
TGGCCACATTTGGTGGTGTGGACAAATCTAAGTATGAAGGAAAG
ATCACCTGGTTGCCTGTCAGAAGAAAGGCTTACTGGGAGGTCTCT
TTTGATGGTGTAGGTTTGGGATCCGAATATGCTGAATTGCAAAAA
ACTGOTGCAGCCATCGACACTGGAACCTCATTGATTGCTTITGCCC
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AGTGGCCTAGCTGAAATTCTCAATGCAGAAATTGGTGCTACCAAG
GGTTGGTCTGGTCAATACGCTGTGGACTGTOACACTAGAGACTCT
TTGCCAGACTTAACTTTAACCTTCGCCGOTTACAACTTTACCATTA
CTCCATATGACTATACTTTGGAGGTTTCTGGGTCATGTATTAGTG
CTTTCACCCCCATGGACTTTCCTGAACCAATAGGTCCTTTGGCAA
TCATTGGTGACTCGTTCTTGAGAAAATATTACTCAGTTTATGACC
TAGGCAAAGATGCAGTAGGTTTAGCCAAGTCTATTTAGGCAAGA
ATAAAAGTTGCTCAGCTGAACTTATTIGGTTACTTATCAGGTAGT
GAAGATGTAGAGAATATATGTTTAGGTATTTTTTITTAGTTTTTICT
CCTATAACTCATCTTCAGTACGTGATTGCTTGTCAGCTACCTTGAC
AGGGGCGCATAAGTGATATCGTGTACTGCTCAATCAAGATTTGCC
TGCTCCATTGATAAGGOTATAAGAGACCCACCTGCTCCTCTTTAA
AATTCTCTCTTAACTGTTGTGAAAATCATCTTCGAAGCAAATTCG
AGTTTAAATCTATGCGGTTGGTAACTAAAGGTATGTCATGGTGGT
ATATAGTTTITCATTTITACCTTITTACTAATCAGTTTTACAGAAGAG
GAACGTCTTTCTCAAGATCGAAATAGGACTAAATACTGGAGACG
ATGGGGTCCTTATTTGGGTGAAAGGCAGTGGGCTACAGTAAGGG
AAGACTATTCCGATGATGGAGATGCTTGGTCTGCTTTTCCTTTTG
AGCAATCTCATTTGAGAACTTATCGCTGGGGAGAGGATGGACTA
GCTGGAGTCTCAGACAATCATCAACTAATTTGTTTCTCAATGGCA
CTGTOGGAATGAGAATGATGATATTTTGAAGGAGCGATTATTTGGG
GTCACTGGAGAGGCTGCAAATCATGGAGAGGATGTTAAGGAGCT
TTATTATTATCTTGATAATACACCTTCTCACTCTTATATGAAATAC
CTTTACAAATATCCACAATCGAAATTTCCTTACGAAGAATTGATT
TCAGAGAACCGTAAACGTTCCAGATTAGAAAGAGAGTACGAGAT
TACTGACTCTGAAGTACTGAAGGATAACAGATATTTTGATGTGAT
CTTTGAAATGGCAAAGGACGATGAAGATGAGAATGAACTTTACTT
TAGAATTACCGCTTACAACCGAGGTCCCACCCCTGCCCCTTTACA
TOTCOGCTCCACAGGTAACCTTTAGAAATACCTGGTCCTGGOGGTAT
AGATGAGGAAAAGGATCACGACAAACCTATAGCTTGCAAGGAAT
ACCAAGACAACAACTATTCTATTCGGTTAGATAGTT

105

Promotor de TEF1 de
Ashbya gossypii

GATCTGTTTAGCTTGCCTCGTCCCCGCCGGGTCACCCGGCCAGCG
ACATGGAGGCCCAGAATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCA
GCTCAGGGGCATGATGTGACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCATAC
ATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCGCA
CGGCGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAG
CAGGGAAACGCTCCCCTCACAGACGCGTTGAATTGTCCCCACGCC
GCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCACTGAG
GTTCTTCTTTCATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATACAGT
TCTCACATCACATCCGAACATAAACAACC

106

Secuencia de
terminacion de TEF1
de Ashbya gossypi

TAATCAGTACTGACAATAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGT
CATTTGTATAGTTTTTTTATATTGTAGTIGTTCTATTITTAATCAAA
TGTTAGCGTGATTTATATTTTITTTTCGCCTCGACATCATCTGCCCA
GATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCATGCGTCAATCG
TATGTGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTAACG
CCGCCATCCAGTGTCGAAAAC

79
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aggcctegea
ataggggett
ggcaggaggt
tttatcatgt
tgtcctageg
tttgtgagca
aaaggegtge
tattactetg
gaaatacgcyg
aaactgacga
gecoegatgtt
tttgtttgac
acgacttttt
atagatatgt
tettactttt

acaacctata
agcatccaca
tteccaatga
ttegtttgta
tagttctcge
aattaccagt
ctttgttgaa
aacaggaata
tagcgttaat
ggaatgtgat
tgectattac
aaaaatgttg
ttttttggat
attattette
ttttttetet
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attgagttaa
cgtcacaatce
acaaaggaca
caagcacgac
teccecoccagea
cggtatgeta
ctcgatcecat
aaaagaaaaa
cgaccccacy
tataaatcce
catcatagag
cctaaggget
ttegateocta
aaaacattect
cagagaaaca

cgtatatg atg ctt ttg caa gct tte
Met Leu Leu Gln Ala Phe

1

5

gtgeoetttec

togggtateg

ggggcacggt
atactaagac

aagctcaaaa
cgttagaaag
tatgaggget
acccagttta
tccagggttt
tttatgtgat
acgtttettt
ctatagtaaa
taateceottec
cttgttettg
agcaaaacaa

aagctaaaaa
agtatagtat
gagctgteoga
atttaccgta
aagtacgtca
gcccacagta
tccattattc
ggaaattatc
tteccatggag
gtctaagact
tocgaggaatg
ccatttggaa
tocctgaaaag
tgettttttt
aaagetttte

gtttgaggtt
gtagaattac
aggtatccat
tgggagttgt
tttagaatag
ttcttctace
cecogeatttt
cgggggcgaa
gtttctggaa
tttaaggtac
cttaaacgac
gaaagatttg
aaacatataa
ttaccatata
tttteocactaa

ctt ttec ctt ttg gect ggt ttt gea
Leu Phe Leu Leu Ala Gly Phe Ala

10

goco
Ala
15

gtc
Val

tgg
Trp

aaa
Lys

cac
His

tac
Tyr

ata
Ile

ttc
Phe

gat
Asp

tet
Ser

aca
Thr

gaa
Glu

gca
Ala

cce
Pro
35

aaa
Lys

tca
Ser
20

aac
Asn

gat
Asp

atg
Met

aag
Lys

goco
Ala

aca
Thr

ggc
Gly

aaa
Lys

aac
Asn

tgg
Trp

tgg
Trp

81

gaa act
Glu Thr
25

atg aat
Met Asn
40

cat
His

ctg
Leu

age
Ser

gac
Asp

tac
Tyr

gat
Asp

cca
Pro

ttt
Phe

aga cct
Arg Pro

ttg
Leu
30

aat
Asn

ggg ttg
Gly Leu
45

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
930

998

1046

1094



cca
Pro

tee
Ser

aag
Lys
95

aac
Asn

tgec
Cys

att
Tle

aag
Asn

tte
Phe
175

caa
Glon

aag
Lys

gaa
Glu

toct
Ser

ggt
Gly
255

gaa
Glu

tat
Tyr

tta
Leu

aat
ABN

gat
Asp
BO

cgt
Arg

aac
Asn

gtt
Val

age
Ser

aot
Pro
1560

tgg
Trp

gac
Asp

cta
Leu

tgt
Cys

tat
Tyr
240

tcc

Ser

gcg
Ala

goo
Ala

ggt
Gly

gac
Asp
&5

gat
Asp

dac
Asn

acyg
Thr

gcg
Ala

tat
Tyr
145

gttt
Val

tat
Tyr

tac
Tyr

gaa
Glu

cca
Pro
225

tgg
Trp

tte
Phe

ttt
Phe

ttyg
Len

att
Ile
305

50

acc
Thr

ttg
Leu

gat
Asp

agt
Ser

att
Ile
130

tet
Ser

tta
Leu

gaa
Glu

aaa
Lys

tet
Sear
210

ggt
Gly

gtc
val

aac
Asn

gac
Asp

caa
Gln
2390

gce
Ala

gta
val

act
Thr

tca
Ser

ggg
Gly
115

tgg
Trp

ctt
Leu

got
Ala

ack
Pro

att
Ile
185

gca
Ala

ttg
Leu

atg
Met

caa
Gln

aat
Asn
275

act

Thr

tgg
Trp

tgy
Trp

aat
Asn

ggt
Gly
100

ttt
Phe

act
Thr

gat
Asp

gaoo
Ala

tot
Ser
180

gaa
Glu

ttt
Phe

att
ILle

ttt
Phe

tat
Tyr
260

cad
Gln

tte
Phe

get
Ala
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ggt
Gly

tgg
Trp
85

gct
Ala

tte
Phe

tat
Tyr

ggt
Gly

aac
Agn
165

caa
Gln

att
Ile

goc
Ala

gaa
Glu

att
Ile
245

ttt
Phe

tct
Ser

tte
Phe

tca
Ser

acyg
Thr
70

gaa
Glu

tte
Phe

aat
Asn

aac
Asn

ggt
Gly
150

toc
Ser

aaa
Lys

tac
Tyr

aat
Asn

gte
Val
230

toct
Ser

gtt
Val

aga
Arg

aac
Asn

aac
Asn
310

55

cca
Pro

gat
Asp

tet
Ser

gat
Asp

act
Thr
135

tac
Tyr

act
Thr

tgg
Trp

tece
Ser

gaa
Glu
215

cca
Pro

atc
Ile

gga
Gly

gtg
Vval

act
Thr
295

tgg
Trp

82

ttg
Leau

caa
Gln

ggc
Gly

act
Thr
120

cct
Pro

act
Thr

caa
Gln

att
Ile

tet
Ser
200

ggt
Gly

act
Thr

aac
Asn

tce
Ser

gta
val
280

gac

Asp

gag
Glu

ttt
Phe

cCcC
FPro

tee
Ser
105

att
Ile

gaa
Glu

ttt
Phe

tte
Phe

atg
Met
185

gat
Asp

tta
Phe

qag
Glu

cca
Pro

tte
Phe
265

gat
Asp

aca
Fro

tac
Tyr

tgg
Trp

att
Ile
30

atg
Met

gat
Asp

agt

Ser

act
Thr

aga
Arg
170

acqg
Thr

gac
Asp

tta
Leu

caa
Gln

ggt
Gly
250

aat
Asn

ttt
Phe

acc
Thr

agt
Ser

ggc
Gly
75

geot
Ala

gtg
val

cca
Pro

gaa
Glu

gaa
Glu
155

gat
hgp

got
Ala

ttg
Leu

ggc
Gly

gat
AsSD
235

gea
Ala

ggt
Gly

ggt
Gly

tac
Tyr

geco
Ala
315

60

cat
His

atec
Ile

gtt
val

aga
Arg

gag
Glu
140

tac
Tyr

cca
Pro

gec
Ala

aag
Lys

tac
Tyr
220

cct
Pro

cct
Pro

act
Thr

aag
Lys

ggt
Gly
300

ttt
Fhe

gct
Ala

gct
Ala

gat
Asp

caa
Gln
125

caa
Gln

caa
Gln

aag
Lys

aaa
Lys

tece
Ser
205

caa
Gln

tce
Ser

gect
Ala

cat
His

gac
Asp
285

tca

Ser

gto
val

act
Thr

cco
Pro

tac
Tyr
110

aga
Arg

tac
Tyr

aag
Lys

gty
val

tca
S5er
190

tgg
TP

tac
Tyr

aas
Lys

ggc
Gly

ttt
Phe
270

tac

Tyr

goa
Ala

cca
Pro

1142

1150

1238

1286

1334

1382

1430

1478

1526

1574

1622

1670

1718

1766

1814

1862



act
Thr

aac
Asn
320

coa
Pro

act
Thr

aac
Asn
335

gaa
Glu

gcc
Ala

gaa
Glu

cca
Pro

act
Thr

got
Ala

aac
Asn

aac
Asn

age
Ser

teg
Ser

385

acc
Thr

aca
Thr
400

caa
Gln

ttc
Phe
415

aag
Lys

ggt
Gly

gte
Vval

agt
Ser

got
Ala

ttt
Phe

gte
val

aaqg
Lys

tte
Phe
465

caa
Gln

cca
Pro

cta
Leu

ctg
Leu
480

gat
Asp

tct
Ser

gtt
Val
495

aca
Thr

gtg
Val

aac
Asn

atg
Met

caa
Gln

gta
Vval

agg
Arg

tttttttecaa
gatttcaaag
cccagttace
tttactactt
tgececttacac
aaccgggtaa
tgtazaaaaa
aaatggatac

tyy
Trp

aga

tat
Tyr

caa
Gln

ata
Tle

ttg
Leu
355

act
Thr

aca
Thr
370

act
Thr

ggt
Gly

ata
Lle

acc
Thr

tta
Leu

gaa
Glu

tet
Ser

tec
Ser
435

aac
Asn

gag
Glu
450

tot
Ser

aaq
Lys

caa
Gln

aac
Asn

aat
Agn

acc
Thr

act
Thr
515

ace
Thr

gta
Val

gaa
Glu
530

aagccattct
aatacctcca
tggaatttgt
tgraatagac
tactaggatyg
agtattagtt
aaaagcgttyg
caagctatet

taa
Ser

gct
Ala
340

aac
Asn

cta
Leu

aca
Thr

teco
Ser

gat
Asp
420

ttec
Phe

cca
Pro

gag
Glu

atc
Tle

tac
Tyr
500

ggt
Gly

aaa
Lys
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tag
Ser
325

tot
Ser

atg
Met

ttg
Leu

gto
val

act
Thr

aat
Asn

cCca
Pro

gag
Glu

gaa
Glu
345

att
Ile

aat
Agn

agt

Ser

gct
Ala
360

ggt
Gly

tet
Ser

aat
Asn

act
Thr

aag
Lys

goo
Ala
375

ttt
Phe

cta
Leu

ttyg
Leu

gag
Glu
390

gag
Glu

ttt
Phe

tce
Ser

aaa
Lys
405

gtc
Val

gcc
Ala

tat
Tyr

cet
Pro

ttg
Leu
425

gaa
Glu

gaa
Glu

ttt
Fhe

ttg
Leu

gac
Asp

ggt
Gly

cgt
Arg
440

tat
Tyxr

tte
Phe

aca
Thr
455

aac
Agn

aga
Arg

tac
Tyr

cta
Leu

aac
Asn

gac
Asp
470

agt:

Ser

tte
Phe

tac
Tyr

ttg
Leu
485

gaa
Glu

ttg
Leu

tte
Phe

atg
Met

acec
Thr

acc
Thr

ggt
Gly
505

tte
Phe

gte gat aat
Val Asp Asn

ttg
Leu
520

aaagggcttt
aaccattgaa
tetttatgta
atcatttttt
gacctttttyg
atgtgaaaat
tcttctacgt

gtaacaggag

agctaacgag
aatgtatttt
ctttatataa
cacgtaataa
cetttatcetg
ttaaaagcat
sgaaagtgttc
ctaaaaaatc

83

ttt
Phe

cge
Arg
330

aag
Lys

aat
Asn

atc
Ile

ttg
Leu

tet
Ser

ceo
Fro

tgg
Trp

aat
Asn

tac
Tyr

gtc
val
380

tac
Tyr
395

gtt
val

got
Ala

tta
Leu

teca
Ser

gac
Asp
410

atyg
Met

agt
Gly

aga
Arg

tct
Ser

aac
Asn

aag
Lys

tct
Ser

atg
Met

gte
val
460

tat
Tyr

aaa
Lys
475

gtyg
Val

aac
Asn
430

gat
Asp

gga
Gly

cta
Leu

aac
Asn

gct
Ala

att
Ile

tac
Tyr

gac
Asp

tgacgaatgt
tatttttatt
gtataattct
acccacaatce
ttttgttact
taagtagaag
tcaaaaagaa
tcagggaaaa

taot
Ser

ttyg
Leu

ttg
Leu

aaa
Lys
350

ttt
Phe

cgt
Arg
365

gat
Asp

ttg
Leu

aac
Asn

gtt
Val

ctt
Leu

tgg
TP

ttt
Phe

gaa
Glu
430

gte
val
445

aag
Lys

aac
Agn

aac
Asn

tac
Tyr

ggc
Gly

gat
Asp

gtg
Val

tect
Ser
510

gga
Gly

tte
Phe

aag
Lys
525

tagaggttat aaaacttatt gtctttttta

zaaactttat
ttctooegac
cttaaaaatt
gtaatgtagt
gacacaatga
tataccatat
gtagtgaggy
gettetggtt

1910

1958

2006

2054

2102

2150

2198

2246

2254

2342

2350

24318

2486

2534

2554
2654
2714
2774
2834
2894
2954
3014



tgggaaacgg tcgac

<210> 2

<211> 532

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 2
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Met
Ile
Phe
Asp
Asp
Asp
Asn
Thr
Ala
Tyr
145
Val
Tyr
Tyr
Glu
Pro
225
Trp
Phe
Phe
Leu
Ile
305
Pro
Glu
Pro
Asn
Ser
385
Gln
Gly

Ala

Lys

Leu
Ser
Thr
Glu
50

Thr
Leu
Asp
Ser
Ile
130
Ser
Leu
Glu
Lys
Ser
210
Gly
Val
Asn
Asp
Gln
280
Ala
Trp
Tyr
Ile
Thr
370
Thr
Thr
Leu

Ser

Glu

Leu
Ala
Pro
35

Lys
Val
Thr
Ser
Gly
115
Trp
Leu
Ala
Pro
Ile
185
Ala
Leu
Met
Gln
Asn
275
Thr
Trp
Arg
Gln
Leu
355
Thr
Gly
Ile
Glu
Ser

435
Asn

Gln
Ser
20

Asn
Asp
Trp
Asn
Gly
100
Phe
Thr
Asp
Ala
Ser
180
Glu
Phe
Ile
Phe
Tyr
260
Gln
Phe
Ala
Ser
Ala
340
Asn
Leu
Thr
Ser
Asp
420

Phe

Pro

Ala
Met
Lys
Ala
Gly
Trp
85

Ala
Phe
Tyr
Gly
Asn
165
Gln
Ile
Ala
Glu
Ile
245
Phe
Ser
Phe
Ser
Ser
325
Asn
Ile
Thr
Leu
Lys
405
Pro

Phe

Tyr
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Phe
Thr
Gly
Lys
Thr
70

Glu
Phe
Asn
Asn
Gly
150
Ser
Lys
Tyr
Asn
Val
230
Ser
Val
Arg
Asn
Asn
310
Met
Pro
Ser
Lys
Glu
3580
Ser
Glu

Len

Phe

Leu
Asn
Trp
Trp
55

Pro
Asp
Ser
Asp
Thr
135
Tyr
Thr
Trp
Ser
Glu
215
Pro
Ile
Gly
Val
Thr
285
Trp
Ser
Glu
Asn
Ala
375
Phe
Val
Glu

Asp

Thr

Phe
Glu
Met
40

His
Leu
Gln
Gly
Thr
120
Pro
Thr
Gln
Ile
Ser
200
Gly
Thr
Asn
Ser
Val
280
Asp
Glu
Leu
Thr
Ala
360
Asn
Glu
Phe
Tyr
Arg

440
Asn

85

Leu
Thr
25

Asn
Leu
Phe
Pro
Ser
105
Ile
Glu
Phe
Phe
Met
185
Asp
Phe
Glu
Pro
Phe
265
Asp
Pro
Tyr
Val
Glu
345
Gly
Ser
Leu
Ala
Leu
425
Gly

Arg

Leu
10

Ser
Asp
Tyr
Trp
Ile
90

Met
Asp
Ser
Thr
Arg
170
Thr
Asp
Len
Gln
Gly
250
Asn
Phe
Thr
Ser
Arg
330
Len
Pro
Tyr
val
Asp
410
Arg

Asn

Met

Ala
Asp
Pro
Phe
Gly
Ala
Val
Pro
Glu
Glu
155
Asp
Ala
Leu
Gly
Asp
235
Ala
Gly
Gly
Tyr
Ala
315
Lys
Ile
Trp
Asn
Tyr
385
Leu
Met

Ser

Ser

Gly

Asn
Gln
60

His
Ile

Val

Glu
140
Tyr
Pro
Ala
Lys
Tyr
220
Pro
Pro
Thr
Lys
Gly
300
Phe
Phe
Asn
Ser
Val
380
Ala
Ser
Gly

Lys

Val

Phe
Pro
Gly
45

Tyr
Ala
Ala
Asp
Gln
125
Gln
Gln
Lys
Lys
Ser
205
Gln
Ser
Ala
His
Asp
285
Ser
Val
Ser
Leu
Arg
365
Asp
Val
Leu
Phe
Val

445
Asn

Ala
Leu
30

Leu
Asn
Thr
Pro
Tyr
110
Arg
Tyr
Lys
Val
Ser
190
Trp
Tyr
Lys
Gly
Phe
270
Tyr
Ala
Pro
Leu
Lys
350
Phe
Leu
Asn
Trp
Glu
430

Lys

Asn

Ala
15

Val
Trp
Pro
Ser
Lys
95

Asn
Cys
Ile
Asn
Phe
175
Gln
Lys
Glu
Ser
Gly
255
Glu
Tyr
Leu
Thr
Asn
335
Ala
Ala
Ser
Thr
Phe
415
Val

Phe

Gln

Lys
His
Tyr
Asn
Asp
Arg
Asn
Val
Ser
Pro
160
Trp
Asp
Leu
Cys
Tyr
240
Ser
Ala
Ala
Gly
Asn
320
Thr
Glu
Thr
Asn
Thr
400
Lys
Ser

Val

Pro



10

450
Phe Lys=
465
Asp Gln

Thr Asn

Met Thr

530

<210> 3
<211> 2159
<212> ADN
<213> K. lactis

<220>
<221> CDS

Ser
Asn
Thr
Thr

515
Val

<222> (1024)...(2007)
<223> Codifica transportador de UDP-GIcNAc (KIMNN2-2)

<400> 3

ES 2589 655 T3

455

Glu Asn Asp Leu
470
Ile Leu Glu Leun
485

Tyr Phe Met Thr
500
Gly Val Asp Asn

Lys

Ser Tyr Tyr Lys
475

460
Val Tyr Gly Leu Leu
480

Tyr Phe Asn Asp Gly Asp Val Val Ser

430

495

Thr Gly Asn Ala Leu Gly Ser Val Asn

505
Leu Phe Tyr Ile
520

86

510
Asp Lys Phe Gln Val
525



aaacgtaacg
gttgcttgaa
accgtgtgta
catctcatat
tettttteca
aaaaaaagaa
acaattgacg
cagaaacaat
acataaattg
cgeccaatta
attacaattt
ctcgactttg
gtgaactaat
tgtgcacgte
tactgtaata
gcacacattt
getecatttet

cctggcactc
caaacccaaa
aaacgtagta
tacateotttt
taaaaagaaqg
agttcactgg
ataaaataaqg
atatacaagc
cgggaacaag
ttagcacaac
ttttcagtaa
catagatgca
aaatatatat
ttggctattg
gttgtatatt

tgactteggt
ggtactatte
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tattttctca
aaaacaaaaa
ccatattact
atccaatecca
aagaccccega
atacgggaac
caggtgagcet
taaaccottt
actcogeotgg
attggcaaaa
ttttcgetga
agaactgtgg
atatatatat
gatataagat
caaaagctgc
accgtcaact
gaaacagaac

aacttctggg
aatgaacaaa
agaaaagatc
ttetetetat
atctcacogg
agtgeccagta
tottttteaa
tgaaccagtt
ctgtcaggta
agaaaaactg
aaaatttaaa
tcaaaacttg
atatatattt
tttecgegggt
tgegtggaga
tagtgggaca
agtgttttet

gte atg agt ttt gta ttg att ttg teg tta gtg
Met Ser Phe Val Leu Ile Leu Ser Leu Val

1

aat
Asn

tcc
Ser

gtg
Val

aat
Asn

ttg
Len

gga
Gly

coo
Pro
50

cag
Gln

ttg
Leun

cct
Pro

aga
Arg
65

cac
His

ttt
Phe
80

acec
Thr

agt

Ser

att
Ile

agt
Ser
20

att
Ile
35

gtt
Val

aat
Asn

get
Ala

att
Ile

cct
Pro

tca
Ser

gtc
Val

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leun

ctt
Leu

gcc
Ala
85

cac
His

gag
Glu

ttc
Phe

act
Thr

tte
Phe
55

gac
Asp

atec
Ile

aag
Lys
70

aat
Asn

aac
Asn

Met

10

caa
Gln

atg gtg
vVal

25

ttc
Phe

caa
Gln
40

gtg
Val

tet
Ser

ttt
Phe

cac
His

tta
Leu

cat
His

atg
Met

ttt
Phe
30

agt

Ser

gtg
Val

87

acggaagagc
ctaaaactac
acaagtgtat
ccogtetgtt
tacaatgcaa
ggcttcacea
gtcacgatce
ctotetteat
cacgttgtaa
ctegttttcet
gggcaggaaa
aaatagtaat
gtgtattttg
tgatgacata
aagactaaaa
gteottttata
gtattacegt

taaatattgt
acctaaataa
cacacatgtg
coctgteoagat
aactgctgaa
catggacaaa
ctttatgtet
agttatgtte
cgttttegte
ctacaggtaa
aaaagacgat
tttgectgtge
tatatgtaat
gagcgtgtac
tagataaaaa

tttggtgtaa
ccaateogttt

tte gga gga tgt tgt
Phe Gly Gly Cyz Cys

ggc
Gly

agec
Ser

tct
Ser

gtg
Val

ttt
Phe
60

ceg
Pro

gct
Ala
75

gtg
Val

ttt
Phe

aaa
Lys

aat
Asn

acg
Thr
45

agg
Arg

ttt
Phe

gac
Asp

15

aat
Asn

ata
Ile
30

att
Ile

cta
Leu

ttg
Leun

aga
Arg

ttc
Phe

ttg
Len

att
Ile

tcc
Ser
95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1068

1116

1164

1212

1260

1308



gtt
Val

ata
Ile

caa
Gln

cgt
Arg

gtg
Val
160

gce
Ala

aac
Asn

ttg
Leu

tte
Phe

aaa
Lys
240

ace
Thr

gat
Asp

ctt
Leu

tac
Tyr

ggt
Gly
320

tgatactogt ttcagaattt ttttgatttt ctgecggata tggtttetca tetttacaat
cgceattotta attataccag aacgtaattc aatgatccca gbgactcogtbta actettatat

cog
Pro

ata
Ile

tct
Ser

gac
Asp
145

ggt
Gly

act
Thr

aag
Lys

got
Ala

aga
Arg
225

tta
Leu

cag
Gln

gct
Ala

tta
Leu

cta
Leu
305

tcg
Ser

att
Ile

ggt
Gly

gce
Ala
130

aad
Lys

atg
Met

gce
Ala

tac
Tyr

cta
Leu
210

gac
Asp

cca
Pro

tto
Phe

ttg
Leu

cte
Leu
230

ggg
Gly

gte
val

cat
Hisg

tog
Trp
115

ate
Ile

gaa
Glu

ace
Thr

ttg
Leu

g9y
Gly
195

cag
Pro

cte
Leu

att
Ile

att
Ile

aca
Thr
275

agt

Ser

ace
Thr

aaa
Lys

gtcaatttaa gc

att
Ile
100

got
Ala

att
Ile

ctt
Phe

caa
Gln

atg
Met
180

aaa
Lys

ttyg
Leu

tta
Len

got
Ala

tgt
Cys
260

ctt
Len

gtc
val

ate
Ile

act
Thr

atc
Ile

gtt
val

atg
Met

tca
Ser

adg
Lys
165

tca
Ser

cat
Hisg

ttt
Phe

att
Tle

acyg
Thr
245

atc
Ile

tect
Ser

tac
Tyr

ace
Thr

gca
Ala
325

ES 2589 655 T3

att
Ile

tgt
Cys

acqg
Thr

atg
Met
150

teot
Ser

ttg
Leu

tgg
Trp

atg
Met

tee
Ser
230

aaa
Lys

aaa
Lys

gte
Val

atc
Ile

gtg
Val
310

ctg
Leu

aga
Arg

aat
Asn

ctt
Len
135

gac
Asp

atg
Met

ttg
Len

agga
Lys

ttyg
Leun
215

tca
Ser

ctt
Leu

ggt
Gly

gtg
val

tac
Tyr
285

tte
Phe

cct
Pro

ttt
Phe

aag
Lys
120

ggt
Gly

agt

Ser

ttt
Phe

teg
Ser

gaa
Glu
200

999
Gly

gac
Asp

tte
Phe

gtt
Val

ctt
Leu
280

aag

Lys

ctg
Leu

cgc
Arg

88

tca
Ser
105

agy
Arg

gcg
Ala

tta
Leu

ggt
Gly

ttg
Leu
185

act
Thr

tac
Tyxr

tca
Ser

atg
Met

aac
Asn
265

cta
Leu

aag
Asn

gga
Gly

ggt
Gly

tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys

ate
Ile
170

ctc
Leu

ttg
Leu

aca
Thr

atg
Met

cta
Leu
250

atg
Met

gty
val

gto
val

gect
Ala

acc
Thr

too
Ser

gte
Val

ttg
Leu
155

ttt
Phe

aac
Agn

tte
Phe

agy
Arg

gat
Asp
235

ata
Ile

cta
Leu

cgt
Arg

cta
Leu

ggt
Gly
315

act
Thr

aaa
Lys

gca
Ala
140

aat
Asn

gtt
val

gaa
Glu

tat
Tyr

ot
Leu
220

att
Ile

gca
Ala

got
Ala

aaa
Lys

tce
Ser
300

ttg
Leu

ttg
Leu

ctt
Len
125

tca
Ser

acg
Thr

gtg
val

tgg
Trp

teog
Ser
205

aga
Arg

cct
FPro

aat
Asn

agt

Ser

ttt
FPhe
285

gtg
val

tat
Tyr

acg
Thr
110

cag
Gln

tta
Leu

gat
Asp

cta
Leu

acqg
Thr
130

cat
Hisg

gac
Asp

att
Tle

aac
Asn

aac
Asn
270

gtt
val

act
Thr

toca
Ser

tgaaacaatc cacgtctgta

atg
Met

gtg
val

tac
Tyr

tca
Ser

gtg
val
175

tat
Tyr

tte
Phe

gaa
Glu

gtt
Val

gtg
Val
255

acg

Thr

agt
Ser

gca
Ala

tat
Tyr

1356

1404

1452

1500

1548

1596

1544

1692

1740

1788

1836

1884

1932

1880

2027

2087
2147
2159



10

15

<210> 4
<211> 328
<212> PRT

<213> K. lactis

<400> 4

Met
1
Asn
Gly
Len
Arg

65

Thr
Pro
Ile
Ser
Asp
145
Gly
Thr
Lys
Ala
Arg
225
Len
Gln
Ala
Leu
Leu

305
Ser

<210>5
<211> 108
<212> ADN

Ser
Val
Asn
Pro
50

His
Ser
Ile
Gly
Ala
130
Lys
Met
Ala
Tyr
Leu
210
Asp
Pro
Phe
Leu
Leu
290
Gly

Val

Phe
Ile
Ile
35

Asn
Ile
Ser
His
Trp
115
Ile
Glu
Thr
Leu
Gly
195
Pro
Leu
Ile
Ile
Thr
275
Ser

Thr

Lys

Val
Ser
20

vVal
Ala
Pro
Val
Ile
100
Ala
Ile
Phe
Gln
Met
180
Lys
Leu
Leu
Ala
Cys
260
Leu
Val

Ile

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Codifica lider de Mnn2 (53)

<400> 5

Leu
Phe
Thr
Leu
Leu
Ala
85

Ile
Val
Met
Ser
Lys
165
Ser
His
Phe
Ile
Thr
245
Ile
Ser
Tyr
Thr

Ala
325
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Ile
Glu
Phe
Asp
Lys
70

Asn
Ile
Cys
Thr
Met
150
Ser
Leu
Trp
Met
Ser
230
Lys
Lys
Val
Ile
Val

310
Len

Leu
His
Thr
Phe
55

Ile
Asn
Arg
Asn
Leu
135
Asp
Met
Leu
Lys
Leu
215
Ser
Leu
Gly
Val
Tyr
295

Phe

Pro

Ser
Met
Gln
40

Ser
His
Ser
Phe
Lys
120
Gly
Ser
Phe
Ser
Glu
200
Gly
Asp
Phe
vVal
Leu
280

Lys

Leu

Leu
Val
25

Phe
His
Met
Val
Ser
105
Arg
Ala
Leu
Gly
Leu
185
Thr
Tyr
Ser
Met
Asn
265
Leu

Asn

Gly

89

Val
10

Gln
Val
Phe
Leu
Phe
90

Gly
Tyr
Ile
Lys
Ile
170
Leu
Leu
Thr
Met
Leu
250
Met
Val

Val

Ala

Phe
Gly
Ser
Pro
Ala
75

Lys
Thr
Ser
vVal
Leu
155
Phe
Asn
Phe
Arg
Asp
235
Ile
Leu
Arg

Leu

Gly
315

Gly
Ser
vVal
Phe
60

vVal
Phe
Thr
Lys
Ala
140
Asn
vVal
Glu
Tyr
Leu
220
Ile
Ala
Ala
Lys
Ser

300
Leu

Asn
Thr
45

Arg
Phe
Asp
Leu
Leu
125
Ser
Thr
Val
Trp
Ser
205
Arg
Pro
Asn
Ser
Phe
285
Val

Tyr

Cys
Ile
30

Leu
Leu
Leu
Ile
Thr
110
Gln
Leu
Asp
Leu
Thr
190
His
Asp
Ile
Asn
Asn
270
Val

Thr

Ser

Cys
15
Asn

Ile

Phe
Ser
95

Met
Val
Tyr
Ser
Val
175
Tyr
Phe
Glu
Val
Val
255
Thr
Ser

Ala

Tyr

Ser
Leu
Gln
Pro
Phe
80

Val
Ile
Gln
Arg
Val
160
Ala
Asn
Leu
Phe
Lys
240
Thr
Asp
Leu
Tyr

Gly
320
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atgctgctta ccaaaaggtt ttcaaagctg ttcaagctga cgttcatagt tttgatattg 60
tgcgggctgt tegtcattac aaacaaatac atggatgaga acacgtcg 108
<210> 6

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> lider de Mnn2 (53)

<400> 6

Met Leu Leu Thr Lys Arg Phe Ser Lys Leu Phe Lys Leu Thr Phe Ile

1 5 10 15
Val Leu Ile Leu Cys Gly Leu Phe Val Ile Thr Asn Lys Tyr Met Asp
20 25 30
Glu Asn Thr Ser
35

<210>7
<211> 300
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica lider de Mnn2 (54). Los ultimos 9 nucleétidos son el conector que contiene e
restriccién de Ascl)

<400> 7

atgetgetta ccaaaaggtt ttcaaagetg ttcaagetga cgttcatagt tttgatattg
tgegggetgt teogtcattac aaacaaatac atggatgaga acacgtcggt caaggagtac
aaggagtact tagacagata tgtccagagt tactccaata agtattcate ttecectcecagac

| sitio de

60
120
180

geegecageg ctgacgatte aaccccattg agggacaatg atgaggeagg caatgaaaag 240

ttgaaaaget tetacaacaa cgttttcaac tttetaatgg ttgattegec cgggegegece

<210> 8

<211> 100

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> lider de Mnn2 (54).

<400> 8

90

300
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35

40
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Met Leu Leu Thr Lys Arg Phe Ser Lys Leu Phe Lys Leu Thr Phe Ile

Val Leu Ile Leu Cys Gly Leu Phe Val Ile Thr Asn Lys Tyr Met Asp
20 25 30
Glu Asn Thr Ser Val Lys Glu Tyr Lys2 Glu Tyr Leu Asp Arg Tyr Val
35 40 45
Gln Ser Tyr Ser Asn Lys Tyr Ser Ser Ser Ser Asp Ala Ala Ser Ala
50 55 60
Asp Asp Ser Thr Pro Leu Arg Asp Asn Asp Glu Ala Gly Asn Glu Lys
65 70 75 80
Leu Lys Ser Phe Tyr Asn Asn Val Phe Asn Phe Leu Met Val Asp Ser
85 90 95
Pro Gly Arg Ala
100

<210>9

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Codifica secuencia pre sefial del Factor de Acoplamiento a S. cerevisiae
<400> 9

atgagattcc catccatctt cactgctgtt ttgttcgetg cttcttctge tttggct 57

<210> 10

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia pre sefial del Factor de Acoplamiento a S. cerevisiae

<400> 10

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe 2la Ala Ser Ser
1 5 10 15
Ala Leu Ala

<210> 11

<211> 99

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica Pp SEC12 (10)

<400> 11

atgoccagaa aaatatttaa ctactteatt ttgactgtat tcatggeoaat tettgetatt 60
gttttacaat ggtctataga gaatggacat gggcgegeco 99

<210> 12

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

91
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<223> Pp SEC12 (10)

<400> 12

Met Pro Arg Lys Ile Phe Asn Tyr Phe Ile Leu Thr Val Phe Met Ala
1 5 10 15
Ile Leu Ala Ile Val Leu Gln Trp Ser Ile Glu Asn Gly His Gly Arg
20 25 30
Ala

<210> 13

<211> 183

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica ScMnt1 (Kre2) (33)

<400> 13

atggccctet ttctcagtaa gagactgttg agatttaccg tcattgecagg tgeggttatt 60

gttctcectec taacattgaa ttecaacagt agaactcage aatatattec gagttecate 120
tcegetgeat ttgattttac ctecaggatcet atatcccectg aacaacaagt categggege 180
gce 183

<210> 14

<211> 61

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ScMnt1 (Kre2) (33)

<400> 14

Met Ala Leu
1
Gly Ala Val

Phe Leu Ser
5
Ile Val Leu

Lys Arg

Leu Leu Arg Phe Thr Val Ile Ala
10 15

Leu Leu Thr Leu Asn Ser Asn Ser Arg Thr
20 25 30
Gln Gln Tyr Ile Pro Ser Ser Ile Ser Ala Ala Phe Asp Phe Thr Ser
35 40 45
Gly Ser Ile Ser Pro Glu Gln Gln Val Ile Gly Arg Ala
50 55 60

<210> 15

<211> 318

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica SCSEC12 (8)

<400> 15

92
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aaaattaccg
caccaactte
tttgeoattee

655 T3

cttaactacg
atccttattg
atgecttttea

ccaactacac
tgctgettte
attacgcgaa

ctcaatgaaa
ttacatttta
ggacaatttt

atgaacacta tccacataat
caaaaaatct ctaaattttt
cagttetecot ataagcacaa
ctaacgaaaa gagacaccat
actttgtttg geaaccacgg
catggegtgg ggegegoec
<210> 16
<211> 106
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ScSEC12 (8)
<400> 16
Met Asn Thr Ile His
1 5
Thr Ser Met Lys Gln
20
Ile Val Leu Leu Ser
35
His Ser Met Leu Phe
50
Asp Thr Ile Ser Ser
65
Thr Leu Phe Gly Asn
85
Ser Ile Lysz Val His
100
<210> 17
<211> 981
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
<221> CDS

<222> (1)...(978)

ctottegece
tacaaaaaca

Ile
Lys
Tyr
Asn
Pro
70

His

Gly

Ile
Ile
Ile
Tyr
55

Tyr

Gly

Val

Lys Leu

Ser Lys
25
Leu Gln
40
Ala Lys

Val val

Thr Lys

Gly Arg

105

tacgtagttg
toctgtaccota

Pro
10

Phe
Phe
Asp
Asp
Thr

90
Ala

Leu Asn

Phe Thr

Ser Tyr
Phe
&0

Asp

Asn

Glu
75

Ser Val

<223> codifica transportador de UDP-GIcNAc de MmSLC35A3

<400> 17

93

atgaagactt
gegtagatte

Tyr
Asn
Lys
45

Leu

Len

Pro

acatcaaaca

Ala
Phe
30

His
Thr
His

Ser

Asn
15

Ile
Asn
Lys
Gln

Val
95

cataaaagtg

Tyr
Leu
Leu
Arg
Thr

80
Asp

60

120
180
240
300
318



atg
Met

act
Thr

gag
Gln

ttg
Leu

agt

Ser

coo
Pro

cag
Gln

tac
Tyr

agtg
Val

gta
val
145

caa
Gln

cte
Len

tat
Tyr

aac
Asn

tac
Tyr
225

tat
Tyr

tot
Ser

acce
Thr

ggg
Gly

aag
Lys
50

gtg
Val

atg
Met

aac
Asn

cag
Gln

tet
Ser
130

att
Tle

gag
Glu

atg
Met

ttt
Phe

att
Ile
210

gtt
val

aat
Asn

goo
Ala

agt

Ser

cct
Pro
35

ata
Ile

aga
Arg

gaa
Glu

aac
Asn

gtt
Val
115

atg
Met

ctg
Len

ctyg
Leu

gca
Ala

gaqg
Glu
195

caa
Gln

tat
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

otg
Leu
20

cgt
Arg

atg
Met

gca
Ala

aqa
Thr

tta

Leu
100

aca
Thr

ctt
Leu

atg
Met

aac
Asn

gtt
Val
180

aaa

Lys

ottt
Leu

gat
Agsp

ctg
Leu

cta
Leu

gtt
Val

tat
Tyr

gcc
Ala

ctg
Len

oty
Leu
85

cte
Len

tat
Tyr

ggt
Gly

gca
Ala

tet
Ser
165

cte
Len

ato
Ile

ggt
Gly

gga
Gly

acyg
Thr

aaa
Lys

cta
Leu

ctg
Leu

tgc
Cys

aat
Asn
70

aag
Lys

tat
Tyr

cag
Gln

aaa
Lys

gga
Gly
150

aaqg
Lys

aca
Thr

tta
Leu

tte
Phe

gaa
Glu
230

tgg
Trp

ES 2589 655 T3

tat
Tyr

acg
Thr

tect
Ser

atc
Ile
55

aga
Arg

ot
Leu

gtg
Val

ttg
Leu

aaa
Lys
135

gtk
Vval

gac
Asp

gco
Ala

aaa
Lys

ttt
Phe
215

tty
Leu

ata
Ile

ctt
Leu

atg
Met

tct
Ser
40

ttt
Phe

gta
Val

got
Ala

gca
Ala

24da4da
Lys
120

tta
Leu

gct
Ala

ctt
Leu

tgt
Cys

gaa
Glu
200

gga
Gly

gtc
Val

gtt
Val

too
Ser

cgg
Arg
25

aca
Thr

tta
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu
105

ata

Ile

ggt
Gly

ttt
Phe

tca
Ser

ttt
Phe
185

aca
Thr

agt
Ser

tca
Ser

gtt
Val

94

ttg
Leu
10

tat
Tyr

gca
Ala

gtc
Val

cat
His

cog
Pro
30

teca
Ser

ctt
Leu

gtg
Val

gta
Val

aca
Thr
170

teca
Ser

aaa
Lys

ata
Ile

aag
Lyg

get
Ala

gga
Gly

tet
Ser

gtg
val

tac
Tyr

gat
Asp
75

tca
Ser

aac
Asn

aca
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
155

ggc
Gly

agt
Ser

cag
Gln

tEtt
FPhe

aat
Agn
235

otg
Leu

att
Ile

agg
Arg

gtt
Val

aaa
Lys
60

gaa
Glu

ggg
Gly

cta
Leu

aca
Thr

caqg
Gln
140

tgg
Trp

tca
Ser

ggc
Gly

toca
Ser

gga
Gly
220

gga
Gly

cag
Gln

ttg
Leu

act
Thr

gtg
Val

45

gac
Asp

att
Ile

ata
Ile

gat
Asp

gca
Ala
125

tagg
Trp

cct
Pro

cag
Gln

ttt
Phe

gta
Val
205

tta
Leu

ttt
Phe

gca
Ala

gtg
val

tta
Leu
30

get
Ala

agt

Ser

ctt
Leu

tat
Tyr

gca
Ala
110

tta
Leu

cte
Leu

tca
Ser

Lttt
Phe

gct
Ala
190

tgg
Trp

atg
Met

ttt
Phe

ctt
Leu

ttt
Phe
15

aaa
Lys

gaa
Glu

aag
Lys

aat
Asn

act
Thr
g5

gco
Ala

ttt
Phe

tcoo
Ser

gat
Asp

gta
Val
175

gga
Gly

ata
Ile

ggt
Gly

cag
Gln

gga
Gly

cag
Gln

gag
Glu

ttt
Phe

tgt
Cys

aag
Lys
80

otk
Leu

act
Thr

tect
Ser

cta
Leu

tect
Ser
160

ggc
Gly

gtt
Val

agg

gta
val

gga
Gly
240

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768
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245 250 255

ctt gta ata gct get gbtc atc aaa tat gca gat aac att tta aaa gga 816
Leu Val Ile Ala Ala Val Ile Lys Tyr Ala Asp Asn Ile Leu Lys Gly
260 265 270

ttt gog ace tee tta teoe ata ata ttg teca aca ata ata tet tat ttt 864
Phe Ala Thr Ser Leu Ser Ile Ile Leu Ser Thr Ile Ile Ser Tyr Phe
275 280 285

tgg ttg caa gat ttt gtg cca acc agt gte ttt tte ctt gga gece ate 912
Trp Leu Gln Asp Phe Val Prgo Thr Ser Val Phe Phe Leu Gly Ala Ile
290 295 300

ctt gta ata geca get act tte ttg tat ggt tac gat ccoce aaa cct gea 960
Leu Val Ile Ala Ala Thr Phe Leu Tyr Gly Tyr Asp Pro Lys Pro Ala

305 310 315 320
gga aat ccc act aaa gca tag 981
Gly Asn Prg Thr Lys Ala
325
<210> 18
<211> 326
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 18

95



10

Met
Thr
Glu
Leu
Ser
65

Pro
Gln
Tyr
Val
Val
145
Gln
Leu
Tyr
Asn
Tyr
225
Tyr

Leu

Phe

Trp

Leun
305
Gly

<210> 19
<211> 1074
<212> ADN

Ser
Thr
Gly
Lys
50

vVal
Met
Asn
Gln
Ser
130
Ile
Glu
Met
Phe
Ile
210
Val
Asn

Val

Ala

Leu
290
Val

Asn

Ala
Ser
Pro
35

Ile
Arg
Glu
Asn
Val
115
Met
Leu
Leu
Ala
Glu
185
Gln
Tyr
Gln

Ile

Thr
275

Gln
Ile

Pro

Asn
Leu
20

Arg
Met
Ala
Thr
Leu
100
Thr
Leu
Met
Asn
Val
180
Lys
Leu
Asp
Leu
Ala

260
Ser

Asp
Ala

Thr

Leu
val
Tyr
Ala
Len
Leu
85

Leu
Tyr
Gly
Ala
Ser
165
Len
Ile
Gly
Gly
Thr
245

Ala

Len

Phe
Ala

Lys
325

<213> Drosophila melanogaster

<220>
<221> CDS

<222> (1)...(1071)

<223> Codifica DmUGT

<400> 19

ES 2589 655 T3

Lys
Leu
Len
Cys
Asn
70

Lys
Tyr
Gln
Lys
Gly
150
Lys
Thr
Len
Phe
Glu
230
Trp

Val

Ser

Val

Thr
310
Ala

Tyr
Thr
Ser
Ile
55

Arg
Leu
Val
Leu
Lys
135
Val
Asp
Ala
Lys
Phe
215
Leu
Ile

Ile

Ile

Pro
295
Phe

Leu Ser

Met Arg
25

Ser Thr

40

Phe Leu

Val Leu
Ala Ile
Ala Leu
105
Lys Ile
120
Leu Gly
Ala Phe
Leu Ser
Cys Phe
185
Glu Thr
200
Gly Ser
Val Ser
Val val
Lys Tyr
265

Ile Leu
280

Thr Ser

Leu Tyr

96

Leu
10

Tyr
Ala
Val
His
Pro
90

Ser
Leu
Val
Val
Thr
170
Ser
Lys
Ile
Lys
Ala
250
Ala

Ser

Val

Gly

Gly
Ser
Val
Tyr
Asp
75

Ser
Asn
Thr
Tyr
Gln
155
Gly
Ser
Gln
Phe
Asn
235
Leu

Asp

Thr

Phe

Tyr
315

Ile
Arg
Val
Lys

60
Glu

Leu
Thr
Gln
140
Trp
Ser
Gly
Ser
Gly
220
Gly
Gln

Asn

Ile

Phe
300
Asp

Leu
Thr
vVal
45

Asp
Ile
Ile
Asp
Ala
125
Trp
Pro
Gln
Phe
vVal
205
Leu
Phe
Ala

Ile

Ile
285

Leu

Pro

Val
Leu
30

Ala
Ser
Leu
Tyr
Ala
110
Leu
Leu
Ser
Phe
Ala
180
Trp
Met
Phe
Leu
Leu

270
Ser

Gly

Lys

Phe
15

Lys
Glu
Lys
Asn
Thr
95

Ala
Phe
Ser
Asp
Val
175
Gly
Ile
Gly
Gln
Gly
255
Lys

Tyr

Ala

Pro

Gln
Glu
Phe
Cys
Lys
80

Leu
Thr
Ser
Leu
Ser
160
Gly
Val
Arg
Val
Gly
240
Gly
Gly

Phe

Ile

Ala
320



atg
Met

ctg
Leu

gece
Ala

atg
Met

gag
Glu
65

ate
Ile

gte
Val

gat
Asp

gce
Ala

tgg
Trp
145

goc

Ala

gca
Ala

aat
Asn

acg
Thr

cge
Arg

gca
Ala
50

gag
Glu

att
Ile

tat
Tyr

gcg
Ala

atg
Met
130

ggt
Gly

caa
Gln

gce
Ala

age
Ser

ctg
Leu

acce
Thr
35

gag
Glu

ggc
Gly

gcg
Ala

ate
Ile

gece
Ala
115

tte
Phe

gcyg
Ala

acyg
Thr

acg
Thr

ata
Ile

acc
Thr
20

cgg
Arg

tte
Phe

aag
Lys

aat
Asn

gtt
Val
100

acc

Thr

gcyg
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

gce
Ala

cac
His

ctg
Leu

cca
Pro

gece
Ala

gat
Asp

falalal
Pro
85

caa
Gln

tac
Tyr

gtt
Val

ctg
Leu

ggt
Gly
165

gce
Ala

atg
Met

cag
Gln

ggc
Gly

aaa
Lys

gce
Ala
70

atg
Met

aac
Asn

cag
Gln

gtec
Val

cte
Leu
150

cog
Pro

tce
Ser

ES 2589 655 T3

aac
Asn

aat
Asn

gac
Asp

ctg
Leu
55

cag
Gln

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val

att
Ile
135

ctg
Leu

acyg
Thr

tct
Ser

gece
Ala

gce
Ala

ate
Ile
40

ate
Ile

aag
Lys

acyg
Thr

ctg
Leu

acyg
Thr
120

ctg

Leu

gtg
Val

agt
Ser

ggc
Gly

aat
Asn

atec
Ile
25

tte
Phe

acyg
Thr

ttt
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu
105

tac
Tyr

cge
Arg

atg
Met

ggc
Gly

ggt
Gly

97

acyg
Thr
10

ctg
Leu

cte
Leu

tge
Cys

gta
Val

aag
Lys
90

tac
Tyr

cag
Gln

cge
Arg

ggc
Gly

toa
Ser
170

gct
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

age
Ser

ctg
Leu

cge
Arg
75

gtg
Val

gte
Val

ctg
Leu

aag
Lys

atec
Ile
155

gece
Ala

cce
Pro

aag
Lys

cte
Leu

toe
Ser

tte
Phe
60

tcg
Ser

tge
Cys

teot
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
140

gtec
Val

ggt
Gly

gag
Glu

tac
Tyr

age
Ser

acyg
Thr
45

ctg
Leu

ctg
Leu

gte
Val

gece
Ala

att
Ile
125

ctg
Leu

ctg
Leu

ggt
Gly

cag
Gln

ate
Ile

atg
Met
30

gece
Ala

gte
Val

cac
His

coc
Pro

toe
Ser
110

cte
Leu

aac
Asn

gtg
Val

gece
Ala

aac
Asn

age
Ser
15

cge
Arg

gta
Val

tte
Phe

aag
Lys

teg
Ser
95

cat
His

acce
Thr

acg
Thr

cag
Gln

gca
Ala
175

agyg
Arg

ctg
Leu

tac
Tyr

cte
Leu

aac
Asn

acc
Thr
80

ctg
Leu

ttg
Leu

acyg
Thr

cag
Gln

ttg
Leu
160

gct
Ala

atg
Met

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



cte
Leu

ggc
Gly

atg
Met
225

acec
Thr

aag
Lys

ggt
Gly

aag
Lys

ata
Ile
305

ggc
Gly

tecg
Ser

ctg
Leu

gga
Gly

atco
Ile
210

cogg
Arg

tgt
Cys

ggc
Gly

gga
Gly

ggc
Gly
290

tac

Tyr

ctg
Len

gcg
Ala

ctg
Leu

<210> 20

<211> 357
<212> PRT
<213> Drosophila melanogaster

<400> 20

ctg
Leu
195

tac
Tyr

aat
Asn

ttc
Phe

tac
Tyr

ttg
Len
275

ttc
Phe

atco
Ile

gtc
Val

ccg
Pro

ceg
Pro
355

180

tgg
Trp

ttt
Phe

gtg
Val

gtt
Val

gat
Asp
260

atec

Ile

gce
Ala

tte
Phe

atec
Ile

aag
Lys
340

cge

gce
Ala

gag
Glu

cag
Gln

aac
Asn
245

ctg
Leu

gtt
Val

acec
Thr

gac
Asp

gcc
Ala
325

cca
Pro

gte
Val

gca
Ala

aag
Lys

ttg
Len
230

gac

Asp

ttt
Phe

gcc
Ala

tecg
Ser

tte
Phe
310

tcc
Ser

act
Thr

tag
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ctg
Leu

atco
Ile
215

agt

Ser

ggc
Gly

gte
Val

gtg
Val

ctg
Leu
285

aat
Asn

ata
Ile

atg
Met

ggc
Gly
200

cto
Leu

ctg
Len

agt

Ser

tgg
Trp

gtg
Val
280

gce
Ala

cto
Leu

ttt
Phe

cat
His

185
gcec

Ala

aag
Lys

cte
Leu

agyg

tac
Tyr
265

gtc
Val

atec
Ile

acqg
Thr

cte
Leu

ggt
Gly
345

98

tgc
Cys

ggt
Gly

agec
Ser

atec
Ile
250

ctg
Leu

aag
Lys

atec
Ile

ctg
Leu

tac
Tyr
330

cct
Pro

ttc
Phe

goco
Ala

att
Ile
235

ttc
Phe

gte
Val

tac
Tyr

atec
Ile

cag
Gln
315

ggc
Gly

ggc
Gly

cte
Leu

gag
Glu
220

cce
Pro

gac
Asp

ctg
Leu

gcyg
Ala

tcg
Ser
300

tte
Phe

tac
Tyr

ggc
Gly

tce
Ser
205

ate
Ile

tte
Phe

cag
Gln

ctg
Leu

gat
Asp
285

tgec
Cys

age
Ser

gat
Asp

gat
Asp

190

gga
Gly

toe
Ser

ggc
Gly

gga
Gly

cag
Gln
270

aac
Asn

gtg
Val

tte
Phe

ccyg
Pro

gag
Glu
350

tte
Phe

gtg
Val

ctg
Leu

tte
Phe
255

gece
Ala

att
Ile

gce
Ala

gga
Gly

gce
Ala
335

gag
Glu

gcyg
Ala

tgg
Trp

cte
Leu
240

tte
Phe

ggc
Gly

cte
Leu

tce
Ser

gct
Ala
320

agyg
Arg

aag
Lys

624

672

720

768

816

864

812

960

1008

1056

1074



10

Met
Leu
Ala
Met
Glu

65
Ile

val
Asp
Ala
Trp
145
Ala
Ala
Leu
Gly
Met
225
Thr
Lys
Gly
Lys
Ile
305
Gly

Ser

Len

<210> 21
<211> 2100
<212> ADN

Asn
Thr
Arg
Ala
50

Glu

Ile

Tyr
Ala
Met
130
Gly
Gln
Ala
Gly
Ile
210
Arg
Cys
Gly
Gly
Gly
290
Tyr
Len

Ala

Len

Ser
Leu
Thr
35

Glu
Gly

Ala

Ile
Ala
115
Phe
Ala
Thr
Thr
Leu
195
Tyr
Asn
Phe
Tyr
Leu
275
Phe
Ile
Val

Pro

Pro
355

Ile
Thr
20

Arg
Phe

Lys

Asn

Val
100
Thr
Ala
Leu
Glu
Ala
180
Trp
Phe
vVal
vVal
Asp
260
Ile
Ala
Phe
Ile
Lys

340
Arg

His
Leun
Pro
Ala
Asp

Pro
85

Gln
Tyr
Val
Leu
Gly
165
Ala
Ala
Glu
Gln
Asn
245
Leu
Val
Thr
Asp
Ala
325

Pro

Val

<213> Saccharomyces cerevisiea

<220>
<221> CDS

<222> (1)...(2097)

<223> Codifica ScCGAL10

<400> 21

ES 2589 655 T3

Met
Gln
Gly
Lys
Ala

70
Met

Asn
Gln
vVal
Leu
150
Pro
Ser
Ala
Lys
Leu
230
Asp
Phe
Ala
Ser
Phe
310

Ser

Thr

Asn
Asn
Asp
Leu
55

Gln

Asp

Asn
Val
Ile
135
Leu
Thr
Ser
Leu
Ile
215
Ser
Gly
vVal
Val
Leu
295
Asn

Ile

Met

Ala
Ala
Ile
40

Ile

Lys

Thr

Leu
Thr
120
Leu
Val
Ser
Gly
Gly
200
Leu
Leu
Ser
Trp
Val
280
Ala
Leu

Phe

His

99

Asn
Ile
25

Phe
Thr
Phe

Leu

Leun
105
Tyr

Met
Gly
Gly
185
Ala
Lys

Len

Tyr
265
Val
Ile
Thr

Len

Gly
345

Thr
10

Leu
Leu
Cys
Val

Lys
90

Tyr
Gln
Arg
Gly
Ser
170
Ala
Cys
Gly
Ser
Ile
250
Leu
Lys
Ile
Leun
Tyr

330
Pro

Leu
Gly
Ser
Leu
Arg

75
Val

Val
Leu
Lys
Ile
155
Ala
Pro
Phe
Ala
Ile
235
Phe
vVal
Tyr
Ile
Gln
315
Gly

Gly

Lys
Leu
Ser
Phe
&0

Ser

Cys

Ser
Lys
Leu
140
Val
Gly
Glu
Leu
Glu
220
Pro
Asp
Leu
Ala
Ser
300
Phe

Tyr

Gly

Tyr
Ser
Thr
45

Len

Len

Val

Ala
Ile
125
Leu
Leu
Gly
Gln
Ser
205
Ile
Phe
Gln
Leu
Asp
285
Cys
Ser

Asp

Asp

Ile
Met
30

Ala
vVal
His

Pro

Ser
110
Leu
Asn
Val
Ala
Asn
190
Gly
Ser
Gly
Gly
Gln
270
Asn
Val
Phe

Pro

Glu
350

Ser
15

Arg
Val
Phe
Lys

Ser
95

His
Thr
Thr
Gln
Ala
175
Arg
Phe
Val
Leu
Phe
255
Ala
Ile
Ala
Gly
Ala

335
Glu

Leu
Tyr
Leu
Asn
Thr

80
Leu

Leu
Thr
Gln
Leu
160
Ala
Met
Ala
Trp
Leu
240
Phe
Gly
Leu
Ser
Ala
320

Arg

Lys



atg
Met
1

aca

Thr

gag
Glu

tat
Tyr

tte
Phe

aca

get

Thr Ala

ggt
Gly

aat
Asn

gat
Asp
50

tat
Tyr

ggt
Gly

gga
Gly
35

tct

Ser

gag
Glu

cag
Gln

gct
Ala
20

tat
Tyr

gta
Val

gtt
val

tta
Leu

gga
Gly

gac
Asp

gcc
Ala

gat
Asp

caa
Gln

tac
Tyr

tgt
Cys

acgy
Arg

ttg
Leun

ES 2589 655 T3

agt

Ser

att
Ile

gtt
Val

tta
Leu
55

tgt
Cys

gaa
Glu

ggt
Gly

gtt
Val
40

gag
Glu

gac
Asp

agt

Ser

tca
Ser
25

gct
Ala

gtc
Val

cga
Arg

100

act
Thr
10

cac

His

gat
Asp

ttg
Len

aaa
Lys

tet
Ser

act
Thr

aac
Asn

acec
Thr

ggt
Gly

aaa
Lys

gtg
Val

ctg
Len

aag
Lys
60

ctg
Leu

att
Ile

gta
Val

tecg
Ser
45

cat

His

gaa
Glu

gtt
val

gag
Glu
30

aat
Asn

cac
His

aag
Lys

ttg
Leun
15

cta
Leu

tca
Ser

att
Ile

gtt
val

gtt
val

att
Ile

act
Thr

cce
Pro

tte
Phe

48

96

144

132

240



€5

aaa
Lys

gta
val

ttg
Leu

aaa
Lys

ttc
Phe
145

aat
Asn

ctt
Leu

ttt
Phe

cta
Leu

ggt
Gly
225

gat
AsD

ggt
Gly

ggt
Gly

ttt
Phe

tac
Tyr
305

aaa
Lys

gaa
Glu

gyt
Gly

gga
Gly

ttt
Phe
130

cca
Pro

ccg
Fro

tac
Tyr

aac
Asn

ggt
Gly
210

agyg
Arg

gyt
Gly

cat
His

ttg
Leu

gaa
Glu
230

aaa

Lys

cca
Pro

tat
Tyr

gaa
Glu

act
Thr
115

gtt
Val

aat
Asn

tat
Tyr

aat
Agn

aca
Pro
185

ata
Ile

cgo
Arg

acc
Thr

att
Ile

tgt
Cys
275

gtt
Val

gtt
Val

gat
Agzp

aaa
Lys

tet
Ser
100

gtc
val

ttt
Phe

atg
Met

gyt
Gly

age
Ser
180

att
Ile

cca
Pro

gag
Glu

ceg
Pro

gea
Ala
260

cgt
Arg

tat
Tyr

acy
Thr

agyg
Arg

att
Ile
85

aca
Thr

gtt
val

tca
Ser

att
Ile

cat
His
165

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

aag
Lys

ate
Ile
245

gco
Ala

gag
Glu

cat
His

gge
Gly

gcc
Ala
325

70

gat
Asp

caa
Gln

tta
Leu

tct
Ser

act
Pra
150

acg
Thr

aaad
Lys

gca
Ala

aat
Agn

ctt
Leu
230

agg
Arg

ctyg
Leu

tagg
Trp

gca
Ala

aga
Arg
310

aaa
Lys
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teg
Ser

ate
Ile

tta
Leu

tect
Ser
135

atc
Ile

aaa
Lys

agg
Lys

cat
His

ttg
Leu
215

tac
Tyr

gat
Asp

caa
Gln

aac
Asn

tte
Phe
2585

aga

Arg

cgc
Aryg

gta
val

ccg
Pro

gag
Glu
120

gct
Ala

cca
Pro

tac
Tyr

agt
Ser

falelel
Fro
200

ttg
Leu

atc
Ile

tat
Tyr

tac
Tyr

ttg
Leu
280

tgc
Cys

gca
Ala

gaa
Glu

att
Ile

ctyg
Leu
105

tta
Leu

act
Thr

gaa
Glu

gcoe
Ala

tgg
Trp
185

tect

Ser

cca
Pro

tte
Phe

ate
Ile

cta
Leu
285

ggt
Gly

aaa
Lys

ggt
Gly

ctg
Leu

101

cac
His
20

aga
Arg

atg
Met

gtec
val

gaa
Glu

att
Tle
170

aag
Lys

gga
Gly

tat
Tyr

gga
Gly

cac
His
250

gag
Glu

tece
Ser

gct
Ala

gat
Asp

aaa
Lys
330

75

ttt
Fhe

tac
Tyr

caa
Gln

tat
Tyr

tgt
Cys
155

gag
Glu

ttt
Phe

tta
Leu

atg
Met

gac
Asp
235

gta
val

goc
Ala

ggt
Gly

tct
Ser

gtt
val
315

tagg
Trp

gct
Ala

tat
Tyr

caa
Gln

ggt
Gly
140

[aleed
Pro

aat
Agn

got
Ala

ate
Ile

gct
Ala
220

gat
ASp

gtt
val

tac
Tyr

aaa
Lys

ggt
Gly
300

ttg

Leu

cag
Gln

ggt
Gly

cac
His

tac
Tyr
125

gat
Asp

tta
Leu

atc
Tle

atc
Ile

gga
Gly
205

caa
Gln

tat
Tyr

gat
Asp

aat
Asn

ggt
Gly
285

att
Ile

aac
Asn

acc
Thr

tta
Leu

aat
Asn
110

aac
Asn

gct
Ala

ggg
Gly

ttyg
Leu

ttyg
Leu
190

gaa
Glu

gta
val

gat
Asp

cta
Leu

gaa
Glu
270

tect

Ser

gat
Asp

ttyg
Leu

gaqg
Glu

aag
Lys
35

aac
Asn

gtt
val

acyg
Thr

cct
Pro

aat
Asn
175

cgt
Arg

gat
Asp

gct
Ala

toe
Ser

gca
Ala
255

aat
ABn

aca
Thr

ctt
Leu

acqg
Thr

ttg
Leu
335

80

got
Ala

att
Ile

tece
Ser

aga
Ary

act
Thr
160

gat
Asp

tat
Tyr

ceg
Pro

gtt
val

aga
Arg
240

aaa
Lys

gaa
Glu

gtt
val

cca
Pro

get
Ala
320

cag
Gln

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

316

864

912

960

1008



gtt
val

ttt
FPhe

atg
Met

caa
Gln
385

aac
Agn

aat
Azn

ogt
Arg

acc
Thr

cag
Hig
465

gtt
Val

ttt
Phe

caa
Gln

gcyg
Ala

coa
Fro
545

dadaa

Lys

gat
Asp

gaa
Gln

gyt
Gly

cgt
Arg
370

gcc
aAla

gga
Gly

cct
Pro

att
Ile

gtt
val
450

aga
Arg

ttt
Phe

cca
Pro

aaa
Lys

acyg
Thr
530

tat

Tyr

tct
Ser

aga
Arg

gac
Asp

tac
Tyr
355

tat
Tyr

acg
Thr

caa
Gln

gat
Asp

teg
Ser
435

aat
ASN

aada
Lys

acc
Thr

ggt
Gly

agt
Ser
515

cca

Pro

gga
Gly

gtt
val

gaa
Glu

teoao
Sar
340

cag
Gln

gac
Asp

ttt
Phe

tca
Ser

agt
Ser
420

aag
Lys

aac
Asn

aga
Arg

goo
Ala

gat
Asp
500

ttg
Leu

ata
Ile

gac
Asp

gat
Asp

att
Ile
580

tgeo
Cys

tta
Leu

gca
Ala

gece
Ala

gtt
Val
405

gct
Ala

ggt
Gly

ggc
Gly

ttt
Phe

gag
Glu
485

cta
Leu

gaa
Glu

aat
Asn

act
Thr

gte
vVal
565

gct
Ala

aag
Lys

agg

aga
Arg

aat
Asn
350

gtt
Val

tat
Tyr

aag
Lys

gtt
val

ttg
Len
470

tag
Tyr

ttg
Leu

atg
Met

tta
Leun

att
Ile
550

gac

Asp

acc
Thr
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gat
Asp

gyt
Gly

ttt
Phe
375

ttg
Leun

ctt
Leun

ata
Ile

ttt
Phe

aat
Asn
455

gga
Gly

atg
Met

gta
Val

gta
val

aca
Thr
535

gag
Glu

aaa
Lys

ttt
Phe

tta
Lenu

gte
val
360

gty
Val

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

agt
Ser
440

gcg
Ala

ccc
Pro

ctyg
Leu

aCcCc
Thr

tat
Tyr
520

aat

Asn

agt
Gly

adac
ASn

aac
Asn

tag
Trp
345

gag
Glu

act
Thr

gece
Ala

tat
Tyr

gco
Ala
425

tta
Leu

aat
Ash

ate
Ile

ata
Ile

ata
Ile
505

aaa

Lys

cat
Hisg

acyg
Thr

atg
Met

tet
Ser
585

102

aaa
Lys

goco
Ala

att
Ile

agc
Ser

gaa
Glu
410

acg
Thr

tge
Cys

cat
His

att
Ile

gat
Asp
490

cag
Gln

ggt
Gly

agt
Ser

gag
Glu

att
Ile
570

aca
Thr

tgg
Trp

aga

ggt
Gly

att
Ile
355

aat
Asn

atc
Ile

aac
Asn

agt
Ser

caa
Gln
475

aat
Agsn

tat
Tyr

aaa
Lys

tat
Tyr

att
Ile
555

cct

Pro

aag
Lys

act
Thr

ttt
Phe

gcc
Ala
380

gtt
val

gag
Glu

ggc
Gly

aaa
Lys

agt
Ser
460

aat
Asgn

gag
Glu

act
Thr

ttg
Len

tte
Phe
540

atg
Met

acg
Thr

cca
Pro

act
Thr

teoo
Ser
365

ggc
Gly

gac
Asp

gaa
Glu

agy
Arg

gac
Asp
445

atc
Ile

cct
Pro

aag
Lys

gty
Val

act
Thr
525

aat

Asn

gtg
Val

ggt
Gly

acyg
Thr

gag
Glu
350

got
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

ggg
Gly

tat
Tyr
430

tat
Tyr

ggt
Gly

tca
Ser

gac
Asp

aac
Asn
510

got
Ala

chyg
Leu

egt
Arg

aat
Asn

gte
Val
590

aat
Asn

gaa
Glu

aga
Arg

aaa
Lys

tat
Tyr
415

gct
Ala

caqg
Gln

tct
Ser

aag
Lys

ags
Thr
485

gtt
Val

ggt
Gly

aac
ASn

teca
Ser

atc
Ile
575

tta
Leu

cct
Pro

gat
Agp

ttk
Phe

gtg
Vval
400

ttg
Leun

aat
Asn

tta
Leu

tte
Phe

gat
Agp
480

gaa
Glu

gco
Ala

gaa
Glu

aayg
Lys

aaa
Lys
560

gte
Val

ggc
Gly

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776



cce
Pro

aag
Lys

aag
Lys
625

gag
Glu

gaa
Glu

atec
Ile

act
Thr

aaa
Lys

cca
Pro
610

get
Ala

cca
Pro

gca
Ala

aat
Asn

tac
Tyr
690

<210> 22

<211> 699
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiea

<400> 22

aat
Asn
585

agt

Ser

ttt
Phe

act
Thr

aga
Arg

caa
Gln
675

g99
Gly

cce
Pro

caa
Gln

cat
His

tat
Tyr

caa
Gln
660

gag
Glu

too
Ser

cag
Gln

atco
Ile

cco
Pro

caa
Gln
645

ggt
Gly

aac
Asn

aag
Lys

ttt
Phe

aat
Asn

gat
Asp
630

ttt
Phe

ttt
Phe

tgg
Trp

att
Ile

ES 2589 655 T3

gat
Asp

act
Thr
615

too
Ser

tat
Tyr

gca
Ala

aaa
Lys

gte
Val
695

tgt
Cys
600

cta
Leu

aat
Asn

acec
Thr

att
Ile

gat
Asp
680

tac
Tyr

tgt
Cys

aac
Asn

att
Ile

ggt
Gly

gag
Glu
665

tgt
Cys

aga
Arg

103

ttt
Phe

aat
Asn

aca
Thr

gat
Asp
650

cct

Pro

gta
Val

ttt
Phe

gtg
Val

gaa
Glu

tta
Leu
635

ttc
Phe

ggt
Gly

acec
Thr

too
Ser

gtg
Val

ttg
Leu
620

gaa
Glu

ttg
Leu

aga
Arg

ttg
Leu

tga

gat
Asp
605

acyg
Thr

gtt
Val

tct
Ser

tac
Tyr

aaa
Lys
685

gaa
Glu

ctt
Leu

tta
Leu

gct
Ala

att
Ile
670

aac
Asn

aat
Asn

att
Ile

agt
Ser

ggt
Gly
655

gat
Asp

ggt
Gly

gct
Ala

gte
Val

aca
Thr
640

tac

Tyr

gct
Ala

gaa
Glu

1824

1872

1520

1968

2016

2064

2100



Met
Thr
Glu
Tyr
Phe
65

Lys
Val
Leu
Lys
Phe
145
Asn
Leu
Phe

Len

Gly
225

Thr
Gly
Asn
Asp
Tyr
Glu
Gly
Gly
Phe
130
Pro
Pro
Tyr
Asn
Gly

210
Arg

Ala
Gly
Gly
35

Ser
Glu
Tyr
Glu
Thr
115
val
Asn
Tyr
Asn
Pro
185

Ile

Arg

Gln
Ala
20

Tyr
Val
Val
Lys
Ser
100
Val
Phe
Met
Gly
Ser
180
Ile

Pro

Glu

Leu
Gly
Asp
Ala
Asp
Ile
85

Thr
vVal
Ser
Ile
His
165
Asp
Gly

Asn

Lys

ES 2589 655 T3

Gln
Tyr
Cys
Arg
Leu
70

Asp
Gln
Len
Ser
Pro
150
Thr
Lys
Ala

Asn

Leu
230

Ser
Ile
Val
Leu
55

Cys
Ser
Ile
Leu
Ser
135
Ile
Lys
Lys
His
Leu

215
Tyr

Glu
Gly
Val
40

Glu
Asp
Val
Pro
Glu
120
Ala
Pro
Tyr
Ser
Pro
200

Len

Ile

104

Ser
Ser
25

Ala

Val

Ile
Leu
105
Leu
Thr
Glu
Ala
Trp
185
Ser

Pro

Phe

Thr
10

His
Asp
Leu
Lys
His
90

Arg
Met
Val
Glu
Ile
170
Lys
Gly

Tyr

Gly

Ser
Thr
Asn
Thr
Gly
75

Phe
Tyr
Gln
Tyr
Cys
155
Glu
Phe
Len

Met

Asp
235

Lys
Val
Leu
Lys
60

Leu
Ala
Tyr
Gln
Gly
140
Pro
Asn
Ala
Ile
Ala

220
Asp

Ile
Val
Ser
45

His
Glu
Gly
His
Tyr
125
Asp
Leu
Ile
Ile
Gly
205
Gln

Tyr

Val
Glu
30

Asn
His
Lys
Leu
Asn
110
Asn
Ala
Gly
Leu
Leu
180
Glu

Val

Asp

Leu
15

Leu
Ser
Ile
Val
Lys
95

Asn
vVal
Thr
Pro
Asn
175
Arg
Asp
Ala

Ser

vVal
Ile
Thr
Pro
Phe
80

Ala
Ile
Ser
Arg
Thr
160
Asp
Tyr
Pro

Val

Arg
240



Asp
Gly
Gly
Phe
Tyr
305
Lys
Val
Phe
Met
Gln
385

Asn

Asn

Thr
His
465
Val
Phe
Gln
Ala
Pro
545
Lys
Asp
Pro
Lys
Lys
625
Glu
Glu

Ile

Thr

Gly
His
Leu
Glu
290
Lys
Pro
Glu
Gly
Arg
370
Ala
Gly
Pro
Ile
Val
450
Arg
Phe
Pro
Lys
Thr
530
Tyr
Ser
Arg
Lys
Pro
610
Ala
Pro
Ala

Asn

Tyr
6530

Thr
Ile
Cys
275
Val
Val
Asp
Asp
Tyr
355
Tyr
Thr
Gln
Asp
Ser
435
Asn
Lys
Thr
Gly
Ser
515
Pro
Gly
Val
Glu
Asn
585
Ser
Phe
Thr
Arg
Gln

675
Gly

Pro
Ala
260
Arg
Tyr

Thr

Ser
340
Gln
Asp
Phe
Ser
Ser
420
Lys
Asn
Arg
Ala
Asp
500
Leu
Ile
Asp
Asp
Ile
580
Pro
Gln
His
Tyr
Gln
660
Glu

Ser

Ile
245
Ala
Glu
His
Gly
Ala
325
Cys
Leu
Ala
Ala
Val
405
Ala
Gly
Gly
Phe
Glu
485
Leu
Glu
Asn
Thr
Val
565
Ala
Gln
Ile
Pro
Gln
645
Gly

Asn

Lys

ES 2589 655 T3

Arg
Leu
Trp
Ala
Arg
310

Lys

Lys

Arg
Asn
380
Val
Tyr
Lys
Val
Leu
470
Tyr
Leu
Met
Leu
Ile
550
Asp
Thr
Phe
Asn
Asp
630
Phe
Phe

Trp

Ile

Asp
Gln
Asn
Phe
295
Arg
Arg
Asp
Gly
Phe
375
Leu
Leu
Ile
Phe
Asn
455
Gly
Met
val
Val
Thr
535
Glu
Lys
Phe
Asp
Thr
6l5
Ser
Tyr
Ala

Lys

Val
635

Tyr
Tyr
Leu
280
Cys
Ala
Glu
Len
Val
360
val
Gly
Gly
Gly
Ser
440
Ala
Pro
Leu
Thr
Tyr
520
Asn
Gly
Asn
Asn
Cys
600
Len
Asn
Thr
Ile
Asp

680
Tyr

105

Ile
Leu
265
Gly
Lys
Gly
Leu
Trp
345
Glu
Thr
Ala
Tyr
Ala
425
Leu
Asn
Ile
Ile
Ile
505
Lys
His
Thr
Met
Ser
585
Cys
Asn
Ile
Gly
Glu
665
Cys

Arg

His
250
Glu
Ser
Ala
Asp
Lys
330
Lys
Ala
Ile
Ser
Glu
410
Thr
Cys
His
Ile
Asp
490
Gln
Gly
Ser
Glu
Ile
570
Thr
Phe
Asn
Thr
Asp
650
Pro

Val

Phe

Val
Ala
Gly
Ser
val
315
Trp
Trp
Arg
Gly
Ile
3985
Asn
Ile
Asn
Ser
Gln
475
Asn
Tyr
Lys
Tyr
Ile
555
Pro
Lys
val
Glu
Len
635
Phe
Gly

Thr

Ser

Val
Tyr
Lys
Gly
300
Leu
Gln
Thr
Phe
Ala
380
Val
Glu
Gly
Lys
Ser
460
Asn
Glu
Thr
Leu
Phe
540
Met
Thr
Pro
Val
Leu
620
Glu
Leu

Arg

Leu

Asp
Asn
Gly
285
Ile
Asn
Thr
Thr
Ser
365
Gly
Asp
Glu
Arg
Asp
445
Ile
Pro
Lys
Val
Thr
525
Asn
Val
Gly
Thr
Asp
605
Thr
Val
Ser

Tyr

Lys
685

Leu
Glu
270
Ser
Asp
Leu
Glu
Glu
350
Ala
Thr
Leu
Gly
Tyr
430
Tyr
Gly
Ser
Asp
Asn
510
Ala
Leu
Arg
Asn
Val
580
Glu
Leu
Leu
Ala
Ile

670
Asn

Ala
255
Asn
Thr
Leu
Thr
Leu
335
Asn
Glu
Arg
Lys
Tyr
415
Ala
Gln
Ser
Lys
Thr
495
Val
Gly
Asn
Ser
Ile
575
Leu
Asn
Ile
Ser
Gly
655

Asp

Gly

Lys
Glu
Val
Pro
Ala
320
Gln
Pro
Asp
Phe
Val
400
Leu
Asn
Leu
Phe
Asp
480
Glu
Ala
Glu
Lys
Lys
560
Val
Gly
Ala
Val
Thr
640
Tyr

Ala

Glu



10

15

20

<210> 23

<211> 1068
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2589 655 T3

<223> Codifica dominio catalitico de hGalT optimizado por codén (XB)

<400> 23

ggt
ttg
gag
tet
cca
gct
cca
aag
tgt
cag
aga
act
ttg
att
cac
caa
atec
gac
aac
aag
gaa
gac
act

<210> 24

aga
caa
ttg
caa
ggt
ttg
atg
cag
gtt
gag
cag
att
aag
cca
att
tac
aac
atec
gct
aac
act
gtt
cca

<211> 355
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

gat
gga
aga
cca
cca
tee
ttg
aac
tee
cac
cag
tte
gat
atg
tet
tte
ggt
ttt
gtt
gag
atg
cag
teco

ttg
ggt
act
aga
gct
ttg
atc
cca
cca
ttg
ttg
aac
tac
aac
gtt
ggt
ttec
aac
gtt
cca
ttg
aga
tag

tet
tet
ggt
cca
tct
cca
gag
aac
cac
aag
gac
aga
gac
gac
get
ggt
cca
aga
ggt
aac
tcc
tac

aga
aac
gga
ggt
aac
gct
ttec
gtt
aaa
tac
tac
get
tac
cac
atg
gtt
aac
ttg
aga
cca
gac
cca

ttg
tet
get
ggt
ttg
tgt
aac
aag
gtt
tgg
ggt
aag
act
aac
gac
too
aat
gtt
tgt
caa
gga
ttg

<223> dominio catalitico de hGalT (XB)

<400> 24

cca
get
aga
gat
act
cca
atg
atg
gct
ttg
atc
ttg
tgt
get
aag
get
tac
ttec
aga
aga
ttg
tac

cag
get
cca
tet
tcc
gaa
cca
ggt
atec
tac
tac
ttg
tte
tac
tte
ttg
tgg
aga
atg
ttc
aac
act

106

ttg
get
cct
tet
gtt
gaa
gtt
ggt
atec
tac
gtt
aat
gtt
aga
ggt
too
gga
gga
atec
gac
tcc
cag

gtt
att
cca
cca
cca
tcc
gac
aga
atec
ttg
atco
gtt
tte
tgt
tte
aag
tgg
atg
aga
aga
ttg
atec

ggt
ggt

cca
gtt
gtt
cca
ttg
tac
cca
cac
aac
ggt
too
tte
too
cag
ggt
tcc
cac
atec
act
act

gtt
caa
ttg
gtt
cca
ttg
gag
gct
ttc
cca
cag
tte
gac
too
ttg
cag
ggt
atec
tcc
gct
tac
gtt

teco
tet
gga
gac
cac
ttg
ttg
cca
aga
gtt
get
cag
gtt
cag
cca
tte
gaa
tet
aga
cac
cag
gac

act
too
get
tet
act
gtt
gtt
aga
aac
ttg
ggt
gag
gac
cca
tac
ttg
gat
aga
gac
act
gtt
atec

cca

ggt

too

ggt
act
ggt
gct
gac
aga
caa
gac
get
ttg
aga
gtt
act
gac
cca
aag
aag
ttg
ggt

48
96
144
132
240
288
336
384
432
480
528
576
624
672
720
768
8le
864
912
960
1008
1056
1068



10

Gly
Leu
Glu
Ser
Pro
65

Ala
Pro
Lys
Cys
Gln
145
Thr

Leu

Ile

His
225
Gln
Ile
Asp
Asn
Lys
305
Glu
Asp
Thr
<210> 25

<211> 1224
<212> ADN

Arg
Gln
Leu
Gln
50

Gly
Leu
Met
Gln
Val
130
Glu
Gln
Ile
Lys

Pro

210
Ile

Tyr
Asn
Ile
Ala
280
Asn
Thr

Val

Pro

Asp
Gly
Arg
Pro
Pro
Ser
Leu
Asn
115
Ser
His
Gln
Phe
Asp

185
Met

Ser
Phe
Gly
Phe
275
vVal
Glu
Met

Gln

Ser
355

Leu
Gly
20

Thr
Arg
Ala
Leu
Ile
100
Pro
Pro
Leu
Leu
Asn
180
Tyr

Asn

vVal
Gly
Phe
260
Asn
vVal
Pro

Leu

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Ser
Gly
Pro
Ser
Pro
85

Glu
Asn
His
Lys
Asp
165
Arg
Asp

Asp

Ala
Gly
245
Pro
Arg
Gly
Asn
Ser

325
Tyr

ES 2589 655 T3

Arg
Asn

Gly

Asn
70

Ala
Phe
val
Lys
Tyr
150
Tyr
Ala
Tyr

His

Met
230
Val
Asn
Leu
Arg
Pro
310
Asp

Pro

Len
Ser
Ala
Gly
55

Len
Cys
Asn
Lys
Val
135
Trp
Gly
Lys
Thr

Asn

215
Asp

Ser
Asn
Val
Cys
285
Gln
Gly

Len

Pro
Ala
Arg
Asp
Thr
Pro
Met
Met
120
Ala
Leu
Ile
Leu
Cys

200
Ala

Lys
Ala
Tyr
Phe
280
Arg
Arg
Leu

Tyr

Gln
Ala
25

Pro
Ser
Ser
Glu
Pro
105
Gly
Ile
Tyr
Tyr
Leu
185
Phe

Tyr

Phe
Leu
Trp
265
Arg
Met
Phe

Asn

Thr
345

Leu
10

Ala
Pro
Ser
Val
Glu
90

Val
Gly
Ile
Tyr
Val
170

Asn

Val

Gly
Ser
250
Gly
Gly
Ile
Asp
Ser

330
Gln

vVal
Ile
Pro
Pro
Pro
75

Ser
Asp
Arg
Ile
Leu
155
Ile
Val

Phe

Cys

Phe
235
Lys
Trp
Met
Arg
Arg
315

Leu

Ile

Gly
Gly
Pro
val
60

Val
Pro
Len
Tyr
Pro
140
His
Asn
Gly

Ser

Phe

220
Ser

Gln
Gly
Ser
His
300
Ile

Thr

Thr

vVal
Gln
Leu
45

Val
Pro
Leu
Glu
Ala
125
Phe
Pro
Gln
Phe
Asp

205
Ser

Leu
Gln
Gly
Ile
285
Ser
Ala
Tyr

Val

Ser
Ser
30

Gly
Asp
His
Leu
Leu
110
Pro
Arg
vVal
Ala
Gln
190
Val

Gln

Pro
Phe
Glu
270
Ser
Arg
His
Gln

Asp
350

<223> Codifica dominio catalitico de GnTl humano Optimizado por coddn (NA)

<400> 25

107

Thr
15

Ser
Ala
Ser
Thr
Val
95

Val
Arg
Asn
Leu
Gly
175
Glu
Asp

Pro

Tyr
Leu
255
Asp
Arg
Asp
Thr
val

335
Ile

Pro
Gly
Ser
Gly
Thr
80

Gly
Ala
Asp
Arg
Gln
160
Asp

Ala

Leu

Val
240
Thr
Asp
Pro
Lys
Lys
320

Leu

Gly



10

tcagtcagtg
caagacgcag
ttgtctagte
gtgaccecctg
agaagatgtc
gttagtcaag
gtcactcaca
tteocaaggtt
cagtttagat
tttgagtact
tetgocetgga
tacagaaccg
ttggagcocta
cagggtagag
gtgtctcacg
gtgcacttca
ctagctagag
aaggagttgg
aaggctctgg
attgtcacct
ggttatgate

ctecttgatgg
aggtggagtt
aaagaggtag
caccagctgt
tggacaagct
actgtggtca
tcagacagcc
actacaagat
toecotgetge
ttagagcaac
atgacaacgg
acttetttec
agtggccaaa
cctgtatcag
gtcaattctt
cccaactgga
tctacggage
gagaggtgag
gtgtcatgga
ttcaattcoag
cttettggaa

ES 2589 655 T3

tgacccagca
ggagagacaa
ggtgcctace
gattcctate
gttgcattac
cgaggagact
tgacctgtca
cgoctagacac
tgtggtggtyg
ctatcecattg
taaggagcaa
tggtetggga
ggcatteotgg
acctgagate
tgaccaacac
cctgtettac
tcctcaactg
agtgcagtac
tgaccttaag
aggtagaaga
ttag

<210> 26

<211> 407

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio catalitico de GnTl humano (NA)

<400> 26

agtttgacca
cgtggactge
gecagectecte
ttggtcateg
agaccatctg
gocccaageca
tctattgetg
tacagatggg
gaggatgact
ctgaaggcoag
atggtggacy
tggttgetgt
gacgactgga
tcaagaacca
ttgaagttta
ttgcagagag
caagtggaga
actggtaggg
tctggagttc
gtcoccacttgg

gagaagtgat
tgecagcaaat
cagcacagcc
cctgtgacag
ctgagttgtt
tcgocctecta
tgccaccaga
cattgggtca
tggaggtgge
acccatcocet
ctteotaggec
tggeotgagtt
tgagaagacc
tgacctttgg
tcaagctgaa
aggcctatga
aagtgaggac
actcctttaa
ctagagctgg
ctecteocace

tagattggce
cggagatgea
tagagtgcat
atctactgtt
ccctatecate
cggatctget
ccacagaaag
agtcttcaga
tectgactte
gtggtgtgte
tgagetgttg
gtgggcetgag
tgagcaaaga
tagaaaggga
ccagcaattt
cagagattte
caatgacaga
ggctttcocget
ttacagaggt
tacttgggag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1224

Ser Val Ser Ala Leu Asp Gly Asp Pro Ala Ser Leu Thr Arg Glu Val

108



10

ES 2589 655 T3

Ile Arg Leu Ala Gln Asp Ala Glu
20
Leu Leu Gln Gln Ile Gly Asp Ala
35 40
Pro Thr Ala Ala Pro Pro Ala Gln
50 55
Pro Ala Val Ile Pro Ile Leu Val
65 70
Arg Arg Cys Leu Asp Lys Leu Leun
85
Phe Pro Ile Ile Val Ser Gln Asp
100
2Ala Tle Ala Ser Tyr Gly Ser Ala
115 120
Leu Ser Ser Ile Ala Val Pro Pro
130 135
Tyr Lys Ile Ala Arg His Tyr Arg
145 150
Gln Phe Arg Phe Pro Ala Ala Val
165
Ala Pro Asp Phe Phe Glu Tyr Phe
180
Ala Asp Pro Ser Leu Trp Cys Val
185 200
Glu Gln Met Val Asp Ala Ser Arg
210 215
Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Leu
225 230
Leu Glu Pro Lys Trp Pro Lys Ala
245
Pro Glu Gln Arg Gln Gly Arg Ala
260
Thr Met Thr Phe Gly Arg Lys Gly
275 280
Gln His Leu Lys Phe Ile Lys Leu
290 295
Gln Leu Asp Leu Ser Tyr Leu Gln
305 310
Leu Ala Arg Val Tyr Gly Ala Pro
325
Thr Asn Asp Arg Lys Glu Leu Gly
340
Arg Asp Ser Phe Lys Ala Phe Ala
355 360
Leu Lysg Ser Gly Val Pro Arg Ala
370 375
Gln Phe Arg Gly Arg Arg Val His
385 390
Gly Tyr Asp Pro Ser Trp Asn
405

<210> 27

<211> 1407

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica dominio catalitico de Mm Manl (FB)

109

Val
25

Leu
Pro
Ile
His
Cys
105
Val
Asp
Trp
Val
Arg
185
Ser
Pro
Leu
Phe
Cys
265
Val
Asn
Arg
Gln
Glu
345
Lys

Gly

Leu

10
Glu

Ser
Arg
Ala
Tyr
90

Gly
Thr
His
Ala
Val
170
Ala
Ala
Glu
Leu
Trp
250
Ile
Ser
Gln
Glu
Leu
330
vVal
Ala
Tyr

Ala

Len
Ser
val
Cys
75

Arg
His
His
Arg
Leu
155
Glu
Thr
Trp
Len
Ala
235
Asp
Arg
His
Gln
Ala
315
Gln
Arg
Len
Arg

Pro
395

Glu
Gln
His
60

Asp
Pro
Glu
Ile
Lys
140
Gly
Asp
Tyr
Asn
Len
220
Glu
Asp
Pro
Gly
Phe
300
Tyr
Val
Val
Gly
Gly

380
Pro

Arg
Arg
45

Val
Arg
Ser
Glu
Arg
125
Phe
Gln
Asp
Pro
Asp
205
Tyr
Leu
Trp
Glu
Gln
285
Val
Asp
Glu
Gln
Val
365

Ile

Pro

Gln
30

Gly
Thr
Ser
Ala
Thr
110
Gln
Gln
Val
Leu
Leu
180
Asn
Arg
Trp
Met
Ile
270
Phe

His

Lys
Tyr
350
Met
Val

Thr

15
Arg

Arg
Pro
Thr
Glu
95

Ala
Pro
Gly
Phe
Glu
175
Leu
Gly
Thr
Ala
Arg
255
Ser
Phe
Phe
Asp
Val
335
Thr
Asp

Thr

Trp

Gly
Val
Ala
Val
80

Leu
Gln
Asp
Tyr
Arg
160
Val
Lys
Lys
Asp
Glu

240
Arg

Asp
Thr
Phe
320
Arg
Gly
Asp

Phe

Glu
400



<400> 27

gagcecgehtg
gcttggaata

gaaggccatt
gatacccttt
aaatatttag
gtcggtggac
gtggaacttg
ttgctgaata
atcctggecyg
gacccagtct
ccagaaggee
gtgteoggtty
tetgacaaga
actcacttga
ctoctggaac
gcagatggag
cgecacttgte
tttgatggecg
cecgaggtca
acctgggect
tcaggcttac
ttcctggecag
ctagaacact
aaggaaattg

acgccaccat
attataaacg

caagcagttt
tcattatggg
attttaatgt
tgectgtcage
gggtaaaatt
tgaaaagtgg
aatttggaac
ttgcecgaaaa
tttatcctaa
gaggacttgyg
cagatcteoga
toegeaagte
acaagatggg
ctecggaage
atgaatctta
gtgtggaagc
tcgagacata
gggaagccgt
gggatgttta
agacactgaa
ggatcttcaa
atggcaaaga

ES 2589 655 T3

ccgtgagaag
ctatgcogtgg

gtttggeaac
catgaagact
gaatgctgaa
ctactatttg
gctacctgea
gatecgggegyg
tctgecattta
ggttatgaaa
ctatctgaac
agacagcttt
agocaagaag
aagtguguga
ccacctgacyg
cogggecocaa
taatcgtaca
tattgccacg
catgtacatg
ggaggctcta
cattgeccegt
gtatttgtac
caccgagget
gaaatga

agggcaaaga
ggcttgaacg

atcaaaggaqg
gaatttcaag
gtttetgttt
tcecggagagg
tttcatactc
aactggccct
gagtttatge
attcgaacag
cccagtagtg
tatgaatatt
atgtattttg
ctaacgtaca
tgetttgeoag
cactaccttg
tatgtgaagt
aggcaaaatg
tggcgactga
gaaagtcact
gagagttatg
ttgatatttt
catcctttece

tcaaagagat
aactgaaacc

ctacaatagt
aagctaaatce
ttgaagtcaa
agatattteg
cctctggaat
gggcctetgg
acttgtcceca
tgttgaacaa
gacagtgggg
tgettaagge
atgectgttea
togeagagtg
gaggcatgtt
aacteggagce
tgggaccgga
aaaagtatta
ctcacgaccc
gcagagtgaa
acgatgtcca
cocgatgatga
ctatactceg

gatgacccat
tatatcaaaa

agatgeceocetg
gtggattaaa
catacgectte
aaagaaagca
accttgggeca
aggcagcagt
cttatcagga
actggacaaa
tcaacatcat
gtggttaatg
ggccatogag

gaaggggggc
tgcacttggg

tgaaattgece
agegtttega
catcttacgg
caagtacagg
cggaggetac
gcaaagttte
ccttctteca
tgaacagaag

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1407

<210> 28

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio catalitico de Mm Manl (FB)

<400> 28

110



Glu
Met
Asn
Gly
Ile
65

Lys
Asn
Glu
Pro
Lys
145
Ile
His
Thr
Leu
Gly

225
Ser

Gln
Tyr
Leu
Pro
305
Glu
Asn
Tyr
Glu
385
Ser
Gln
Phe

Glu

Gly
465

Pro
Met
Glu
Asn
50

Met
Tyr
Ile
Glu
Ala
130
Ser
Leu
Len
Val
Asn
210

Leu

Asp

Ala
Ile
Thr
290
Glu
Thr
Ala
Glu
Met
370
Ala
Gly
Gln
Ser
Ala

450
Lys

Ala
Thr
Leu
35

Ile
Gly
Leu
Arg
Ile
115
Phe
Gly
Ala
Ser
Leu
195
Pro

Gly

Lys

Ile
Ala
275
Cys
Ala
Cys
Phe
Lys
355
Tre
Val
Leun
Ser
Asp
435
His

Glu

Asp
His
20

Lys
Lys
Met
Asp
Phe
100
Phe
His
Ile
Glu
Gly
180
Asn
Ser

Asp

Thr

Glu
260
Glu
Phe
Arg
His
Arg
340
Tyr
Arg

Glu

Phe
420
Asp

Pro

Lys

Ala
Ala
Pro
Gly
Lys
Phe

85
Val

Thr
Gly
Phe
165
Asp
Lys
Ser

Ser

Asp
245

Thr
Trp
Ala
Ala
Glu
325
Phe
Iyr
Leu
Ala
Asp
405
Phe

Asp

Phe

ES 2589 655 T3

Thr
Trp
Ile
Ala
Thr
70

Asn
Gly
Lys
Pro
Arg
150
Gly
Pro
Leu
Gly
Phe

230
Leu

His
Lys
Gly
Gln
310
Ser
Asp
Ile
Thr
Leu
3%0
val
Leu

Leu

Pro

Ile
Asn
Ser
Thr
55

Glu
val
Gly
Lys
Ser
135
Asn
Thr
Val
Asp
Gln
215

Tyr

Glu

Leu
Gly
Gly
295
His
Tyr
Gly
Leu
His
375
Glu
Tyr
Ala

Leu

Ile
455

Arg Glu

Asn Tyr
25

Lys Glu

40

Ile Val

Phe Gln
Asn Ala

Leu Len
105

Ala Val

120

Gly Ile

Trp Pro
Leu His

Phe Ala
185

Lys Pro

200

Trp Gly

Glu Tyr

Ala Lys

Ile Arg
265

Gly Leu

280

Met Phe

Tyr Leu
Asn Arg

Gly Val
345
Arg Pro
360
Asp Pro

Ser His
Ile Ala
Glu Thr

425
Pro Leun

440
Leu Arg

111

Lys
10

Lys
Gly
Asp
Glu
Glu
90

Ser
Glu
Pro
Trp
Leu
170
Glu
Glu
Gln

Leu

Lys
250

Lys
Leu
Ala
Glu
Thr
330
Glu
Glu
Lys
Cys
Arg
410
Leu

Glu

Glu

Arg
Arg
His
Ala
Ala
75

val
Ala
Leu
Tre
Ala
155
Glu
Lys
Gly
His
Leu

235
Met

Ser
Glu
Leu
Leu
315
Tyr
Ala
Val
Tyr
Arg
385
Glu
Lys
His

Gln

Ala
Tyr
Ser
Leu
60

Lys
Ser
Tyr
Gly
Ala
140
Ser
Phe
Val
Leu
His
220

Lys

Tyr

Ser
His
Gly
300
Gly
Val
Ile
Ile
Arg
380
val
Ser
Tyr

Trp

Lys
460

Lys
Ala
Ser
45

Asp
Ser
val
Tyr
Val
125
Leu
Gly
Met
Met
Tyr
205
val

Ala

Phe

Gly
Lys
285
Ala
Ala
Lys
Ala
Glu
365
Thr
Asn
Tyr
Leu
Ile

445
Lys

Ile
Trp
30

Ser
Thr
Trp
Phe
Leu
110
Lys
Leu
Gly
His
Lys
130
Pro
Ser

Trp

Asp

Gly
270
Met
Asp
Glu
Leu
Thr
350
Thr
Trp
Gly
Asp
Tyr
430
Phe

Glu

Lys
15

Gly
Leu
Leu
Ile
Glu
95

Ser
Leu
Asn
Ser
Leu
175
Ile
Asn
val

Leu

Ala
255

Leu
Gly
Gly
Ile
Gly
335
Arg
Tyr
Ala
Gly
Asp
415
Leu

Asn

Ile

Glu
Leun
Phe
Phe
Lys
80

Val
Gly
Leu
Met
Ser

160
Ser

Tyr
Gly
Met

240
Val

Thr
His
Ala
Ala
320
Pro
Gln
Met
Tre
Tyr
400
Val
Ile

Thr

Asp
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<210> 29

<211> 1494

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica dominio catalitico de Tr Manl

10

<400> 29

cgegeeggat
tggaacgectt
tttgatgatg
ctcatggggy
accacgactg
ggtggectge
cagaccctgg
gegttcacea
agaagtggtg
cggttgageg
tatectecotga
agcacgagca
ttctacgagt
gategetggg
cgcaaggact
catttggcca
aagtacattg
gettotggaa
tegecogeoect
tattacatce
gactccaagt
gcoggeageyg
gacgatatgg
gaggagtcgg
gcgcaccect

ctcccaacce
accaccattt
agagaaacgg
atgccgacat
cggttgccaa
tttetgecta
taaacagccet
cteoccagegg
catctagcaa
acctgacggg
atccaaaggg
acggtacctt
acctgatcaa
tcecttgetge
tgaccttttt
gttttgccgg
actttggaat
toggececoga
cgteoccagte
tgeggeegga
ggcaggaccet
cgtactegte
agagettotg
atgtgcaggt
ttagcatceg

tacgagggcy
tgeoetttece
ctggggcteg
tgtgaacacy
ccaaggeate
tgacctgttg
tetgaggeag
tgtecoceggac
caacgteoget
aaaccogeag
aagcoooggag
tcaggatage
gatgtacctg
cgactegace
gtcttegtac
tggcaactte
caagcttgee
aggctteogeg
cgggttctac
gacgetggag
ggegtygggaa
catcaacgac
gtttgceogag
geaggccaac
ttcatcatca

gcagcagtca
catgacgacc
tcggcaateg
atccttcagt
tcegtgtteg
cgaggtceott
gctcaaacac
cotacogtet
gaaattggaa
tatgecocage
goatggectg
agcggcaget
tacgacccygg
attgegcatc
aacggacagt
atcttgggag
agctegtact
tgggtggaca
togteggeoag
agettgtact
gogtteagtg
gtgacgcagy
gogeteoaagt
ggcgggaaca
cgacggggcy

aggccgcatt
tccacceggt
atggcttgga
atgtaccgeca
agaccaacat
tocageteott
tggccaacgg
tottecaaceeo
goctggtget
ttgeogeagaa
goctgattgg
ggtccggect
ttgegtttge
tcgoctetea
ctacgtcgec
gcattctect
ttgccacgta
gegtgacggg
gattetgggt
acgcataceqg

ccattgagga
ccaacggegyg
atgegtaccet
aatttgtectt
goccaccttge

ccagacgtcg
cagcaacagc
cacggctate
gatcaacttec
teggtaccte
ggogacaaac
cctcaaggtt
tactgteoegg
cgagtggaca
gggegagteg
aacgtttgte
catggacage
acactacaag
ccogbtegacy
aaactcagga
gaacgagcaa
caaccagacg
cgooggogge
gacggcaceyg
cgtcacggge
cgoatgeege
gggtgcctet
gatetttgeg
taacacggag
ttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1424

<210> 30

<211> 497

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio catalitico de Tr Manl

<400> 30

112



Phe
Asp
Gly
Ala
65

Thr

Ile

Pro

Pro
145
Leu
Gln
Pro
Gly
225
Phe
Ala
His
Ser
Phe
305
Lys
Tyr
Asp
Phe
Arg
385

Asp

Asp

Ala
Gln
Leu
Ser
50

Asp
Thr
Arg
Phe
Gln
130
Ser
Ser
Glu
Leu
Glu
210
Thr
Tyr
His
Leu
Tyr
290
Ala
Tyr
Asn
Ser
Tyr
370
Pro

Ser

Ala

Gly
Thr
His
35

Ser
Ile
Thr
Tyr
Ser
115
Ala
Gly
Gly
Trp
Ala
195
Ala
Phe
Glu
Tyr
Ala
275
Asn
Gly
Ile
Gln
Val
355
Ser
Glu

Lys

Cys

Ser
Ser
20

Pro
Ala
vVal
Ala
Leu
100
Ser
Gln
vVal
Ala
Thr
180
Gln
Trp
Gln
Tyr
Lys
260
Ser
Gly
Gly
Asp
Thr
340
Thr
Ser
Thr

Trp

Arg
420

Pro
Trp
Val
Ile
Asn
Val
85

Gly
Leu
Thr
Pro
Ser
165
Arg
Lys
Pro
Asp
Leu
245
Asp
His
Gln
Asn
Phe
325
Ala
Gly
Ala
Leu
Gln

405
Ala

ES 2589 655 T3

Asn
Asn
Ser
Asp
Thr
70

Ala
Gly
Ala
Leu
Asp
150
Ser
Leu
Gly
Gly
Ser

230
Ile

Pro
Ser
Phe
310
Gly
Ser
Ala
Gly
Glu
380
Asp

Gly

Pro
Ala
Asn
Gly
55

Ile
Asn
Leu
Thr
Ala
135
Pro
Asn
Ser
Glu
Leu
215
Ser
Lys
Trp
Ser
Thr
295
Ile
Ile
Gly
Gly
Phe
375
Ser

Leu

Ser

Thr
Tyr
Ser
40

Leu
Leu
Gln
Leu
Asn
120
Asn
Thr
Asn
Asp
Ser
200
Ile
Gly
Met
Val
Thr
280
Ser
Leu
Lys
Ile
Gly
360
Trp
Leu

Ala

Ala

113

Arg
His
25

Phe
Asp
Gln
Gly
Ser
105
Gln
Gly
Val
Val
Leu
185
Tyr
Gly
Ser
Tyr
Len
265
Arg
Pro
Gly
Len
Gly
345
Ser
val
Tyr

Trp

Tyr
425

Ala
10

His
Asp
Thr
Tyr
Ile
90

Ala
Thr
Leu
Phe
Ala
170
Thr
Leu
Thr
Trp
Leu
250
Ala
Lys
Asn
Gly
Ala
330
Pro
Pro
Thr
Tyr
Glu

410
Ser

Ala
Phe
Asp
Ala
Val
75

Ser
Tyr
Leu
Lys
Phe
155
Glu
Gly
Leu
Phe
Ser
235
Tyr
Ala
Asp
Ser
Ile
315
Ser
Glu
Pro
Ala
Ala
3985

Ala

Ser

Ala
Ala
Glu
Ile
60

Pro
Val
Asp
Val
Val
140
Asn
Ile
Asn
Asn
Val
220
Gly
Asp
Asp
Leu
Gly
300
Leu
Ser
Gly
Ser
Pro
380
Tyr

Phe

Ile

Val
Phe
Arg
45

Leu
Gln
Phe
Leu
Asn
125
Ala
Pro
Gly
Pro
Pro
205
Ser
Leu
Pro
Ser
Thr
285
His
Leu
Tyr
Phe
Ser
365
Tyr
Arg

Ser

Asn

Lys
Pro
30

Asn
Met
Ile
Glu
Leu
110
Ser
Phe
Thr
Ser
Gln
190
Lys
Thr
Met
Val
Thr
270
Phe
Leu
Asn
Phe
Ala
350
Gln
Tyr
Val

Ala

Asp
430

Ala
15

His
Gly
Gly
Asn
Thr
95

Arg
Leu
Thr
Val
Leu
175
Tyr
Gly
Ser
Asp
Ala
255
Ile
Leu
Ala
Glu
Ala
335
Trp
Ser
Ile
Thr
Ile

415
Val

Ala
Asp
Trp
Asp
Phe
80

Asn
Gly
Leu
Thr
Arg
160
Val
Ala
Ser
Asn
Ser
240
Phe
Ala
Ser
Ser
Gln
320
Thr
Val
Gly
Leu
Gly
400
Glu

Thr



10

15

20

ES 2589 655 T3

Gln
435

Glu Ala Leu Lys

450

Gln Val

440
Ala
455
vVal
465
Ala

470
Phe Ser Ile

485

His Pro
480
Ala

<210> 31

<211> 1068

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> codifica GnT Il (TC) de Rata Optimizado por codén

<400> 31

tccttggttt
tggtctecctyg
ttgttgateg
cacgatttet
ttgcaggttt
ccaagagact
gctgaatace
cattggtggt
ggattgatct
aagaagatgt
acttacacta
aagtccactg
gagtgtactg
ttgactttgg
tteocacgetg
gctcaaattg
atcggagaga
gatattagag

accaattgaa
gtgagttggt
acteccttgag
ggtctgetga
totteccatt
gtccaagaga
cagattecttt
ggaagttgca
tgttecttgga
ggaagttgaa
ctatcagatc
aacacaacat
acacttteotg
cttgtttgec
gtgactgtgg
agteoettgtt
agttteocaat
accacgagtt

cttcgaccag
tttggttgtt
aaaggctcaa
gatcaactece
cteocatecaa
cttgaagaag
cggtcactac
ctttgtttgg
ggaggatcat
gcaacaagaqg
cttctacggt
gggattgget
tacttacgac
aaaagtttgg
aatgcaccac
gaacaacaac
ggctgetatt
gtgtaaatce

atgttgagaa
caggttcaca
ggtatcagag
ttgatctecet
ttgtacceat
aacgctgett
agagaggcta
gagagagtta
tacttggctc
tgtccaggtt
atcgctgaca
ttgactagag
gactacaact
aaggttttgg
aagaaaactt
aagcagtact
toccocaccaa
tacagaagat

<210> 32

<211> 355

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GnT Il (TC) de Rata Optimizado por codén

<400> 32

114

445

460

acgttgacaa
acagaccaga
aggttttggt
coegttgactt
ctgagtteocce
tgaagttggg
agttctcceca
aggttttgca
cagacttcta
gtgacgtttt
aggttgacgt
atgecttacca
gggactggac
ttecacagge
gtagaccatc
tgtteccaga
gaaagaatgg
tgcagtag

Ala Asn Gly Gly Gly Ala Ser Asp Asp Met Glu Ser Phe Trp Phe
Tyr Ala Tyr Leu Ile Phe Ala Glu Glu Ser Asp
Gln Ala Asn Gly Gly Asn Lys Phe Val Phe Asn Thr Glu

475
Arg Ser Ser Ser Arg Arg Gly Gly His Leu

480

495

ggacggtact
gtacttgaga
tatetteotee
ctgteccagtt
aggttctgat
ttgtatcaac
aactaagcat
ggactacact
ccacgtttte
gtccttggga
taagacttgg
gaagttgate
tttgeoagtac
teccaagaatt
cactcagtcce
gactttggtt

tggatggggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1068
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Ser
Lys
His
Ala
Ser
65

Leu

Pro

Ala
His
Lys
145
Gly
Tyr
Gly
Tyr
His
225
Glu
Thr
Leu
His
Ser
305
Ile

Gly
Arg
<210> 33

<211> 3105
<212> ADN

Leu
Asp
Asn
Gln
50

Ala

Gln

Gly

Leu
Tyr
130
Len
Len
His
Cys
Gly
210
Asn
Cys
Len
val
His
280
Len
Gly
Gly

Leu

val
Gly
35

Gly
Glu
val

Ser

Lys
115
Arg
His
Ile
Val
Asp
195
Ile
Met
Thr
Gln
Pro
275
Lys
Leu
Glu

Trp

Gln
355

Tyr
Thr
20

Pro
Ile
Ile

Phe

Asp
100

Leu
Glu
Phe
Leu
Phe
180
Val
Ala
Gly
Asp
Tyr
260
Gln
Lys
Asn
Lys

Gly
340

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Trp
Glu
Arg
Asn
Phe

85
Pro

Gly
Ala
Val
Phe
165
Lys
Leu
Asp
Leu
Thr
245
Leu
Ala
Thr
Asn
Phe

325
Asp

ES 2589 655 T3

Leun
Ser
Tyr
Glu
Ser
70

Pro

Arg

Cys
Lys
Trp
150
Len
Lys
Ser
Lys
Ala
230
Phe
Thr
Pro
Cys
Asn
310

Pro

Ile

Asn
Pro
Leu
Val
55

Leu

Phe

Asp

Ile
Phe
135
Glu
Glu
Met
Leu
Val
215
Leu
Cys
Leu
Arg
Arg
2585
Lys

Met

Arg

Phe
Gly
40

Leu
Ile
Ser

Cys

Asn
120
Ser
Arg
Glu
Trp
Gly
200
Asp
Thr
Thr
Ala
Ile
280
Pro
Gln

Ala

Asp

Asp
Glu
25

Leu
Val
Ser

Ile

Pro
105

Ala
Gln
Val
Asp
Lys
185
Thr
Val
Arg
Tyr
Cys
265
Phe
Ser
Tyr
Ala

His
345

Gln
10

Leu
Leu
Ile
Ser
Gln

90
Arg

Glu
Thr
Lys
His
170
Leu
Tyr
Lys
Asp
Asp
250
Leu
His
Thr
Leu
Ile

330
Glu

Met
Val
Ile
Phe
Val
75

Leu

Asp

Tyr
Lys
Val
155
Tyr
Lys
Thr
Thr
Ala
235
Asp
Pro
Ala
Gln
Phe
315

Ser

Leu

Leu
Leu
Asp
Ser
60

Asp

Tyr

Len

Pro
His
140
Len
Len
Gln
Thr
Trp
220
Tyr
Tyr
Lys
Gly
Ser
300
Pro

Pro

Cys

Arg
vVal
Ser
45

His
Phe

Pro

Lys

Asp
125
His
Gln
Ala
Gln
Ile
205
Lys
Gln
Asn
Val
Asp
285
Ala
Glu

Pro

Lys

<223> Codifica Manll de Drosophila melanogaster optimizado por codon (KD)

<400> 33

115

Asn
Val
30

Len
Asp
Cys

Ser

Lys
110

Ser
Trp
Asp
Pro
Glu
190
Arg
Ser
Lys
Trp
Trp
270
Cys
Gln

Thr

Ser
350

Val
15
Gln

Phe
Pro
Glu

95
Asn

Phe
Trp
Tyr
Asp
175
Cys
Ser
Thr
Leu
Asp
255
Lys
Gly
Ile
Len
Lys

335
Tyr

Asp
Val
Lys
Trp
Val
80

Phe

Ala

Gly
Trp
Thr
160
Phe
Pro
Phe
Glu
Ile
240
Trp
Val
Met
Glu
Val
320

Asn

Arg



agagacgatc
caagatgttg
atgtccttca
ccattgaagt
gatcctggtt
tccaacgett
tectactteg
atcgtcaaga
aactcocecact
ttecatgaacg
atgccataca
tecgttaaga
gacaacaaag
cctecatacct
tcctteggtt
gctgctagat
aacgtcttgt
gttcagagag
gtocaggete
gectggacaag

gataactact
ttgatgeact
gctagaateg
gacggtatta
gaagctttga
ccatccatct
ccaggttctg
tccaagecatg
tacgtctect
gttteoteocag
tecaccacca
tacgttttga
cttagaaaga
gatccaagag
ggtttgttga
ttcttgaagt
aatggtccag
ttggagtctt
ggtgctccag
atgagattgg
caattcatca
ccatectggta
ttgggtggat
tetgatgatg
tacagattgg
ggttacttga
ttecatetteg
tctgectagag
acccagagag
gagcatacte
actaccttga
tgtccaatgg

caattagacc
ttcaggacgt
aggacattga
acaacgcteca
ggattcagac
tgagacattt
ctagattcota
acggtcecagtt
ggagaaacgt
tcactcocaac
ttttgecagaa
aggagttgge
gtgacactgc
gtggtccaga
tgtcttgtec
ccgatttgtt
tgattccatt
tcaactacga
agtteggtac
ctgagttcecc

ggtctggtta
acgttagagce
aggaaagatt
ctggtactge
aagcttgtca
actctccaga
gtgttgagga
ttgtcatgea
ctccattegt
tttggtettg
agtacagaat
cocatetecga
acccaactte
agatcteeott
agtccatteca
acggtgttag
cttcteoccagt
cogtttetgt
agattagaaa
agactcatat
agaggagaag
tgttcattga
ctteotttgge
aaagaggttt
tottggagaa
ctteotgetge
ctgaaaatga
aggatttgga
ttggttacgt
agaagttgga
ctttettgea
aaaccgctge

ES 2589 655 T3

tccattgaag
cccaaacgtt
tggtggtgtt
tcacaagttg
cttecgaggaa
geacgacaac
ccacgatttyg
ggaatteogte
tttgttgecag
tgettectgg
gtotggttte
tcaacagaga
tttgttcace
tccaaaggtt
atggaaggtt
ggttgatcag
gggtgacgac
aagattgttc
tttgraggaa
aaccttgtct

ctacacttee
tgctgaaatg
ggagcaggct
taaaactcac
aatggtcatg
cttetectte
ctctagaact
caacaccttg
ttctgttace
gcacoacgac
catcttcaag
ttocaageca
cttgeoecattg
gagagttggt
gttgactcag
atctcatggt
cgagttgggt
tggtttgecca
tttggtcgat
cgactetggt
attggacaag
ggatgctaat
ttetggtgag

gggteagggt
ggttaacaac

tcacaaagcet
gtggatcggt
tgtctetgte
tttgcacaga
tgtctgtcac
gaatttggag
ttacgtctct

gttgctagat
gatgtccaga
tggaagcagg
aaggtctteg
tactaccagc
ccagagatga
ggtgagaaca
actggtggat
ttgaccgaag
gcetategate
aagaatatgt
cagttggagt
cacatgatgc
tgttgtcagt
ccacctagaa
tggaagaaga
ttcagatteca
gaacacatca
tacttogatg
ggtgacttect

agaccatacc
ttgteeogett
agaagagagt
gttgtcgteg
caacagtctg
tcctacttca
accatcatct
ccacactgga
gacttggcta
actttgacta
gotagagtte
gagcacacct
ggtcaatacc
aacggtccaa
gattectecac
gatagatctg
cagccagttg
tectgtegttc
attggttctt
gatatcttet
ttgccattge
accagattga
ttggagatta
gttttggaca
tgtgteagac
totecagtett
gotecagggte
atgagaagat
accaatttga
ttgttgccaa
cacttggatg
tctcactctt

ccocaagace
tgttggagtt
gttggaacat
ttgtcccaca
acgacaccaa
agttcatctg
agaagttgca
gggtcatgec
gtcaaacttg
catteggaca
tgatccagag
tottgtggag
cattctactec
tcgatttcaa
ctatctctga
aggctgagtt
agcagaacac
actctcaggce
ctgttcacca
tcacttacge

ataagagaat
ggcactecotg
tgteoettgtt
actacgagca
tctacagatt
ctttggacga
tgggtgagga
gagagcagtt
acaatccagt
agactatcca
caccaatggg
cotacgette
cagaggatgt
cottggettt
atgtteocagt
gtgcttactt
tcttggtcac
accagaccat
tggacaacac
acactgattt
aggctaacta
ctttgttgac
tgcaagatag
acaagccagt
catctaagtt
tgttggatcc
aatteggtgg
tgaccaagtc
tgcaatgtgg
atgttgctag
gtatggttge
cttga

aggtcaatgt
gtacgataga
taagtacgat
ctcccacaac
gcacatcttg
ggctgaaatc
gatgaagtce
agacgaggct
gttgaagcaa
ctoteocaact
aacccactac
acagatctgg
ttacgacatt
aagaatgggt
tcaaaatgtt
gtacagaacc
cgagtgggat
tcacttcaat
ggctgaaaga
tgatagatct

ggacagagte
ggacggtatyg
ccagcoaccac
aagaatgcag
gttgactaag
ctccagatgg
tatcttgecceca
ggttgactte
tgaggctcag
cccacaaggt
tttggectace
caatttgttg
caagtteggt
ctotgageag
tecactteoaag
gttcttgecceca
taagggtaaa
catgagaggt
tgagatcgte
gaatggattg
ctacccaatt
cggtcaacca
aagattgget
tttgcatatt
gcatccaget
attggacaag
tgatcatcca
ttctgctaaa
tactccagag
atgtgagaga
tccagaagtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3105

<210> 34

<211> 1034

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

116



<220>

ES 2589 655 T3

<223> Manll de Drosophila melanogaster optimizado por codén (KD)

<400> 34

Arg
1
Pro
Gln
Gly
Asn

65

Asp
Lys
Met
Asp
Gly

145
Asn

Asp
Gly
Met
Val
50

Ala
Pro
His
Lys
Leu
130
Gln

Ser

Asp
Gln
Len
35

Trp
His
Gly
Ile
Phe
115
Gly

Leu

His

Pro
Cys
20

Glu
Lys
His
Trp
Leu
100
Ile
Glu
Glu

Trp

Ile
Gln
Leu
Gln
Lys
Ile
85

Ser
Trp
Asn

Phe

Arg
165

Arg
Asp
Tyr
Gly
Leun
70

Gln
Asn
Ala
Lys
val

150
Asn

Pro
Val
Asp
Trp
Lys
Thr
Ala
Glu
Lys
135

Thr

Val

Pro
Val
40

Asn
Val
Phe
Leu
Ile
120
Leu
Gly

Len

Leu
Gln
25

Met
Ile
Phe
Glu
Arg
105
Ser
Gln
Gly

Len

117

Lys
10

Asp
Ser
Lys
val
Glu
90

His
Tyr
Met

Trp

Gln
170

Val
Val
Phe
Tyr
Val
75

Tyr
Leu
Phe
Lys
Val

155
Len

Ala
Pro
Lys
Asp
Pro
Tyr
His
Ala
Ser
140

Met

Thr

Asn
Asp
45

Pro
His
Gln
Asp
Arg
125
Ile

Pro

Glu

Ser
vVal
30

Ile
Leu
Ser
His
Asn
110
Phe
Val

Asp

Gly

Pro
15

Asp
Asp
Lys
His
Asp
95

Pro
Tyr
Lys

Glu

Gln
175

Arg
Val
Gly
Tyr
Asn
80

Thr
Glu
His
Asn
Ala

160
Thr



Trp
Asp
Gly
Glu
225
Azsp
Ser
Gln
Lys
Azsp
305
Asn
Thr
Tle
Gln
Glu
385
Agp
Met
Ala
Gln
Gly
465
Glu

Len

Phe

Val
545
Tyr
Val
Thr
Phe
Ile
625
Len
val

Bro

Thr

Len
Pro
Phe
210
Len
Asn
Tyr
Phe
val
290
Leu
val
Glu
Asn
Glu
370
Phe
Asn
Asp
Trp
Ala
450
Thr
ala
Leu
Thr
Thr
530
Met
val
Glu
Lys
Lys
610
Ser
Arg
Lys

Thr

Gln

Lys
Phe
195
Lys
Ala
Lys
Asp
Asp
275
Pro
Leu
Leu
Trp
Ser
355
Tyr
Pro
Tyr
Arg
Hig
435
Arg
Ala
Leu
Thr
Leu
515
Thr
His
Sar
Ala
Thr
595
Ala
Asp
Lys
Phe
Leu

675
Asp

Gln
180
Gly
Asn
Gln
Gly
Ile
260
Phe
Fro
Yal
Len
Asp
340
Gln
Phe
Thr
Trp
Vval
420
Ser
Arg
Lys
Lys
Lys
500
Asp
Ile
Agn
Ser
Gln
580
Ile
Arg
Ser
Agn
Gly
660

Ala

Ser

Pha
His
Met
Gln
Asp
245
Fro
Lys
Arg
Asp
Ile
325
Val
Ala
Asp
Leu
Ser
405
Leu
Trp
Glu
Thr
Ala
485
Fro
Asp
Ile
Thr
Pro
565
Val
Hisg
val
Lyg
Bro
€45
Asp

Phe

Pro

ES 2589 655 T3

Met
Ser
Leu
Arg
230
Thr
His
Arg
Thr
Gln
310
Pro
Gln
His
Ala
Ser
320
Gly
Met
Asp
Leu
His
470
Cys
Ser
Ser
Leu
Leu
550
Phe
Ser
Broc
Pro
Pro
630
Thr
Pro

Ser

Hisg

Asn
Pro
Ile
215
Gln
Ala
Thr
Met
Tle
285
Trp
Leu
Arg
Phe
Val
375
Gly
Tyr
His
Gly
Ser
455
Val
Gln
Tle
Arg
Gly
535
Pro
val
Pro
Gln
Pro
615
Glu
Ser
Arg
Glu

Val

val
Thr
200
Gln
Len
Leu
Cys
Gly
280
Ser
Lys
Gly
val
Asn
360
His
Asp
Tyr
Tyr
Met
440
Leun
val
Met
Tyr
Trp
520
Glu
His
Sar
val
Gly
600
Mat
His
Leun
Glu
Gln

680
Pro

Thr
185
Met
Arg
Glu
Phe
Gly
265
Ber
Asp
Lys
Asp
Asn
345
val
Gln
Phe
Thr
val
425
2Ala
Phe
val
val
Ser
505
Pro
Asp
Trp
val
585
Ser
Gly
Thr
Pro
Ile
665
Gly

val

118

Pro
Pro
Thr
Phe
Thr
250
Fro
Phe
Gln
Lys
Asp
330
Tyr
Gln
Ala
Phe
Ser
410
Arg
Arg
Gln
Asp
Met
430
Fro
Gly
Ile
Arg
Thr
570
Ser
Thr
Leu
Ser
Leu
650
Ser

Leu

His

Thr
Tyr
His
Leanu
235
His
Asp
Gly
Asn
Ala
315
Phe
Glu
Ala
Glu
Thr
395
Arg
Ala
Tle
His
Tyr
475
Gln
Asp
Ser
Leu
Glu
555
ASpP
Trp
Thr
&ala
Tyr
635
Gly
Leu

Leu

FPhe

Ala
Ile
Tyr
220
Trp
Met
Bra
Leu
Val
300
Glu
Brg
Arg
Gln
Bryg
380
Tyr
Bro
Ala
Glu
His
460
Glu
Gln
Phe
Gly
Bro
540
Gln
Leu
His
Lys
Thr
620
Ala
Gln
Arg

Lys

Lys

Ser
Leu

2905
Ser

Met
Lys
Ser
285
Ala
Len
Phe
Len
Phe
365
Ala
Ala
Tyr
Glu
Glu
445
Asp
Gln
Ser
Ser
val
525
Ser
Leu
Ala
His
Tyr
605
Tyr
Ser
Tyr
val
Ser

685
Phe

Trp
190
Gln
val
Gln
Pro
val
270
Cys
2la
Tyr
Lys
Phe
350
Gly
Gly
Asp
Hisg
Met
430
Arg
Gly
Arg
val
Phe
510
Glu
Lys
val
Asn
Asp
520
Arg
val
Agn
Pro
Gly
670
Ile

Leu

Ala
Lys
Lys
Ile
Phe
255
Cys
Pro
Arg
Arg
Gln
335
Glu
Thr
Gln
Arg
Lys
415
Leu
Leu
Tle
Meat
Tyr
495
Ser
Asp
His
Asp
Asn
575
Thr
Ile
Lau
Leu
Glu
&55
Asn

Gln

Lys

Ile
Ser
Lys
Trp
240
Tyr
Cys
Trp
Ser
Thr
320
Asn
His
Leu
Ala
Ser
400
Arg
Ser
Glu
Thr
Gln
480
Arg
Tyr
Sar
Val
Phe
560
Pro
Leu
Ile
Thr
Leu
640
Agp
Gly
Leu

Tyxr
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15

<210> 35
<211> 1014
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2589 655 T3

<223> Codifica transportador de CMP-acido sialico de Ratdon (MmCST) Optimizado por coddn

<400> 35

Gly
705
Asn
Thr
Val
Val
Thr
785
Gln
Tyr
Leu
Gly
Arg
865
Tyr
Leu
Ser
Ile
Asp
945
Thr
Gly
Pro
Leu
Thr

1025

<210> 36
<211> 336
<212> PRT

690
Val

Gly
Lys
His
Asp
770
His
Phe
Tyr
Thr
Glu
850
Gly
Arg
His
Leu
Gly
930
Leu
Gln
Thr

Asn

Glu

1010

Ala

Arg
Pro
Gly
Gln
755
Ile
Ile
Ile
Pro
Leu
835
Leu
Leu
Leu
Pro
Leu
915
Ala
Asp
Arg
Pro
Val
995
His

Ala

Ser
Ala
Lys
740
Thr
Gly
Asp
Lys
Ile
820
Leu
Glu
Gly
Val
Ala
200
Asp
Gln
Val
Val
Glu
980
Ala

Len

Tyr

<213> Secuencia artificial

His
Ser
725
Leu
Ile
Ser
Ser
Arg
805
Pro
Thr
Ile
Gln
Leu
885
Gly
Pro
Gly
Ser
Gly
965
Glu
Arg

Asp

Val

Gly
710
Pro
Glu
Met
Leu
Gly
780
Arg
Ser
Gly
Met
Gly
870
Glu
Tyr
Len
Gln
Val
950
Tyr
His
Cys
Gly

Ser
1030

695
Asp

Val
Ser
Arg
Asp
775
Asp
Arg
Gly
Gln
Gln
855
Val
Lys
Leu
Asp
Phe
935
Met
Val
Thr

Glu

Met

1015

Arg
Glu
Ser
Gly
760
Asn
Ile
Leu
Met
Pro
840
Asp
Leu
val
Thr
Lys
920
Gly
Arg
Leu

Gln

Arg

1000

Val

Ser
Leu
Val
745
Gly
Thr
Phe
Asp
Phe

825
Len

Asp
Asn
Ser
905
Phe
Gly
Arg
His
Lys
985
Thr

Ala

Ser His Ser

119

Gly
Gly
730
Ser
Ala
Glu
Tyr
Lys
810
Ile
Gly
Arg
Asn
Asn
890
Ala
Ile
Asp
Len
Arg
970
Leu
Thr

Pro

Ser

Ala
715
Gln
Val
Pro
Ile
Thr
795
Leu
Glu
Gly
Leu
Lys
875
Cys
Ala
Phe
His
Thr
955
Thr
Asp

Leu

Glu

700
Tyr

Pro
Gly
Glu
Val
780
Asp
Pro
Asp
Ser
Ala
860
Pro
Val
His
Ala
Pro
240
Lys
Asn
Val

Thr

Val
1020

Leu
Val
Leu
Ile
765
Met
Leu
Leu
Ala
Ser
845
Ser
Val
Arg
Lys
Glu
925
Ser
Ser
Leu
Cys
Phe

1005
Cys

Phe
vVal
Pro
750
Arg
Arg
Asn
Gln
Asn
830
Leu
Asp
Leu
Pro
Ala
910
Asn
Ala
Ser
Met
His
930

Leu

Pro

Leu
Leu
735
Ser
Asn
Leu
Gly
Ala
815
Thr
Ala
Asp
His
Ser
895
Ser
Glu
Arg
Ala
Gln
975
Leu

Gln

Met

Pro
720
Val
Val
Len
Glu
Leu
800
Asn
Arg
Ser
Glu
Ile
880
Lys
Gln
Trp
Glu
Lys
960
Cys
Leu

Asn

Glu
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<220>
<223> transportador de CMP-acido sialico de Ratén (MmCST) Optimizado por codén

<400> 36

atggetecag
actttggttg
ttgtacttet
ggtttgttgg

gttttgggtt
cagaacaaca

taccagttga
tccaagttge

aagccagctc
attgectateg
tectocgaca
actttggctg
ggttacactt
tccgttgttyg
gttttgtcca
ttgggagectt
acttcecatte

ctagagaaaa
ctgetgetta
ccactactge
ctaaggagac
coccaaagga
tggetttett
agatcccatg
agtggatcte

aagcttccaa
ctgttttgtg
cttetttgtg
gtacttactt
actatgtttg
ttaagtacac
ctatcgettc
tgttggtttg
agcaagagge

cgtttecttg
cactgttget
tgtttgtate
tggttetttg
gttggctaag
ggcetttgtet
tactgectttg
cgttttcatg

agttgttgtt
tteoeggttte
ggttagaaac
gtctgacggt
gttecgttate
tgacaacatec
cgttttgttg
tgtttccate
tacttccaag

ttettecaagt
ttgagataca
actgaggtta
ggaagattca
ttgteotgtte
aacttggacg
tgtactgttt
ttgtgtggty

gctcagaacc
getggtgttt
atccagatgt
gctgagattc
ttettggett
atgaagggat
tteggattge
tacttgtacg
gagagaatca

120

tgtactgttt
ctagaactac
tcaagttgtt
aggecttectt
catcettggt
ctgetgttta
tgatgttgaa
gtgttacttt

cattgttggg
acttegagaa
acttgtecogg
aagagaaggg
ccgttggtgg
tctectgetge
agatcacatt
gattgccaag
toggtgttta

ggctgttatg
tgetgaggag
gatcteceogtt
gtoegaaaac
ttacgetgtt
ccaagttact
cagaacattg
ggttcagtgg

ttteggtget
ggttttgaag
tategttgtt
attecttctac
tttgtacact
tgctgetatt
gtcectttget
acaagacact
gtag

60

120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1014



10

Met
Leun
Tyr
Cys
Lys
65

Val
val
Asp
Ala
Trp
145
Lys
Gly

Val

Thr
225
Gly

Gly
Gly
Leun
Leun

305
Thr

<210> 37
<211> 2172
<212> ADN

Ala
Ala
Thr
Ile
50

Glu
Leu
Tyr
Ala
Leu
130
Ile
Pro
Phe
Tyr
Asn
210
Tyr
Tyr
Leu
Phe
Leu
290

Val

Ser

Pro
Val
Arg
35

Thr
Thr
Gly
Ala
Ala
115
Cys
Ser
Ala
Gly
Phe
195
Ile
Leu
Thr
Tyr
Ser
275
Phe

Cys

Ile

Ala
Met
20

Thr
Glu
Gly
Ser
Val
100
Val
Thr
Val
Gln
Ala
180
Glu
Gln
Ser
Tyr
Thr
260
Ala
Gly

Val

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Codifica UDP-GIcNAc 2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa Humana (HsGNE) optimizada

por codén

<400> 37

Arg
Thr
Thr
Val
Ser
Pro
85

Gln
Tyr
Val
Phe
Ala
165
Ile
Lys
Met
Asp
Tyr
245
Ser
Ala
Leu

Ser

Gln
325

ES 2589 655 T3

Glu
Leu
Ala
Ile
Leu
70

Lys
Asn
Gln
Leu
Met
150
Ser
Ala
Val
Tyr
Gly
230
Val
Val
Ala
Gln
Ile

310
Glu

Asn
Val
Glu
Lys
55

Gly
Glu
Asn
Val
Met
135
Leu
Lys
Ile
Leu
Leu
215
Ala
Trp
Val
Ala
Ile
295

Tyr

Ala

Val
Ala
Glu
40

Leu
Arg
Leu
Met
Thr
120
Leu
Cys
Val
Ala
Lys
200
Ser
Glu
Phe
Val
Ile
280
Thr

Leu

Thr

121

Ser
Ala
25

Leu
Leu
Phe
Ala
Ala
105
Tyr
Asn
Gly
Val
Val
185
Ser
Gly
Ile
Val
Lys
265
Val
Leu

Tyr

Ser

Leu
10

Ala
Tyr
Ile
Lys
Lys
90

Phe
Gln
Arg
Gly
Val
170
Leu
Ser
Ile
Gln
Ile
250
Tyr
Leu
Ser

Gly

Lys
330

Phe
Tyr
Phe
Ser
Ala
75

Leu
Leu
Leu
Thr
vVal
155
Ala
Cys
Asp
Val
Glu
235
Phe
Thr
Ser
Phe
Leu

315
Glu

Phe
Thr
Ser
Val
60

Ser
Ser
Ala
Lys
Leu
140
Thr
Gln
Ser
Thr
Val
220
Lys
Leu
Asp
Thr
Ala
300

Pro

Arg

Lys
Val
Thr
45

Gly
Leu
Val
Leu
Ile
125
Ser
Leu
Asn
Gly
Ser
205
Thr
Gly
Ala
Asn
Ile
285
Leu

Arg

Ile

Leu
Ala
30

Thr
Leu
Ser
Pro
Ser
110
Pro
Lys
vVal
Pro
Phe
190
Leu
Leu
Phe
Ser
Ile
270
Ala
Gly
Gln

Ile

Tyr
15

Leu
Ala
Leu
Glu
Ser
95

Asn
Cys
Leu
Gln
Leu
175
Ala
Trp
Ala
Phe
Val
255
Met
Ser
Ala

Asp

Gly
335

Cys
Arg
val
Ala
Asn
80

Len
Leu
Thr
Gln
Trp
160
Len
Gly
val
Gly
Tyr
240
Gly
Lys
Val
Leu
Thr

320
Val



atggaaaaga
gactactcca
ttggacgttyg
atcgagecagg
gaagctgeta
agattgaage
actteocegetg
actatcgacg
actagatccg
gctggttgte
atcagaatgt
ccagttacta
atctccttca
atggttagag
cacgtteocat
tecteoctgtg
agacagatcg
gacaagattt
tacggtgacg
gagccattge
gaccacatct
gttgctatecg
acttacgagg
gttaagttga
agagagggta
agaactccat
getgeotttgg
atcactggta
tecttetgtg
tgtggttcece
aagaagttgce
getgttggtyg
atcttgagaa
aacccatcct
gacgttatca
ttggttgace
atctactaat

acggtaacaa
agttggetec
ttgttttggg
acgacttoga
tggttgaatc
cagacatcat
ctttgatgaa
actccatcag
ctgagcaaca
catcttacga
ggttgggtga
ctgacatcaa
acaagagaac
ttatgagaaa
togaccaatt
gtgttagaga
gtagagagac
tgecaggettt
gtaacgetgt
agaagaagtt
tggagacatt
tttccatgaa
agagaatcaa
actgtagaat
tegttttgeca
tgteoegacac
ctgagagaaa
ctggtattgg
ctgeotgaatt
acggttgtat
acgacgagga
ctttgecattt
ctgctggtac
tggttatctt
gacagcaagc
cagctttgtt
ag

ES 2589 655 T3

cagaaagttg
aatcatgtte
tteoeccacttg
catcaacact
tgttggattg
gattgttcac
cattagaatc
acacgctate
cttgatttce
caagttgttg
cgacgttaag
gcactccatce
tttggttttg
gaagggtate
catccagttg
agttggtget
tggagaaaac
gcacttgcaa
teccaagaate
ctgtttccca
gtcecgetttg
gggagagatc
cttgatcttg
cttgggtgtt
ctccactaag
attgcacttg
gtteggtcaa
tggtggtate
gggacacttg
tgaagcettac
cttgttgttg
gatccaggct
tgctttggga
gtceggtgtt
tttgtcctee
gggtgctget

agagtttgtg
ggtatcaaga
attgatgact
agattgcaca
gotttggtta
ggtgacagat
ttgecacateg
actaagttgg
atgtgtgagg
tccgectaaga
tctaaggact
aagatgttecg
ttcccaaaca
gaacaccacc
gttgetecatg
tteggtacte
gttttgecatg
tteggaaage
ttgaagtttt
ccagttaagg
gotgttgatt
gttaagaagt
cagatgtgtg
ggtatctcta
ttgattcagg
cocagtttggg
ggaaagggat
attcaccage
gttgtttett
gcatcaggaa
gttgagggaa
gctaagttgg
ttgggtgttg
ttggecttcte
gttcaagacg
tccatggttt

ttgctacttg
ctgagecaga
acggtaacac
ctattgttag
agttgccaga
togatgettt
agggtggtga
ctcactacca
accacgacag
acaaggacta
acatcgttge
agttgacttt
ttgacgctgg
caaacttcoag
ctggttgtat
cagttatcaa
ttagagatgce
agtacccatg
tgaagtcecat
agaacatctc
tgggtggaac
acactcagtt
ttgaagctge
ctggtggtag
agtggaactc
ttgacaacga
tggagaactt
acgagttgat
tggacggtec
tggcattgea
tgteotgttec
gtaatgctaa
ttaatatctt
actacatcca
ttgatgttgt
tggactacac

taacagagct
gttettegag
ttacagaatg
aggagaggac
cgttttgaac
ggctttgget
agtttetggt
tgtttgttgt
aattttgttg
catgtccate
tttgcagcac
ggacgctttg
ttccaaagag
agctgttaag
gateggtaac

cttgggtact
tgacactcag

ttocaaaate
cgacttgecaa
ccaggacatt
taacttgaga
caacccaaag
tgctgagget
agttaatcca
cgttgatttg
cggtaattgt
cgttactttg
tcacggttet
agactgttet
gagagaggct
aaaggacgag
ggctcagtce
gcacactatg
catcgttaag
tgtttccgac
tactagaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2172

<210> 38

<211> 722

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> UDP-GIcNAc 2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa Humana (HsGNE) optimizada por
codon

<400> 38

122



Met
Cys
Lys
His
Asp

65
Glu

Ser
145
Thr

Lys
Val
Agzp
225
Ile
Gly
His
Gln
Val
305

Ala

Lys

Lys
385
Asp
Thr
Lys
Ile
Cys
465

Ser

Trp

Glu
Asn
Thr
Len
50

Phe
Ala
val
Phe
Tle
130
Ile
Ary
Tle
Asn
Lys
210
Tle
Ser
Ser
Pro
Leu
290
Arg
Gln
Asp
Gln
Ile
370
Lys
His
Asn
Tyr
Leun
450
Arg
Glu

val

val

Lys
Arg
Glu
35

Ile
Asp
2Ala
Leu
Asp
115
Leu
Arg
Ser
Leu
Lys
195
Ser
Lys
Phe
Lys
Asn
275
val
Glu
Ile
Thr
Tyr
355
Leu
Phe
Ile
Leu
Thr
435
Gln
Ile
Gly

Asp

Asp

Asn
Ala
20

Fro
Asp
Ile
Met
Asn
100
Ala
His
His
Ala
Leu
180
Asp
Lys
His
Asn
Glu
260
Phe
Ala
Val
Gly
Gln
340
Fro
Lys
Cys
Leu
Arg
420
Gln
Met
Leu
Ile
Leu

500
Asn

Gly
Asp
Glu
Asp
Asn
Val
85

Arg
Leu
Ile
Ala
Glu
165
Ala
Tyr
Asp
Ser
Lys
245
Met
Arg
His
Gly
Arg
325
Asp
Cys
Phe
Phe
Glu
405
Val
Phe
Cys
Gly
val
485

Arg

Asp

ES 2589 655 T3

Asn
Tyr
Phe
Tyr
Thr
70

Glu
Leu
Ala
Glu
Ile
150
Gln
Gly
Met
Tyr
Ile
230
Arg
Val
Ala
Ala
Ala
310
Glu
Lys
Ber
Leu
Pro
350
Thr
Ala
Asn
val
val
470
Leu

Thr

Gly

Asn
Ser
Phe
Gly
55

Arg
Ser
Lys
Len
Gly
135
Thr
His
Cys
Ser
Tle
215
Lys
Thr
Arg
Val
Gly
295
Phe
Thr
ILle
Lys
Lys
375
Pro
Leun
Ile
Pro
Glu
455
Gly
His
Pro

Agn

Arg
Lys
Glu
40

Asn
Leu
val
Pro
Ala
120
Gly
Lys
Len
Pro
Ile
200
val
Met
Lau
val
Lys
280
Cys
Gly
Gly
Lau
Ile
360
Ser
val
Ser
val
Lys
440
Ala
Ile
Sar

Leu

Cys

Lys
Leu
25

Leu
Thr
Hisa
Gly
Asp
105
Thr
Glu
Len
Ile
Ser
185
Ile
Ala
Phe
val
Met
265
Hig
Met
Thr
Glu
Gln
345
Tyr
Ile
Lys
Ala
Ser
425
Thr
Ala
Ser
Thr
Ser

505
Ala

123

Leu
10

Ala
Asp
Tyr
Thr
Leu
90

Ile
Ser
val
Ala
Ser
170
Tyr
Arg
Leu
Glu
Leu
250
Arg
val
Ile
Fro
Asn
330
Ala
Gly
Asp
Glu
Leu
410
Met
Tyr
Ala
Thr
Lys
430

Asp

Ala

Arg
Pro
Val
Arg
Ile
75

Ala
Met
Ala
Ser
His
155
Met
Asp
Met
Gln
Leu
235
Phe
Lys
Pro
Gly
val
315
val
Leu
Asp
Leu
Asn
335
Ala
Lys
Glu
Glu
Gly
475
Leu

Thr

Leu

val
Ile
Val
Met
60

Val
Leu
Ile
Ala
Gly
140
Tyr
Cys
Lys
Trp
His
220
Thr
Pro
Lys
Phe
Asn
300
Ile
Len
His
Gly
Gln
380
Ile
Val
Gly
Glu
Ala
450
Gly
Ile

Leu

Ala

Cys
Met
Val
45

Ile
Arg
Val
val
Len
125
Thr
His
Glu
Len
Leu
205
Pro
Len
Asn
Gly
Asp
285
Ser
Asn
His
Leu
Asn
365
Glu
Ser
Asp
Glu
ATy
445
Val
Arg
Gln
Hig

Glu

val
Phe
Leu
Glu
Gly
Lys
His
110
Met
Ile
val
Asp
Leu
190
Gly
val
Asp
Ile
Ile
270
Gln
Sar
Leu
val
Gln
350
Ala
Pro
Gln
Leu
Ile
430
Ile
Lys
val
Glu
Leu

510
Arg

Ala
15

Gly
Gly
Gln
Glu
Leu
85

Gly
Asn
Asp
Cys
His
175
Ser
Asp
Thr
Ala
Asp
255
Glu
Phe
Cys
Gly
Arg
335
FPhe
val
Leu
AsSp
Gly
415
val
Asn
Leu
RAsn
Trp
495

Ero

Lysg

Thr
Ile
Ser
Asp
Asp
80

Pro
Asp
Ile
Asp
Cys
150
Asp
Ala
Asp
Thr
Leu
240
Ala
His
Ile
Gly
Thr
320
Asp
Gly
FPro
Gln
Ile
400
Gly

Lys

Agn
Pro
480
Asn

val

Phe



ES 2589 655 T3

515
Gly

520
Asn

525

Gln Val Thr Ile Thr Thr

530
Ile

Phe Len
540

Leu

Glu
535
Ile

Gly Lys Gly Leu Gly

Glu
555
Val

Ile Ser
560

Gly

Gly His His
545

Ser

Gly Gly Gly Ile

550
Glu

His Gln Gly

Phe Ala Ala Val Ser Leu

565
Cys

Leun
570
Cys

Cys Leu Gly His Asp

575

Ser Ser His Ile Glu Ala Ala Ser

580
Len

Pro Asp Cys Gly Gly

585
Lys

Tyr
580
Ala His Glu Leu
585

Val

Gln Ala
600

Val

Gly Met Glu Lys Leu Asp

605
Ala

Asp

Glu Val Ala
620

Ala

Glu Met Ser Pro Gly

615
Ala

Leu
610
His

Leu Gly Lys Asp

Ile Gln Ala Ala Gln

630
Gly

Gly Ser
640

Ile

Asn
635
Leu

Leu Leu Leu
625

Ile

Lys Lys

Thr Ala Val val

645
Asn

Thr Ala Asn
655

Leu

Leu Arg Leu Gly
650
Ile Val
670

Gln

Thr Met Ala
660

Ile

Val
665
Asp

Leu His Pro Ser Leu Leu Gly

Val Ile Gln
685

Len

Ser His Tyr His Ile Val Ala Leun

675
Val

Lys
680

Ser Gln Val Val val vVal Ser Val Pro

630
Len

Ser Asp Asp
695

Ser

Asp

Ala Thr Thr
705

Ile

Ala Ala

710

Leu Gly Met Val Leu Asp

715

Arg Arg
720

Tyr

<210> 39

<211> 1308

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica CMP-acido sialico sintasa Humana (HsCSS) Optimizada por codén

<400> 39

atggactctg
agaggtagac
aagccaccac
aagaacatca
gactotggtg
gctaagcoaat
actteocettgg
aacatccaag
atcagagaag
tecgagatte
agaccaagaa
aagagacact
agagctgaac
gttttgagat
aacatcgacg
atcteocectacg
gttagattga
tgtaagatgg
atgggtttgt
ttgaagagag
gttggttaca
atctgtttgt

ttgaaaaggg
ctcctaagtt
acttggctge
agcacttggc
ctttecaate
toggtgetea
acgctatecat
ctacttecoceo
agggttacga
agaagggtgt
ggcaggattg
tgatcgagat
actccgttga
acggttactt
gttgtttgac
acgttaagga
tctcecgagag
aggtttccgt
gttggaagga
ttggtttgtc
tctgtaagtg
tgatggagaa

tgctgectact
gcagagaaac
tttgatcttg
tggtgttcca
tgtttgggtt
ggttcacaga
cgagttettg
atgtttgeac
ctocegtttte
tagagaggtt
ggacggtgaa
gggatacttg
catcgacgtt
cggaaaggag
taacggtcac
cgoetattggt
agettgttce
ttctgacaag
agttgecttac
tggtgctcca
taacggtggt
agttaataac

tctgtttceca
tccagaggtg
gctagaggag
ttgattggat
tocactgace
agatccteotg
aactaccaca
ccaactgact
tocegttgtta
acagagccat
ttgtacgaaa
caaggtggaa
gatatcgact
aagttgaagg
atctacgttt
atcteceottgt
aagcaaacat
ttggectgttg
ttgggtaacg
gctgatgett
agaggtgcta
tcctgtcaga

124

acccaagagg
gtcaaggtag
gttctaaggg
gggttttgag
acgacgagat
aggtttccaa
acgaggttga
tgcaaaaagt
gaaggcacca
tgaacttgaa
acggttcctt
agatggctta
ggccaattge
agatcaagtt
ctggtgacca
tgaagaagtc
tgtcctettt
ttgacgaatg
aagtttctga
gttccactge
ttagagagtt
agtagtag

tagaccatce
aggtgttgaa
tatcccattg
agctgetttg
tgagaacgtt
ggactettet
catcegttggt
tgcotgagatg
gttecagatgg
cccagetaaa
ctacttcget
ctacgagatg
tgagcagaga
gttggtttgt
gaaggagatt
cggtatcgaa
gaagttggac
gagaaaggaqg
cgaggagtgt
tcaaaaggct
cgectgageac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1308
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<210> 40

<211> 434

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CMP-acido sialico sintasa Humana (HsCSS) Optimizada por codén

<400> 40

125



Met
Gly
Gly
Ile
His
65

Asp
Ile
Ser
Phe
Thr
145
Ile
Gln
Pro
Gly
Ile
225
Ala
Lys
Gly
Val
305
Val
Leu
Val
Ala
Gly
385

Val

Phe

<210> 41
<211>1080

Asp
Arg
Gly
Leu
50

Leu
Ser
Glu
Glu
Leu
130
Ser
Arg
Phe
Leu
Glu
210
Glu
Ala
Glu
Glu
His
290
Lys
Arg
Lys
Val
Tyr
370
Leu

Gly

Ala

Ser
Pro
Gln
35

Ala
Ala
Gly
Asn
Val
115
Asn
Pro
Glu
Arg
Asn
195
Leu
Met
Glu
Gln
Ile
275
Ile
Asp
Leu
Leu
Asp
355
Leu
Ser

Tyr

Glu

val
Ser
20

Gly
Arg
Gly
Ala
val
100
Ser
Tyr
Cys
Glu
Trp
180
Leu
Tyr
Gly
His
Arg
260
Lys
Tyr
Ala
Ile
Asp
340
Glu
Gly
Gly

Ile

His
420

Glu
Arg
Arg
Gly
Val
Phe
85

Ala
Lys
His
Len
Gly
165
Ser
Asn
Glu
Tyr
Ser
245
Val
Leu
val
Ile
Ser
325
Cys
Trp
Asn
Ala
Cys

405
Ile

ES 2589 655 T3

Lys
Gly
Gly
Gly
Pro
70

Gln
Lys
Asp
Asn
His
150
Tyr
Glu
Pro
Asn
Len
230
Val
Len
Leu
Ser
Gly
310
Glu
Lys
Arg
Glu
Pro
380

Lys

Cys

Ser
55

Leu
Ser
Gln
Ser
Glu
135
Pro
Asp
Ile
Ala
Gly
215
Gln
Asp
Arg
Val
Gly
295
Ile
Arg
Met
Lys
Val
375
Ala

Cys

Len

Ala
Pro
Glu
40

Lys
Ile
Val
Phe
Ser
120
Val
Thr
Ser
Gln
Lys
200
Ser
Gly
Ile
Tyr
Cys
280
Asp
Ser
Ala
Glu
Glu
360
Ser
Asp

Asn

Len

Gln

Ala
Pro
25

Lys
Gly
Gly
Trp
Gly
105
Thr
Asp
Asp
Val
Lys
185
Arg
Phe
Gly
Asp
Gly
265
Asn
Gln
Leu
Cys
Val
345
Met
Asp
Ala

Gly

Met
425

Lys

126

Thr
10

Lys
Pro
Ile
Trp
val
90

Ala
Ser
Ile
Len
Phe
170
Gly
Pro
Tyr
Lys
Val
250
Tyr
Ile
Lys
Leu
Ser
330
Ser
Gly
Glu
Cys
Gly

410
Glu

Ser
Leu
Pro
Pro
Val
75

Ser
Gln
Leu
Val
Gln
155
Ser
Val
Arg
Phe
Met
235
Asp
Phe
Asp
Glu
Lys
315
Lys
Val
Leu
Glu
Ser
3985

Arg

Lys

Val
Gln
His
Leu
60

Leu
Thr
Val
Asp
Gly
140
Lys
Val
Arg
Arg
Ala
220
Ala
Ile
Gly
Gly
Ile
300
Lys
Gln
Ser
Cys
Cys
380
Thr

Gly

Val

Ser
Arg
Leu

45
Lys

Asp
His
Ala
125
Asn
Val
Val
Glu
Gln
205
Lys
Tyr
Asp
Lys
Cys
285
Ile
Ser
Thr
Asp
Trp
365
Leu
Ala

Ala

Asn

Asn
Asn
30

Ala
Asn
Ala
His
Arg
110
Ile
Ile
Ala
Arg
Val
190
Asp
Arg
Tyr
Trp
Glu
270
Leu
Ser
Gly
Leu
Lys
350
Lys
Lys
Gln

Ile

Asn
430

Pro
15

Ser
Ala
Ile
Ala
Asp
95

Arg
Ile
Gln
Glu
Arg
175
Thr
Trp
His
Glu
Pro
255
Lys
Thr
Tyr
Ile
Ser
335
Leu
Glu
Arg
Lys
Arg

415
Ser

Arg
Arg
Leu
Lys
Leu
80

Glu
Ser
Glu
Ala
Met
160
His
Glu
Asp
Leu
Met
240
Ile
Leu
Asn
Asp
Glu
320
Ser
Ala
Val
Val
Ala
400
Glu

Cys
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica N-acetilneuraminato-9-fosfato sintasa Humana (HsSPS) Optimizada por codén

<400> 41

10

atgccattgg
atcategetg
agaatggcta
aagttcaaca
tacggagaac
tacgctgagyg
ttcttgecacyg
ccatacttgg
tctatggaca
ttcttgecagt
tccgagtace
attgectattt
ttggacaaga
gaacttgtta
ttgecatgtyg
atcccagagg
ggttacccac
gaggacgaca

aattggagtt
agatcggtca

aggaatgtgyg
gaaaggcttt

acaagagaca
aagttggtat
agttgaacgt
aaaagactgc
ctatgaagca
gtacttccge
agaagttgtt
cegttgetge
cttggaaggy
gatcagttag
agatggettg
gtactatectt
cagaggacat
ctattatgga

gtgteoctggt
aaaccaccaa
tgctgactgt
ggaaagacca
cttggagtte
cttcttcact
tccattctte
taagaaaggt
ggtttaccag
ttacccattg
cccagacate
tgttgetttg
tteotgatcac
attggttgag
taacgagaag
gactatggac
ctttaacttg
ggagttggtt

agatgggttg
ggagacttgg
gotaagttec
tacactteoca
totecacgacce
gcttetggaa
aaagttggtt
agaccaatgg
atcgttaage
caaccagagyg
ccaattggtt
ggtgcetaagg
totgettett
agagetttgg
ttgggaaagt
atgttgactg
gttggtaaaa

gacaaccacyg

gtggtcaaca
acgttgectaa
agaagtccoga
agcactettg
aatacagaga
tggacgaaat
cocggtgacac
ttatctecte
cattgaaccc
acgttaattt
actctggtca
ttttggagag
tggaacctgg
gtteoeceocaac
coegttgttge
ttaaagttgg

aggttttggt
gaaagaagat

ccocatgttte
gagaatgate
gttggagtte
gggaaagact
gttgoagaga
ggctgttgag
taacaacttc
tggaatgcag
aaacttttgt
gagagttatc
cgagactggt
acacatcact
tgagttgget
taagcaattg
taaggttaag
agagccaaag
tactgttgag
caagtcctag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

<210> 42

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-acetilneuraminato-9-fosfato sintasa Humana (HsSPS) Optimizada por codén

<400> 42

Met Pro Leu Glu Leu Glu
1 5
His Pro Cys Phe Ile

20

Ala

Len Pro Gly Val Gln

10
Gly

Cys Arg Trp Gly Gly

15

Ile Ala Glu Ile Gly

25

Gln Gln

30

Asn His Asp

Len Val Met Ile Met Ala Glu Ala

Asp
Asp Cys
50
Lys Ala
65
Tyr Gly

Glu Leu

Gly Met

Phe Phe

Lys
35

2la Lys Phe

Leu Glu

Glu Hisz Lys

85
Tyr

Gln Arg

100

Asp Glu Met

115
Lys

Val Gly

Arg

40

Gln Lys
55
Pro Tyr
70
Arg His

Ala Glu

Ala val

Ser

Thr

Leu

Glu

Glu

Glu Leu

Ser Lys

Glu

His

Lys

45
Phe Lys
60

Ser Trp

75

Glu Phe
90
val Gly
105

Phe Leu

120

Ser Gly

Asp

Thr Asn

127

Ser

His

Asn

His Asp

Ile Phe Phe

Glu Leu
125

Phe Pro

Cys Gly

Phe Asn
Thr
80

Arg

Gly Lys

Gln Tyr
95
Thr Ala
110

Asn

Ser

Val Pro

Tyr Leu Glu
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Lys
145
Ser
Pro
Glu
Asp
Val
225
Leu
Gly
Leu
Glu
Thr
305
Gly
Val
His
<210> 43

<211> 1092
<212> ADN

130
Thr

Met
Asn
Asp
Ile
210
Ala

Asp

Glu

Lys
280
Ile
Tyr
Thr

Gly

Ala
Asp
Phe
Val
195
Pro
Ala
Lys
Leu
Ser
275
Leu
Leu
Pro

Val

Lys
355

Lys
Thr
Cys
180
Asn
Ile
Val
Thr
Ala
260
Pro
Gly
Thr
Pro
Glu

340
Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Codifica dominio catalitico de alfa-2,6-sialil transferasa de Ratén (MmmST6) Optimizado por

codoén

<400> 43

Lys
Met
165
Phe
Leu
Gly
Ala
Trp
245
Glu
Thr
Lys
Met
Glu
325
Glu

Ile

ES 2589 655 T3

Gly
150
Lys
Leu
Arg
Tyr
Leu
230
Lys
Leu
Lys
Ser
Asp
310
Asp
Asp

Lys

135
Arg

Gln
Gln
Val
Ser
215
Gly
Gly
Val
Gln
vVal
2585
Met
Ile

Asp

Ser

Pro
Val
Cys
Ile
200
Gly
Ala
Ser
Arg
Leu
280
Val
Leu

Phe

Thr

128

Met
Tyr
Thr
185
Ser
His
Lys
Asp
Ser
265
Leu
Ala
Thr

Asn

Ile
345

vVal
Gln
170
Ser
Glu
Glu
vVal
His
250
Val
Pro
Lys
Val
Leu

330
Met

Ile
155
Ile
Ala
Tyr
Thr
Leu
235
Ser
Arg
Cys
Val
Lys
315
Val

Glu

140
Ser

Val
Tyr
Gln
Gly
220
Glu
Ala
Leu
Glu
Lys
300
Val

Gly

Glu

Ser
Lys
Pro
Lys
205
Ile
Arg
Ser
Val
Met
285
Ile
Gly
Lys

Leu

Gly
Pro
Leu
190
Leu
Ala
His
Leu
Glu
270
Ala
Pro
Glu
Lys

Val
350

Met
Leu
175
Gln
Phe
Ile
Ile
Glu
255
Arg
Cys
Glu
Pro
Val

335
Asp

Gln
160
Asn
Pro
Pro
Ser
Thr
240
Pro
Ala
Asn
Gly
Lys
320

Leu

Asn



gtttttcaaa
tteocteocaact
actgctaagg
aagttgaacec
gtttcctaca
ttgagagacec
gaatgggagg
tgtgectgttyg
aaccacgacyg
ggtactaaga
ttgaaggact
getgacatte
tacagaagat
ttgtgggaca
ggaatgttgg
ttgecatceca
tgtactatgg
gaaggtactg
aacagatgtt

tgeccaaagte
ccaagcaaga
ttaagccaca
caagattgtt
agggtccagg
acgttaacgt
gatacttgcc
tttecttetge
ctgttttgag
ctactatcag
cottgtacac
cacaatggta
tgcacccatc
tcatccagga
gtatcatecat
agagaaagac
gagcttacca
acgaggacat

ag

ES 2589 655 T3

ccaggagaaa
tecaaaggag
accatccttg
gaagatttgg
tccaggtgtt
ttccatgate
aaaggagaac
tggttccttg
attcaacggt
attggttaac
tgagggaatce
tcagaageoca
ccagecatte
aatttccecca
catgatgact
tgatgtttgt
cccattgttyg
ctacttgtte

gttgetgttg
ggtgttcaaa
caagtttggg
agaaactact
aagttctceg
gaggctactg
ttcagaacta
aagaactccc
goteocaactyg
toccaattgg
ttgattttgt
gactacaact
tacatcttga
gacttgatcc
ttgtgtgacc
tactaccace
ttegagaaga
ggaaaggcta

gtecagetec
tottgtecta
acaaggactc
tgaacatgaa
ttgaggecttt
acttcccatt
aggctggtcc
agttgggtag
acaacttcoca
ttactactga
gggacccate
tottegagac
agccacaaat
aaccaaaccc
aggttgacat
agaagtteott
acatggttaa
ctttgtecgg

acaagetgtt
cccaagagtt
cacttactece
caagtacaag
gagatgtcac
caacactact
atggcataag
agaaattgac
gcaggatgtt
gaagagatte
tgtttaccac
ttacaagteoe
gccatgggaa
accatcttct
ctacgagtte
cgactecoget
gcacttgaac
tttecagaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1092

<210> 44

<211> 363

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio catalitico de alfa-2,6-sialil transferasa de Raton (MmmST6) Optimizado por codén

<400> 44

129
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Val
Pro
Gln
Ser
Arg
65

Val
Leu
Thr
Glu
Ser
145
Asn
Gln
Leu
Gly
Gln
225
Tyr
Met
Ile
Met
Arg
305
Cys

Lys
Ala

<210> 45

<211>1037
<212> ADN

Phe
Gln
Ile
Leun
50

Leu

Ser

Asp
Asn
130
Ser
His
Gln
Val
Ile
210
Trp
Arg
Pro
Gln
Thr
280
Lys
Thr
His

Thr

Gln
Ala
Leu
35

Gln
Leu
Tyr
Cys
Phe
115
Phe
Ala
Asp
Asp
Thr
185
Leu
Tyr
Arg
Trp
Pro
275
Leu
Thr
Met

Leu

Leu
355

Met
Val
20

Ser
val
Lys
Lys
His
100
Pro
Arg
Gly
Ala
val
180
Thr
Ile
Gln
Leu
Glu
260
Asn
Cys
Asp
Gly
Asn

340
Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor de PpPMA1

<400> 45

Pro
Phe
Tyr
Trp
Ile
Gly
85

Leu
Phe
Thr
Ser
Val
165
Gly
Glu
Leu
Lys
His
245
Leu
Pro
Asp
Val
Ala

325
Glu

ES 2589 655 T3

Lys
Ser
Pro
Asp
Trp
70

Pro
Arg
Asn
Lys
Leu
150
Leu
Thr
Lys
Trp
Pro
230
Pro
Trp
Pro
Gln
Cys
310
Tyr

Gly

Phe

Ser
Asn
Arg
Lys
55

Arg
Gly
Asp
Thr
Ala
135
Lys

Arg

Lys

Asp
215
Asp
Ser
Asp
Ser
vVal
2585
Tyr
His
Thr

Arg

Gln Glu

Ser Lys
25

Val Thr

40

Asp Ser

Asn Tyr
Pro Gly

His Val
105

Thr Glu

120

Gly Pro

Asn Ser
Phe Asn

Thr Thr
185

Phe Leu

200

Pro Ser

Tyr Asn
Gln Pro
Ile Ile
265
Ser Gly
280
aAsp Ile
Tyr His
Pro Leu
Asp Glu
345

Asn Asn
360

130

Lys
10

Gln
Ala
Thr
Leu
Val
90

Asn
Trp
Trp
Gln
Gly
170
Ile
Lys
Val
Phe
Phe
250
Gln
Met
Tyr
Gln
Len
330
Asp

Arg

Val
Asp
Lys
Tyr
Asn
75

Lys
Val
Glu
His
Leu
155
Ala
Arg
Asp
Tyr
Phe
235
Tyr
Glu
Leu
Glu
Lys
315
Phe

Ile

Cys

Ala
Pro
Val
Ser
60

Met
Phe
Ser
Gly
Lys
140
Gly
Pro
Leu
Ser
His
220
Glu
Ile
Ile
Gly
Phe
300
Phe

Glu

Tyr

Val
Lys
Lys
45

Lys
Asn
Ser
Met
Tyr
125
Cys
Arg
Thr
Val
Leu
205
Ala
Thr
Leu
Ser
Ile
285
Leu
Phe

Lys

Leu

Gly
Glu
30

Pro
Leu
Lys
val
Ile
110
Len
Ala
Glu
Asp
Asn
130
Tyr
Asp
Tyr
Lys
Pro
270
Ile
Pro
Asp

Asn

Phe
350

Pro
15

Gly
Gln
Asn
Tyr
Glu
95

Glu
Pro
Val
Ile
Asn
175
Ser
Thr
Ile
Lys
Pro
255
Asp
Ile
Ser
Ser
Met

335
Gly

Ala
Val
Pro
Pro
Lys
80

Ala
Ala
Lys
Val
Asp
160
Phe
Gln
Glu
Pro
Ser
240
Gln
Leu
Met
Lys
Ala
320

Val

Lys



10

15

20

aaatgegtac
aaagaatgaa
tttecattea
tecatcotteta
taagaaagat
cgaagtcaca
gaattattta
gcaaaatgag
gcccaatccg
gaatatccaa
gcagattaca
ggtcgaatag
taatggcgaa
tagtaacttt
cgegtegttt
attcctaatc
tataagtttc
tacecttaaag

ctetteotacg
aggagttgaa
aagtaaagoc
aacgatgaaqg
tttegatcaa
aacgataaac
atccctcagg
gaatttttca
aagctcagtt
atttggaata
ttttaggtaa
tccaatgaat
gagtccagta
ttgagctectt
tctcgaaaat
tcttatataa
ttttctette

ggcggec

ES 2589 655 T3

agattcaage
aaaaaaaacce
tgtgtettgyg
atcgeagecce
caaaccctag
cactcagcte
aaacctcgat
aatttctcta
ttgaaaaaat
tggattacte
ggcataaaca
tcagataget
cgacttccag
ttcacttecga
acagcttage
acaaaacaac
cgetttttga

gaatgagaat
gttgegtttt
tattttegge
aacctgtatg
caaatagaaa
ccacccaaat
gattctcceg
ttgtcaagac
cacttcecgeg
tatcgggact
ccagecagaa
atggtctaaa
cagagctgag
tgaagtgtcc
gtegteoceget
ccaaattatc
ttttttatet

<210> 46

<211> 512

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador de PpPMA1

<400> 46

taagetteac
gttgagectga
atttgaccga
tettttgtat
gactatgatt
aaagtatgte
ttaactttta
ggagggegat
gagacgcegac

gatttgtgtt
ctgttgttgt
tgtetttttt
taagagtcta
cttgtttttt
agtctatcta
aattgtgggt
gtttatatac
tectgtacac

cocagtttate
attaccgcaa
cocaaatcaa
agtttgttec
attgggtttg
gatttttaat
cgtateccacyg
agaggacaag
cttateggtt

ccoccetttat
tttttececaag
actatatttg
caggctteat
tttgtgtgat
agttaattgg
cgtttagtat
aatgaggagy
gg

<210> 47

<211> 798

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor de PpOCH1

<400> 47

131

aatgtaatat
gaccttgaat
ggocacaagaa
tagttaaccg
gcagggttac
tcattcccac
ttctteocatg
tgtttattat
tttetttttt
gcagataata
atgaaacgcc
agctgatgtt
atggccattt
cattcgggat
tgttgtaaaa
agtgetgttt
ctttccttta

ataccgttaa
tttgecatge
ttaccattta
gtgagagtga
acatctgagt
taatcaatga
agetgtteat
cggegtgtat

goaagatcag
ggggtyggagy
atcgtaattt
gteggaatta
aactttaaac
tagcagaaag
ggcgggtate
ctaagaaata
acagcccgat
tgacaacaac
cactagccat
ttttattggg
ttgggggtat
ataatcggat
gcagcaccac
tcccaccaga
aaaacttctt

ccoctttecet
ttttegtgtt
aaccaagtta
taaccatcca
tgtgattegt
cttgtttgtt
ggctgttaga
ttttaaaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1037

60

120
180
240
300
360
420
480
512



10

15

20

25

30

tggacacagg
ggcctagaac
gatagatgac
cgcggtegyyg
tcaaaagaaqg
agatgatttg
gaaatggcegy
gactttatgg
cgttggaaaqg
ttgatttgat
tatcattttc
acttccccaa

ggcactgect
tagcaaatat

agactcagaa
aggaattatt
agagaaatag
tcacacacgg
gtegeoetggt
getttttete
ggtgtggggt
aatagaacta
gtaagaagaa
gaggtctgaa
cttttcataa
attctctect

agtaatatta
catcagee

<210> 48

<211> 302

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador de PpALG12

<400> 48

aatatatacc tcatttgtte
tcaggaaage tacaatteca
cggtgeccttec gacggattge
gtgagtcagt ttgtttcgac
taatcataat tttagccgtt
tg

<210> 49

<211> 435

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor de PpSEC4

<400> 49

gaagtaaagt
cocattagge
aagaatgaaqg
ctacaagtta
aaactgtagg
gocatgggaat
aaatcottac
ctcaaacgaa

tggegaaact
agaatctgea
agccagtggt
agaatgtage
atgttttgge
aagctattat
gtatcgaagt
caate

<210> 50

<211> 404

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2589 655 T3

acagacacag
ggctttattt
agaagaccta
agaagtaatg
agggatgcaa
tgttcaatte
ggatagatgyg

ctgggtagty
gctaaaaceqg

aatactetge
goctgecttt
ggaacattect

ccacgcgact

aatttggtgt
attgetgcoaa

ttactttceg
tttatatctg
ggcttattat

ttgggaacct
tettgggagg
aacaacaggc
agccctggaa
tcattgtctg
atccocectcaca
agcecttetta

agegttctga
gtttgtccat
atattttttg
agaagagctg
tacaaggttg
acatttttea
cagaaatgct
taaggattac
gctaagtaac
tgeotttttea
tctgttttca
ctatcgetct

tatattcagt

aaagagtgtg

aaaataccaa
accectttgte
actcatcaac
cecttgagtt

ttggttaaaa
gggatgtggt
ctagagagat
accagattga
gaaggctgge
taatcccocaga
cacattcacg

132

gtcctggtge
ttcataggect
ttcatggcaa
gtaatctggg
tottggagtt
gogagaateg
cgecaatcacce
atagetagte
tagggaagaa
gttgettttt
cttatatgag
ccttccaagt

tccacaattt

goggatagac
tgcccataaa
gtttgattect
ttecctttacg
ggtaggagtt

ctttgtaatt
ggegttetga
acgggcataa
aacgaaaaac
tgtttattge
aaatagattg
ttgtacggat

tectgacgta
tggggtaata
atcgegggtt
gtaaaagggt
tacattgace
gattgacgga
gcgaaagaaa
caatggagtce
tgatcagact
ccotgeaace
ttcecgeocgag
tgcgocccect

ccagtgttcg

tteottgtaaa
ccagtatgag
tctgeetttg
gttgogtttt
ttgatgatge

tttgtegeta
gatgtacgeg
tgggtataac
gaaatcattt
cectgttettt
aagcaacgog
aagaaaacta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
798

60

120
180
240
300
302

60

120
180
240
300
360
420
435
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20

25

30

35

<220>
<223> terminador de PpOCH1

<400> 50

aatagatata
gaatatcatg
atctecgttga
agaaaaaaac
ccaatcatca
aaacatcctg
gaagtctgac

gegagattag
gactgtatag
cagatctete
aacagtaacec
aagagatgtc
gtagataatg
cggtctcagt

<210> 51

<211> 600

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor de PpTEF1

<400> 51

ttaaggtttg
aatteccaatce
cagattgegt
ctgtegectce
agccaaccct
aaacaatcct
ctctcaaagt
cgecagtcceca
acgaaaattt

gaacaacact
ctgtetggece
atcaagtgaa
ttttatctge
ggaggacagc
tgtcggatat
ttgecgattte
cacgcactcg
tttttttaca

getgbgacte thettttttt

<210> 52

<211> 301

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador de PpTEF1

<400> 52

attgettgaa
tattttgtte
gatttatectt
tactttacet
agtacacagc
c

getttaattt
gttaacattg
ttotacttta
tgctattact
aagttcatgt

<210> 53

<211> 486

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2589 655 T3

agaatgaata
tttttttttt
agtacgcgaa
caaacaccac
ggaacacaaa
ctggtaaccc
tgatcaacat

aaactacctt
toctteoacet
aaaaaaaaaa
cgcactgecat
aagggaaaaa
aagtgttgta
tctctatcag
tacatgattg
caagatttte
tettttatte

attttattaa
atgttttett
ctgtaatatg
taatctattg

ctecgtaagt

cottotteta
gtacatataa
atcecctgact
aacaaacact
caccaagaaqg
gctectectte
gatcctcgaa

geggtactac
tttaacecate

ttttaaatct
gaggtgtcce
tacctacaac
gactgtcecct
aattgccate
gctgaaattt
agcagatata
tcactacata

cataataata
catttactgt
getggeggagt
actagecageg
gtcatcaace

133

agegategte
tgattaaacg
atcaaagcaa
ttatcttcte
caaaaactaa
catattctgg

atgg

cattgacact
ttgeoecatte
ttaacccaat
cttagtggga
ttgcttcata
tatcctetge
aagagactca
ccctaaagaa
aaatggagaqg
cattttagtt

atacaagcat
tattgtttgt
gagccettgaa
accteotteaa
ctggaaacaqg

cgtcatcata
gtcatccaac
gaaccgatga
ccccccaaca
ccccatataa
gctacttcac

acacatcett
caactegtgt
caggtaataa
aagagtactg
atggtcgtaa
gatgttctte
ggactaattt
tttettttte
caggacctcoce
attegecaac

gatatatttg
aactttgate
ctocceotgtat

ccgaagggea
tgggccatgt

60

120
180
240
300
360
404

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

60

120
180
240
300
301
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<220>
<223> promotor de PpGAPDH

<400> 53

tttttgtaga
ctcogttgea
tgtggagtaa
gtccocctagga
cttcccageca
atggaaaagt
tggaaaccac
acccaaagac

aatgtcttgg
actccgaacg
tggaaccaga
aattttacte
ttacgttgeg
cecoggecgte
cagaatcgaa
tttaaattta

aacaca

<210> 54

<211> 376

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador de PpALG3

<400> 54

atttacaatt
agtatgacaa
acattgtcaa
ttaaaatcaa
tgtaagaatc

gttgacttgg
tttegteget

agtaatatta
tggttcatgt
aatgaatggt
atteccatate
cattgtcaga
aagcettegtt
tagtag

<210> 55

<211> 934

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2589 655 T3

tgtcctegtce
acctgctgge
aacgtctectt
tgctggagag
ggtaaaacgg
gctggcaata
tataaaaggc
atttatttgt

aggtggtaaa
ctataaatet

tgaactatta
atcggttoca
acctgtaaag

aaggttaggt

caatcaggta
aacgtaaaat
cccttetete
cttettectac
aggtcgtgta
atagcgggcg
gaacaccttt
coctatttea

aacattcgta
ceggettegg
ggttogocag
gtgggaggac
tecagtttgag
gaaacagttt

<223> promotor de PpAOX1 y locus de integracion

<400> 55

134

gccatctctg
tcteceggggt
tecettoccace
ggccccettg
cccgacctag
gacgcatgtc
cccaattttg
atcaattgaa

gaattgaaat
tacotteteco
tttegttatt
cagtteocate
atgaaatttt
gatcaaccag

aaatatctgg
aaaacttaaa
goccegttace
cagcaatget
cagcccaggyg
atgagattat
gtttctecctg
caactatcaa

gaattaatat
ccaattgaat
aagaaaactg
gccaaaatece
tecggtottt
cggcetecegt

60

120
180
240
300
360
420
480
486

60

120
180
240
300
360
376
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20
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30

aacatccaaa
totcacacat
cgecaggaccet
gttattggge
tgactttatt
aatgcaacaa
gggtcaaata
gaacctaata
tgctaacgge
tggtattgat
cgettoctgaa
atgattatgec
agcctaacgt
acagaaggaa
ataattgcga
gagaagatca

gacgaaaggt
aagtgccaaa
ccactectet
ttgattggag
agocctgteta
geteogeatt
gtttcatgtt
tgacaaaagc
cagttggtca
tgacgaatge
ccceggtgea
attgtecteca
tcatgatcaa
getgeocotgt
ctggttccaa
aaaaacaact

<210> 56

<211> 293

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador de ScCYC1

<400> 56

acaggcccct
coctoctecca
cotatttatt
ttettttttt
agaaggtttt

tttectttgt
catceogetet
ttttttaata
tetgtacaaa
gggacgctcyg

<210> 57

<211> 427

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor de ScTEF1

<400> 57

gatcceoceoac
cteoggactecc
ccctetttet
agagacegce
ctttttettg
ttaagttaat
caactttttt
ttacaaa

acaccatage
gcgcatecgee
tcctectaggyg
tegtttettt
aaaatttttt
aaacggtett
tacttettge

<210> 58

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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tgaatgaaac
cgcaacagga
toteoctecaac
ctegetecatt
toectggecocec
acaccogaac
ccccaaatgg
gtgatctcat
aaaagaaact
tcaaaaataa
cctgtgeccga
cattgtatge
aatttaactg
cttaaacectt
ttgacaaget
aattattcga

cgatatcatg
aaccgaaaag
gttatgttag
cgegtgtacyg
aaggctttaa

ttcaaaatgt
gtaccacttc
tgtcgttaat
ttettegteg
tttttgattt
caatttetea
tcattagaaa

ctttttgeca
ggggatacac
acccactttt
ccaatteoett
coetggegagg
atcacteocag
cccaaaactg
ccaagatgaa
tccaaaagte
tctecattaat
aacgcaaatg
ttccaagatt
tteotaaccce
tttttttate
tttgatttta
aacg

taattagtta
gaaggagtta
tattaagaac
catgtaacat
tttgcaaget

tteotactect
aaaacaccca
tacccgtact
aaaaaggcaa
ttttectettt
agtttcagtt

gaaagcatag

135

toecgacatec
tagcagcaga
gocatcgaaa
ctattagget
ttecatgtttg
atgagggett
acagtttaaa
ctaagtttgg
ggcataccgt
gcttagegea
gggaaacacc
ctggtgggaa
tacttgacag
atcattatta
acgactttta

tgtcacgcectt
gacaacctga
gttatttata
tatactgaaa
gocggetett

tttttactet
agcacagcat
aaaggtttgg
taaaaatttt
cgatgacctc
tocatttttet
caatctaate

acaggtccat
cegttgeaaa
aaccagooca
actaacacca
tttatttecg
tetgagtgty
cgetgtettg
ttcgttgaaa
ttgtcttgtt
gtctctctat
cgetttttgg
tactgctgat
caatatataa
gettacttte
acgacaactt

acattcacgc
agtctaggte
tttcaaattt
accttgettg
aag

tecagatttt
actaaatttc
aaaagaaaaa
tatcacgttt
ccattgatat
tgttotatta
taagttttaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
934

60

120
180
240
293

60

120
180
240
300
360
420
427
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<220>
<223> Codifica ORF de Sh ble (marcador de resistencia a Zeocina):

<400> 58

atggccaagt
gagttctgga
gtggtccggg
aacaccctgg
gtegtgtcca
ccgtggggge
gaggagceagyg

tgaccagtge
ccgacegget
acgacgtgac
cctgggtgtg
cgaacttccg
gggagttege
actga

cgtteccocggtg
cgggttectec
cctgttcatc
ggtgcgegge
ggacgcctec
cctgegegac

ctcacecgege
cgggacttceg
agegeggtcee
ctggacgage
gggccggoca
coggeeggea

gogacgtcoge
tggaggacga
aggaccaggt
tgtacgccga
tgaccgagat
actgecgtgca

cggagcggte
cttegecggt
ggtgcecggac
gtggtcggay
cggegagcag
cttegtggee

60

120
180
240
300
360
375

<210> 59

<211> 898

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regibn en la posicion 5’ de PpURAS

<400> 59

20

atcggecttt
aagttcateg
aacctetgag
atttttteta
tgggteotatt
actactatcet
accactattt
tttgctacce
gatttgcagg
actccaagect
agaattacga
atctgggtcc
caaatagggg
agtgttttte
ttgaagatgt

<210> 60

gttgatgcaa
tectagacat
tatgacagcet
cattggatte
tgtttggace
tecagagaat
accaatggat
aatcaagacg
tggattcctg
gcctocgttat
gttaggecttt
agacgatgtg
ctaataggga
gtgetecottt

cactogaggg

gttttacgtg
tacggaaagg
tggtggattg
accaatcaaa
ttettggaat
caaattgecat
aaatacagat
ctegtetttt
ggctatatca
ttccaagagt
ggtgtcactt
tatcaaaaga
aagaaaaatt

gtaatagtca

gtaccaaaaa

gatcatggac
gttetgeotee
tacccatggt
acaaattagt
atgetttgea
ttaccattca
tggtgatgee
ctgttctace
tgtatgatgt
tgaagaaata
ccaaattctg
caaattagag
ttggttcttt
tttttgacta
aggtttttgg

taaggagttt
totttttgga
atggetteoct
cgecatgget
tagatttttg
tttettattg
acctacactt
atattacatg
cactcattac
tcatttggaa
ggacaaagtc
tatttataaa
atcagagctg
ctgtteoagat
atgectgeagt

tatttggace
aactttttgg
gtgaatttet
ttttggettt
tteocacttgg
catgggatac
ttecattgtac
gecttgttetg
gttctgecate
catcactaca
tttgggactt
gttatgtaag
gctogegege
tgaaatcaca
ggcttege

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
898

<211> 1060
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regibn en la posicion 3’ de PpURAS

<400> 60

136
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15

ggtcttttca acaaagctce attagtgagt cagectggetg aatcttatge acaggecatc 60
attaacagca acctggagat agacgttgta tttggaccag cttataaagg tattecctttg 120
gctgetatta cegtgttgaa gttgtacgag ctcggeggeca aaaaatacga aaatgtcgga 180
tatgcgttca atagaaaaga aaagaaagac cacggagaag gtggaagcat cgttggagaa 240
agtctaaaga ataaaagagt actgattatc gatgatgtga tgactgcagg tactgectate 300
aacgaagcat ttgctataat tggagctgaa ggtgggagag ttgaaggtag tattattgee 360
ctagatagaa tggagactac aggagatgac tcaaatacca gtgctaccca ggetgttagt 420
cagagatatg gtacccetgt cttgagtata gtgacattgg accatattgt ggecccatttg 480
ggcegaaactt tcacageaga cgagaaatcet caaatggaaa cgtatagaaa aaagtatttg 540
cccaaataag tatgaatetg ctteogaatga atgaattaat ccaattatet tetcaccatt 600
attttottet gttteggage tttgggeacg geggegggtg gtgegggete aggttcecett 660
tcataaacag atttagtact tggatgetta atagtgaatg gegaatgcaa aggaacaatt 720
tcgttcatet ttaacccttt cacteggggt acacgttetg gaatgtacce geccectgbtge 780
aactcaggtg gaccgggcaa ttettgaact ttctgtaacg ttgttggatg ttcaaccaga 840
aattgtccta ccaactgtat tagtttecctt ttggtettat attgttcate gagatactte %00
ccactctcect tgatagecac tctcactctt cectggattac caaaatcttg aggatgagtce 960
ttttcagget ccaggatgca aggtatatcec aagtacctge aagcatctaa tattghbettt 1020
geccagggggt tetccacace atactcettt tggegeatge 1060
<210> 61
<211> 957
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Codifica marcador auxotrofico de PpURAS
<400> 61
tctagaggga cttatetggg tccagacgat gtgtatcaaa agacaaatta gagtatttat 60
aaagttatgt aagcaaatag gggctaatag ggaaagaaaa attttggttc tttatcagag 120
ctggctegeg cgecagtghttt tteghbgctece tttgtaatag tcatttttga ctactgttca 180
gattgaaatc acattgaaga tgtcactgga ggggtaccaa aaaaggtttt tggatgctge 240
agtggcttcg caggeccttga agtttggaac tttcaccttg aaaagtggaa gacaghtctce 300
atacttettt aacatgggte ttttcaacaa agctccatta gtgagtcage tggectgaatc 360
ttatgctcag gecatcatta acagecaacct ggagatagac gttgtatttg gaccagetta 420
taaaggtatt cectttggetg ctattacegt gttgaagttg tacgagetgg geggcaaaaa 480
atacgaaaat gteggatatg cgttcaatag aaaagaaaag aaagaccacg gagaaggtgg 540
aagcategtt ggagaaagte taaagaataa aagagtactg attatcgatg atgtgatgac 600
tgecaggtact getatcaacg aageatttge tataattgga getgaaggtg ggagagttga 660
aggttgtatt attgecetag atagaatgga gactacagga gatgactcaa ataccagtge 720
taccecagget gttagtcaga gatatggtac cectgtettg agtatagtga cattggacca 780
tattgtggece catttgggeg aaactttcac agcagacgag aaatctcaaa tggaaacgta 840
tagaaaaaag tatttgceccca aataagtatg aatctgettc gaatgaatga attaatccaa %00
ttatcttctec accattattt tettetgttt cggagetttg ggcacggegg cggatcce 857
<210> 62
<211> 709
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Parte del gen Ec lacZ

<400> 62

137



10

15

cotgeactgg
tgtegeteoca
cgggcaacte
cgggcacate
cgeogogtoec
gggtaataag
cgataaaaaa
cgacattggc
ggcggcgggce
tgatgocggtg
cagccggaaa
agtggogagce

atggtggege
caaggtaaac
tggetcacag
agocgectgge
cacgccatce
cgttggecaat
caactgctga
gtaagtgaag
cattaccagg
ctgattacga
acctaccgga
gatacaccge

ES 2589 655 T3

tggatggtaa
agttgattga
tacgegtagt
agcagtggeyg
cgeatotgac
ttaaccgececa
cgeocgetgeg
cgacccgeat
ccgaagcagc
cogctcacge
ttgatggtag
atcocggegeqg

geogotggea
actgecctgaa
gcaaccgaac
tetggeggaa
caccagoegaa
gtcaggecttt
cgatcagtte
tgaccctaac
gttgttgcag
gtggcagcat
tggtcaaatg
gattggoetg

ageggtgaag
ctacegeage
gogaccogeat
aacctecagtg
atggattttt
ctttcacaga
acccgtgecac
gcectgggteg
tgcacggcag
caggggaaaa
gogattaceg
aactgccag

tgeoetetgga
cggagagege
ggtcagaage
tgacgetcece
gcatcgaget
tgtggattgg
cgetggataa
aacgctggaa
atacacttge
ccttatttat
ttgatgttga

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
709

<210> 63
<211> 222
<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 63

Met
Ser
Ser
Ser
Glu

65
Ala

Asn
Gly
Ile
Ile
145
Asp
Ala

Asp

Ser

<210> 64
<211> 2875
<212> ADN

Ser
Gln
Pro
Gln
50

Ile

Ile

Val
Gly
Asp
130
Ile
Arg
Val
His

Gln
210

Len
Ala
Tyr
35

Len

Asp

Thr

Gly
Ser
115
Asp
Gly
Met
Ser
Ile

185
Met

Glu
Leu
20

Phe
Ala
vVal

Val

Tyr
100
Ile
Val
Ala
Glu
Gln
180
Val

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
Lys
Phe
Glu
Val

Leu
85

Ala
Val
Met
Glu
Thr
165
Arg
Ala

Thr

Tyr
Phe
Asn
Ser
Phe

70
Lys

Phe
Gly
Thr
Gly
150
Thr
Tyr
His

Tyr

Gln
Gly
Met
Tyr
55

Gly

Leu

Asn
Glu
Ala
135
Gly
Gly
Gly

Len

Arg
215

<223> Regiodn en la posicién 5’ de PpOCH1

Lys
Thr
Gly
40

Ala

Pro

Tyr

Ser
120
Gly
Arg
Asp
Thr
Gly

200
Lys

138

Arg
Phe
25

Leu
Gln
Ala

Glu

Lys
105
Leu
Thr
Val
Asp
Pro
185
Glu

Lys

Phe
10

Thr
Phe
Ala

Tyr

Leu
90

Glu
Lys
Ala
Glu
Ser
170
Val

Thr

Tyr

Leu
Leun
Asn
Ile
Lys

75
Gly

Lys
Asn
Ile
Gly
155
Asn
Leu

Phe

Len

Asp
Lys
Lys
Ile
&0

Gly

Gly

Lys
Lys
Asn
140
Cys
Thr
Ser

Thr

Pro
220

Ala
Ser
Ala
45

Asn

Ile

Lys

Asp
Arg
125
Glu
Ile
Ser
Ile
Ala

205
Lys

Ala
Gly
30

Pro
Ser
Pro
Lys
His
110
Val
Ala
Ile
Ala
Val
180

Asp

Glx

Val
15

Arg
Leu
Asn

Len

Tyr
95

Gly
Leu
Phe
Ala
Thr
175

Thr

Glu

Ala
Gln
Val
Leu
Ala

80
Glu

Glu
Ile
Ala
Leu
160
Gln

Len

Lys



10

<400> 64

aaaacctttt
acagatacte
gtgtcotacaa
gegatacaaa
tgttggttgg
agacactectg
gtttgatgag
tgagaatatg
ggtggtacaa
atgcttcaag
cacgtcgcaa
ggagtcaata
gaggctcage
taaagtatte
tgcgaacata
accattttea
tgtaacagce
tgctaacata
acgatcatgg
ttgaactgtg
gtaaaaactg
aaagtttcce
gaagaccctg
agtttcaaat
aaccccaget
gatcaataac
tctcaacagyg
ctgectgaca
agcagtctga
tcctgetact
gaccttgggy
agaaacagac
tattggettt
atagagaaga
acggagaagt
tggtagggat
tctetgttca
gggtggatag

actactgggt
agaagctaaa
tgaaaatact
ataagcetge
tocctggaaca
attaccacgce
cocatggegaa
attacttcta
aacaattatc
agactttgga

ttectattea
catacttcota
goatttetta
cttaaattaa
ataaatcaat
atgtcaataa
gcttacecttce
ggtgatgaat
ttatacggag
gatgtacgtc
caatcceccaa
ttgataacac
gtgctaacag
gottagatte
gggacaactt
acatatattt
ccaacttgea
coagcagoac
gaggaattag
taacctttta
actccagecat
aaccttgceca
cgtactatgce
gccaaacgga
aatgagccgg
gttctaatect
gtagccgaat
gcoccttaaaga
aaaagaatct
ccgeccageta
ttatttaget
acagagegtt
atttgtttgt
coctaatattt
aatgagaaga
gcaatacaag
attcacattt
atggcagaaa

ggtgtaagga
accggctaag
ctgetgettt
cttttetgtt
tteoteotateg
gacttatatt
ggcagatgge
catggetata
atctcoccaaaa
agctccttca

<210> 65

<211> 997

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2589 655 T3

aacacaaggc
ataatgtgat
ttetgattgg
ataatccgaa
accgattaaa
tecatttgett
aattgcagat
ctggtettct
atcaggcaat
tagtaggage
gaaatgaaat
cactggcaga
cacgattgac
ccaacctteg
ttataaatce
gtgaagcagt
tacgcoettet
cgoccegeggt
ttttgacegt
aatgacggga
atggaatcat
aagtgtctaa
ccaaaaactt
cacggattag
ccagtaaccyg
gttcataaca
gaccctgata
goccgctaaa
tcactectgte
ctcectgaata
tcaagggcaa
ctgagteoectg
ccattteata
tttgtteatg
getggtaate
gttgtettgg
ttcagcgaga
tgctcgecaat

ttacataget
taactaggga
ttcagttget
ttcacttata
cteteotteco
cagtteccaca
agtttgetet
ttegeogttt
atagactatg
cagttgagtc

<223> Region en la posicion 3' de PpOCH1

attgettcaa
agacgaatac
ggatattcta
tctagaaaat
tggattetat
gcaacaacaa
aaactcattg
ccactcaget
agtgaaattg
cgtgggaaga
aagtgaaaac
goggttegta
aagaagactc
ttttattett
aattgtcaaa
acgcaatatce
aatgacctca
cagctgegec
caggtcttca
tctaaatacg
tccaaagatt
tgectgtgact
tccteccacga
gtccaatggg
tecttggaget
tacaaatttt
tagacctgeg
agacccggaa
tagtggagca
gatcacatac
tttttgggac
gtgctectga
ggettggggt
gcaaategeqg
tggggtaaaa
agtttacatt
atcggattga
caccgcgaaa

agtccaatgg
agaatgatca
ttttececectge
tgagtteoege
aagttgegeco
atttccagtg
actataatece
ctgtecatttg
atccattgac
caggcacegh

139

cacgtgtgeg
aaagatgtte
gttacagecac
gaacttttgg
toccaatgaga
accecgtceate
ctgtccactg
aacatggctg
ttgaatatgg
ttgctggecag
gtaacgtcaa
cgtogttttg
tocgagtgaca
togtagacaa
ccaacgtaaa
gataaatact
aatggataag
cacacatata
agagttttga
tcatggatga
gtaggagcga
tgaaatctgg
gccctattaa
taagtgaaaa
gtttcataag
atggctgecat
acaccatcat
aaccgagaga
attaatgtect
tgcaaagact
attttggaca
cgtaggecta
aatagataga
ggttegeggt
gggttcaaaa
gaccagatga
cggagaaatg
gaaagacttt

agtceogttgg
gactttgatt
aacctatcat
cgagacttece
ccotggeact
ttegtageaa
tcacaatcca
cgttttgtac
geteogatea
agaagataat

tatccttaac

actcetgtgtt
taaacaactg
atggtececgece
gagtaatcca
taatcaaagg
ctgtattatg
tttgggcaaa
ctactggacg
aaccagttgg
agacagcaat
gagccgatat
gtaggttgag
agaagctgea
accctetgge
caccgttgtt
cegeagettg
aaggcaatct
actcttctte
gatcatgtgt
acccacgata
gttcctegtt
cttctectatg
acacagagca
agtcattagg
agggaaaaat
acccatagat
actctggatt
tagcggcact
gcttgtcocgat
caggagacte
gaacaggaat
tgacagagaa
cgggtcacac
gaaggtogece
tttggetttt
gcggggtgty
atggaataga

aaaggtaaga
tgatgaggtc
tttcectttte
ccaaattote
goctagtaat
atatcatcag
cocagaaggt
ggacccteoac
cttgatttga
cttcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2875
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<400> 65

aaagctagag
gtececgteate
acggtecatcc
caagaaccga
ctooecococa
aaccccatat
gggctactte
caagatcgtt
caagtctatt
cttcatctac
caagaacgtc
tgtcacttet
tteotaaacca
tecttgacttt
cgctcagecac
ttcocgectcaa
tgaaaacggg

taaaatagat
atagaatatc
aacatctegt
tgaagaaaaa
acaccaatca
aaaaacatcce
acgaagtetg
ccagacctge
gatgaagata
cagtgttttg
gacttggctec
gccagcacag
gacgctogta
gttaggagaa
atgaaaaacc
cttgattggg
aactacatca

ES 2589 655 T3

atagcgagat
atggactgta
tgacagatct
aacaacagta
tcaaagagat
tggtagataa
accggtetca
ctecctetggt
ccctaaagca
tgcacaagac
aagatttgat
ctgeagetge
ctagcaaaat
atcctaaacg
atacgaatca
tttatgatat
aggtacaagg

<210> 66

<211> 870

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regidn en la posicion 5’ de PpBMT2

<400> 66

ggccgagegy
agagcaattt
caacaaattg
cggaatgaaa
goetgtgege
gttgttttec
ctgatactgt
gtetgtgatt
coctaaacgga
catggaggtc
ggatttgtet
ggagttcata
agataaagcc
ttecagtettt
tgaaggaaaqg

gcctagattt
ggcatttctg
ccgaggcaca
ccttectett
cttggtgtat
cttagectea
tggatgagaa
tggatceggag
ggcaaggatt
gactcctatg
tatcatggat
agagctcaga
ttgactgtaa
ctgoccegaac
gegaactete

tcactacaaa
agcgtagcag
acacggtatg
tcegettaaa
tgtttttgag
agcaaggttg
cacgactcaa
toctecottac
ctgectatga
tcaccaacat
tgttgaaagt
ttttggacat
aacaaaaggt
acgatgtgca
cagtaacatc

<210> 67

<211> 1733

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 3’ de PpBMT2

<400> 67

tagagaatga
tagttttttt
ctcocagtacge
acccaaacac
gtoggaacca
tgcotggtaac
gttgatcaac
agatggagtg
actgggggac
atctcttecee
caatagggcc
tgetgttgtt
acagttcact
aagaaacaca
ttctatecege
cgatccattg
ccttcca

tttcaaaact
gaggcttcat
ctgtgecactt
cgagaaagtg
ggcccaattt
gtcotatttea
cttectgetg
ttggaatgat
tgatctgeta
ctacgacaat
cacccocaaag
tgacgtttac
tgaaaaacac
ttacctggtt

140

ataccttctt
tttgtacata
gaaatceccotg
cacaacaaac
aacaccaaga
cogetoteocet
atgatcecteg
ttgtttttga
gttccaatat
attgacactt
cttcaagagt
gtegetacca
coccgaagaag
catcaactgt
cacagatttc
accaaccaac

acgoggattt
aagattgtat
atgtggctac
tgtcgcaatt
atcaggegec
toteoegette
ctetgtattg
aataatecttg
tcattgggaa
gcteccagtge
catgacttag
tocegecataa
tggtttacgt
agacgagtca

ctaagcgate
taatgattaa
actatcaaag
actttatett
agcaaaaact
tecatattet
aaatgggtgy
caggggatta
acagagactc
tcoccgaattga
ctgtggatca
acggectgte
atcgttttat
acactgagct
gtcgtaatct
ctcgaaaaga

attgtctcag
aggaccgtac
ttccctacaa
gaatgcaggt
ttttttettg
tatacecgtge
ccagtgtttt
geggaatote
gcttocaacga
taggatgtac
cttgegattt
aagacttaga
tttatggtag
tettttegge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
897

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
870



10

15

20

ccatatgatg
cttgtacact
tggtgttege
tcagaatgtg
ggaccgttat
cgaaagcatc
gaatgctteg
aagtcgttat
goeetetegtt
tgcatagaca
tactgetgga
aaaaaaaaaa
cagttttget
agaatactte
gtgcttccaa
agtttctett
ggtttcacac
aggttgccaa
gtgttggeta
ggttgactag
cggtteoceoec
ctgagtttca
tggaatgggg
tttactteat
gctetatgat
aacagcaatt
atcttggaac
agaactataa
ctccaaaatt

<210> 68
<211> 411
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicién 5’ de PpBMT1

<400> 68

ggtgtttget
tatttggact

agcttatccg
ttgtagaata
atgcatctat
gttaatttca
tatccacata
cttctacttg
ttatctagtg
ttgagctaga
accgttaccet
gagctgaaag
tegttaacaa
ccetgttgage
gagaagtaaa
cagccaaaag
ccttecatee
agcccagtct
cgtatgtate
actgaccgaa
actgactgag
ggaactaaat
acatagattg
tgeecogtega
aggattccaa
ggctgaacgt
tgcatttgtt
gatcatgaaa
gaaaactttc

ES 2 589 655 T3

cactegtatg
tttectaacgg
tgattgaacc
caatcaattc
gcagtgttaa
gtagaacgta
cgcagtggac
gacattgatg
cacagcectaa
tacgtaacte
cttatecattt
cgagatcate
gacaagatgt
acatgcaaac
attcttcececa
aagttgcteg
cgatttcaaa
gcaaaaacta
ggtacctcca
tceggtettt
gaagactgga
tctecacataa
ttgggaaggg

aagtgttcca
ggttteateqg

aactccaaac
atttactgtt
cagcctgaag
aagagactct

gatcaaaatt
tttttetggt
atcagaaata
tgagtctagt
ggtacataga
gttctattece
gtagcaaatt
gtcattacgt
tagcacttaa
agatcttgtt
cgctactgge
ccattttgte
ctttatcaaa
catatttatce
ctgcatcaac
ccgatcaccyg
gtcaaagtge
gttccaaatg
ttctggtatt
ccataacgga
agttggaatt
cattggaaga
tecatcggect
aagatgttgce
gctggtggat
caactgtgte
acatgattta
cgtatgttca
cttcagttct

ccatggttte
gatttgagaa
ctgcagectceg
ttgggtgggt
atgaaaatgt
ctacccaaat
tcactttgga
aatccacaaa
gtaagagcaa
cactcatggt
tegtgaaact
atcatacaaa
gaccegtttt
tcagatttea
ttccaagaaa
cggtaacaga
tgegttgaac
gcctattaat
tgctattgtt
gtggaaacct
tgaaaaatac
gtteaagttt
gtegtttgtt
attgaaactg
ggtgtattec
tecatateoge
cacagggctt
aattttcaag
attaggcctg

ttetgtacaa
gtecttattt
ttatctagtt
cttggcgacg
aggggttaat
aatttgccaa
ctgtgaccte
gaattggata
tggacaaatt
gtactcgaag
actggatgaa
ttecacgettyg
ttettettga
ctcaacttgg
cccgtagace
ggagtcagaa
caaggtttte
tcccataaaa
gtcgttggtyg
atcactggtt
aaacaaagcc
atatttteca
cttceocacgt
cttgcaatat
ggattggaca
ttaactacce
caagttttga
caaattgcgt
gtg

catatggtga
gctcgactat
acgtgctttc
ccattttteg
tcacattttt
gtaccatteg

cgtatggetyg

<210> 69

<211> 692
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posiciéon 3’ de PpBMT1

<400> 69

gagccgttet
tgaattaaga
ctgaggcgag
cccaggcaaa
ttttaggatc
tgaatcttaa
ggcgcagaaa

gcacaactag
tttcecggata
gtgttttata
ttattcgatt
cgagataaag
gagttecggtt
taaaattcag

atgttttcga
tcteccaatcet
tgcaagectgce
actgctgtca
tgaatacagg

agggggactc
gcgcagcagce

141

gcttecgeatt
cacaaaaact
caaaaatgga
taaagacagt
acagcttatc
tagttgaggg
acttatcgat

gtttcctgeca
tatgttgacc
aaacgaatgg
gttgcaaggc
tctatatcett
ttggcactea

g

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1733

60

120
180
240
300
360
411
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20

25

gaattcacag
aatttaaatt

atgecttecage
actacaaatt
cgtagcagga
acggtatgect
cgcttaaacg
tttttgaggg
caaggttggt
cgactcaact
cteoocttactt
goctatgatg

ttataaataa
tttgtctaat

cctatgeage
tcaaaactac
ggcttcataa
gtgcacttat
agaaagtgtg
cccaatttat
ctattteate
tectgetget
ggaatgataa
atctgctate

ES 2589 655 T3

aaacaaaaac
aaatgaatgt

tactaatgte
goggatttat
gattgtatag
gtggctactt
tcgcaattga
caggcgectt
toegettota
ctgtattgec
taatettgge
attgggaagc

<210> 70

<211> 546

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 5’ de PpBMT3

<400> 70

gatatctece tggggacaat
accggtacta atcggtctat
tgecatcattg ttcaacattg
ggaagacgat aagcctttgt
agtegttgece cteotacgttg
tcaaaaatgg gagaagetta
ggagaacctg ggttctaaga
tctaagtaaa tttcatagtt
gcatcaccct gtaaataatg
ctgttt

atgtgttgca
gttececegtaa
tggttecaatt

acaagagagqg
toteocaagac
gtgaagaaga
ggcetggactt
atgaaatttc
tgagecttttt

<210> 71

<211> 378

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 3’ de PpBMT3

<400> 71

acaaaacagt
tceccattttt
tgagagtact
atgattttgg
caatcccgat
attgegygtyg
caaacttttt

catgtacaga
cttgaaagac
caactgcagt
catgtettce
ggcagacgac
tteotgaaaca
tgotgage

actaacgecct
gaccaggaat
cttgataacg
gagctacgtg
aaagaaattt
atgtacaggce

<210> 72
<211> 1043

tcaaaaagtt
aattccaaga

aatctegect
tgtetcagag
gaccgtacca
ccctacaacy
atgecaggtge
ttttcttggt
tacegtgect
agtgttttgt
ggaatctcoce
tt

actgttegtt
ctcocatatteg
gtcocgaacatt
taacagacag
atactacatt
gaaagttgece
tttgttegag
tgcagcttag
tccttccatt

ttaagatgca
ctgtcecattt
gtgcatgtga
gtgccactce
gggtttcatt
caatgttaat

142

tgggctecac
ttatgtgatg

gcgageggge
agcaatttgg
acaaattgec
gaatgaaacc
ctgtgcgect
tgttttececct
gatactgttg
ctgtgatttg
taaacggagg

gttggtgece
gttagaacta

gotggtgett
ttaattggta
ctgagaaaca
tacttggaca
agttaaactg
tgtttactge
gocttggtatc

gaccactgaa
tgtttacteg
tgttctattt
tatgctcaat
cccaagaacyg
gotttttgtt

aaaataactt
caagcacagt

ctagatttte
catttetgag
gaggcacaac
ttecctettte
tggtgtattg
tagcctcaag
gatgagaaca
gateggagte
caaggattect

cagtcccecea
gaacaataag
atatctacag
tttetttggg
gatggaagac
gagctgagaa
cataattttt
atcgtttact
ttcecttgetg

aagaattggg
ttcaatccte
gagttaccac
cttectcagg
agaatatcag
agagaaggaa

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
692

60

120
180
240
300
360
420
480
540
546

60

120
180
240
300
360
378
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20

25

30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2589 655 T3

<223> Regidn en la posicion 5’ de PpBMT4

<400> 72

aagcttgttc
agetttetet
gatgacegtt
agggaaatta
ctecatatea
ttgetetgec
ttgctccaat
cttgaaagca

gtgggacgac
cacaaaattg
agegttgttg
ggggtatgeca
cagggaactt
attccatagt

ctgtgtaatc

accgttggga
actagetcag
gtattgeoetg
aaagggcata
gcactaactt
acctgtagte
actatgacgg
aattgectgte

tcaattgett
gtegttgggt
atgaaggaaa
attgcagtag
gggggttatt
gagaggtaac
cattgggact

tcagctgtct
actttgectta
cggttaacgt

aaaagccacg
tatctgtect
tgggtgaaaa

<210> 73

<211> 695

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

cttttcegtg
caataatcaa
tcactatage
ttgatgcaat
ccaagaagga
ctetcaaaac
aggcaattct
tcttgatgat

ctteocagete
catgtacatce
aggttggata
aagataattg
tataccattt
cgacggaaaa
aatcaacaga
tttcattaac
tcatctgeeca
gaa

<223> Regidn en la posicion 3’ de PpBMT4

<400> 73

acttcaagte
gggcaattte
ccectecatete
tcattagaac
ttgagttectt
tttgatgace
ceggecaaat
gaagatgatt
gaaatcatca
ttattgaaga
gaaacaaatce
ataatactca

geettgygggg
tgtcccaatt

agtatatttt
cagctacgac
tctaaaacga
ggaaatagat
tgggatcagg
ttacaaaagc
agccocagaat
cocattttea
cgtagacgaa
atttgtggce

<210> 74

<211> 937

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

tttgetagaa
actcacctaa
ccaagcagtt
cagagtcaag
ttgttgctac
aagagcggga
tgattggtgt
tgaagtatta
accgttatca
actacgataa
tacttttggg
actctatcat

gacaatgttg
tgcagcocca
caggggtagy
cactcccaat
ccocttocaag
gtcaccttgt
gtcaaaattc
ggagactttt

ctotteggtt
aaaccattet
cggtttgteg
gacagccatt
taccccacaa
agacgggcce
cgattggecaa
tttggtcgga
cagggcaagt

actagatgag
aaagcatgac
tegtttttge
taggggtgag
aggaagcgcc
gttgatatta
gactaaacca
caagtccega
gcagattgat
tgaagatgtg
gtacaataga
taatg

<223> Regibn en la posicion 5’ de PpPNO1 y PpMNN4
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actactccag
ggegecegtt
gtccataaag
ggctetettg
toctgacgtga
gcatcagcaa
tctctcageca
ttccaagatt

gattgaggaa
gtagatttag
gteoteotttgg
gttgaaggta
ataacaactg
atgttctggg
tataatgaaa
cacaacattt
ggatttcett

gtecaggcocet
aattatttag

atccatatct
ctcagtcatc
ctagggaact
gagaggctgt
ttgtgtactt
agtgttagag
aaactecttgg
agagacggceg
gaaagtgaat

gagggattce
ctgatggett
gaatcatage
ccattgaagt
tagagcacge
agactttace
attcaaccaa
gaaatgcaat

cttttgaaac
attcgacgaa
tatggoeggt
gagaaaaggt
aaaagtaccc
accaatagaa
tagttcgttg
tctactgttg
ctogeogeggce

cttatggttg
cgaaataggt
ctcaaatgag
ageecttegtt
ttcgecacttt
ccaaagtaca
ggacactcta
gattcotateg
aaagcggtat
accctetgaa

caagggaggt

60

120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1043

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
695



<400> 74

tocattetata
gagttagcta
agagcacctg
acagaaatag
ataaccccaa
actatcgatt
ggtgacactt
agggagtggg
caaatgttta
gattacaaat
caacggtcaa
ttaccagcaa
gtttagtaat
aaaaaaaaca
tgectgaaac
gtttaggcge

tgttcaagaa
gcatacaaga
ttgaggectga
gaggggatgc
gcgctaataa
ttcaaccaga
gtaagttttt
aaaatgtcca
atgaagatga
cacccgtgaa
gaagaaaacc
agaagttgte
tgcattgegt
cgaagcegeaa
tgttttttaa
agtttaatca

ES 2589 655 T3

aagggtagtyg
taatgaagga
tgataaaget
accacgagaa
gccaatgtca
tgtttgcaag
gcacctgagg
aaagaagaag
gctcaaagat
aactteottge
aaattgtatt
cocaattteotg
tgactattga
taggageggt
gotecatcaag
tagcccactg

aaaggaaaga
tcaatagegg
ccaattacat
gagcattcag
aagtcggeta
gactacaaac
gatgatttca
cataatactc
atcccgttta
aatcattatt
atatgtggea
gctaagatac
ttgecattgat
tgcatattag
cataattgta
ctaagecc

aaaggcatat
tagttaaagt
tgccacagag
tgaacaactt
ctaacattaa
agacaggtta
aacagggatg
tcaaaggggt
aatgcattat
tttgegaaca
gagacacttt
ataataatga
gtegtgtgat
toceocaaage
tgcattgega

aggcgaggga
gcacaagaaa
aaacacagta
tgccaaatte
tagtacaaca
ctgeggatat
gaaattagat
taaggagatc
atgcaaagga
atgtttectg
aggagttget
aagtaataaa
actttecaceg
tatttaattg
cgtaaccaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
937

<210> 75

<211> 1906

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regién en la posicion 3' de PpPNO1 y PpMNN4

<400> 75

144



10

cggaggaatyg
tgaaaacgat
attgttttaa
atacaaaaga
gcattcatgg
aatcatgecac
aaattgcgta
aaccttgegt
attttgatce
gagccttttt
aagacgtggy
cgtatttaca
aagtcecttet
caaacagtag
gatttgaate
ttgaaaaccg
tecattaaaa
aaaatagata
accegtatga
aatataaatt
gtgctcaaag
ttgtacggag
gagctggagt
cttggecatgg
tacaataaac
ttgtegttat
tetgotttaa
tteoteocaagg
tcaacagect
agttccttta
tctttacgea
cctgaagaag

<210> 76
<211> 1128
<212> ADN

caaataataa
ataatgaatc
cactcattgg
tgacattgaa
ctacatagtt
ttatatttge
tagegtgtet
attccttget
ttccegagtt
tggaggaaac
attgectttac
acagtgcggt
tgtatgaage
atttattaat
cttataaatt
gtacaagact
aggatcttag
cocoggaatt
atgaaacgtt
attggatact
agaatgcagt
gatcaaccac
tgtacgggca
gtcaacaggg
acaaataaaqg
cagcagcgac
gotteteatt
tocatttote
totttaatat
ttecgtggtt
tcttatgeeca
ccgcactaga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region en

<400> 76

ES 2589 655 T3

tetcottaat
atttggattt
aagcetgtatt
taagcacegg
gttaaaggge
ccatecteotgt
ccagttgaac
tcaggaaaca
agcattgact
aaccaaggga
tttaatagga
acttgtatcg
tgatgaacat
tgaaggaaag
tgaagctcoca
cattttgtge
tgatatagag
tgacgttaat
ggaaacaatt
aaggtttttt
tgcagtctta
gattctaaac
gactaatagt
aattctagta
aatacaagcce
ctttttecaa
ggaattgget
gatgttgttg
ctgageccttg
tatattttet
ttcttcagaa
agaagcagtg

la posiciéon 5° de PpMNN4L1

tacccactga
tataataaac
gattctaaga
cttttttgat
ttetteocatt
totecteacte
cccaagcttg
ttcaaggaga
ggctacaatt
gctagtacecc
tacccagaaa
cctcagggaa
tggggatgtt
actgtaaaga
ttecacagact
ccaatggeocet
aaaagcagac
tacgaattga
gactttgagec
cocctttetga
tgcaaccgag
ttcaatggta
ctcaacccca
cgagacattg
tgacaaaaat
tgetecaattt
aactegttga
ttttegtttt
ttegagteocce
ctteotacgec
ccagtggectg
gcattgttga
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taagcetcaag
cotgacagtt
agctagaaat
tagcatatac
atcagtataa
ttgeetgggt
gogagtttga
aacaggtcaa
ttcaaagececa
aatgggctca
aaagtttaga
aagtaatgaa
cggaatette
catcatttgg
togagtteoag
ggttgteceocce
ttcaaaagtt
aaaaagatga
cttcaaaacc
ctcatgtcta
ttggcattga
agttagecatc
gtgtggaagt
aattaacata
tcacaaatta
cacgatatge
ctgettggte
cotttaatet
ctgttggeaa
tttotactte
gcttaaccga
ctatgg

agacgeggtt
tttecactgt
caatacggece
cttaaagecat
tgaattacat
atattectatg
agagaatgct
gaagccaaac
gcagcggata
aaaagtatce
gagccctece
caactacaga
tgatgggttt
aatttgeatg
tggecattge
tetategect
ctaccttgaa
agtattgecce
ggactactct
taaacgagat
gagtgatgtc
gacacaagag
attgggggee
atatacaata
ttgectagac
cttttetage
agtgatgagt
cttgatataa
cagageggeco
tttgtgatte
atagccagag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1906



10

15

20

gatctggecca
ggagacgatg
aaaaaagtca
gcaggeggtc
aacggegtca
cgatccteta
aatggtgtgy
gatgttaggy
gatttceocacg
cattecttacg
caaagactte
gtggacactg
tccgactagt
ttggtacgca
cagttctata
attgtttatg
ggtctcaaaa

ggttggaaaa
ctcattgcta

ttgtgaaact
tttcectacaa
tcgaccttga
tgaaagtgtt
ggttagtata
attactcteca
gttttgecte
agtaccagtce
gtcttaaaca
acggtgagtt
aacgagtgac
aaggagaaca
caggcaagag
taattgcagt
tagcacataa
ttgtgtgect
cctctaccaa
aaattgtcat
aatcatttac

ES 2589 655 T3

tgacactaaa
cgagtacgat
caccttggat
caagtacgga
ctggaacgaa
aaagcttgga
agctggagac
attcactgaa
ggagacttet
caaacagttt
caatgtagaa
cgaattgagt
agagecectca
ataaagaact
tettgettgt
tgcatgaaat
ttccattget
tccagctaga
tecttgactte

<210> 77

<211> 1231

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 3' de PpMNN4L1

<400> 77

gcatgtcaaa
atcatecttta
agtaatcttt
tgctccacceca
gctgocogecy
tccaatgecee
attgggette
gatacctega
ggacgcegtea
actggecacga
gtacttggac
tetttacgaa
gcttcaaggt
gttecttgect
ccaaatcggt
cttgaaagta
gatggttaga
gactttttte
cagttctcac
ggatccatac
cgtegeatcea

cttgaacaca
ataatcattg
tggaaatatc
agctacttag
attgttecttt
gtatcctttc
ttetatcegt
tttttttgge
tctatgataa
agtaagtcotg
tatgetaaac
ttategacca
ggtgcaaatg
gaagattccc
aacaaaaggg
aagctgtttg
gaacttaacg
atgtacgtat
aatccattgg
aatgtaaatc
tggctactga

acgactagat
aggtttacce
atcaaagcectyg
agactgttct
tttgtgtttt
tgagttgtce
gtattaattt
tectatttac
ctaggetete
caacgaggog
aaaaggatct
agaccttect
ataaaggtat
ttgagcaaca
ggaagcatat
ttcaatgtaa
ggacatactc
cgcccaccaa
ttttecatgea
attacgagag
aaggccttaa

<210> 78

<211> 1815

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

gacaaaactc
ccctecattga
aaaagggctg
tctactacca
ggaaagttge
ggaaacagca
tocaggogeat
aagctaggtg
actacagggc
ggtttgtteca
tggtgtgtag
gatttggaac
aatttacctc
tgctgocage
atgtatgaaa
ctctegttag
gtacaacaat
gatcacacga
gacccagaaa

agttgttttt
ttatagttec
gtgccaatct
aggtctgaag
tecttetggaa
gacacattgt
tgggttaagt
ctgacataat
ctttgttcaa
gottttgeoaa
gtcaaacatt
agacgaacat
agatattaga
ggcttcaata
aaaaccttta
agcatacgaa
cagctgcatc
cctttcaaag
acttgaaaaa
ggegaggttyg
c
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ttagagtttc
tcatgagcaa
gaggaggtgg
aatatacatc
aaagctccaa
acgcecgaatc
ggatteottte
aagctacgat
ttggggtagt
ctecaatgac
cgggttgega
aactgcatat
tctgeccecte
cagtaatctt
tttaccgegt
ccctatectt
atgaggcgge
cttcatcacg
agttecgec

tctatataaa
gtattttegt
tcttgtttga
caacttcgaa
gaggggcatc
cctteocgaaga
toctegtttg
attectactat

aggggacgtc
cagaacgata

tcaaceogtgt
ttcaacatat
tgtgtttggg
gccaagttag
ctattgcgac
acgaaggagyg
ccatattacg
caagctaggt
acccaacteca
aaaagtttcc

caatcactta
tttgtatgtyg
aaccacctgt
tggtaacctg
atttgtggtt
aattgacaac
caagctacaa
gagcatttte
tggtatgatt
atctatteta
agatggggat

gcatagtgat
ctcactcctt

atttcatacg
tttagttgaa
acatttaact
attactgtag
cttattgectc

acgaaacgtt
ttoccaaactt
agtttcaaac
cacagagaca
atcttgtatg
gtttecctgac
catagcagtg
aatccaactt
tteocataatce
gtgteogttte
ttcaaggcac
ccaggetact
acctaaaaca
agaagcagta
aaaatccate
tagatcctaa
atcgectggaa
atgattttga
aacttecatgg
attgcaatca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1128

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1231



ES 2589 655 T3

<223> locus de integracion del gen PpTRP2

<400> 78

taatggccaa
cttttececete
tcttectgaca
catcttgcaa
tocctttetgyg
ctttaccecea
aagcttacca
ggtgacaccg
gggectttag
accagacaag
tegtacgatt
caacttccgg
caaagattce
cttgagaaat
aataaaactg
aatattggtc
ggagacatct
ttcaacatct
tatctagact
aacaaaatca
gacgacaatt
ctggtagatt
gatecgtttat
ggaacattga
accgtetecg

aagagaggtyg
acatgtattg
ggtggaattyg
agatccaaca
gacgagaatce
ttatggtttg

acggtttctc
ttcgeogaaag
gatcatcacc
cagattattt
atattgtgaa
tttacaagtt
acagttcaga
ttgacaggta
agggtgetga
cgcaacttec
gtattaagta
aagcagcttt
aggtaattgg
attataagac
ttccctacta
aggaagggta
tocaagetgt
atcgtecattt
tccaagttgt
tcacacatcc
atgctaagca
tggccagaaa
tgactgtgga
gaccaaacaa
gtgcteegaa

tttatgeggg
ccttaagaac
tctacgattc
ataacaccat
aaagtgaatc
gocat

aattactata
ctcaagggca
cttgagccca
tggaacgcaa
gaatgatcge
catccaatca
aactcccagt
cacctttatg
agttgacccce
tggtattect
ctttgaacca
gatgttgtte
aaacgtttct
aagagaagaa
tgaacagaaa
tgaaaaccat
tecectetcaa
gagaactgte
tggtgecttca
tattgctgga
attgaagtcg
tgatattaac
gagattttct
gactogette

ggtaagagca

ggcegtagga
aatggtcgte
tgacccctat
cttggagget
cgaagaaaac

tactactaac
tcttettgac
actctctage
ctaacaaagc
caaagtcaca
gacttcttaa
cocaagtttet
ggacatteccc
ttggtgette
cgtctaagtg
aaaactgaaa
gacacgatcg
ctatccgttg
gtggaaaaga
gatattattc
gttecgcaage
agggtagcca
aatccttcte
cctgaattac
actctteccca
tctttgaaag
cgtgtgtgtyg
catgtgatgec
gatgetttea
atgcaactca

cactggtcgt
aaggacggtyg
gacgagtaca
gagaaaatct
gatcaatgaa

catttacctg
tcatgaaaaa
ctatgagtgt
agatacaccc
gtcctgagac
cgecteoatet
tgettgaaag
ccagaaaaat
tggaaaaaga
gtggtgcecat
gaaaactgaa
tggcttttga
atgactcgga
tcagtaaagt
aaggccaaac
tgaaagaaca
ggccgacete
catacatgtt
tagttaaatc
gaggtaaaac
acagggccga
agcccaccag
atcttgtgtc
gatccatttt
taggagaatt

acgatggaaa
tcgettacet
tcgaaaccat
ggaccgatag

cggaggacgt

tagcgtattt
tatctggatt
aagtgatagt
ttcagcagaa
agttcctaat
ggcttatate
tgcgaagaat
aatcaagact
actgaagggce
aggatacatc
agatgttttg
caatgtttat
cgaagetatt
ggtatttgac
gttcacctct
tattctgaaa
attgcaccct
ctatattgac
cgacaacaac
tatcgaagag
gcacgtcatg
taccacggtt
agaagtcagt
cocageagga
ggaaggagaa

atcgatggac
tcaagccgga
gaacaaaatg
gttggccaga
aagtaggaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
1620
1680
1740
1800
1815

<210> 79

<211> 1373

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 5’ de PpARG1

<400> 79

147



gatctggect
gaaatgaagt
atcgaaacca
cccaaagact
gagctgactt
ttgteotagtg
atcctagaag
ataacttgtg
agcatttecat
aggaactatt
tgcegaacttt
tattcaaaga
ggtgctgaca
attcatagat
tacaacaagec
tctcaattaa
cttctctecta
cegegetaaa
gectgcaaag
agtagectagt
tttgtttgge
agoccgeacag
gaaaaaagct

tccctgaatt
ttcaacctaa
atgaaaaagt
tgaatctttc
ttcaaatgaa
acacaggatc
toggggeate
aaggaacatg
tagcacctat
ctattgtate
ccaaaaatgg
aaatgaaatg
atgcactgtt
tggtagatga
gagtactgga
gagagaaact
tctgegtttc
cgceataccaa
ttagattecac
gatagccact
toctttttet
attatcgoce
caccctttte

ES 2589 655 T3

tttacgtecca
agttttggtt
agaactggaa
taaagtctat
tctcaataat
aattatagta
cgtetgtgte
ctttteatgg
agtcaattca
tgoegaagga
cgoteocaatt
ctggatccat
tgagtgtgtyg
gttcttcecat
ggacctttca
tgacaaactc
tttttttttt
ttgeccaaate
acagtaagag
geggttotge
tgacgtttte
aaaattgaca
cagcgtagaa

gctatacgat
gtacttgectc
tcgtcaateg
tctagtgaca
gcaatatcaa
gtgtetteotg
ttaagateogt
aatttaaaga
cacatgectag
gacaacaatc
gtggetetta
ttgattgatt
gaagcgctag
gaaaacactg
aattcacttg
tatggtgatg
tttttttttt
aggcaattgt
agatcctact
tttatgetat
cgttggaggy
aaatcttotg
agtatatatc

cogttgtgac
cacctaccac
aaattcgcaa
ctaatggcaa
catcagacaa
caggaagaat
acaacgaaca
agcaagaatg
ttaagaaagt
cgttacccoca
gcacgaaaga
cgaaatactt
aaggtccaat
ccggtaaaaa
aagaactagg
aggttgaggc
tttttttcag
gagacagtgyg
cataaatgag
ttgttgtatg
acteoceccotatt
gogaaaaaaq
agtcattgaa

tgtatttecct
ggaaactaat
ccaagtggaa
cagaagattt
tcaatgggct
aactteccoceceg
ccettttggea
tgttcotaaac
tggagatgcea
gattoctagac
catctactet
tgaattgttg
tggaatgcta
actcaaactt
tgaaaatgcyg
ttcttgacct
ttgagccaga
taaaaaagat
gegettattt
ccttactate
ctgagtcatg
tataaaagga
gac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1373

<210> 80

<211> 1470

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicién 3’ de PpARG1

<400> 80
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10

gggactttaa
acaaaaagta
cagcgctgaa
cgtttcecgea
tgaaatggta
tattaatgtg
gagaaacagc
cttcatgagg
egggagagag
aaaagtcgaa
attcctecata
atgtgatatg
agaaatagcc
aggaggatcc
cgtgaatatc
tcagcaaatc

agcttttgac
atatttctga
cttttaggag
cgoettttaat
gettotgagg
aagtgtgttg
cacactttet
atgatacgee
ccetgttatece

ctcaagtaaa
ttogtttett
tatcttgaag
acggtagcaa
tctgaagect
gttgaactca
ccaactgtcg
gacctecttge
accaccatgg
cacctggeaa
aaatccataa
ttgaggaaac
tetatcocaca
gggaaacccoa
tccgecatact
cttcaccegt

ttcttcaaac
gctgagatgt
tttgggattg
aagaacacct
tttgecgtta
tgetegaaga
toccctagaca
tagtcacgte
atggatggaa

ES 2589 655 T3

aggatagttg
tgattcttaa
ttaacatcga
taattaggag
tccatgaceca
cgtgctactc
acttcatctg
goctoggetga
atacataata
cagtacttecc
acctgagtga
ttaattttta
tagtetecta
ccactaatet
gtcactggac
tcgcaaagat

cactgatctg
aaaaaaaaat
ataccccaaa
atctatagta
tteotgggata
cgattgeocag
gtegatgeat
gactgagatt
tggecotgata

<210> 81

<211> 1854

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcador auxotréfico de PpPARG1

<400> 81

tacaattata
caggattcat
gctcatcate
cggaccacac
attgatggge
gagcaccgaa
ggtcagacca
gaactctgat
ttttacecate
agacagtggt
tetgtetgga
aaatcatgag
ggaagatata
tgaaaagtte
tctgecactgyg
gcttcatate

gtecctecttte
aataaaaatg
atgatcttta
ctttgtggte
gtagtgegeg
aagagtaagt
catcggattt
ttagataagce
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tatacgaaga
tttetgggtg
gacgttecatc
agtgacgaca
tctagecgatg
taaccagceca
aaccaagtca
ttgatctaac
aatgatggca
ggaaccatat
ttecatgattt
taacgtgaac
gttotgtttt
cagtagatceg
ctgtatattg
attttcactt

tggcatgatt
gggagtgaaa
tgagaattaa
ttgagtaatt
accaaacaac
cogtecotgec
aaacctgaaa
cocgateoet

ataaatcatt
tecatcaggta
acactagcca
tetttetett
agttgcaagt
gctccacgag
caaaatcctc
atgcgaatat
ctaagggtta
ttattgagac
ccocttacea
gtcoteocaacg
attccattag
tgaaattgge
gattcctecca
aaagccttge

aaggtctata
aagtgtgtag
aaggtagata
gagatgttca
cogocaggea
tcagatgtta
ctttgatgee
ttagtacatt

60

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1470



cagttgagcc
tggtaaaaaa
gaggegetta
atgeettact
attectgagte
aagtataaaa
gaagactatt
ggtttggata
tttttagceca
atcggtgecta
ttcccagecag
goccagaccag
gttgcccacg
gctctgaage
ttegetggta
actaaagcca
attctagaag
gaagatgcac
aaattagtte
aacgecattg
ggaatcaagt
atcgacttgg
accccaacct
gtcagaacta
tacaaaggta
accgaatctt
acaacacaag
ttgggacttt
ttacaaaaaqg
tacagegetg
cacgtttoceg

agaccgeget
gatgcctgea
tttagtaget
atctttgttt
atgagececgea
ggagaaaaaa
atttaaataa
cctecateat
acattggtca
ccaagtttat
tccaagttaa
tcattgeccaa
gttgtaccgg
ctgacgttgt
gaaatgactt
agccatggte
atccaaacac
cagacaagoc
tegagaacaa
ctagaagaaa
ccagaggttyg
aaggtcttac
actctaagtt
tgattcagee
atgtgtataa
ccatggatga
ccatcagaat
aactcaagta
tatteogttte
aatatcttga

caacggtage

ES 2589 655 T3

aaacgcatac
aagttagatt
agtgatagec
ggcteotttt
cagattateg
gotecacceott
cacaatgtet
coctagettgg
agaggaagac
cgtcagtgac
cgctatctac
ggcccaaata
aaagggtaac
ctgtatcgec
gotgaattac
tactgatgag
tactecteoca
agagttettt
aactgaggtce
cggtgttggt
ttatgaaact
cgttgaccgt
gttatacaac
ttctcaaaac
cctaggaaga
gttgaccgga
caagaagtac
aaaggatagt
tttgattett
agttaacatc
aataattagg

caattgccaa
cacacagtaa
actgeggtte
tettgacgtt
cccaaaattg
tteocagegta
aaaggaaaag
ttgttggage
tttgaggctyg
gttaggaagg
gagaacgtct
gaggttgcty
gatcaggtta
ccatggagag
getgotgaga
aacatggete
aaggacatgt
gacgtccact
accgatoegg
agaattgaca
ccaggtttga
gaagttagat
gggttgtact
accgtcaacg
tactctgaaa
ttccaceccte
ggagaaagtyg
tgtacaatta
aacaggattce
gagctcatea
agcggaccac

atcaggcaat
gagagatcct
tgetttatge
ttecgttgga
acaaaatott
gaaagtatat
tttgtttgge
agggatacga
ctagagagaa
aatttgttga
acttactggg
aacaagaagg
gatttgagect
acccagaatt
aggatattcc
acatcteott
ggaagctcac
ttgagaaggy
ttgagatctt
ttgtegagaa
ctctactgag
cgatcagaga
ttaccccaga
gtgttgttag
ccgagaaatt
aagaagctgg
tcagagagaa
tatatacgaa
attttetggg
togacgttea
acagtgacga

tgtgagacag
actcataaat
tatttgttgt
gggactcoect
ctggecgaaaa
atcagtcatt
ctacteccggt
agtegttgece
agctctgaag
ggaagttttg
tacctetttg
ttgttttget
ttccttttat
cttcgaaaga
agttgetecag
cgaggetggt
tgttgaccca
taagccagtt
tttgactget
cagattcatce
aaccactcac
cacttttgtt
aggtgagtac
agccaaggcc
gtacgatgct
aggatttatc
gggaaagttt
gaataaatca
tgtecatecagg
tecacactage
cate

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1854

<210> 82

<211> 1250

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 5’ de PpADE1

<400> 82

60

gagteggeoca
cttttaccaa
cgtaacttaa
ggttggcaga
aactttcacc

agagatgata
taatcgttta
tecatggttta
aacacttggg
gccccaatat

actgttacta
tgaatacgga
aatacteccac
cgetttgaag
actactectag

agcocttetecg
tatttttega
ttgaacgatt
agtataagag
gaaactcgaa

150

taattagtgg
cottatecag
cattattcag
tattaagecat
aaattcocttt

tattttgtaa
tgcocaaatea
aaaaaagtca
taaacatctg
ccatgtgtea

120
180
240
300
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15

20

tegettocaa
acggaatecct
acaacttget
gtattcctga
caccctacat
catcaaaact
aaaagcacag
ggaaagagta
aagagagcga
aacacgatga
agaaggtege
aggggatcat
tactagtaga
aagtgggtaa
acggattgaa
aaaagtatat

cacactttge
acctttaate
gttegtegea
taagggaaag
aaagaatcat
gtctgaagaa
actgatacct
caagaactca
cgectttceca
aaacatctet
tgtcaaggeg
tattgeotgat
tgaagtttta
atcgcaagaqg
tggcaaagaqg
tgaagcttat

ES 2589 655 T3

tgtatceotte
gccaaaggaa
actgaccgta
attttgacte
ttggttgett
aaatacaaat
ttggaagcca
aaaactgtce
actccgattt
attgaacaag
gtegagttgt
acgaaatteg
actccagatt
agttacgata
ggcegtageca
gaagcaatta

caagtatgte
aggttagaga
toteoegetta
agctctcagt
ctaatgacaa
ctcaattaga
ttgtcagagg
atggagtcaa
tcacaccttc
ctgeotgagat
attectgetge
aatttggact
ctteotagatt
agcagtttet
tggatgecaga
ctggcaagaa

<210> 83

<211> 882

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 3’ de PpADE1

<400> 83

atgattagta
catataaaat
aaccattoceg
aatttgttge
ggaaaacaga
aagagatatc
ttgtgaagta
aatactgtga
acatttcaga
gtcattatgg
gacgaaccca
aacccogacaa
tagcaaaaat
acatgtctec
ttgggtgegt

cecctectege
cctatttagg
tttategttg
cttggagete
tggaaagtgy
tcaagtgata
cctteatecac
tggtggagat
agaaaaaata
aactgattte
gaatcctteg
catcetttetg
tetggaccaa
tgaagtgctg
catgtatgag

ctttttcaga
taattagtaa
atttaaaatc
attggcaggy
ttegtecagaa
gotgagttea
gaacatattt
ctctccaage
tggagtattt
acggcettcoaa
tgggtagact
atgaacaatt
gaaaacgatt
ttggaccaac
ctatgtgecat

catctgaaat
acaatgatca
aataacgaat
ggtettttgg
aagaggtatc
gaattcettag
ctgagaataa
tgattcgaac
ttacgcaggt
aggagtttga
cgacaagagt
caaaccttgt
ttgecaaaac
cctactcace
tgaggcctce

<210> 84

<211> 909

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 5’ de MET16

<400> 84

151

cattgtgaac
catttatgca
cgatgtgatt
tttectggttt
ggaagtcttt
gggacgatcc
ttacatcact
ggttgaaaac
aacgaaagct
tgtaggtaaa
aaaaaaccote
ggacgaaaac
ttggaatcaa
cagagattgg
aattgectate
atgggcttga

ttccecttatt
taaagtgaaa
gaatgtcggt
ctecagtatgg
ctacatgaag
tgagttaage
aactgtcaat
acatagaagg
tttattageca
atecgetcaat
tattattecac
caaactggga
atacgteggt
attatgtgat
tt

actgatectgg
gtocgatgaga
atgacaaacg
gattttttgg
gctttactac
ttgatagtaa
ggaagtgcat
gagaacctte
gaacagggty
gacatttgtg
gecettttga
aatgaattgg
aagacttacce
ttgacggeca
aagagtaaag

cttccaatte
tcattcaagt
ctgagtagte
aaggttgaaa
atgaatgecca
catcccaaca
ttatacatgg
aacaaagagt
ttgtatcgtt
aaaggtaata
agggatataa
gattttggat
acgecegtatt
atatggtcte

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1250

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
882
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15

20

gggtgggeet
cgtaattatt

tctatgaaga
cocacctgete
cgtatttaaa
caaactcacg
cggggatggg
taatgttgtt
cacccaaatg
ttgtegecagg
ttcgaggatg
gatgctggaa
agggagttge
cattcaaatg

tttegacact
cgaaacggyg

ggtaatgtte
atacaaatte
atttgtgece
tttgagttece
gecccagetgt
cgtgtatata
aatgttcaaa
ggaaagacce
gatgagggtt
tgcactcata
ggatgaactt
aaaaaaaatt
cagcacgaaa
cotttaccet

catcgecaca

ES 2589 655 T3

acteocctagga
totatggtet
atggggacceqg

ggaaattegt
tttectetga

tocagggttte
tctgtgttgt
aattgacttt
tcgatgagtt
cttgtcatgg
gattaggtaa
gaaaacgccc
toggetteoct
tcatetgtgg

atatgtacta

<210> 85

<211> 825

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicion 3’ de MET16

<400> 85

ctagatttgc
tacactattt
cteccecatttt
tocagtegtg
tgeceoceceottet
caacgaaatc
gacaaatatg
tggtgettge
ttatgtteoca
acaactcact
ctatccecgat
taacgttcaa
tttagttggt
tgttggaaag

acaatatttg
atcctgtaag
ttttgttecce
tgaagggect
atcagtagtg
aactatttac
gctgttaata
ggtaaaactt
actgtttttg
ctatgggata
gccaatgtgg
gagaagtgga
tgtaaacttg
caaccagteot

aaagctcage
tttectgtttc
tgtagtcttg
agetttteoaa
togtaaccaa
acacatccag
atcecgtetga
gtetattgat
agaactatgce
ctgccggaca
tcttgatttg
ttagtgaggt
acttgagaaa
ccaccagtga

<210> 86

<211> 1796

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcador auxotréfico de PPMET16

<400> 86

actactagaa
atggtacata
tttctataaa
tgacaatett
gaaattgatt
tacegteotte
ggagcttttg
cegetgtace
gacttagttec
agaatgaaag
tetttgacaa
aagcttccag
ccgaaaggtt
tacectcagge

gcaagaactt

aaaacatatg
cccatgtagg
ccttgectga
aaagaaaata
ttttcacaaa
atcegtecece
atttagaaag
ggtgtttgee
caccccagta
ggaagattat
ttttgectatt
gttgecattte
cgatccagag
gggtcaggece

152

aaactgtget
tgggetggtt
cgttetette
ttgtecocaat
caacttecte
gatataattg
caagtgctect
ggcgtaateg
attttcaact
taagttgata
tgtcttagag
ctttgcaagg
cacaattgca
taagaacggg

ttcagattta

aatataattt
atectttttet
gatgcgaget
coteoecegeta
caataaaaaa
ctooecateco
aagttggteg
gagggegagt
gaggttgaca
gatagactga
gacattcctg
tgtcctggag
gttatcegtg
gttge

aaacggatta
caataatgaa
tttatgtttt
gtogattggy
accaccteca
actacgtcca
acaaccttgt
tgcacctgaa
tgatctaatg
gagagcagac
gtaggcagag
aaagaagaaa
gaattgtcac
tecacgtgata

gtaatceogtt

tttttttete
ccttectetgt
cgteccgeecca
aaggaggegt
aggacaccaa
aagagttaaa
tagtaggaga
tecocetecate
acagaatagt
gacctecttte
acaccttaga
teccctateat
aattacaage

60

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

800
909

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
825
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caacttecte
gatataattg
caagtgectet
ggcgtaatcg
attttcaact
taagttgata
tgtcttagag
ctttgcaagg
cacaattgca
taagaacggg
ttcagattta
aatcttteta
aggccagtca
tettcocagaat
gtatcaaact
aacagccaaa
ttttccacag
tgtcttcaaa
cttatgggaa
tgcectacceat
taaaagggga
teccgttagea
atacaacgaa
cactaaaaat
tggtatccac
ataatttttt
tttttctect
gegagcetegt
ccogetaaag

taaaaaaagg

<210> 87

<211> 461

<212> ADN
<213> Secuencia

<220>
<223> Regiodn en

<400> 87

taactggeocec

tgacttgggt

atgtaactgg
aaaaaatttt

aggcactact
tagccogget
atcaattteca

atggagttgg

<210> 88

<211> 1841
<212> ADN
<213> Secuencia

<220>

accaccteca
actacgtcoca
acaaccttgt
tgcacctgaa
tgatctaatg
gagagcagac
gtaggcagag
aaagaagaaa
gaattgtcac
tcacgtgata
gtaatcegtt
ggtttatact
aaaaccagtt
ctecagtecag
acggcatteg
agaggcaaaa
actttagatc
ccacagaatg
acagatgata
gocattagacyg
gaattgeccoceg
tcctgggggt
ttgctggatt
ggtgaagatg
gaagcttcta
ttttctectac
tctectgtcte
cogeoccatec

gaggegttge

acaccaacaa

artificial

ES 2589 655 T3

caaactcacg
cggggatggy
taatgttgtt
cacccaaatg
ttgtcgecagyg
ttcgaggatg
gatgctggaa
agggagttge
cattcaaatg
tttegacact
cgaaacggga
gccagoaged
tgaacctete
aagaaatcat
gattgactgg
agcatgctat
tcgttgaacyg
ccactactga
acaagtatga
tetgogeoegt
tgattgaaat
ttgaacaagt
tgggatacaa
aaagagcagg
gatttgcaca
actatttatc
ccattttttt
agtcegtgtga
ccocttetate

cgaaatcaac

la posicion 5’ de PpHIS1

tttgacgttt
gacaccacca
agttttagta
agacaccaga
ctgtcgaagt
gttgcecogtt
tattcaaaga
cgaatcactt

artificial

ctgacaatag

cgggatecgg
tocattttaa
agagaggagt
tttagatagg
tggtttttga
ttcaaaaaca
gaacgataga

cgtgtatata
aatgttcaaa
ggaaagaccec
gatgagggtt
tgcactcata
ggatgaactt
aaaaaaaatt
cagcacgaaa
cctttaccect
catcgecaca
aaaaatgttt
cgttecagat
caaggtccaa
acaatggtcet
gttgtgtata
tgacttgatt
agtcaaagat
gctecgagttt
ctacctegta
cttecacagga
tgatgaaatt
tcaaaactat
gtcagttgga
caggtggaga
atatttgaaa
ctgtaagttt
tgttccctgt
agggecctage
agtagtgteg

tatttacaca

tteoctagagga
tteotteeocgag
gatgtgtgtt
gaactggttt
ggttaccege
agggtaattt
aaatctggte
ctattatttg

153

tocagggttte
totgtgttgt
aattgacttt
tcgatgagtt
cttgtcatgg
gattaggtaa
gaaaacgcec
teggettect
tcatctgtgg
atatgtacta
ttacceottet
accaacatgce
gtggaccacc
atcattacct
actgacatgg
ttcatagaca
aaataccact
ggggegeaat
aaagttgaac
agaagacggt
totcaggtgg
atccaagcta
gattaccatt
ggtaaacaaa
gctcagcaaa
ctgtttccece
agtcttgect
ttttcaaaaa
taaccaattt

catccagate

gtegtecaaa
gaccttgatg
totgtaggtt
gecgtgggttt
tcecgatgeat
tcaatatctc
caaggagcgc
c

tacegteotte
ggagcettttg
cegetgtace
gacttagttec
agaatgaaag
tetttgacaa
aagcttccag
ccgaaaggtt
tacctcagge
gcaagaactt
atcaactget
cattcactat
ttaaccttte
teccacacct
ttcacaaaat
ccttacatca
gcaatgttca
atggcgaaaa
cctcacaacg
ctcaaggtgg
tcaagattaa
atagcgttee
ccacacaace
agagtgagty
acatatgaat
atgtaggate
tgcctgagat
gaaaatacct
tcacaaacaa

cgtcoce

aactcaacte
accttggeta
ctgoggttuga
agactgtgta
gggaagcgat
tgtttgagte
atttaggatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1796

60

120
180
240
300
360
420
461
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<223> Regién en la posicion 3’ de PpHIS1

<400> 88

gtgacattect
caacggcette
taggcttaaa
tgttatctat
ccaggttaag
gacaatcccg
ctagactcaa
gacaaagttg
cegtectttg
aagaaacaaa
ctacatgaaa
catcttcaat
ccagtcatce
ctotctecaag
ttgtttgtac
agggatagag
tccaaaaact
gatatggttc
ctggatggtyg
atgactgaac
tttettggaa
tggtgtaata
gatactcogac
gaaatcaata
gtgetattee
tteoteocacta
gctecatcaaa
coggaagace
aatgatatgg
gatattattt

ggtatgagaa

tgtetttgag
totteggaag
atttegaggg
attgtcageg
agacataaat
acctcaatct
ttgtcaatga
gaaatgagtc
agagcgatat
gctggggget
atgattcaag
actgettcoaa
tatacgagca
cgatacegca
tcatagtgac
aacagaacaa
taaaatgtgg
ttgtccagtc
agactgattg
ttcaaaatgt
gattgaccta
ctgtattagec
aatcgatgaa
gtttgtccaa
aaggaatagc
ttateceocagt
tagaaactga
tgggaagaat
aaatgaaaaa
ctgatcatgt
taagagattt

atcagtaatt
ctcoccaagtag
ttcactatat
tggactgttt
gtcctttgat
gttcattaat
gaacccttte
cattagctta
tgatggttcg
gagcaatttt
tgttgttaag
tggaatctee
attcaaattt
acttegeatt
catgtcaaaa
tgaaccatat
tcacttggtt
aagcgaatcc
gaagcttegg
cgecatcact
caatgggcaa
ttctggttca
cacaactcag
gatcttatgt
tgatgattgg
gteoteotgaga
tagectcaata
tgaataccta
actacaccta
taaaggtctt
ggttacaact

<210> 89

<211> 1729

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcador auxotrofico de PpHIS1

<400> 89

gtagagcata
cttatagtga
togtttagtg
ataactgtac
gctgacaata
gaagagttcg
tttgaccaag
catgatattg
gogoegttga
ttttcaagaa
accgaaagat
aatgeccaagt
ttttteoaatt
ggatatcettt
gaggcgatgy
gaggttetgt
cgattgcata
accggagagt
attgtttctc
gcaagcgeac
tcatatggtc
gcaattggtt
cocaaactga
gtttgtgtgt
tacgtegata
gttaaccttg
coctgaaaceqg
ttaagtgaca
ggaacagtct
aataacgcta
ctggccatct

154

gatagaataa
tgagtaccogg
ggaagagttc
caacttagtt
atcagtggaa
aatcgtcctt
aaactataaa
agcaggcaga
taagagacga
gaaatagcat
ctattgcagt
acaatgcatt
tatactttac
cttegtatgt
atgatattca
cocageccate
agggaatgag
catttatcaa
cagttacaca
cctcaaaatc
ttacgataga
gtataattta
aaacgggett
ttgecattate
tocatgoggtt
atcttggaaa
ttgttagaac
aaactggaac
cttatgctgg
aaacatcgag
g

tattcaagac
catatattta
ctttecactet
tetttcaact
ttcaaggaag
aaatcaagcg
tagatcgaat
ccaaaataaa
caaattgcca
atgtttacca
gggaacacoc
tacecttttte
tttagtgget
cgtcccactt
acgoogaaga
accagttttg
agtgececcgea
gacagatcag
atcgttacca
aattcactcc
caacacaatg
cacaggtaaa
gttagaactg
tgtcatctta
tetecatteta
gtcagtcocecat
tagtacaata
tettactcaa
tgataccatg
gaaagatctt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1841



caagttgegt
ggtctactga
tcctattaac
tetetaactyg
actctgactt
gctaatgtaa
tggaaaaaaa
tgtaaggcac
cgattagece
agtcatcaat
gattatggag
cagattgtat
cagtagattg
tgctgacatt
ccaggttecag
caagttgecag
taaagaaatt
agttaagcct
cteottgtgee
gaaagoggea
ttegaageat
actgactget
gctgctaaaa
ttgggtggga
aaagaaacaa
agaataatat
gtaccggcat
agagttcctt
cttagtttet

coggtatacyg
ataactcatt
gtaatcttet
gtectttgac
gggtgacacc
ctggagtttt
ttttagacac
tactctgteg
ggctgttgec
ttcatattca
ttggegaatce
gagaaatgceqg
gatatagett
cocacgtttg
gaaagtgacqg
attcaagtte
gtttecctect
ggtgagccac
ctaggagttg
gggetgateg
coctcaacacce
cagaagtatg
ctgactccag
gtgtcctcga
ggtgccagtyg
tcaagaccaa
atatttatag
tcactecttgt
ttcaactcoca

ES 2589 655 T3

taacgtcotea
taaacaattg
ggcttetete
gtttotgaca
accacgggat
agtatccatt
cagaagagag
aagttttaga
cgtttggttt
aagattcaaa
acttgaacga
ttgaattact
tgtgcactaa
taggagaggy
tagatgtecat
ccgagaatgg
ttactagectt
taaagacaaa
ccegatgetat
atattgaaac
cagaactgat
tettgtgtaa
gcaagagagc
tggtagagaa
acattettgt
cggettectet
gcttaaaatt
tatctatatt

ggttaagaga

cgatgatcaa
actaattgta
tcagacteoca
atagttectag
coggttette
ttaagatgtg
gagtgaactg
taggggttac
ttgaagggta
aacaaaatct
tagactatta
taggggatca
cotgececotg
taaatgtgat
acctttatta
tgacttgaaa
aaccaccagg
aatcaaatat
tgtggatectt
tgttetttet
ggatactatc
ttacaacgca
tgctaccgtt
gaaagatgtt
ctttgagatc
tcggaagctc
togagggttc
gtcagcgtgg
cataaatgte

agataatact
cattatattg
tcagacacag
aggagtegte
cgaggacctt
tgtttctgta
gtttgegtgg
ccgeteocogat
attttcaata
ggtccaagga
tttgetgtte
gatattcagt
goattggttt
ttgggtataa
gacttgaatt
gaacctaaac
tactttgaac
gttggagggt
gttgagagtyg
actteogett
aaggagagaa
coctagaggta
tctccattag
ggaagaatca
agtaattgta
caagtagectt
actatattecg
actgtttata
ctttgatge

taatctteat
aacttatgcea
aatategtte
caaaaactca
gatgaccttg
ggttetgggt
gtttagactg
gcatgggaag
tctetgtttg
gcgcatttag
ctaaagaggg
tteogaagate
tecttecage
ctggtattga
teggtaagtyg
agctaattgg

aactggaagg
ctgttgaggce
gagaaaccat
acctgatete
ttgaaggtgt
accttectea
atgaagaaga
tggacgaatt
gagcatagat
atagtgatga
tttagtggga
actgtaccaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1729

<210> 90

<211> 1231

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn en la posicién 5’ de PpPRO1

<400> 90

155



10

15

gaagggccat
caacatgaag
aggccgtttg
gattttactg
attggaacag
cattcaagaa
tcatgcagac
tacgaatccg
taccgaaagt
tgatttgggt
gattttggac
tetggteoate
gagggagttyg
tgctgttaat
cattgatcca
tggaattatt
actaagagat
ceghtgecegt
gcagatcgag
ggcttteocea
acaggagaga

<210> 91
<211> 1425
<212> ADN

cgaattgteca
cggaaaccaa
ataggacttt
actagaacgg
cttattaaaa
atcaaatttg
tacctgtttt
gacgcetgage
ggaggtteoeyg
gtatctgeoag
attgtagagt
aacgaagagqg
aacaagctgg
aacaaagagt
ggttgttata
tcegtagagg
ccagatgacc
tgtaattacc
caggttctag
gtatttgeoeg
gaatccaaac

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2589 655 T3

tegtectecte
aaaagttaca
gggacgacckt
atttggtega
tgggtattat
gtgacaatga
tggtgactga
caatecgtgtt
cegtaggaac
gtgttacaac
acagtatcecg
aaactgtgga
acatteccttt
tttggttact
aggctatcac
gtaatttcca
cacattcact
ccagcaatca
gttacgctga
atccagaact
caaataaata

<223> Regidn en la posicién 3’ de PpPRO1

<400> 91

aatttcacat
tettotgtea
tegecottatt
tectaagaag
gggttteotee
aggctettct
tggatctgga
agggttccac
aaggagacaa
ctcagagcag
atcttetttt
tgtegagaaa
agatgtcact
gectttgaaa
caaggcagat
tgatatcaaa
acaactttet
cttcacgaac
ggaggaagac
tgagggagaa
agcacctagt
tggatcttte
aatcccgaag
gaagaagcaa

<210> 92
<211> 501

atgectgettg
ategegeatce
ataaactttg
agtcagecte
caaggggact
gtggcttcga
agcegttgetg
gggcttgatc
agtgttecttt
cagttacaaa
tetgtttett
catcttgeca
agaggcattt
cgagcaaata
gotgaccacyg
gtteegggayg
ggactgaata
aactttatag
gaagatgaag
ttcagtgagg
acctccaact
agttcaaatg
ctgaagaaac
actaccacceqg

attatgtaat
gcattaaaag
ctagtatgag
caaagaatag
tecagogeotaa
acgtcatcag
tgggaagtgt
caaccaagaa
ctgacatgat
ctggacaaca
cccccgcaag
atgacagega
atcaatgggt
gttttaatga
atcgtgaaag
ggatgegteg
aaacggctca
agtttttgge
atttagacag
ctgacaacaa
atgecgagate
ttggttectte
gtggacagca
taaaagcagt

aggtgccatc
gocaagtgcoag
tttecgtcag
ttacacccag
tcctattgtc
caccttatcc
tgtggactgt
agttagaaat
aggaggaatyg
gattatttge
tgetgataga
acaatttcaa
gcatacacgt
ccatggacta
tagaaaaaac
tgaatacgag
agaccccaat
aatcaacaaa
cggtgagtat
gttggatgtt
g

tatacecttge
tatacttttt
ttetacceocec
teteggtgyy
gocatatacta
ttegtcatca
gttgggatct
taaaatagac
ttccacttcet
atcagaacaa
agatatccgg
gatcgactca
aactggagaa
tttttottet
cgtattegac
aagtttttta
ccaaccaaaa
attgtatggg
tggttccgaa
tttgttgtat
aagaatagga
gtctattcat
caagcataaa
gttgetgeta

156

gctgtgggea
geattggetg
ttgaatcage
tttaagaacg
aatgagaatg
gccataacag
ctttacacgg
atgaggaatc
acaactaaat
aaaagtgaac
gtcgaaaatg
gagatcaatc
ttegttggec
aaggccaacg
aaagctggta
tgtgttgatg
gaagaacttt
attaagggtc
gttgttcaca
gttgagagta

gttegatgge
ttttttteoct
aagaaagagc
ggtaaaggcet
aatecgtegec
ttgcaaaggt
tcgcoccattaa
gttccaaagt
catgcagcta
aaagaagaag
cacccagatg
totttacaac
agtagtcaaa
gtgcatggty
gaggatgata
ttacaaaagc
caacttacta
cattttgcag
tcagtcgecag
gatgaagagt
agtattcgta
cagcagttaa
acacaatcaa
ttaaa

tgaagagagt
ctataggaca
ctattgcgeca
ctgaaaatac
acaccctate
ctggtatgtyg
ataaccctcg
taaacgtcaa
tgatcocgeoage
atcccgagea
aggctaaata
ggtcagaact
acagttttaa
gagccattat
ttecttecage
ttaaggtagg
acgtcgttgg
tacaaagecte
gggacaactt
ccoctgtetga

atcgatttece
atagtactat
ctgatttgac
ttagtgagga
ctaacacecga
taccatccte
ctetttetgg
cgaaacagtc
gaaatgatca
atggtagtcg
tactgaaaac
ttecaaggtgg
aagataaccce
acgaggtagy
teteccattga
atagagacca
aacctaattt
gtgaagattt
tcagtgatag
ctctecctatt
ctcctactta
tgaaaagtca
aaatacgcte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1231

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1425



10

15

20

25
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gatacttgtt
ccttgaacga
tggaagttgg
ttttgagagg
acgttgacaa
ctcagaaaga
ctgeotgacac
agttgtacac

Val Leu Glu

Thr Cys

Asp Thr Lys
45
Val

Gln Ala

&0
Leu Arg
75

Len

Gly

Gln Len

Thr Leu Leu

Ala Ala
125

Len

Asp
Arg Lys
140
Tyr

Leu Thr

155

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Codifica ADN de hEPO Truncada (Optimizado por coddn)
<400> 92
gotocaccaa gattgatttg tgacteocaga gttttggaga
gaggctgaga acatcactac tggttgtget gaacactgtt
gttccagaca ctaaggttaa cttctacget tggaagagaa
gttgaagttt ggcaaggatt ggctttgttg tccgaggectg
ttggttaact cctcccaacc atgggaacca ttgcaattge
ggattgagat ccttgactac tttgttgaga gctttgggtg
cocaccagatg ctgettecage tgetccattg agaactatcea
ttgttcagag tttactccaa cttcttgaga ggaaagttga
tgtagaactg gtgactagta a
<210> 93
<211> 165
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> hEPO Truncada
<400> 93
Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg
1 10
Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr
20 25
Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro
35 40
Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln
50 55
Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val
65 70
Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro
85 90
Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr
100 105
Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro
115 120
Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe
130 135
Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys
145 150
Cys Arg Thr Gly Asp
165
<210> 94
<211> 78
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

157

ggaggctaaa
gaacatcaca
acaacaggct
tcaagctttg
ggctgtttct
ggctatttct
tttecagaaag
tggtgaagct

Tyr
15

Ala
30
Val

Glu
Asn
Glu Val
Gln Ala
Val

95
Ala

His

Arg
110

Ser Ala

Phe

Gly Glu

60

120
180
240
300
360
420
480
501

Leu

His
Phe
Trp
Leu
80

Asp
Leu
Ala

Val

Ala

160
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<220>
<223> codifica péptido sefial de lisozima de pollo (CLSP)

<400> 94

atgctgggta agaacgaccc aatgtgtctt ghtttggtcet tgttgggatt gactgetttg 60
ttgggtatct gtcaaggt 78

<210> 95

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial de lisozima de pollo (CLSP)

<400> 95

Met Leu Gly Lys Asn Asp Pro Met Cys Leu Val Leu Val Leu Leu Gly
1 5 10 15
Leu Thr Ala Leu Leu Gly Ile Cys Gln Gly
20 25

<210> 96

<211> 1892

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codifica PpAde2

<400> 96

atggattecte
goegetagea
cacattaatg
aagttagectg
ctaaagagaqg
ctaatcaagg
aagtctcagg

aggtaatagg
ggctcaatat
ctgcegeaaga
ccaaatgtga
ttcaagacag
ataagtactt
gtatagaatec

tattetagga
caagacegtg
ccacategac
tgttetcact
aactggaatc
gcaaaaggaa
taatgaaaag

ggaggccagco
attettgatg
ggatcattca
gtagagattg
aagatatatc
catttgatca
gogetgettt

158

taggccgaat
atggttttte
aagatgagga
agcatgtcaa
ctttaccaga
agcacaacat
tgtttggaga

gattgttgag
acctgcetaag
ggctategec
cacagatget
gacaatcgaa
tteggtgaca
agagaatgga

60

120
180
240
300
360
420



tttccatate
gagtctaaag
gagaagtttg
gaagtattct
tatgctcegyg
actgtgaaga
ggagaacttc
gatgcatgtg
ccactagatt
ggtgctgaaa
gettotgtat
ataataggat
acccacttac
ggttcagact
gttecatteg
goctttgaag
catcttccag
ggctctacgt
cctgtggeta
ttaggtacaa
accgaagtgt
aatcgteottt
tatectattee
tggttagage
cctggaggaa

tgttgaagtc
aggacatcag
ctecttttgt
cctacccaac
ccagagttaa
ctttecccagg
ttgtaaatga
taacatcteca
tcaccaaact
aatctecacgg
atctgtacgg
ctteocatgtt
catccagtac
ctgatctace
aagttactat
cogctagtag
gaatggttge
tggatggtgt
cggttgctat
ttgaccacaa
tggggaaggc
gaatttagta
attcataatt
ctggecagttt
ctttgcaaag

ES 2589 655 T3

cecggactatg
taaggcatta
taaagaatta
cgtagaaact
tgacaccatec
cgetggaate
gattgctcca
gttcgaagca
atctacttcc
ggaattagag
aaagaccacc
ggaagcagaa
tgtatcaget
tgtgattteg
tgtetetget
aggtatcaag
tgccatgact
agactegeta
caacaacgcc
atggcaaaag
atccaacttg
ttgtttttta
ttattttaaa
tgataggeat
agcocctecatgt

gcttatgatg
gaattcttga
gcggtaatgg
gtgcacaagg
caaaagaaag
tteggagttg
aggccccaca
catgtaagag
aacaccaacg
ttttgtagaa
cgattggete
caaaagttag
gacactaaac
aaaggttgeqg
catagaacac
gctatcattg
cogttgeccag
cactcgattg
accaatgceg
gaaatgtcca
gaatctgaag
atagatgtat
ggtteggtag
tattatagat
gc

gaagaggcaa
aagatcgtec
ttgtgagatc
acaatatctg
ctcaaatatt
agatgttcct
attctggtca
ccataactgg
ctattatgect
gagccettaga
gtaagatgyy
agtacattcet
cgttoggttoy
atattttaaa
cacagagaat
caggtgctgg
tcattggtgt
tccaaatgecc
ctetgttgge
agtatatgaa
ggtatgaatc
atataatagt
aaatttgtec
tgggtaatat

ttttgtagtyg
attgtatgee
actggaaggc
tcatattgtg
agctgaaaac
attgtctgat
ctatacaatc
tctgeccaatg
caatgttttg
aacacccggt
tcatatcaac
agaagaatca
agttatcatg
acagtttggt
gaccagatat
tggtgctget
tectgtcaag
tagaggtgtt
catcaggatt
tgcaatggag
ctatttgaag
acacgtaact
tccaaaaagt
ttaccetgea

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1892

<210> 97

<211> 563

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 97

159



Met
Met
Asp
Ile
Lys
65

Leu
Glu
Ile
Glu
Leu
145
Glu
Pro
Met
Glu
Arg
225

Thr

Leu

Asp
Ile
Asp
Asp
50

Cys
Lys
Thr
Lys
Lys
130
Lys
Ser
Leu
val
Thr
210
Val

Val

Leu

Ser
Val
Gly
Gly
Asp
Arg
Ile
His
115
Ala
Ser
Lys
Tyr
Val
185
Val
Asn
Lys

Ser

Gln
Glu
20

Phe
Ser
vVal
vVal
Glu
100
Asn
Leu
Arg
Glu
Ala
180
Arg
His
Asp

Thr

Asp

Val
Ala
Ser
Phe
Leu
Gln
85

Leu
Ile
Leu
Thr
Asp
165
Glu
Ser
Lys
Thr
Phe

245
Gly

ES 2589 655 T3

Ile
Ala
Pro
Lys
Thr
70

Asp
Ile
Ser
Leu
Met
150
Ile
Lys
Leu
Asp
Ile
230

Pro

Glu

Gly
Ser
Ala
Asp
55

Val
Arg
Lys
Val
Phe
135
Ala
Ser
Phe
Glu
Asn
215
Gln
Gly

Leu

Ile Leu

Arg Leu
25

Lys His

40

Glu Glu

Glu Ile
Thr Gly
Asp Lys
105
Thr Lys
120
Gly Glu
Tyr Asp
Lys Ala
Ala Pro
185
Gly Glu
200
Ile Cys
Lys Lys
Ala Gly

Leu Val

160

Gly
10

Asn
Ile
Ala
Glu
Ile
90

Tyr
Ser
Glu
Gly
Leu
170
Phe
Val
His
Ala
Ile

250
Asn

Gly
Ile
Asn
Ile
His
75

Lys
Leu
Gln
Asn
Arg
155
Glu
Val
Phe
Ile
Gln
235

Phe

Glu

Gly
Lys
Ala
Ala
60

Val
Ile
Gln
Gly
Gly
140
Gly
Phe
Lys
Ser
Val
220
Ile

Gly

Ile

Gln
Thr
Ala
45

Lys
Asn
Tyr
Lys
Ile
125
Phe
Asn
Leu
Glu
Tyr
205
Tyr
Len

Val

Ala

Leu
Val
30

Gln
Leu
Thr
Pro
Glu
110
Glu
Pro
Phe
Lys
Leu
190
Pro
Ala
Ala

Glu

Pro

Gly
15

Ile
Asp
Ala
Asp
Leu
95

His
Ser
Tyr
Val
Asp
175
Ala
Thr
Pro
Glu
Met

255
Arg

Arg
Leu
His
Ala
Ala
80

Pro
Leu
Asn
Leu
Val
160
Arg
Val
Val
Ala
Asn
240

Phe

Pro



10

His
Glu
Thr
305
Gly
Glu
Ala
Ala
Ser
385
Gly
Lys
Thr
Ile
Met
465
Gly
Pro
Ala
Gln
Gly

545
Asn

<210> 98

<211> 1302
<212> ADN

Asn
Ala
280
Lys
Ala
Thr
Arg
Glu
370
Ser
Ser
Gln
Pro
Lys
450
Val
Ser
Arg
Ala
Lys

530
Lys

Ser
275
His
Leu
Glu
Pro
Lys
355
Gln
Thr
Asp
Phe
Gln
435
Ala
Ala
Thr
Gly
Leu
515
Glu
Ala

Len

260
Gly

Val
Ser
Lys
Gly
340
Met
Lys
Val
Ser
Gly
420
Arg
Ile
Ala
Leu
Val
500
Leu

Met

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Pp TRP2: 5’ y ORF

<400> 98

His
Arg
Thr
Ser
325
Ala
Gly
Leu
Ser
Asp
405
Val
Met
Ile
Met
Asp
485
Pro
Ala

Ser

Asn

ES 2589 655 T3

Tyr
Ala
Ser
310
His
Ser
His
Glu
Ala
3580
Leu
Pro
Thr
Ala
Thr
470
Gly
Val
Ile

Lys

Len
550

Thr
Ile
285
Asn
Gly
Val
Ile
Tyr
375
Asp
Pro
Phe
Arg
Gly
455
Pro
Val
Ala
Arg
Tyr

535
Glu

Ile
280
Thr
Thr
Glu
Tyr
Asn
360
Ile
Thr
Val
Glu
Tyr
440
Ala
Leu
Asp
Thr
Ile
520
Met

Ser

265
Asp

Gly
Asn
Leu
Leu
345
Ile
Leu
Lys
Ile
Val
425
Ala
Gly
Pro
Ser
Val
505
Leu

Asn

Glu

161

Ala
Leu
Ala
Glu
330
Tyr
Ile
Glu
Pro
Ser
410
Thr
Phe
Gly
Val
Leu
490
Ala
Gly

Ala

Gly

Cys
Pro
Ile
315
Phe
Gly
Gly
Glu
Leu
385
Lys
Ile
Glu
Ala
Ile
475
His
Ile
Thr

Met

Tyr
555

Val
Met
300
Met
Cys
Lys
Ser
Ser
380
Val
Gly
Val
Ala
Ala
460
Gly
Ser
Asn
Ile
Glu

540
Glu

Thr
285
Pro
Leu
Arg
Thr
Ser
365
Thr
Gly
Cys
Ser
Ala
445
His
vVal
Ile
Asn
Asp
525
Thr

Ser

270
Ser

Leu
Asn
Arg
Thr
350
Met
His
vVal
Asp
Ala
430
Ser
Len
Pro
Val
Ala
510
His
Glu

Tyr

Gln
Asp
vVal
Ala
335
Arg
Leu
Leu
Ile
Ile
415
His
Arg
Pro
vVal
Gln
495
Thr
Lys

Val

Len

Phe
Phe
Leu
320
Leu
Leu
Glu
Pro
Met

400
Len

Gly
Gly
Lys
480
Met
Asn
Trp

Len

Lys
560



10

15

actgggecott
ggcaccagac
atctecgtacg
ttgcaacttc
tatcaaagat
attcttgaga
gacaataaaa
toctaatattg
aaaggagaca
cctttcaaca
gactatctag
aacaacaaaa
gaggacgaca
atgectggtag
gttgategtt

agtggaacat
ggtaccgtct
gaaaagagag
gacacatgta
ggaggtggaa
atgagatcca

agagacgaga

tagagggtge
aagcgcaact
attgtattaa
cggaagcage
tccaggtaat
aatattataa
ctgttcecta
gtcaggaagg
tettocaage
tctategteca
acttccaagt
tcatcacaca
attatgctaa
atttggeocag
tattgactgt

tgagaccaaa
coggtgetec
gtgtttatge
ttgeettaag
ttgtetacga
acaataacac
atcaaagtga

<210> 99

<211> 1085

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pp TRP2: 3’

<400> 99

acggaggacyg
tteotttttaa
tgttgctgea
tggccttett
agcagttett
tcatcaatgt
tecagttget
aaagcatectg
cggaaagtcot
ctgteccaatt
tecteectttt
tattaattat
atgcaatata
tgatgaaccg
atatatcaca
atcecgecacgt
atagccatcce
tteotttgega

ctegt

taagtaggaa
cgaaagaccet
acctecttgec
cctececatcett
tgattttete
tocactttet
coctaatcoga
gagcteogttt
ttettatate
tgaaagtgga
gcaacaggtc
aaagttgatt
taaataagaa
caattttctt
aataatcacc
tatggttaac
aggaaactta
gacagatact

<210> 100

<211> 1007

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 258

tgaagttgac
tcctggtatt
gtactttgaa
tttgatgttg
tggaaacgtt
gacaagagaa
ctatgaacag
gtatgaaaac
tgttecectet
tttgagaact
tgttggtgct
tcctattget
gcaattgaag
aaatgatatt
ggagagattt

caagactege
gaaggtaaga
gggggccgta
aacaatggte
tteotgacccoe
catcttggag
atccgaagaa

tttatgtaat
ccagttttge
ttectgtttee
tegttttttt
tetecaatee
tteoteottate
gtcatccaca
attcggagte
ttoeggagaa
aagaatcectg
cacttcatct
atcgttatca
ttcataataa
tccaatgaca
tttttataag
acactactaa
ccaattecate
tgcocaatgaa

965513

ccottggtge
cctegtctaa
ccaaaaactg
ttcgacacga
tctectateeg
gaagtggaaa
aaagatatta
catgttegea
caaagggtag
gktcaatcectt
tcacctgaat
ggaactctte
tegtetttga
aaccgtgtgt
tetecatgtga

ttegatgett
gcaatgcaac
ggacactggt
gtcaaggacyg
tatgacgagt
goctgagaaaa
aacgatcaat

catgeccaata
actecteogact
ttcaattgtt
tcaageccttt
accaaaaaac
aataatctac
aggttagecat
ttgtetggat
caacctggtt
ccaattteocet
ggcatttttc
aaataatcat
tgtaatgata
agacatccct
aaaaccgtcc
taccgatata
agcactttca
ataactgatc

162

ttetggaaaa
gtggtggtge
aaagaaaact
tegtggettt
ttgatgactc
agatcagtaa
ttcaaggececa
agcetgaaaga
ccaggocgac
ctcecatacat
tactagttaa
ccagaggtaa
aagacagggc

gtgagcccac
tgecateottgt

tcagatceoat
tcataggaga
cgtacgatgg
gtgtegetta
acatcgaaac
totggaccoga

ga

catctttaga
ctetagtate
cttetttett
tcagcagttc
tggatgaatt
gtgecttegge
gggeoettttt
ggatcagcaa
tcaaatccaa
toteotegtgt
tttatgttaa
attcgagaaa
acagtacctc
ataatacaat
tctcegtaac
gtgtatgaag
tgatceogatt
ccacagatga

agaactgaag
cataggatac
gaaagatgtt
tgacaatgtt
ggacgaagct
agtggtattt
aacgttcace
acatattetg
cteocattgeac
gkttectatatt
atccgacaac
aactatcgaa
cgagecacgte
cagtaccacg
gtcagaagte

ttteccagea
attggaagga
aaaatcgatg
ccttecaagee
catgaacaaa

taggttggee

tttetteocte
tteoeceoattte
ctgttgecact
ttctteccaag
caaccgggea
atacgaggaa
cagggtgtcea
agactttttg
gatggcatag
cagcetegtte
ctttaattat
taatcegtcee
tgatgacctt
tatacagttt
agaacttatt
tcgectacgag
gttggettta
gaatccggtg

60

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

960

1020
1080
1140
1200
1260
1302

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1085



5

10

15

<220>
<223> regibén en la posicion 5 de Pp ADE2

<400> 100

cttaaaatca
cttetteteg
ggaattcacg
gattgcacct
cagggaggca
tagctgtgte
ctcecgtaaaa
aatctttecca
aagatcggca
cattctcacc
ttctgcacct
ggtgatcaag
tagggaatgyg
agtcaataag
gcctaaattg
ctotgateat
tteottatega

<210> 101

<211> 1676
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regibn en la posicion 3’ de Pp ADE2 3’

<400> 101

totgecoteac
ttaccataag
gtaatacectt
ttggtggteg
gtaaagatga
aatctaaatg
cttgtaaact
gtggaactct
tccactagat
tcttcaatga
gcttcataaa
gogaccttac
gttagacaaa
aataaatgta
aaaagttgaa
ctttgeocaat
cgtattttea
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cocaccgacae
aatcggetgt
ttggagcaag
catatacega
tectaceocott
gaaaatcgac
cagatttaat
tcteoccacege
ccaactcaat
aagccgttgg
gtcctegaac
cattcaaaga
tgaaagccga
tggettgetg
caaatcagtt
cgotageatg
actatggecag

aatgggaatt
catgtttgac
ttecaaccegat
ttgatteggg
aatctggtte
atttaccttt
ggcaatggca
aggactcgtt
tgtatgtatg
gtctgtagaa
tattccttgg
aaacaaatca
cgagocagea
toecctatege
ctagetggec
coctecagegt

agccaggtta
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ctagaaacaa
ttaacgaacc
agagcctteca
taggtecactt
ttaataaagt
tggatagceg
gogttgttga
acggtctett
gaggcaccat
ggtctatgga
cctaatccge
goggacatta
ctttatagta
gtaagaagcet
tocatcagea
gcaaggaaaa

gcaagte

tttecattget
ctggaacaag
ttaatgagtt
cgaaactgta
gtttagtgac
cgtaatecttt
ttaaaatgtec
ccagetttge
cggecatttga
taagaataag
tggtaccace
gegacttgaa
agtgcaggty
tactaagate
tttegttete
gcacgcettet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1007



10

15

20

atttagtatt
tcataatttt
ggcagttttg
ttgcaaagag
ctgcatgegt
cgtcatgttt
cgattgcaac
tatcaacaaa
gtattgaage
ctgatccgga
tgagaacagg
taggtccaac
caccttgece
atgatcteca
cttetgaaac
ataaaagcaa
atagteccagt
caacaacaga
tgttgaacaa
catcactcaa
taggtaaggt
cttecccatgt
aaaaagacte
gtctaggttt
accagatact
ctageteottt
ttaccaagtt

tgagggttte

gttttttaat
attttaaagg
ataggcatta
cotecatgtge
ctgtaatact
ctegtegtet
ttggttatte
cttacttagt
gaacagtgga
tegtttggea
ttcatcatca
aacaacagga
caattccaat
ttgatttteg
tagattetge
ttetecacat
caacgttgtg
ctcaatteoga
agtgactttg
gaccttggtg
cacttcatcc
aacaggtttc
atcactcatt
aaagggatca
tctaacgaag
ccactgegaa
agaagcccott
actgagcata
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agatgtatat
tteggtagaa
ttatagattg
tectaaaagga
ggaactgtta
gaaagtaaac
ttgagattga
actaataacg
tattgaacce
ccaattcctg
gagtcaacca
agtatttgac
aactttacca
teggeoactac
ttetgtgatt
attggtgtgt
caattgatta
tagacgttece
cttteocaatg
gaaaagaatg
ttatctgttg
ttgatctectg
gggaattcaa
ccttcgttaa
ctctctctat
tecaggcatge
tggaaaccat
gtcagtgaca

ataatagtac
atttgtecte
ggtaatattt
tgtcagaatt
tttttotggt
tgactttect
aatttgetgt
aagcactatg
aagcattggce
aaacggcgta
ccccaatgtc
cttgaagatc
gtccecgatge
gtaaagccte
caagcattge
gtaagataga
goattacett
gggaaagttt
tgcaaatacce
aaacagctgg
taatgctata
aatctgaatc
ggtcattagg
gacgatggaa
ccatcagttg
tegtataget
ctatagatte
tcaaagagca

acgtaactta
caaaaagttg
accctgeacce
ccaacattte
caggatttca
ctttecataa
gtetteagtg
gtaagtggca
aacatctggc
gtgccaccaa
aatggcaggc
tgttccttta
agacatgata
caaaaatgaa
tttatgtaga
toctggaaaga
actgtgaaca
ttcaagegea
cotgtatate
agcataattt
atcaatagecg
tttatttgaa
gtattccatt
aatagctaat
acgtgttgag
ggcaagcatg
ccgaaaaaac
tttcaaateco

tctattcecat
gttagagect
tggaggaact
aaaattatat
cegetettgt
acacaaaaat
cttagetgaa
taacatagtg
tetgttgata
ggtttcgatt
tccaacgaag
tgatccacca
actggtacta
ttcagaatat
catctettga
tgtatctgga
tetetateta
ttecagtttge
aagtccatca
tcgaatgaat
gaactaacat
aaagaattga
gttagttctg
ctgtacaata
gatatctgaa
ttattcaget
ttataceccac
atctea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1676

<210> 102

<211> 582

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ORF de NATR

<400> 102

atgggtacca
gaggecateg

acoggggacyg
cocgacgacyg
acgttegteg
ggctggaacc

ggggtogggce
cacctotgge

gggttcaccc
caggegetet

cteottgacga
aggcactgga
gettoacect
aatcggacga
cgtacggyga
gocggcectgac
gegegttgat
tggaggtcac
tetgoggect
acatgagcat

cacggettac
tgggteoectte
gegggaggty
cgaatoggac
cgacggcegac
cgtcgaggac
ggggctegeyg
caacgtcaac
ggacaccgec
gocctgecoeoc

cggtaccgea
accaccgaca
ceggtggace
gacggggagyg
ctggeggget
atcgaggtcg
acggagtteg
gcacoggega
ctgtacgacg
taatcagtac

cocagtgteocce
cogtettoeg
cgeccotgac
acggogacec
tegtggtegt
ccccggagea
cocgogageg
tocacgegta
goacegecte

tg

gggggacgcc
cgtcacecgece
caaggtgtte
ggactcoegg
ctogtactece
ccgggggcac
gggcgccggyg
ceggeggatyg
ggacggcgag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
582

<210> 103

<211> 1029

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ORF de HygR
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<400> 103

atgggtaaaa
gacagcgtct
gatgtaggag
gategttatg
attggggaat
ttgcaagace
gatgcocgateg
ggaatcggte
tatcactgge
gagctgatge
ggctccaaca
gocgatgtteg
gecttgtatgg
cegeggetcee
gacggcaatt
ggagccggga
ggetgtgtag
aaggaatag

agcctgaact
ccgacctgat
ggegtggata
tttatecggea
tcagegagag
tgectgaaac
ctgeoggecga
aatacactac
aaactgtgat
tttgggccga
atgtecctgac
gggattccca
agcagcagac
gggcgtatat
togatgatge
ctgtegggeyg
aagtacteoge
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caccgegacyg
gcagctcteg
tgtectgegg
ctttgeateg
cctgacctat
cgaactgecce
tettageocag
atggegtgat
ggacgacace
ggactgeccce
ggacaatgge
atacgaggtc
gogctactte
gctccgeatt
agettgggeyg
tacacaaate
cgatagtgga

tctgtcgaga
gagggcgaay
gtaaataget
gocgegetoco
tgecateotecce
gotgttetge
acgagegggt
ttcatatgeg
gtcagtgegt
gaagtccggce
cgcataacag
gccaacatct
gagcggaggc
ggtcttgacc
cagggtcegat
goccogoagaa
aaccgacgec

agtttctgat
aatctcocgtge
gogeegatgg
cgatteegga
goegtgeaca
agcoggteoge
toggeccatt
cgattgetga
cogtogegea
acctcgtgeca
cggtcattga
tcttetggag
atccggaget
aactctatca
gogacgcaat
gegeggeogt
cocagecacteg

cgaaaagttc
tttcagette
tttetacaaa
agtgecttgac
gggtgtcacy

ggaggccatg
cggacogeaa

tececcatgtg
ggctctcgat
cgeggattte
ctggagcgag
gecgtggtty
tgcaggatcyg
gagcttggtt
cgteccgateoce
ctggaccgat
tecgagggea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1029

<210> 104

<211> 2957

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién de PpPEP4

<400> 104
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atttgagtca
ttgetttgte
tgagatatge
tgatgatgga
tctggatatt
acggcatatc
cagtattact
atggtgagat
tgeccttatat
acctttecttt
ttttacatte
cggtactacyg
caaagttecat
ttttgggeag
tgetttgtec
tgatgecteoca
cccteccacaa
caaagattgt
tacttataag
gtatgtttct
tgaggccaca
gottgettat
attagatcte
atccgatgge
cacctggttg
gggatccgaa
gattgctttg
ttggtctggt
aaccttegec
gtecatgtatt
cattggtgac
aggtttagec
cttatcaggt
ctataactca
atatcgtgta
cctgectecte

agtttaaatc
ttacctttta
taaatactgg
agactattcce
aacttatege
tttetcaatg
cactggagag
tacaccttet
cgaagaattg
tgactctgaa
cgatgaagat
tgccecettta
tgaggaaaag
tattoggtta

<210> 105
<211> 388
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>no

<400> 105

cctgetttag
aatgacatta
ttgttcaaag
acaggeccttt
gatgaggttyg
accecctgeat
gataactctt
taggtaatcyg
ggtaagtacec
atctgtaact
tagagttcca
atgtcaattg
tetgotaaga
tatgtcetetg
aagtcgaatt
cttacaaact
tcgttcaagyg
ggatcattag
aagaatggta
caggatgtgt
teggageegy
gattcaatat
cttgacgaac
ggtttggcca
cctgtcagaa
tatgctgaat
cccaghtggee
caatacgctg
ggttacaact
agtgetttea
tegttettga
aagtctattt
agtgaagatg
tetteoagtac
ctgctcaate
tttaaaattec

tatgeggttg
ctaatcagtt
agacgatggg
gatgatggag
tggggagagy
gcactgtgga
gotgeaaate
cactettata
atttcagaga
gtactgaagg
gagaatgaac
catgtcgectc
gatcacgaca

gatagtt
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ggctggaaga
aaataggcaa
atgceccagaa
tocagggagy
atgaaaagtt
tggaaactcc
gatggacctt
tccggaatag
ttgaccgata
ctgtcgaage
ttteoteoaatt
coattggttt
tacacaagca
ctetggaaca
ttatgtetea
atcttaacge
tgattcttga
cttgecttett
gtagctttga
tgcaaattgg
ggttggcctt
cagtaaataa
caaaatttge
catttggtgg
gaaaggctta
tgcaaaaaac
tagctgaaat
tggactgtga
ttaccattac
cocccatgga
gaaaatatta
aggcaagaat
tagagaatat
gtgattgett
aagatttgec
tctettaact

gtaactaaag
ttacagaaga
gtcecttattt
atgettggte
atggactage
atgagaatga
atggagagga
tgaaatacct
accgtaaacg
ataacagata
tttactttag
cacaggtaac
aacctatage

tatttggtta
gaatcocgcaaa
aaaagagcaa
tgaaagaacc
aagagaacta
tgataaacgt
aaagatgtat
gaatagtggt
aggtggcaac
aagcatcttt
actgataatce
getetetact
tecagteotea
taaatatgtt
gcaagatggt
tcagtatttt
cacaggatce
gcatgctaag
aattaggtat
ggatttgace
cgettttgge
gattgttcct
cttetacttyg
tgtggacaaa
ctgggaggte
tggtgcagee
tctcaatgeca
cactagagac
tecatatgac
ctttectgaa
ctcocagtttat
aaaagttget
atgtttaggt
gtcagetace
tgctccattg
gttgtgaaaa

gtatgtcatg
ggaacgtctt
gggtgaaagg
tgetttteoct
tggagtecteca
tgatattttg
tgttaaggag
ttacaaatat
ttecagatta
ttttgatgtg
aattaccgect
ctttagaaat
ttgcaaggaa
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ctagatttta
actcaaatat
ctegtttata
caagccaatt
ttgacaagag
gtaaaaagag
aatagtagac
ttggggegat
tatttagaac
actagagaac
aatttaaaga
ctaggtattg
gaaactttaa
toteotgttea
tttgeecgttg
actgaggtat
tccaatttat
tatgaccatg
ggatccggtt
attcccaaag
aaatttgacg
ccaatttaca
ggggatacgy
tctaagtatg
tecttttgatg
atcgacactg
gaaattggtg
tctttgeccag
tatactttgg
ccaataggte
gacctaggca
cagctgaact
attttttttt
ttgacagggy
ataagggtat
tcatcttcga

gtggtatata
tctcaagatc
cagtgggcta
tttgagcaat
gacaatcatc
aaggagcgat
ctttattatt
ccacaatcga
gaaagagagt
atctttgaaa
tacaaccgag
acctggtecct
taccaagaca

gtacaaacte
ttecatggaga
gggttcatat
ctgatgacat
cctcaaggaa
cttatttgaa
agaattcata
taatcgcace
aaagcaagcc
atctaaacca
tgatatttga
gtgetgaage
aagaggccaa
acgaacaaaa
aagcettegea
cattaggtac
gggttcctag
atgagtctte
ccatggaagg
ttgattttge
gaattttggg
aggectttgga
acaaagatga
aaggaaagat
gtgtaggttt
gaacctcatt
ctaccaaggg
acttaacttt
aggttteotgg
ctttggeaat
aagatgcagt
tatttggtta
agtttttete
cgcataagtg
aagagaccca
agcaaattcg

gtttttcatt
gaaataggac
cagtaaggga
ctcatttgag
aactaatttg
tatttggggt
atcttgataa
aatttecectta
acgagattac
tggcaaagga
gtcccacecee
ggggtataga
acaactattc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2957



gatctgttta
ataccctect
acatttagcc
cggogegaag
tcacagacge
atttgeocact
ctcacatcac

gettgecteg
tgacagtctt
catacatccec
caaaaattac
gttgaattgt
gaggttotte
atccgaacat
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tococegecgg
gacgtgcgca
catgtataat
ggctectege
coccacgeeg
tttecatatac
aaacaacc

gtcaccogge
gctcaggggce
catttgecate
tgcagaccetg
cgoccctgta
ttocttttaa

cagcgacatqg
atgatgtgac
catacatttt
cgagcaggga
gagaaatata
aatcttgeta

gaggoccoaga
tgtcgeccegt
gatggccgeca
aacgcteoeceoce
aaaggttagg

ggatacagtt

60

120
180
240
300
360
388

<210> 106

<211> 247

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de terminacion de TEF1 de Ashbya gossypii

<400> 106

taatcagtac
tttatattgt
tcgacatcat
gtatgtgaat
cgaaaac

tgacaataaa aagattcttg ttttcaagaa cttgtcattt gtatagtttt 60
agttgttcta ttttaatcaa atgttagcgt gatttatatt ttttttecgec 120
ctgcccagat gecgaagttaa gtgecgcagaa agtaatatca tgegtcaatc 180
gectggteget atactgetgt cgattcgata ctaacgecege catccagtgt 240
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una glicoproteina recombinante en Pichia pastoris que carece de actividad de union
cruzada detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora, que comprende:

(a) proporcionar una célula hospedadora recombinante de Pichia pastoris que no presente ninguna actividad de
B-manosiltransferasa 1, 2, 3 y 4 con respecto a un N-glicano u O-glicano, en donde los genes de B-
manosiltransferasa 1, 2 y 3 han experimentado delecién o interrupcion, incluyendo la célula hospedadora una
molécula de acido nucleico que codifica la glicoproteina recombinante

(b) cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones eficaces para expresar la glicoproteina
recombinante; y

(c) recuperar la glicoproteina recombinante del medio para producir la glicoproteina recombinante que carece de
actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos preparados
frente a antigenos de célula hospedadora se determina en un ELISA de tipo sandwich.

3. El método de la reivindicaciéon 1, en el que la actividad de union cruzada detectable con anticuerpos preparados
frente a antigenos de célula hospedadora se determina en una transferencia de Western.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que la glicoproteina recombinante es una glicoproteina terapéutica.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que la glicoproteina terapéutica se selecciona entre el grupo que consiste
en eritropoyetina (EPO); citoquinas tales como interferon a, interferon (3, interferén y e interferon w; y factor
estimulante de colonias de granulocitos (GCSF); GM-CSF; factores de coagulacién tales como factor VI, factor IX y
proteina C humana; antitrombina lll; trombina; cadena a de receptor de IgE soluble; inmunoglobulinas tales como
IgG, fragmentos de 1gG, fusiones de IgG e IgM; inmunoadhesiones y otras proteinas de fusion de Fc tales como
proteinas de fusion a receptor de TNF-Fc solubles; proteinas de fusion de RAGE-Fc; interleuquinas; uroquinasa;
quimasa; e inhibidor de urea y tripsina; proteina de unién a IGF; factor de crecimiento epidérmico; factor de
liberacién de hormona de crecimiento; proteina de fusion de anexina V; angiostatina; factor 2 de crecimiento
endotelial vascular; factor 1 inhibitorio de precursor mieloide; osteoprotegerina; a-1-antitripsina; a-feto proteinas;
DNasa Il; kringle 3 de plasmindégeno humano; glucocerebrosidasa; proteina 1 de union del TNF; hormona
foliculoestimulante; antigeno 4 - Ig asociado a linfocitos T citotoxicos; activador transmembrana y modulador de
calcio y ligando de ciclofilina; proteina 1 de tipo glucagon; y agonista de receptores de IL-2.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula hospedadora estd modificada por ingenieria genética para
producir glicoproteinas que tengan N-glicanos similares a los humanos.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula hospedadora esta modificada por ingenieria genética para
producir glicoproteinas que tengan predominantemente un N-glicano seleccionado entre MansGIcNACcz,
GIlcNAcMansGIcNAC2, GalGlcNAcMansGIcNAc2, NANAGalGIcNAcMansGIcNAc2, GlcNAcMansGIcNAc2, GIcNACc(i-
4)MansGIcNAcz, Gal(1-4)GIcNAc(1-4)MansGIcNAc2 y NANA(1-4)Gal(1-4)GIcNAc(1-4)MansGIcNACc:.

8. El método de la reivindicacion 1 para producir una eritropoyetina humana madura en Pichia pastoris que
comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad
detectable de unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora, que comprende:

(a) proporcionar una célula hospedadora recombinante de Pichia pastoris modificada por ingenieria genética
para producir N-glicanos biantenarios terminados en acido sidlico y que no presenta ninguna actividad de (-
manosiltransferasa 1, 2, 3 y 4 con respecto a un N-glicano u O-glicano, en donde los genes de -
manosiltransferasa 1, 2 y 3 genes han experimentado delecion o interrupcién, incluyendo la célula hospedadora
dos o mas moléculas de acido nucleico, cada una codificando una proteina de fusién que comprende una
eritropoyetina humana madura fusionada con un péptido sefial que se dirige al RE y que se retira cuando la
proteina de fusién esta en el RE;

(b) cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones eficaces para expresar y procesar las proteinas
primera y segunda de fusion; y

(c) recuperar la eritropoyetina humana madura del medio para producir la eritropoyetina humana madura que
comprende predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sidlico y que no tiene actividad de
unién cruzada con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que el péptido sefial es un péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae 0 un
péptido sefial de lisozima de pollo.

10. El método de la reivindicacién 8, en el que al menos una molécula de acido nucleico codifica una proteina de

fusién en donde la eritropoyetina esta fusionada con el péptido sefial aMATpre de S. cerevisiae y al menos una
molécula de acido nucleico codifica una proteina de fusién, estando la eritropoyetina fusionada con el péptido sefal
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aMATpre de S. cerevisiae o un péptido sefal de lisozima de pollo.

11. El método de la reivindicacién 8, en el que los codones de la secuencia de acidos nucleicos de la molécula de
acido nucleico que codifica la eritropoyetina estan optimizados para su expresion en Pichia pastoris.

12. El método de la reivindicacion 8, en el que la actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos preparados
frente a antigenos de célula hospedadora se determina en un ELISA de tipo sandwich.

13. El método de la reivindicacion 8, en el que la actividad de unién cruzada detectable con anticuerpos preparados
frente a antigenos de célula hospedadora se determina en una transferencia de Western.

14. El método de la reivindicacion 8, en el que la recuperacion de la eritropoyetina humana madura que comprende
predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad de unién cruzada
detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora del medio, incluye una etapa de
cromatografia de intercambio catiénico.

15. El método de la reivindicacion 8, en el que la recuperacién de la eritropoyetina humana madura que comprende
predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sidlico y que no tiene actividad de unién cruzada
detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora del medio, incluye una etapa de
cromatografia de hidroxiapatita.

16. El método de la reivindicacion 8, en el que la recuperacion de la eritropoyetina humana madura que comprende
predominantemente N-glicanos biantenarios terminados en acido sialico y que no tiene actividad de unién cruzada
detectable con anticuerpos preparados frente a antigenos de célula hospedadora del medio incluye una etapa de
cromatografia de intercambio aniénico.
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NRRL-Y11430
pOLYS *
YOLY1 -3
[ura5::5eSUC2 ]
pGLY40 *

YGLY2 -3
[ura8 8:: SeSUC2 och1A:lacZ - URAS - lacZ |

* Contraseleccion en 5-FOA

YGLY4 -3
[ura54::ScSUC2 ach1 Az lacZ )

pGLY43a ;

YGLY6 -3
[ura5A::ScSUC2 och1h:lacZ bmit2 A::locZ — URAS — lacZ [KIMNNZ —2 ]

* Contraseleccion en 5-FOA

YGLY8 -3
[ura54:5¢SUC2 och1AzlacZ bmit2h::lacZ [KIMNNZ -2

pGLY48 *

YGLY10-3
[ura54:ScSUC2 ochihslacZ brmt2h:lacZ [KIMNNZ -2
mnndl 1::lacZ — URAS — lacZ / MmSLC 3543 ]

* Contraseleccion en 5-FOA

YGLY12-3
[ura54::5cSUC2 ochih:lacZ bmit2A::lacZ [KIMNNZ — 2
mnn4l 1A::lacZ /MmSLCI5A3 |

e FIG.1A
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YGLY14 -3

[ura5 A:ScSUC2 ochibilacZ bmi2 AlocZ/KIMNNZ -2
mnn4L 1A:lacZ /MmSLC35AF pnolA mnnd A:lacZ — URAS - lacZ |

L Contraseleccion en 5-FOA

YGLY16-3

[ura5 A::ScSUC2 ochillacZ  bmi2 A:lacZ/KIMNNZ -2
mnndl 18::lacZ MmSLC35A3 pnoth mnndd:lacZ |

pGLY247 l

YGLY20-3

[ura5 A:ScSUC2 ochiilacZ bmt2 AlocZ/KIMNNZ —2
mnndl 1A:JacZ MmSLC35A3 pnolh mnn4h:lacZ
met16A::lacZ—URA5-lacZ |

0GLY248 l

YGLY22-3

[ura5B:MET16 ochlh:lacZ bmt2 A:lacZKIMNNZ -2
mnndl 1A lacZ MmSLC35A3 pnolh mnndh:lacZ
met16A::lacZ—URAS—lacZ |

l Contraseleccion en 5-FOA

YGLY24-3
[ura5 A:ScSUC2 ochil:lacZ bmi2 AlocZ/KIMNNZ -2
mnndl 18::lacZ MmSLCI5A3 proth mnndh:lacZ
met16A::lacZ—URA5—lacZ |

pGLY582 L

FIG.1B
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YGLYS8

[ura5A:MET16 ochlA:lacZ bmitZAzlacZ {KIMNNZ —2
mnnél 1A::lacZ IMmSLC35A3 pno1h mnndh:lacZ met164:lacZ
his1h::JacZ —URAS—lacZ/ScGAL10/XB33/DmUGT |

pGLY167b

YGLY73

[ura58:MET16 ochlbilacZ bmi2A:lacZ [KIMNNZ -2
mnn4L 1A::lacZ [MmSLC35A3 pnolA mnndA:iacZ met!6A:iacZ
his1A:JacZ — URAS —lacZ/ScGAL 10/XB33/DmUGT |

arg18:HIS1/KD53/7054]

l Contraselecciéon en 5-FOA

YGLY1272

[uraSA:MET16 ochlhzlacZ bmit2A:lacZ /[ KIMNNZ -2
mnndd 1A::lacZ IMmSLCIBA3 pnolA mnndllacZ met!6A:lacZ
his1A::lacZ/ScGAL10/XB33/DmUGT

arg18:HIS1/KD53/T054]
pGLY1430 l

YGLY1305

[urc54:MET16 ochlbilacZ bmit2 A:lacZ [KIMNNZ -2

mandl 18::/acZ IMmSLC35A3 pnotA mnndh:lacZ met!6AiiacZ
his1A:lacZ/ScGAL10/XB33/DmUGT

arg1A:HIS1/KD53/TC54
ADE1::locZ~URAS—locZ/NA10/MmSLC35A3/FB8 |

Contraseleccion en 5-FOA

FIG.1C
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YGLY1461

[ura5A:MET16 ochih:lacZ bmi2A:lacZ /KIMNNZ - 2
mnn4l 1h:lacZ /MmSLC35A3 pnol1A mnnd AlacZ met16A:lacZ
his 1A::lacZ/ScGAL 10/XB33/DmUGT
arg1A::HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FB8 ]

pGF1-165

YGLY1703

[uraSh:MET16 ochih:lacZ bmi2 A:lacZ [KIMNNZ - 2
mnn4l 1h::lacZ /MmSLC35A3 pno 1A mnnd AlacZ met16A:lacZ
his 1h::locZ/ScGAL 10/XB33/DmUGT
arg1h::HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FB8
PRO1::acZ-URA5—lacZ/TrMDS1]

pGly2088

YGLY2849

[ura5A:MET16 ochih:lacZ bmit2A:lacZ [KIMNNZ -2
mnn4L1A:facZ MmSLC35A3 pno 1A mnnd A:lacZ met16M::lacZ
his 10:2lacZ /ScGAL 10/ XB33/DmucT
arg1A:HIST/KD53/TC54
ADE1:lacZ/NA10,/MmSLC35A3/FB8
FRO1::lacZ-URAS—lacZ/TrMDS 1
AOX1:Sh ble/AOXTn/ScaMFore~GFIS00 |

pGLY2456

FIG.1D
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YGLY3159
[ura5 A:MET16 ochihdacZ bmiZN:lacZ [ KIMNNZ -2
mnn4L 1A::ocZ MmSLC35A3 pnolA mnndA:lacZ met16A:lacZ
his 1A::lacZ/ScGAL 10/XB33/DmUGT

arg1A:HIS1 /KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FB8
PRO1::lacZ—URAS—lacZ/TrMDST
AOX1:Sh ble/A0X1p/ScaMFpre—-GFIB00
TRP2::ARG1/MmCST/HsGNE/HsCSS/HsSPS/MmST6-33]

i Contraseleccion en 5-FOA

YGLY3225

[uraS A=MET16 ochlhdacZ bmit2A:lacZ [ KIMNNZ -2
mnndl 1h::locZ MmSLCISA3 pnolh mnndh:lecZ met!16A:lacZ
his 1A::lacZ/ScGAL 10/X833/DmUGT
arg1N:HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FBS
PRO1.:lacZ/TrMDS 1
AOX1:Sh ble/AOX1p/ScaMFpre—GFI800
TRP2::ARG1/MmCST/HsONE/HsCSS/HsSPS/MmST6-33

pGLY2057 l

YGLY3229

[uraS A:MET16 och1h:lacZ bmt2 A::lacZ [ KIMNNZ -2
mnndL1A::locZ MmSLC3SA3 pnolh mnndh:lacZ metl16h:lacZ
his 1A::lacZ/ScGAL 10/XB33/0mUGT

argIA:HIS1 /KD53/TC54
ADE1:-lacZ/NA10/MmSLC35A3/FBS8
PRO1.::lacZ/TrMDS 1
AOX1:5h ble/AOX1p/ScaMFpre—GFIB00
TRP2:ARG1/MmCST/HsGNE/HsCSS/HsSPS/MmST6~33]
ade2::lacZ-URA5—locZ FIG.1E
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POLY2680 l

YGLY4209

[ura5A:MET16 ochlhziacZ bmit2A::lacZ [ KIMNNZ -2
mnn4lL1h:lacZ IMmSLC35A3 pnolA mnndb:lacZ met16h:lacZ
his1i:lacZ/ScGAL10/XB33/OmUGT
arg18:HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FB8
PRO1::acZ/TrMDS 1
AOX1:Sh ble/AOX 1p/ScaMFpre=GFI800
TRP2::ARG1/MmCST/HsGNE/HsCSS /HeSFS /MmST6-33 ]
adeZ::iacZ-URAS—-locZ
AOX 1:ADE2tr/AOX 1p/CLSP-GFIS00 ]

l Contraseleccién en 5-FOA

YGLY4244

[ura5A:MET16 ochib:iocZ bmit2h::lacZ [ KIMNNZ -2
mnndl 1h:JacZ IMmSLC39A3 pno 1A mnndAslacZ met16A:lacZ
his1h::lacZ/ScGAL10/XB33/DmUGT

arg14::HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FB8
PRO1::lacZ/TrMDS 1
AOX1:Sh ble/AOX1p/ScaMFpre—GFI800
TRP2::ARG 1 /MmCST/HsGNE/HsCSS/HsSPS/MmST6-33
ode2::lacZ
AOX1:ADE2tr/AOX 1p/CLSP-GFIB00 ]

pGLY2713 l

FIG.1F
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YGLY5053

[uraSAMET16 ochifziacZ bmt2A::lacZ /KIMNNZ —2
mnn4l 1A::lacZ /MmSLC35A3 pnolA mnndh:locZ met!16A::lacZ
his1A::lacZ/ScGAL10/XB33/DmUGT
arg18:HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3 /FB8
PRO!:lacZ/TrMDS 1
AOX1:5h ble/AOX1p/ScaMfpre—GFI800
TRP2::ARG1/MmCST/HsGNE/HsCSS/HsSPS/MmST6—33
ade?::lac/

AOX 1:ADE2tr/AOX 1p/CLSP—GFIS00

pep4:lacZ-URA5—lacZ/PpPNOT]

i Contraseleccion en 5-FOA

YGLY3597

[ura5 A:MET16 ochifdacZ bmit2A:.lacZ [ KIMNNZ -2
mnn4L 1h:lacZ /MmSLCI5AT pnolh mnn4d:lacZ met16A:lacZ
his1::lacZ/ScGAL 10/XB33/DmUGT
arg18::HIS1/KD53/TC54
ADET1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FB8
PRO1::lacZ/TrMDS1
AOX1:Sh ble/AOX1p/ScaMFpre—GFIB00
TRP2::ARG1/MmCST/HsGNE/HsCSS/HsSPS/MmST6-33 ]
ade2::lacZ
AOX1:ADE2tr/AOX 1p/CLSP-GFI800

pep4:lacZ/PpPNOT |

pGLY3411 i

FIG.1G
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YGLY5618

[ura5 B:MET16 ochibilacZ bmit2h:lacZ [ KIMNNZ -2
mnn4l 1A::lacZ MmSLC35A3 pno1A mnndh:lacZ met16h:lacZ
his 1A::lacZ /ScGAL 10/XB33/DmUGT

arg1A:HIS 1 /KD53/TC54
ADE:lacZ/NA10,/MmSLC35A3/FB8
PRO1.::lacZ/TrMDS1
AOX1:Sh ble/AOX1p/ScaMFpre—GFi800
TRP2::ARG 1 /MmCST/HSGNE/HsCSS /HsSPS/MmST6=33]
adeZ:lacZ
AOX1:ADE2tr /AOX 1p/CLSP-GFI800
pepd.lacZ/PpPNO1
bmt4::lacZ-URAS—lacZ ]

pOLY3430 ¢

YGLY7110

[ura5 A=MET16 ochiN:lacZ bmt2A:lacZ [ KIMNNZ -2
mnn4l 18:lacZ /MmSLC35A3 pnolA mnndAilacZ met16A:lacZ
his 18 lacZ/ScGAL10/XB33/DmUGT
arg1A:HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NA10/MmSLC35A3/FBS
PRO1::lacZ/TrMDS1
AOX1:Sh ble/A0X1p/ScaMFpre—GFIB00
TRP2+ARG1/MMCST/HSGNE/HSCSS/HsSPS/MmST6-33
adeZ::lacZ
AOX 1:ADEZtr /40X 1p,/CLSP—GFIB00
pepd:lacZ/PoPNO1
bmit4::lacZ-URAS~lacZ bmt1:Nat ? ]

pOLY4472 i

FIG.1TH
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YGLY7113-7122

[ura56:MET16 ochiAziacZ bmit2h:lacZ [ KIMNNZ -2
mnn4l 1h:lacZ /MmSLC35A3 pnolh mnndh:lacZ met16A:lacZ
his 1h:zlacZ/ScGAL 10/XB33/DmUGT
arg18::HIS1/KD53/TC54
ADE1::lacZ/NAT0/MmSLC35A3/FB8
PRO1::lacZ/TrMDS1
AOX1:Sh ble/AOX1p/ScaMFpre—GFIB00
TRP2:ARG 1 /MmCST/HsGNE/HsCSS/HsSPS/MmST6-33]
ade2::lacZ
AOX1:ADE2tr/AOX 1p,/CLSP-GFIB00
pep4:iacZ/PpPNO1
bmtd:lacZ-URAS—lacZ bmt1:Nat® bmit3:Hyg” ]

FIG.1I
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Glosario

ScsUC2
OCH1
MMNN2-2
BMT1
BMT2
BMT3
BMT4
MNN4L1
MmSLC35A3
PNO1
MNN4
ScGALW
XB33
DmUGT
KD53
TC54
NAL1OD

FB8
TrMDS1
Sh ble

ScaMFpre-GFIS800

MmCST
HsGNE

HsCSS
HsSPS
MmST6-33

ADE2tr
CLSP
PEP4
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Invertasa de S. cerevisiae

Alfa-1,6-manosiltransferasa

Transportador de UDP-GIcNAc de K. lactis

Transferencia de beta-manosa (eliminacién de beta-manosa)
Transferencia de beta-manosa (eliminacién de beta-manosa)
Transferencia de beta-manosa (eliminacién de beta-manosa)
Transferencia de beta-manosa (eliminacién de beta-manosa)
1 similar a MNN4 (eliminacién de carga)

Homélogo de ratén del transportador de UDP-GlcNAc
Fosfomanosilacién de N-glicanos (eliminacién de carga)
Manosiltransferasa (eliminacién de carga)

UDP-glucosa 4-epimerasa

HsGalTI truncado fusionado con el lider ScKRE2
Transportador de UDP-Galactosa

DmMNSII truncado fusionado con el lider ScMNN2

RnGNTII truncado fusionado con el lider ScMNN2

HsGNTI truncado fusionado con el lider PpSEC12

MmMNSIA truncado fusionado con el lider ScSEC12

MNS1 de T. reseei secretada

Marcador de resistencia a zeocina

Fusiéon de presecuencia del factor de acoplamiento de Sc alfa
con HSEPO

Transportador de CMP-acido sialico de ratén
UDP-GlcNAc 2-epimerasa humana /
N-acetilmanosamina quinasa

CMP-acido sialico sintasa humana
N-acetilneuraminato-9-fosfato sintasa humana
a-2,6-Sialil transferasa de ratén truncada
Fusionada con el lider ScKREZ2

Marcador ADE2 truncado

Péptido seiial de Lisozima de Pollo

Proteinasa A

Fig 1J
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EcoRl (396)
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EcoR! (396)
. < f|| (409)

PpOCH1—

repeticion de lacZ

Pmel (1406)

Hindlll (6733)
Sfil (6709)

pGLY40
(8972 pb)

repeticion dehy /
PpOCH1-5'
:

Spel (3821)
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repeticién de lacZ

Sfil (7598)
Sphl (7608)

LY43a
(9[:3349 pb) PpuRAS |

repeticién de lacZ
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EcoRl (396)

Sfil (415)

pUC19 Pmel (1543)

Sall (7011)

(9268 pb)

Sfil (7005) Transp. de MmGIcNAc

PpMNN4L1-3'
Prom de PpGAPDH

ici I
repeticién de lacZ repeticion de lac

Swal (5771)
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repeticién de lacZ

pGLY45
(7960 pb)

A\

N PpMNNg-3"

repeticwi /

Swal (3779)

FIG.6
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EcoRl (396)

Sfil (409)

repeticion de lacZ

poLY247
(6833 pb)
Sall (4576)

pMET 16-3'

repeticion de lacZ

Sfil (4570)

Swal (3742)

FIG.7
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EcoRl (396)

pGLY248
(6410 pb)

Sall (3105)

FIG.8
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pUC19 PpHIS1 -5!
PpPMAT1 TT

[ PpHIS1-3'
OGLY582
(15355 pb)

Prom de PpOCH1

CO hGalTl /
Ili’

Notl (6109)

Xhol (6608)

FIG.9
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Sfil (409)

Pmel (1782)

N
Sfil (12039)

Pacl (2090)
ScCYC TT

pGLY167b
(14290 pb) CO-KD53

Prom de PpMA1

FIG.10
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Sfil (415)

pGLY1430
(14927 pb) | Asel (3799)

n.® 10 prSEC12-s ™ Notl (3902)
Prom de PpMA1

i—=

Ascl (8525)

Pacl (7113)

FIG.11
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Sfil (420)

5 A\ Pmel (2038)

Sfil (8263

pGFI165
(10531 pb)

aMATTrMan

Prom de PpGAPDH

PpURAS
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Bqlll (401)

Alfa MF-pre

co—hEPO

pGLY2088
(7417 pb) Fsel (1917)
Swal (1925)

BamHI (2213)

Sfil (3350)

FIG.13
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Sfil (411)

ALGS TT :
pTrpE 3 Lkl

Transp de CO mCMP-Sia

Ascl (15143) _! comST6=33 Prom de PpPMA1
pGLY2456
{ Prom de PpTEF (19936 pb) cYe m
Ly

PpPMA1 TT 0O hGNE

CO hSIAP S

Prom de PpPMA1
- SeCYC TT PpARG1

: CO hCM

Dralll (7681)
Xhol (9522)

BamHI (11636)

FIG.14
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EcoRI (396)

repeticion de lacZ

pGLY3411 (pSH1092)
(6783 pb)
Asel (1881)

| Clal (2188)
Hindil (4544) 2\ PPPBSH 5

repeticion de lacZ

f“*”’”////

Sphl (3505)

Xbal (2770)

FIG.15
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pGLY3430 (pSH1115)

(4970 pb)

BamHi
BomHI Ndel ECORV

FIG.16
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Hindlll
EcoRl

pGLY4472 (pSH1186)
(6054 pb)
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Sfil (415)

pGLY2057

(9013 pb)
Sfil (6750)

repeticion de lacZ

Swal (5062)

FIG.18
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Spel (1924)

pGLY2680
(8224 pb)

Spel (5280)
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Sfil (415)

Prom de PpGnPDH

pGLY2713 repeticion de lacz
(9989 pb )

PpPEP4 3
PpURAS

repeticion de lacZ
de PpPNO1

Sfil (7738)
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Transferencia de Western del anticuerpo HCA

Deteccion de una proteina de aproximadamente el tamaiio de rhEPO

Tincién con Transferencia de
Commassie Western
SDS-PAGE anticuerpo Anti-HCAB
@ @
G 0O S o
s 5
& € & €

rhEPO
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Transferencia de Western del anticuerpo Anti-HCA

Sin deteccidn de la forma desglicosilada de esta proteina

0 O
. P~
] o
L] L]
I"LLI,. (TR 'S
" m o &
m W L1+
(G 0 3
Y= 0 ¥ =z =
-q-l'-}rE *l:r‘_"_-u.
1 [ [ [
e DO O e OO0 0O ¢
§ o od S§4adns
S Wwwe EWuwws
a EEE® 5 £ £ £:&
W* i

b

x
=

SDE-PAGE Transferencia de Western
Tefiido con Azul de Commassie

FIG.23
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Reactividad de anti-HCP con rhlgG1 producido
en Pichia pastoris

Calle 1; rhlgG1l producido en GS2.0 que contiene N-glicanos de MangGIcNAc: detectables que
eran resistentes a la al,2-manosidasa

Calle 2: Marcador

Calle 3; rhlgG1 producido en WT

Calle 4;: rhlgG1 producido en WT+PNGasaF

Calle 5: Marcador

SDS-PAGE - Transferencia de Western
Tefiido con Azul de Commassie

FIG.24
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Deteccion de HCA en rhEFO y Otras
Preparaciones de Proteina Producidas en

Pichia pastoris

Fetuina - PNGasaF
Fetuina + PNGasaF

© Asialofetuina

Leudquina + PNGasaF

;
:
ﬁg

' combinacidn de RhEPO 5305 - PNGasa F-379C

 Patrdn
. Leuquina - PNGasa F

-+ combinacién de RhEPO S30S + PNGasaF

S

0

SDS-PACE -

: Tefiido con Azul de Commassia

ﬂ.“'.- P
P Ve
W <"".,-¢:wex b o

Transferencia de Western
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Deteccién de HCA- rhEPO

Purificacion a 40 pm de Mezcla de FO71401 - Hydroxi apatita de Tipo I
SDS PAGE

Tefiido con Azul de Commassie

Transferencia de Western

Reducido No reducido Reducido No reducido

Hillli

o~

:
;

Combinadon de HA 1
. Combinadon de HA 1

HPLC para Analisis de N-Glicanos

. . % mono %o hibrido %o bi
combinaciones %o neutro
sialilado sialilado sialilado
combinacionde HA 1 3,49% 4,90% 1,21% 90,40%
combinacion de HA 2 13,51% 15,76% 5,86% 64,87%
combinacion de HA 3 46,79% 11,50% 10,33% 31,38%

FIG.26
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Semana 44 - rhEPO - Sepharose 6 FF Azul
Combinacion de Azul Azul +/- PNGasa F

SDS - PAGE Transferencia de western  Transferencia de western
Tincién con Coomassie anticuerpo Anti-hEPO  anticuerpo Anti-HCA
by 2t e ae - [3s)
©o ™ ) R © —
T8 @8R ©8 B8R T8 8R
RECRh g NS NI
29 B8 $9 8¢ EORS
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ELISA de Sandwich para Detectar la actividad de Unién Cruzada Asociada con rhEPO
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Resultados de HPLC de N-Glicanos
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Semana 50 - identificacion sistematica de cepas de supresion genética de
BMT cuadruple para combinaciones de rhEPO azul y la combinacién HA 1s
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Semana 50 — identificacion sistematica de cepas de
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Identificacidon sistematica de cepas de supresion genética de BMT cuadruple
tefiidas con Azul de Coomassie en Gel por SDS - PAGE
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ELISA de Sandwich para Detectar la actividad de Unién Cruzada Asociada con rhEPO
Combinaciones de SixFors - Supresiéon genética de BMT Cuadruple - Azul
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Resultados de HPLC de N-Glicanos

Semana 48 - Combinaciones de SixFors - Supresion genética de BMT Cuadruple - Azul

80-

=
2 % Bi-
g
2 2l | HZM
dr - 2 S
701 € > L) ono
< = 0
p 7 = B % O % Neutro
o g i) bt g
py — " o /]
i Z e K )
z -, i o )
Z ! . : :
60— = g - . e
T . - 4 P, / :
7, B a B B »
7 : K : ] 9 T
-~ s B o ﬁ. . ] - '
"// 7 // ] ] X - /z !
: 4 g o 1y 7] Al 4 -
4 5 g ’ Z ¥ g5 ;
. P P . o 0% - s -
11 7 . 8 8 7 ’ A ;
’ ’ Al Z 7 . X i
: : v " “ o 4
‘ b '/, % < ;! p . MY
' B 7 . : P w 7 7
o - o A - 7,
g : | “ ) - o
7 : ’ : ¥ Z g Zi
o] A [ WL T
S . - . . ./ 1]
2 7 7 i s ” 7 i ;
| . b ] -] j
-, "' . v - -
5 7 P B 2 Z
] - - Al /. b4
s ;/ / . - /
. 7 / . M
T [ - . o - ) / 7
[ ; s ‘ | ) j
" o : : s R’ ; :
- B o ~H &= k- 1 . “f
% - 0 — | 5 o 7 “Je=
" Z imlE & v B —
A ; . 4 /. RS . =1 71 7
20_ “AMe= | : 1 / RS 1 o N 1
< o ’ . Nl Ert -] s V5 = (I 2 N
” : ’ R % P P O
1 - 1 = b o ; s
i a e N L A
i ~ - N L . b N
43 Pt o n v - ~ i
sl [ A o N Y e | S i RN
| = o o . S s RS I IR
N 4N 4] 7, ~ A i 5N
el 5 o oS “1e e A o B
'./ N B \\ e l/ \\ . o \\. / .
e S : 7N 13 o :
= ZN N s : 7
. \\ KR 4 iR A & N B b2 -
-, PN s ot N oA 2k N .
v I e I | I % N I 5 ot O | I 5 o I | B 97 A3 PR A R IS
0 /

X074814 X074816 ¥074818 X074820 X074822
(YeLY7113)  (YGLY7114)  (YeLY7117)  (Y6Ly7120)  (Y6Lr7122)
X074815 X074817 X074819 X074821 X074824
(YeLY7115)  (YoLy711)  (YeLy7ng)  (YoLy7121)  (YGLY7118)

FIG.38

219



ES 2589 655 T3

tica de

-

-

on gene

tica de cepas de supresi

a

inaciones

istem

v -

“
=
=4
7]
]
]

Semana 51 - ident

HA 1s

inacién

de rhEPO azul y la comb

BMT cuadruple para comb

SDS-PAGE

e por

incién con Coomassi

T

0¢LL ANTOA
0CLL NTOA
BSLE A1DA
G6EL A1DA
PEEL AN1OA
LLLL ANTDA

GLLL A1DOA

uodied

0CLL ATOA

0CLL NT2A
65LE ATOA
G6EL ATDA

PEEL ATOA
LLEL ATOA
GLLL ATIOA

Combinaciones de HA

Combinaciones de Azul

e

.

s

R R A

i)
i
m
.

i
i

Ny
R

O

o 4
S mxm
s e
e e
T A A

rhEPQ

rhEPQ

FIG.39A

220



ES 2589 655 T3

02LL AT9OA
02lL ATOA

6S1LE ATOA
GGEL ATOA
POEL ATOA
LLLL ATOA
GLLL ATOA

uglied
0CLL ATOA
0ZLL ATOA
BSLE ATOA
G6EL ATIDA
PEEL ATDA
LLLL ATOA

SLLLATDA

e s
A
\\%\‘N‘\\\\\\\\%\xﬁ.

A A
R e
Ll T

Transferencia de Western -anticuerpo Anti-HCA
Combinaciones de HA

L
T

. o

7
7

. ]
R e
R

i

S

0
v
<<
T

b=
0

7

[

E=
]

£

(]

L
L

>
)

N

[
o
-4
w
-

|

[
<
i
U
£
o
-]
-]
£
3
£
]
v
o
i
o]
g
=3
=
o
U
=
L

Combinaciones de Azul

i
N
(o)
=
(o)
£
Q
v

da con HCP

on cruza

Un
221

FIG.39B

da con HCP

Unién cruza



ES 2 589 655 T3
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