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DESCRIPCION
Nuevas lisil oxidasas.
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a lisil oxidasas.
Antecedentes de la invencién
Lisil oxidasas

Las amina oxidasas forman una familia heterogénea de enzimas que catalizan la oxidacion de sustratos de amina
primarios en aldehidos reactivos. Las enzimas se subdividen en dos grupos en funcién de la naturaleza de su
cofactor. El dinucleétido de adenina flavina (FAD, por sus siglas en inglés) es el cofactor de enzimas tales como
monoamina oxidasa A y B y de una forma intracelular de poliamina oxidasa (Csiszar, Progr. Nucl Ac Res y Mol Biol
(2001), 70, 1-32). Un segundo grupo de amina oxidasas contiene una quinona, una cadena lateral de tirosina
modificada, utilizada como cofactor (Wang et al, Science (1996) 273, 1078-1084). Las enzimas lisil oxidasa (LOX)
pertenecen a esta subfamilia de amina oxidasas.

Las amina oxidasas catalizan la desaminacion oxidativa de aminas primarias, secundarias y terciarias en los
aldehidos correspondientes, con la posterior reduccién de O, en H,O, tal como se ilustra a continuacion:

RCH,NHs" + 0, — RCHO + NH4" + H,0,

Las aminas que se encuentran en mamiferos entran en los dos grupos mencionados anteriormente, las monoamina
oxidasas dependientes de flavina (MAQO) y las amina oxidasas de cobre que contienen quinona (CuAQ) (Duff et al,
Biochem (2003) 42, 15148-15157). Las MAO se encuentran exclusivamente en la membrana mitocondrial externa de
practicamente todos los tipos de células y participan en la degradacion de aminas primarias, secundarias y terciaras
y en la oxidacién de diversos neurotransmisores. Se cree que las MAO funcionan a través de una transferencia de
electrones simple o a través de un mecanismo de catalisis covalente coordinado, con la participaciéon del cofactor
FAD en ambos (Duff et al, Biochem (2003) 42, 15148-15157 y referencias citadas en la misma). Las CuAO que
contienen quinona parecen participar exclusivamente en la desaminacion oxidativa de las aminas primarias. Estas
enzimas pueden subdividirse en dos clases, en funcién del tipo de cofactor quinona presente en el sitio activo: topa
quinona (TPQ) o lisil tirosilquinona (LTQ). Se sabe hace mucho tiempo que las enzimas de la ultima clase, conocidas
como lisil oxidasas, estan asociadas con la formacioén de tejido conjuntivo a través de la catalisis de la desaminacion
crucial de la cadena lateral de peptidil lisina que inicia la reticulacion de los residuos de lisina en el colageno y la
elastina (Csiszar, Progr. Nucl Ac Res y Mol Biol (2001), 70, 1-32). Aunque todavia se debe estudiar la biogénesis del
factor de LTQ, la biogénesis de TPQ se ha estudiado exhaustivamente, por ejemplo, utilizando multiples estructuras
de cristal atrapadas (Duff et al, Biochem (2003) 42, 15148-15157). La conversion de un residuo de tirosina en TPQ
requiere solo enzima apo no procesada, cobre y oxigeno molecular. La tirosina que se modifica esta presente en la
secuencia consenso del sitio activo conservado Asn-Tyr-Asp/Glu (Mu et al, J Biol Chem (1992) 267, 7979-7982).

La catalisis mediante CuAO procede a través de un mecanismo ping-pong (Wilmot et al, Science (1999) 286, 1724-
1728). La etapa clave es la conversion de la quinonaimina inicial en quinoaldimina, facilitada por la captacion de
protones desde el alfa-carbono del sustrato mediante un aspartato absolutamente conservado que actia como base
general. La hidrdlisis provoca la liberacion del producto aldehido, proporcionando un Cu(ll)-aminorresorcinol en
equilibrio con Cu(l)-semiquinona, que posteriormente hace reaccién con dioxigeno para producir H,O2 y una
iminoquinona. A continuacién se hidroliza la segunda, liberando NH4" y el cofactor vuelve a su estado de reposo.

Las CuAO que contienen TPQ estan distribuidas extensamente en la naturaleza y se han purificado a partir de
mamiferos, plantas y microorganismos. Participan en la oxidacién de muchas mono y diaminas alifaticas de cadena
corta y larga, incluidas diversas aminas aromaticas (Duff et al, Biochem (2003) 42, 15148-15157). En
microorganismos tienen un papel nutritivo en la utilizacion de aminas primarias como Unica fuente de nitrégeno o
carbono. El papel de las amina oxidasas en organismos superior no es tan claro. Se han propuesto diversos papeles
para estas enzimas en plantas y mamiferos tales como curacién de heridas, reduccion de la concentracion de
aminas toxicas, crecimiento celular, sefializacion y adhesion.

La induccion de metaloproteinas por medio de iones metalicos se ha observado en una amplia gama de tejidos
animales y organismos microbianos (Rayton & Harris, J Biol Chem (1979) 254, 621-626). Haywood and Large
(Biochem J (1981) 199, 187-201) utilizd este principio posteriormente para ayudar a inducir la expresion de amina
oxidasas microbianas durante el crecimiento en medios que contenian aminas como Unica fuente de nitrégeno.
Lograron inducir la expresion de dos amina oxidasas en Candida boidinii. La presencia de dos amina oxidasas
parece ser comun en levaduras (Kuchar & Dooley, J Inorg Biochem (2001) 83, 193-204). Purificaron las enzimas
correspondientes y mostraron que diferian en la especificidad de sustrato. Las enzimas se denominaron metilamina
oxidasa y bencilamina oxidasa. Mas adelante, se mostré6 en un abordaje similar que la levadura Pichia pastoris
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también contiene dos amina oxidasas (Green et al, Biochem J (1983) 211, 481-493). Tur & Lerch (FEBS Letters
(1988) 238, 74-76) caracterizaron adicionalmente la bencilamina oxidasa. Demostraron que la oxidasa contiene un
grupo quinona, un atomo de cobre y que la enzima tiene una especificidad de sustrato amplia. Mediante el uso de
lisina, péptidos modelo, elastina y colageno como sustratos, mostraron que la oxidasa tiene considerable actividad
de lisil-oxidasa. Basandose en estudios de inhibicion con -aminopropionitril sugirieron que la enzima es una lisil-
oxidasa de cobre (E.C. 1.4.3.13). Desde entonces, la enzima se ha denominado lisil oxidasa. Dove et al (FEBS
Letters (1996) 398, 231-234) mostraron que esta lisil oxidasa de cobre contiene TPQ como cofactor, lo cual la
distingue de las lisil oxidasas que son todas de mamifero y contienen LTQ como cofactor. Kuchar & Dooley (J Inorg
Biochem (2001) 83, 193-204) clonaron, secuenciaron y caracterizaron adicionalmente la enzima. Lograron
sobreexpresar la enzima intracelular hasta 10 mg por litro, convirtiéndola en la primera lisil oxidasa que se
sobreexpresd con éxito. Confirmaron la presencia de 1 ion de cobre por molécula de enzima y la presencia del
cofactor TPQ. Extendieron ademas el trabajo sobre la especificidad de sustrato de la enzima, mostrando que es de
algun modo similar a las oxidasas de mamifero y es capaz de oxidar residuos de lisina en péptidos. Sin embargo, la
lisil oxidasa de Pichia pastoris tiene una especificidad de sustrato mucho mas amplia en comparaciéon con las
enzimas de mamifero (Kuchar & Dooley, J Inorg Biochem (2001) 83, 193-204). La enzima muestra una homologia
secuencial bastante baja con otras amina oxidasas. La homologia mas alta fue con la diamina oxidasa de rifidén
humano (50 % de similitud, 30 % de identidad). Una comparacién secuencial con otras amina oxidasas mostré que
solo se conservaban de forma absoluta 29 residuos, incluidos aquellos en la secuencia consenso de TPQ (Thr-Xxx-
Xxx-Asn-Tyr-Glu/Asp-Tyr, donde Xxx es cualquiera de los veinte aminoacidos naturales) y las tres histidinas que
forman complejo con el atomo de cobre.

Se determinaron las estructuras tridimensionales de cinco amina oxidasas, originadas de Escherichia coli (Parsons
et al, Structure (1995) 3, 1171-1184), Pisum savitum (Kumar et al, Structure (1996) 4, 943-955), Hansenula
polymorpha (Li et al, Structure (1998) 6, 293-307), Arthrobacter globiformis (Wilce et al, Biochemistry (1997) 36,
16116-16133) y Pichia pastoris (Duff et al, Biochem (2003) 42, 15148-15157; Duff et al, Acta crystallogr D Biol
crystallogr (2006) 62, 1073-1084). La enzima de Pichia es la Unica que es una lisil oxidasa. Sus estructuras son
similares, con cuatro dominios estructurales denominados D1, D2, D3 y D4 respectivamente. El dominio D1 solo se
ha observado en la enzima de E coli, pero se propuso que existe en la enzima de Pichia también. El sitio activo esta
ubicado en el dominio central grande D4, los dominios mas pequefios D3 y D2 estan en direccién al extremo N con
respecto al dominio D4. Las enzimas se cristalizan como dimeros. Es inusual la presencia de una cavidad grande
llena de disolvente, denominada lago, en el interior del dimero entre los dos dominios D4. El sitio de cobre en cada
subunidad se apoya sobre el lago con el cofactor TPQ ubicado en el lado distal del a&tomo de cobre. Un canal largo y
estrecho conecta el TPQ con el disolvente externo (Duff et al, Biochem (2003) 42, 15148-15157). Este canal hasta el
sitio activo es particularmente ancho en la enzima Pichia donde contiene en su entrada una secuencia de residuos
acidos Asp-Asp-Glu-Thr-Glu-Glu. Se piensa que estos residuos facilitan el ingreso del grupo amino lisina cargado a
través de interacciones electrostaticas. Mas adelante en el canal se vuelve hidréfobo, facilitando la desprotonacion
de los grupos lisina en la forma de amina neutra que posteriormente puede oxidarse en el sitio activo. El sitio activo
comprende un atomo de cobre coordinado mediante tres histidinas (residuos nimero 528, 530 y 694) y por el O4 fo
TPQ (residuo numero 478). La posicion de Asp398 en el sitio activo es consistente con el papel propuesto para este
residuo como la base catalitica totalmente conservada.

Durante varios afios, la lisil oxidasa de Pichia pastoris fue la unica lisil oxidasa microbiana conocida. Sin embargo,
EP1 466 979 describe el hallazgo de una amina oxidasa derivada de Aspergillus oryzae que se denomina lisil
oxidasa. Los solicitantes utilizaron el genoma de Aspergillus oryzae para someter a barrido para detectar lisil
oxidasas y describen el hallazgo de un gen que caracterizaron como altamente homologo con el gen conocido de
Pichia pastoris. No queda claro a partir de la descripcion de la patente qué se considera altamente homologo.
Hicimos una alineacion secuencial de las secuencias de Pichia pastoris y Aspergillus oryzae y sorprendentemente
hallamos solo 35 % de identidad, lo cual en general no se considera como homologia alta. Los porcentajes de 60 %,
preferiblemente 70 %, mas preferiblemente 80 % y mas altos se considerarian homologia alta. Ademas, la lisil
oxidasa de Aspergillus oryzae difiere inesperadamente en diversas posiciones importantes respecto de otras lisil
oxidasas y amina oxidasas: por ejemplo, la posicion 164 de la proteina comentada del gen de Asperillus oryzae
descrita en EP 1 466 979 (SEQ_ID NO: 2) es una alanina, mientras que en todas las otras amina y lisil oxidasas
descritas esta posicion es una prolina altamente conservada. Ademas, la posicién 78 en esta proteina comentada es
una metionina, mientras que la leucina esta altamente conservada en las amina oxidasas en esta posicion.
Adicionalmente, la proteina descrita en EP 1 466 979 contiene una insercién adicional de 2 aminoacidos tras el
residuo 109 en comparacién con la lisil oxidasa de mamifero y Pichia. Ademas la posicién 499 en la proteina
descrita en EP 1 466 979 es una treonina, mientras que esta posicién es siempre un residuo hidréfobo en otras
amina oxidasas. Las posiciones conservadas en las proteinas con frecuencia se asocian con la funcién primaria de
una enzima y no pueden cambiarse sin cambiar la actividad catalitica de la enzima. Es extraordinario que en esta
lisil oxidasa especifica varios de dichos residuos conservados estén modificados, y se espera que tengan un efecto
sobre la actividad enzimatica.

El gen se clondé en Aspergillus nidulans a través del integracion aleatoria del gen en el genoma. Los solicitantes
indican que en lugar de A. nidulans, también se podrian utilizar otras cepas tales como Aspergillus niger y
Aspergillus oryzae. De forma sorprendente, se describe en EP1 466 979 que se podia medir la actividad de la lisil
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oxidasa en el fluido de cultivo de algunos transformantes cuando este gen se sobreexpresaba, a diferencia de lo que
sucede con la enzima Pichia pastoris que es una enzima intracelular. Aparentemente, la lisil oxidasa de Asperqgillus
oryzae es una enzima secretada. La presencia de la enzima se establecid a través de mediciones de actividad. Para
la caracterizacion de las lisil oxidasas (E.C. 1.4.3.13) y su distincion respecto de las lisina oxidasas (E.C. 1.4.3.14) el
uso de sustratos correctos es de gran importancia. El ensayo descrito para lisil oxidasa en EP1 466 979 (ejemplo 11
en dicha patente) usa lisina como Unico sustrato. Este aminoéacido tiene dos grupos amino libres, uno en el atomo C*
y uno en la cadena lateral de lisina en el atomo C°. Las lisil oxidasas solo oxidan el dltimo y dejan el otro grupo sin
modificar. Esto puede determinarse utilizando sustratos de lisina en los que el grupo amino a se bloquea, por
ejemplo, mediante acetilacion. Dichos sustratos son esenciales para la identificacion adecuada de lisil oxidasas, y se
utilizan muy comunmente en la caracterizacioén de dichas enzimas (véase, por ejemplo, Kuchar & Dooley, J Inorg
Biochem (2001) 83, 193-204). Dado que dichos sustratos no se utilizan en EP1 466 979 no es posible concluir a
partir de los datos, proporcionados en EP1 466 979, que la actividad enzimatica hallada es de hecho actividad de lisil
oxidasa. La enzima podria ser bien una lisina oxidasa (E.C. 1.4.3.14; L-lisina: oxigeno 2-oxidorreductasa) y no una
lisil oxidasa (E.C. 1.4.3.13, proteina-L-lisina: oxigeno 6-oxidorreductasa). Ademas, la actividad medida fue bastante
baja, siendo apenas unas pocos veces mayor que la actividad ya registrada de la cepa no transformada (EP1 466
979, ejemplo 11). A efectos de aclarar este asunto intentamos sobreexpresar la proteina de la SEQ_ID NO: 2 (EP 1
466 979) en Aspergillus niger (ejemplo 1 de la presente solicitud). Segun EP1 466 979, Aspergillus niger es un
organismo de expresion preferido para la lisil oxidasa. No logramos aislar o de otra forma demostrar una lisil oxidasa
activa en el fluido de cultivo de todos los transformantes evaluados. En virtud de los argumentos mencionados
anteriormente, en combinacién con el trabajo experimental descrito en los ejemplos 1y 2 de la presente solicitud, es
improbable que EP1 466 979 describiera la identificacion de una lisil oxidasa funcional. EP1 466 979 tampoco
describe intentos de purificar la enzima sino que en cambio las mediciones de actividad se llevaron a cabo con
sobrenadantes de fermentacién brutos que pueden contener una variedad de actividades enzimaticas no
especificadas. Ademas, no todos los transformantes descritos en EP 1 466 979 exhibieron actividad mayor en
comparacioén con la cepa no transformada. Por lo tanto, es dudoso que la secuencia proteica descrita en EP 1 466
979 sea de hecho correcta y codifique para una lisil oxidasa funcional. La actividad de oxidasa que se ha medido en
algunos de los transformantes en EP 1 466 979, por lo tanto, podria no deberse a la sobreexpresion del gen descrito
sino que podria ser provocada por la presencia de actividad de amina oxidasa ya registrada. Sorprende que en el
medio de la cepa de referencia, se agregue una cantidad considerable de arginina (EP1 466 979, ejemplo 11). Se
sabe que las amina oxidasas pueden inhibirse mediante compuestos que contienen guanidina, tales como arginina
(Kuchar & Dooley, J Inorg Biochem (2001) 83, 193-204), y la arginina contiene dicho grupo guanidina. En caso que
la cepa vacia produjera cantidades bajas de actividad de amina oxidasas, la misma podria inhibirse mediante la
arginina que esta presente en el medio. Si este es el caso, la cepa vacia se evaluaria en una configuracién que no
es un buen testigo dado que el fondo se bajaria artificialmente. En dicha situacion, podria ser el motivo para la
actividad baja de los transformantes informada, que mostraron una actividad apenas unas pocas veces mayor que la
ya registrada. Esta actividad baja podria ser la actividad de fondo normal observada en ausencia de arginina.

A partir de todo lo mencionado anteriormente, esta claro que se conocen las lisil oxidasas, pero que no se ha
producido ninguna lisil oxidasa extracelular. La lisil oxidasa de Pichia es una enzima intracelular y solo se produce a
niveles de 10 mg/ml (Kuchar & Dooley, J Inorg Biochem (2001) 193-204). Ademas, la enzima debe ser liberada por
el célula, los cual hace que el procesamiento de la enzima a escala industrial sea complicado y poco atractivo. Dado
que ademas otras lisil oxidasas no se han sobreproducido a niveles de expresion interesantes econdémicamente,
todavia existe la necesidad de una lisil oxidasa extracelular que pueda producirse en grandes cantidades (gramos
por litro).

Desde un punto de vista econémico, existe una necesidad clara de un medio mejorado para producir lisil oxidasas
en grandes cantidades y en una forma relativamente pura, en comparacion con la escasa productividad de la enzima
de Pichia pastoris y la alegada enzima de Aspergillus oryzae. Un modo preferido para hacerlo es a través de la
sobreproduccién de dicha lisil oxidasa utilizando técnicas de ADN recombinante. Un modo especificamente preferido
para hacerlo es a través de la sobreproduccion de una lisil oxidasa derivada de un hongo y un modo mas preferido
de hacerlo es a través de la sobreproduccion de una lisil oxidasa derivada de Aspergillus. Para posibilitar la tltima
via de produccioén es esencial tener informacion secuencial Gnica de una lisil oxidasa derivada de Aspergillus. De
forma mas preferible, se debe disponer de toda la secuencia de nucledtidos del gen codificante.

Una modo mejorado de producir la lisil oxidasa secretada nueva identificada en grandes cantidades y en una forma
relativamente pura es a través de la sobreproduccion de la enzima codificada por Aspergillus utilizando técnicas de
ADN recombinante. Un modo preferido para hacerlo es a través de la sobreproduccién de dicha lisil oxidasa en un
microorganismo hospedador de uso alimentario. Los microorganismos de uso alimentario conocidos incluyen
Aspergilli, Trichoderma, Streptomyces, Bacilli y levaduras tales como Saccharomyces y Kluyveromyces. Un modo
incluso mas preferido para hacerlo es a través de la sobreproduccion de la lisil oxidasa derivada de Aspergillus
secretada en un hongo de uso alimentario tal como Aspergillus. El mas preferido es la sobreproduccion de la lisil
oxidasa secretada en un hongo de uso alimentario en el que el uso del codén del gen que codifica para la lisil
oxidasa se ha optimizado para el hospedador de la expresion de uso alimentario utilizado. En general, para
posibilitar las ultimas vias de optimizacién, es deseable tener informaciéon secuencial Unica de una lisil oxidasa
secretada. De forma mas preferible, se debe disponer de toda la secuencia de nucleétidos del gen que codifica para
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la lisil oxidasa. Una vez que el gen que codifica para una lisil oxidasa secretada se transforma en un hospedador
preferido, se pueden utilizar cepas seleccionadas para fermentacion y aislamiento de la proteina lisil oxidasa
secretada del caldo de fermentacion.

Una vez que la nueva enzima se ha vuelto disponible en grandes cantidades y en una forma relativamente pura, las
proteinas alimentarias o hidrolizados con textura mejorada pueden producirse para uso alimentario y de forma
econdémica.

Las enzimas que pueden catalizar la formacion de reticulos proteicos covalentes son raras. Un ejemplo es la clase
de proteinas sulfhidril oxidasas, que pueden catalizar la formacién de enlaces disulfuro entre proteinas. La
aplicabilidad de estas enzimas, sin embargo, es limitada principalmente debido a la aparicion limitada de estos
grupos sulfhidrilo libres en proteinas. Especialmente las proteinas alimentarias frecuentemente se someten a
condiciones de oxidacion durante el procesamiento (por ejemplo, durante el secado), que a menudo conducen a la
oxidacion de los grupos tiol disponibles. En algunas aplicaciones, sin embargo, tales como en el pan, la formacién de
enlaces disulfuro y el reajuste de enlaces disulfuro es de gran relevancia para la formacion de la textura adecuada.

Otra clase de enzimas de reticulacion proteica conocida es la transglutaminasa, que puede catalizar la formacion de
un reticulo covalente entre proteinas a través de un residuo de lisina y uno de glutamina. La transglutaminasa (E.C.
2.3.2.13) cataliza una reaccion de transferencia de acilo en la que los grupos y-carboxamida de residuos de
glutamina unidos a péptido son los donantes de acilo. La transglutaminasa microbiana, derivada de
Streptoverticillium mobaraense se encuentra disponible en el mercado con el nombre comercial Activa TG
(Ajinomoto, Japon), pero también existe transglutaminasa derivada de sangre disponible en el mercado (nombre
comercial: Harimex). La transglutaminasa se ha utilizado para catalizar la reticulacién de proteinas de lactosuero,
proteinas de soja, proteinas de trigo, miosina de carne vacuna, caseina y actomiosina bruta refinada a partir de
carne de ave deshuesada mecanicamente, (Zhu et al, Appl Microbiol Biotechnol (1995) 44, 277-282). El uso de
transglutaminasa también se ha descrito para productos de pescado, sustitutos y alternativas de carne, productos de
queso (procesados), arroz hervido, fideos, yogur y productos lacteos (congelados). Se describen ejemplos de
aplicaciones de transglutaminasa en las siguientes patentes: JP09206006 (arroz hervido), JP09154512 (fideos),
JP092060031 (pescado), JP08224063 (gelificacion proteica), JP08112071 (Tofu), JP08056597 (buena textura
crujiente tras la fritura), JP07184554 (helado), WO 9520662 A (ostra japonesa), JP06261712 (cangrejo), EP 610649
(yogur), JP06153827 (arroz), WO9319610 (leche), JP02131537 (queso). Con frecuencia, el fin es modificar la textura
del alimento, pero también se utiliza, por ejemplo, para aumentar el rendimiento del queso. Una desventaja de la
transglutaminasa (microbiana) es su estabilidad térmica relativamente alta, la cual dificulta su inactivacion completa
en condiciones normales de procesamiento de alimentos, tales como pasteurizacién, esterilizacion o tratamiento
térmico ultra alto. A 70°C, la inactivacion de la enzima requiere 15 minutos y a 75°C todavia lleva 5 minutos (hoja de
informacion de producto de Activa TG, Ajinomoto). Los tiempos de pasteurizaciéon normales son de 15-30 segundos
a 72°C, los cuales son mucho mas cortos que el tiempo necesario para la inactivacion de la transglutaminasa. La
inactivacion de la enzima transglutaminasa es necesaria debido a las regulaciones sobre alimentos. El calentamiento
prolongado a temperaturas elevadas es indeseado para muchas aplicaciones alimentarias porque conduce a la
formacién de sabores extrafios y colores extrafios resultantes, por ejemplo, de reacciones de Maillard. Se han
descrito diversas clases de enzimas distintas como Utiles para obtener reticulantes proteicos, incluidas lipoxigenasa,
proteindisulfuroisomerasa, fenoloxidasa, peroxidasas, proteindisulfuro reductasas y tirosin oxidasas. Los ejemplos de
sustratos para enzimas de reticulacion proteica incluyen todas las proteinas derivadas de fuentes animales o
vegetales, por ejemplo, gelatina, proteinas lacteas tales como lactosuero y caseina, proteina de soja, proteina de
trigo, gluten, proteina de maiz, proteina de guisante y colageno.

Unas pocas patentes describen el uso de lisil oxidasas. Los documentos JP02245166 y JP04094670 describen el
uso de lisil oxidasa para modificar proteina de pescado para pasta de pescado. El documento DE1940069 describe
la fabricacién de un recubrimiento de proteina reticulada para sustancias activas en el que se utiliza lisil oxidasa para
obtener la reticulacion proteica. EI documento JP007825 describe la preparacién de un material de moldeado de
laminas proteicas en el que se menciona la lisil oxidasa como un posible modo de reticular proteinas. El documento
WO0200307728 describe la preparacion de productos alimentarios para vegetarianos a partir de proteina fungica
reticulada, en la que la transglutaminasa, proteindisulfuro isomerasa, sulfidril oxidasa, diversas polifenil oxidasas,
lisiloxidasa, peroxidasa y lipoxigenasa se mencionan como posibles enzimas de reticulacion o proteina fungica. El
documento W02004105485 describe la preparacion de particulas de liberacion lenta donde se menciona el posible
uso de lisil oxidasa para la reticulacion proteica. Estos ejemplos demuestran y respaldan el uso industrial de un lisil
oxidasa.

Compendio de la invencion

Se ha hallado de forma sorprendente que una Unica combinacién de 5 motivos de secuencia de aminoacidos es
capaz de identificar una nueva clase de lisil oxidasas microbianas excretadas con propiedades Unicas. La clase de
lisil oxidasas descrita en la presente memoria es Unica porque se excretan y porque tienen una preferencia por
grupos amino en residuos lisil en péptidos o proteinas con respecto a grupos amino en sustratos de bajo peso
molecular tales como bencil amina y triptamina.
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En la presente memoria se describe:
(1) Lisil oxidasas de Aspergillus nidulans, Cryptococcus neoformans, Podospora anserina y Fusarium graminearum;

(2) Lisil oxidasas que contiene el siguiente motivo de aminoacido (los residuos entre paréntesis indican redundancia
admitida en dicho punto, los aminoacidos estan en caédigo de 1 letra): I-H-D-[NS]-L-S-G-S-M-H-D-H-V-[IL]-N-F-K
(SEQ_ID NO:11)

(3) una secuencia de ADN que codifica para una lisil oxidasa de (1) o (2);
(4) un vector de expresion que comprende una secuencia de ADN de (3);
(5) una célula hospedadora que comprende un vector de expresion de (4); y

(6) un proceso para identificar enzimas nuevas que mejoran la textura y rendimiento que comprende someter a
barrido una secuencia de aminoacidos para determinar la presencia del motivo de (2).

(7) Un proceso para preparar intermediarios proteicos reactivos que pueden activarse mediante una etapa de
calentamiento para formar un gel proteico.

Las lisil oxidasas descritas en la presente memoria son capaces de catalizar la desaminacion oxidativa de grupos
lisil en una proteina o péptido en los correspondientes aldehidos, con la posterior reduccion de O, en H,O; y se
utilizan de forma ventajosa en la preparacion de alimentos, piensos o productos nutracéuticos, o productos
intermediarios de estos.

Una lisil oxidasa adecuada para uso en la invencion es capaz de catalizar la desaminacion oxidativa de grupos lisil
en una proteina o péptido en los correspondientes aldehidos, con la posterior reduccién de O, en H,O; por la cual la
lisil oxidasa

(a) muestra una relaciéon entre actividad de lisil oxidasa para Ac-Gly-Lys-OMe y actividad de lisil oxidasa para
bencilamina de al menos 1,1, preferiblemente al menos 1,3, mas preferiblemente de al menos 1,4, donde las
actividades se determinan a 37 grados Celsius y un pH de 7,0; y

(b) tiene una actividad 6ptima a una temperatura de entre 0 y 60 grados Celcius, y el uso preferido de la misma es
en la preparacién de alimentos, piensos o productos nutracéuticos, o productos intermediarios de estos.

Por consiguiente, la invencion proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad de lisil oxidasa u que
comprende el siguiente motivo de aminoacido, los residuos entre paréntesis indican redundancia admitida en dicho
punto, los aminoacidos estan en codigo de 1 letra:

-IHDINSJLSGSMHDHVI[ILINFK

para catalizar la desaminacion oxidativa de grupos lisil en una proteina o péptido en los correspondientes aldehidos,
con la posterior reduccién de Oz en H20..

Dicho polipéptido puede utilizarse en la preparacién de alimentos, piensos o productos nutracéuticos, o productos
intermediarios de estos.

En otro aspecto de la invencién se proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad de lisil oxidasa,
seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 60 % de identidad secuencial con la
secuencia de aminoacidos entera de cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 4;

(b) un polipéptido que se codifica mediante un polinucledtido que hibrida en condiciones de baja rigurosidad con (i) la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 6 o (ii) una secuencia de acido nucleico complementaria a la secuencia
de acido nucleico de SEQ ID NO: 6.

La lisil oxidasa se utiliza de forma ventajosa para la preparacion de un alimento o pienso o nutracéutico o para la
preparacion de un producto intermediario para la preparacion de un alimento o pienso o nutracéutico.

Segun un aspecto adicional de la invencién se proporciona un método para la produccion de lisil oxidasa que
comprende cultivar una célula hospedadora que comprende una construccion de acido nucleico que comprende un
polinucleétido que codifica para la lisil oxidasa que comprende la secuencia de aminoacidos:

-IHD[NSJLSGSMHDHV]IL]NF K;
en condiciones adecuadas para la produccion de la lisil oxidasa; y recuperar la lisil oxidasa.
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La presente invencién también se refiere a un proceso para identificar nuevas lisil oxidasas que comprende someter
a barrido una secuencia de aminoacidos para determinar la presencia de las secuencias de aminoacidos:

-IHDINS]JLSGSMHDHVIIL]NFK.

Ademas, la invencién proporciona un proceso para modificar un producto alimentario o de pienso que contiene una
proteina o péptido, dicho método comprende modificar el producto alimentario o de pienso poniéndolo en contacto
con una lisil oxidasa tal como se describe en la presente memoria 0 una composicidon enzimatica que comprende la
lisil oxidasa descrita en la presente memoria.

El cédigo de una letra de los aminoacidos utilizado en la presente memoria se conoce comunmente en la técnica y
puede encontrarse en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Un aspecto de la presente invencion es la sobreexpresion de lisil oxidasas secretadas cuando se utilizan las
secuencias descritas en la presente memoria. Ademas, proporcionamos un motivo de secuencia que puede
utilizarse para identificar y seleccionar lisil oxidasas secretadas activas de diferentes hongos. Utilizando este
abordaje logramos seleccionar y expresar lisil oxidasas de Aspergillus nidulans, Fusarium graminearum, Podospora
anserina y Cryptococcus neoformans.

Las lisil oxidasas se inactivaran durante los procesos de pasteurizacion utilizados normalmente en la industria de
alimentos.

El tratamiento de pasteurizacion puede llevar a cabo a una temperatura de al menos 75°C, preferiblemente al menos
80°C. En una realizacion, el tratamiento térmico se lleva a cabo a una temperatura entre 75°C y 145°C, en una
realizacion preferida el tratamiento térmico se lleva a cabo a una temperatura entre 75°C y 120°C, en una realizacion
todavia mas preferida el tratamiento térmico se lleva a cabo a una temperatura entre 75°C y 100°C, en una
realizacion incluso mas preferida el tratamiento térmico se lleva a cabo entre 80°C y 90°C. La duracion del
tratamiento térmico puede ser cualquier tiempo adecuado para lograr la desactivacion de la lisil oxidasa. En una
realizacion, la duracion del tratamiento térmico es de entre 1 segundo y 30 minutos. En una realizacion el
tratamiento térmico se lleva a cabo a 75°C a 90°C grados durante 5 segundos a 30 minutos, en otra realizacion, el
tratamiento térmico se lleva a cabo a 80°C a 90°C durante 2 segundos a 30 minutos, en una realizacion adicional el
tratamiento térmico se lleva a cabo a 80°C a 145°C de 1 segundo a 20 minutos. El tratamiento térmico puede
llevarse a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica.

Por consiguiente, la enzima descrita en la presente memoria, cuando se incuba con proteinas, conduce a la
modificacion de la textura de los geles proteicos. La modificacion se obtiene en un nuevo proceso de dos etapas. En
la primera etapa la proteina se trata con la lisil oxidasa. La reticulacion se obtiene en una segunda etapa en la que la
proteina se calienta hasta al menos 75°C, preferiblemente 80°C. Antes de la reticulacion, la proteina opcionalmente
puede ultrafilirarse, o secarse en condiciones de temperatura que no conducen a una reticulaciéon proteica
considerable (<1%). Las temperaturas de seco estan preferiblemente por debajo de 60°C, mas preferiblemente por
debajo de 50°C y todavia mas preferiblemente por debajo de 40°C. El tratamiento térmico puede coincidir con el
tratamiento térmico utilizado para inactivar la enzima. La proteina reticulada resultante puede utilizarse como un
ingrediente en alimentos o piensos y mejorar su textura.

Segun otro aspecto de la invencion, la enzima descrita en la presente memoria, cuando se incuba con proteinas,
conduce a la modificacion de la textura de los geles proteicos.

La presente invencion también proporciona un proceso para la preparacion de un aldehido reactivo en una proteina
o péptido que comprende la desaminacion oxidativa de lisil-amina de la proteina o péptido mediante una lisil oxidasa
y preferiblemente concentrar y/o secar la proteina o péptido que contiene los aldehidos reactivos.

Ademas, la presente invencion también proporciona un proceso para la preparacion de una proteina o péptido
reticulado que comprende tratar, preferiblemente mediante calentamiento, la proteina o péptido que comprende
aldehidos reactivos, para reticular la proteina o péptido.

Una proteina o péptido que comprende aldehidos reactivos formados mediante desaminacion oxidativa de lisil-amina
de la proteina esta preferiblemente en forma seca.

Descripcion detallada de la invencion

Un «péptido» u «oligopéptido» define en la presente memoria como una cadena de al menos dos aminoacidos que
estan ligados a través de enlace peptidicos. Los términos «péptido» y «oligopéptido» se consideran sinénimos (tal
como se reconoce comunmente) y cada término puede utilizarse de forma intercambiable segun lo requiera el
contexto.
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Un «polipéptido» se define en la presente memoria como una cadena que comprende mas de 30 residuos de
aminoacidos. Todas las formulas o secuencias de (oligo)péptidos y polipéptidos en la presente memoria se escriben
de izquierda a derecha en el sentido desde el extremo aminico hacia el extremo carboxilico, segin la practica
habitual. El cédigo de una letra de los aminoacidos utilizado en la presente memoria se conoce cominmente en la
técnica y puede encontrarse en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Proteina lactea significa, leche, leche desnatada, leche sin grasa, leche de mantequilla, yogur, leche en polvo
disuelta en agua hasta la concentracion proteica deseada, caseinato disuelto en agua hasta la concentracion
proteica deseada, opcionalmente con proteinas de lactosuero, una disoluciéon de glicomacropéptido (GMP) de
kappa-caseina o una combinacion de estos. Hidrolizado significa el producto que se forma mediante la hidrodlisis de
la proteina (o en pocas palabras, hidrolizado proteico o proteina hidrolizada), el hidrolizado soluble en acido que es
la fraccion soluble del hidrolizado proteico que también se describe en la presente memoria como composicién que
contiene péptido soluble o composicién que comprende productos soluble), o una mezcla de un hidrolizado proteico
y un hidrolizado soluble en acido.

El término nutracéutico tal como se usa en la presente memoria denota la utilidad tanto en el campo de aplicacion
nutritivo como farmacéutico. Por lo tanto, las nuevas composiciones nutracéuticas que comprenden la composicion
de la invencién pueden utilizare como complemento para alimentos o bebidas y como formulaciones farmacéuticas o
medicamentos para aplicacién entérica o parenteral que pueden ser formulaciones soélidas tales como capsulas o
comprimidos, o formulaciones liquidas, tales como soluciones, suspensiones o emulsiones.

Los sustratos adecuados para la reticulacion segun la invenciéon son proteinas, péptidos, hidrolizados, proteinas o
péptidos modificados y otros compuestos que tiene una funcionalidad de amina.

Las enzimas de reticulacion que se describieron anteriormente establecen enlaces covalentes entre moléculas
proteicas. La enzima transglutaminasa cataliza la formacion de enlaces directamente utilizando residuos de
glutamina y lisina. Los efectos de la accién de la transglutaminasa a menudo se ven de forma inmediata, por
ejemplo, como un aumento en la viscosidad o una mejora y firmeza (textura mejorada) (véase, por ejemplo,
Informacion técnica de Ajinomoto: Activa®WM, Das enzym mit biss; Boletin informativo Thought TNO, TNO
Research Institute, Paises Bajos, No. 25, Octubre de 1998, pagina 3) y no requieren etapas de procesamiento
adicionales para obtener los reticulos. Otras estrategias de reticulacion enzimatica donde se utilizan, por ejemplo,
enzimas que generan sulfhidrilo oxidasa o perdxido de hidrégeno también conducen a la reticulacion proteica sin
requerir etapas de procesamiento adicionales. Lo mismo sucede con las lisil oxidasas, que generan una funcion de
aldehido reactivo mediante su accion en residuos de lisina en proteinas, y la aplicacion de estas proteinas
modificadas se ha descrito, por ejemplo, en EP 0988859. En esta solicitud de patente se describe el uso de lisil
oxidasa para obtener reticulacion proteica. Los autores indican especificamente que la proteina modificada deberia
tratarse a temperaturas por debajo de 80°C, preferiblemente por debajo de 60°C. Aparentemente, no se necesita el
tratamiento térmico para obtener la reticulacion proteica. La disoluciéon de proteinas reticuladas a menudo muestra
viscosidad aumentada y capacidad de unién a agua aumentada, en comparacion con las proteinas no reticuladas en
condiciones similares. Esta es una desventaja cuando las proteinas reticuladas deben procesarse adicionalmente
antes del envio desde el proveedor de ingredientes a los usuarios tales como fabricantes de alimentos. La proteina
reticulada es mas dificil de manipular y mas dificil de procesar (por ejemplo, filtracion) debido a la alta viscosidad de
la disolucion que contiene la proteina reticulada; ademas otras etapas de procesamiento como por ejemplo el
secado se vuelven mas dificiles y costosas cuando se manipulan proteinas reticuladas. El proceso de secado de las
proteinas reticuladas requiere mas energia en comparacion con el de las proteinas no reticuladas debido a que tiene
mejor capacidad de union al agua. Seria de interés que los intermediarios de proteina reactiva pudieran prepararse a
partir del sustrato de proteina de partida que se reticula faciimente en la aplicacién cuando se desee. Evitaria la
formacion de preparaciones viscosas y de alta union a agua en el sitio del fabricante de alimentos, evitando costes
de operacion y manipulacion excesivos. Los intermediarios de proteina reactiva requieren la modificacion
(funcionalizacion) de los sustratos de proteina de partida. En la presente solicitud de patente mostramos que de
forma sorprendente las proteinas modificadas con las lisil oxidasas descritas en la presente solicitud tienen
caracteristicas de dichos intermediarios de proteina reactiva. Las proteinas tales como proteinas de lactosuero y
caseina que se modifican con la lisil oxidasa no exhiben viscosidad aumentada. Cuando las proteinas
funcionalizadas posteriormente se calientan, los intermediarios de proteina reactiva forman reticulos proteicos, que
conducen a viscosidad aumentada de las soluciones proteicas y textura aumentada.

Tal como se indicé anteriormente, se han descrito diversas lisil oxidasas en la literatura. La mayoria son de origen
mamifero y no se han expresado a niveles elevados debido a sus caracteristicas de solubilidad escasa (Kuchar &
Dooley, J Inorg Biochem (2001) 83, 193-204). Ademas, la lisil oxidasa de Pichia pastoris se expresa escasamente
(10 mg/L, Kuchar & Dooley, J Inorg Biochem (2001) 83, 193-204) y esta enzima también se produce de forma
intracelular. EP 1 466 979 describe una alegada lisil oxidasa, pero hemos argumentado anteriormente que creemos
que no se trata de una lisil oxidasa. Ademas, demostramos en el ejemplo 1 que la clonacién y expresion de la lisil
oxidasa descrita en EP 1 466 979 (SEQ_ID NO: 2 en dicha patente) no conduce a la produccion de actividad de lisil
oxidasa.
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Hallamos de forma sorprendente que los polipéptidos que contienen el motivo de secuencia de aminoacidos SEQ_ID
NO:11 codifican para lisil oxidasas fungicas activas que se secretan desde la célula al medio de cultivo.
Proporcionamos cuatro ejemplos de dichas lisil oxidasas. La secuencia de lisil oxidasa ZGR se obtiene de
Aspergillus nidulans (SEQ_ID NO 1 y 6 codifican para la secuencia de aminoacidos y un gen sintético que codifica
para esta proteina respectivamente); la lisil oxidasa ZGT se obtiene de Cryptococcus neoformans (SEQ_ID NO 2y 7
codifican para la secuencia de aminoacidos y un gen sintético que codifica para esta proteina respectivamente); la
lisil oxidasa GLO1 se obtiene de Fusarium graminearum (SEQ_ID NO 3 y 8 codifican para la secuencia de
aminoacidos y la secuencia de ADN gendmico que codifica para esta proteina respectivamente); la lisil oxidasa ZGY
se obtiene de Podospora anserina (SEQ_ID NO 4 y 9 codifican para la secuencia de aminoacidos y un gen sintético
que codifica para esta proteina respectivamente). De forma sorprendente, también se produjo un polipéptido que es
altamente homadlogo con estas cuatro proteinas, pero que no contiene el motivo de secuencia de aminoacidos de
SEQ_ID NO:11, pero no mostrd la actividad enzimatica deseada, a diferencia de las cuatro proteinas que si
contenian el motivo de secuencia de aminoacidos de SEQ_ID NO:11. Esta amina oxidasa GLO2 se obtiene de
Fusarium graminearum (SEQ_ID NO 5 y 10 que codifican para la secuencia de aminoacidos y la secuencia de ADN
gendmico que codifica para esta proteina respectivamente). Las cuatro lisil oxidasas que se identificaron utilizando el
motivo de secuencia de aminoacidos SEQ_ID NO:11 tenian una preferencia mayor por los sustratos de lisina y las
lisil oxidasas que carecen del motivo SEQ_ID NO:11 tienen un espectro de actividad preferida menor.
Aparentemente la busqueda con el motivo de aminoacidos SEQ_ID NO:11 identifica especificamente las lisil
oxidasas con mas actividad preferida en sustratos de lisina y es, por lo tanto, una nueva herramienta importante para
la identificacion de lisil oxidasas utiles.

El motivo SEQ_ID NO:11 se ubica en el centro activo de la lisil oxidasa, cuando se superpone sobre la estructura
proteica conocida de la lisil oxidasa de Pichia pastoris (Duff et al. (2003) Biochemistry 42, 15148-15157). Las dos
histidinas en este motivo corresponden a H528 y H530 de la proteina lisil oxidasa de Pichia pastoris. Estas dos
histidinas participan en la unién del atomo de cobre en el sitio activo de la enzima. Es muy concebible que las
diferencias en este motivo de aminoacidos conduzcan a los cambios cerca o en el centro activo de la enzima, y por
lo tanto, tengan un efecto sobre la actividad o especificidad de sustrato de la enzima. Se propone que mediante el
uso de este motivo un experto en la técnica puede identificar lisil oxidasas fungicas activas que son utiles para
aplicacién en alimentos y piensos.

La capacidad de las enzimas descritas en la presente memoria para oxidar residuos de lisil en péptidos es de interés
para aplicaciones industriales. Incluso es mas ventajoso que las presentes enzimas son capaces de oxidar residuos
de lisil en proteinas. Por lo tanto, las lisil oxidasas que tiene una alta preferencia por residuos de lisil en proteinas y
péptidos en comparacion con sustratos de bajo peso molecular como lisina libre o bencil amina se prefieren en la
industria. Esta preferencia de sustrato es una ventaja importante y un parametro para la seleccion de lisil oxidasas
para uso industrial.

En la presente invencidn se muestra que de hecho es posible sobreexpresar lisil oxidasas secretadas con la
especificidad de sustrato adecuado cuando se utilizan las secuencias correctas. Ademas, proporcionamos un motivo
de secuencia que puede utilizarse para identificar y seleccionar lisil oxidasas secretadas activas de diferentes
hongos. Utilizando este abordaje logramos seleccionar y expresar lisil oxidasas de Aspergillus nidulans, Fusarium
graminearum, Podospora anserina 'y Cryptococcus neoformans.

Las lisil-oxidasas catalizan la desaminacion oxidativa de grupos lisil en proteinas:
R1-(CH2)s-NH> + (o) — R1-(CH)3-CHO + H,0, + NH3

En esta reaccién, R+ es la cadena proteica de la cual es parte el residuo de lisina. El aldehido reactivo puede hacer
reaccion con un grupo amino libre de un segundo residuo de lisina:

R1(CH2)3-CHO + Rz-(CH2)4-NH2 — R1-(CH2)3-NH-(CH2)4-R2 + H-O

De este modo, se forma un enlace covalente entre dos moléculas proteicas. En lugar de con un segundo residuos de
lisina, el aldehido reactivo también puede hacer reaccion con grupos amina disponibles distintos de los de los
residuos de lisina proteicos para formar un enlace covalente. La reticulacién de proteinas es especialmente util para
modificar la textura de alimentos. Los alimentos son materiales con multiples componentes con estructuras y
texturas complejas que son apreciadas por los consumidores. Una de las principales tareas de los tecndlogos de
alimentos modernos es generar nuevas estructuras manipuladas a partir de un rango limitado de ingredientes que
tienen caracteristicas de sabor y textura aceptables (Dickinson, Trends Food Sci technol (1997) 8, 334-339). Las
proteinas son una de las principales clases de bloques funcionales disponibles para los tecnoélogos de alimentos
para conferir atributos de textura semisdlida y la reticulacion y agregacién de moléculas proteicas en redes
tridimensionales (geles) es uno de los mecanismos mas importantes para desarrollar estructuras con propiedades
mecanicas deseables. Entre las diversas texturas de alimentos tradicionales que se basan predominantemente en
geles proteicos estan las del queso, yogur, salchicha, tofu (cuajada de soja) y surimi (gel de carne de pescado).
Diversas interacciones tienen un papel en la formacion del gel, tales como fuerzas hidréfobas, interacciones
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electrostaticas, enlaces de hidrégeno e interacciones covalentes. Las ultimas conducen a reticulos permanentes en
la red de gel. Las propiedades viscoelasticas y de fractura de un gel alimentario y, por consiguientes, su textura tal
como la perciben los consumidores, dependen del equilibro entre las fuerzas que estabilizan en el gel, incluidas las
interacciones covalentes. Dado que las lisil-oxidasas pueden utilizarse para la formacién de enlaces covalentes
intramoleculares, son Utiles para la modificacion de la textura de los alimentos. Hallamos que la enzima, cuando se
incuba con proteinas, conduce a la modificacion de la textura de los geles proteicos. Ademas, existe una necesidad
en la industria de enzimas de reticulacion proteica que se inactivan durante los procesos de pasteurizacioén utilizados
normalmente en la industria de alimentos. Mostramos que las lisil oxidasas descritas en la presente memoria
cumplen con los criterios de labilidad térmica.

Un polipéptido que tiene actividad de lisil oxidasa puede estar en forma aislada. Tal como se define en la presente
memoria, un polipéptido aislado es un polipéptido producido enddégenamente o recombinante que esta
esencialmente libre de otros polipéptidos no lisil oxidasa y es tipicamente al menos aproximadamente 20 % puro,
preferiblemente al menos aproximadamente 40 % puro, mas preferiblemente al menos aproximadamente 60 % puro,
incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente 80 % puro, todavia mas preferiblemente aproximadamente
90 % puro y mas preferiblemente aproximadamente 95 % puro, tal como se determina mediante SDS-PAGE. El
polipéptido puede aislarse mediante centrifugacion y métodos cromatograficos, o cualquier otra técnica conocida en
la técnica para obtener proteinas puras a partir de soluciones brutas. Se entendera que el polipéptido puede
mezclarse con vehiculos o diluyentes que no interfieren con el objetivo previsto del polipéptido y, por consiguiente, el
polipéptido de esta forma se considerara aun asi como aislado. En general comprendera el polipéptido en una
preparacion en la que mas del 20 %, por ejemplo, mas del 30 %, 40 %, 50 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 99 %, en peso de
las proteinas de la preparacion es un polipéptido para uso en la invencion.

Preferiblemente, el polipéptido utilizado en la invencion se puede obtener a partir de un microorganismo que posee
un gen que codifica para una enzima con actividad de lisil oxidasa. Mas preferiblemente, el polipéptido se secreta a
partir de este microorganismo. Incluso mas preferiblemente, el microorganismo es flngico, y de forma éptima es un
hongo filamentoso. Los organismos donantes preferidos son, por lo tanto, del género Fusarium, tales como los de la
especie Fusarium graminearum, o del género Aspergillus, tales como los de la especie Aspergillus nidulans, del
género Cryptococcus, tales como los de la especie Cryptococcus neoformans o del género Podospora, tales como
los de |la especie Podospora anserina.

La presente invencién proporciona el uso de un polipéptido aislado que tiene una secuencia de aminoacidos que
tiene un grado de identidad de secuencia de aminoacidos con los aminoacidos 1 a 817 de la SEQ_ID NO:1 (es decir,
el polipéptido) de al menos 30 %, preferiblemente al menos 40 %, preferiblemente al menos 50 %, preferiblemente al
menos 60 %, preferiblemente al menos 70 %, mas preferiblemente al menos 80 %, incluso mas preferiblemente al
menos 90 %, todavia mas preferiblemente al menos 95 % y mas preferiblemente al menos 97 % y que tiene
actividad de lisil oxidasa.

A los efectos de la presente invencion, el grado de identidad entre dos o mas secuencias de aminoacidos se
determina mediante el programa de busqueda en base de datos proteica BLAST P (Altschul et al., 1997, Nucleic
Acids Research 25: 3389-3402) con la matriz Blosum 62 y un umbral esperado de 10.

Un polipéptido utilizado en la invencién puede comprender la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ_ID
NO:1 o una secuencia sustancialmente homoéloga, o un fragmento de cualquier secuencia que tenga actividad de lisil
oxidasa. En general, se prefiere la secuencia de aminoacidos de origen natural que se muestra en SEQ_ID NO:1.

El polipéptido utilizado en la invencion también puede comprender una variante o homodlogo de especie de origen
natural del polipéptido de SEQ_ID NO:1.

Una variante es un polipéptido que se origina naturalmente en, por ejemplo, células fungicas, bacterianas, de
levadura o vegetales, la variante tiene actividad de lisil oxidasa y una secuencia sustancialmente similar a la proteina
de SEQ_ID NO:1. El término «variantes» hace referencia a polipéptidos que tienen el mismo caracter esencial o
funcionalidad bioldgica basica que la lisil oxidasa de SEQ_ID NO: 1 e incluye variantes alélicas. Preferiblemente, un
polipéptido variante tiene al menos el mismo nivel de actividad de lisil oxidasa que el polipéptido de SEQ_ID NO: 1.
Las variantes incluyen variantes alélicas de la misma cepa que el polipéptido de SEQ_ID NO: 1 o de una cepa
diferente del mismo género o especie.

De forma similar, un homélogo de especie de la proteina de la invencién es una proteina equivalente con secuencia
similar que es una lisil oxidasa y se origina de forma natural en otras especies. Los ejemplos de homodlogos de
especie del polipéptido de SEQ_ID NO: 1 se indican en SEQ_ID NO: 2, 3y 4.

Las variantes y homologos de especie pueden aislarse utilizando los procedimientos descritos en la presente
memoria que se utilizaron para aislar el polipéptido de SEQ_ID NO: 1y llevar a cabo dichos procedimientos en una
célula fuente adecuada, por ejemplo, una célula bacteriana, de levadura, fungica o vegetal. También es posible
utilizar una sonda para sondear bibliotecas hechas con células de levadura, bacterianas, fungicas o vegetales a
efectos de obtener clones que expresan variantes u homologos de especie del polipéptido de SEQ_ID NO: 1. Los
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métodos que pueden utilizarse para aislar variantes y homoélogos de especie de un gen conocido se describen
exhaustivamente en la literatura y son conocidos para los expertos en la técnica. Estos genes pueden manipularse
mediante técnicas convencionales para generar un polipéptido para uso en la invencién, que posteriormente puede
producirse mediante técnicas recombinantes o sintéticas conocidas per se.

La secuencia del polipéptido de SEQ_ID NO: 1 y de variantes y homodlogos de especie también pueden modificarse
para proporcionar polipéptidos para uso en la invencion. Las sustituciones de aminoacidos pueden hacerse, por
ejemplo, de 1, 2 o 3 hasta 10, 20 o 30 sustituciones. También puede hacerse la misma cantidad de supresiones e
inserciones. Estos cambios pueden hacerse fuera de regiones esenciales para la funcion del polipéptido, de tal
forma que el polipéptido modificado conserve su actividad de lisil oxidasa.

Los polipéptidos para uso en la invencion incluyen fragmentos de los polipéptidos de longitud completa mencionados
anteriormente y de variantes de los mismos, incluidos los fragmentos de la secuencia establecida en SEQ_ID NO: 1.
Dichos fragmentos tipicamente conservaran la actividad de una lisil oxidasa. Los fragmentos pueden tener una
longitud de al menos 50, 100 o 200 aminoacidos o pueden ser la sustraccion de esta cantidad de aminoacidos de la
secuencia de longitud completa que se muestra en SEQ_ID NO: 1.

Los polipéptidos para uso en la invencion, si es necesario, pueden producirse mediante medios sintéticos aunque
habitualmente se produciran recombinantemente tal como se describe mas adelante. Los polipéptidos sintéticos
pueden modificarse, por ejemplo, mediante la adicion de residuos de histidina o una etiqueta T7 para auxiliar en su
identificacion o purificacion, o mediante la adicion de una secuencia sefal para promover su secrecion a partir de
una célula.

Por lo tanto, las secuencias variantes pueden comprender aquellas derivadas de cepas de Aspergillus distintas de la
cepa de la cual se aislé el polipéptido de SEQ_ID NO: 1. Las variantes se pueden identificar a partir de otras cepas
de Aspergillus al buscar actividad de lisil oxidasa y clonarlas y secuenciarlas tal como se describe en la presente
memoria. Las variantes pueden incluir la supresion, modificacion o adicién de aminoacidos simples o grupos de
aminoacidos dentro de la secuencia proteica, siempre que el péptido mantenga la funcionalidad biolégica basica de
la lisil oxidasa de SEQ_ID NO: 1.

Las sustituciones de aminoacidos pueden hacerse, por ejemplo, de 1, 2 o de 3 hasta 10, 20 o 30 sustituciones. El
polipéptido modificado generalmente conservara la actividad de una lisil oxidasa. Se pueden hacer sustituciones
conservadoras; dichas sustituciones se conocen en la técnica.

Las secuencias polipeptidicas mas cortas estan dentro del alcance de la invencién. Por ejemplo, un péptido de al
menos 50 aminoacidos o hasta 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700 o 800 aminoacidos de longitud se considera
que esta dentro del alcance de la invencidon siempre que demuestre la funcionalidad bioldgica basica de la lisil
oxidasa de SEQ_ID NO: 1. En particular, pero no de forma exclusiva, este aspecto de la invencion abarca la
situacion en la que la proteina es un fragmento de la secuencia proteica completa.

La presente invencion también describe un polinucleétido que codifica para un polipéptido que tiene actividad de lisil
oxidasa, dicho polinucleétido comprende

(a) una secuencia de polinucledtidos que codifica para los aminoacido SEQ_ID NO:1, y
(b) una secuencia de polinucleétidos que codifica para los aminoacido SEQ_ID NO:2, y
(c) una secuencia de polinucleétidos que codifica para los aminoacido SEQ_ID NO:3, y
(d) una secuencia de polinucleétidos que codifica para los aminoacido SEQ_ID NO:4.

Para la presente invencion, los polipéptidos que contienen las secuencias consenso de lisil oxidasa de SEQ_ID NO:
11 estan dentro de la invencion. Para la presente invencién es especialmente relevante que la proteina de interés se
secrete activamente en el medio de crecimiento. Las proteinas secretadas normalmente se sintetizan originalmente
como preproteinas y la presecuencia (secuencia sefial) se elimina posteriormente durante el proceso de secrecion.
El proceso de secrecion es basicamente similar en procariotas y eucariotas: la preproteina secretada activamente se
enrosca a través de una membrana, la secuencia sefial se elimina mediante una peptidasa sefal especifica y la
proteina madura se (re)pliega. También se puede reconocer una estructura general para la secuencia sefal. Las
secuencias sefial para secrecion se ubican en el extremo aminico de la preproteina y tienen generalmente 15-30
aminoacidos de longitud. El extremo aminico preferiblemente contiene aminoacidos cargados positivamente y
preferiblemente ningun aminoacido acido. Se cree que esta regién cargada positivamente interactia con los grupos
principales cargados negativamente de los fosfolipidos de la membrana. A esta region le sigue una region central
transmembranaria hidréfoba. Esta region generalmente tiene 10-20 aminoacido de longitud y consiste principalmente
en aminoacidos hidrofobos. Los aminoacidos cargados normalmente no estan presentes en esta region. A la region
transmembranaria sigue el sitio de reconocimiento para la peptidasa sefal. El sitio de reconocimiento consiste en
aminoacidos con la preferencia por pequefio-X-pequefio. Los aminoacidos pequefios pueden ser alanina, glicina,
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serina o cisteina. X puede ser cualquier aminoacido. Utilizando dichas reglas se puede escribir un algoritmo que es
capaz de reconocer dichas secuencias sefal en eucariotas y procariotas (Bendtsen, Nielsen, von Heijne and Brunak.
(2004) J. Mol. Biol., 340:783-795). El programa SignalP para calcular y reconocer secuencias sefial en proteinas
esta disponible en general (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

Es relevante para la presente invencién que dichas secuencias sefial pueden reconocerse a partir de la secuencia
proteica deducida de un gen secuenciado. Si un gen codifica para un proteina donde una secuencia sefial se predice
utilizando el programa SignalP, la probabilidad de que dicha proteina se secrete es alta. Preferiblemente, por lo
tanto, el propdsito de la presente invencién es proporcionar un nuevo método para encontrar nuevas proteinas que
tienen actividad de lisil oxidasa utilizando la consenso de SEQ_ID NO: 11, en combinacion con la presencia de una
secuencia sefal detectada mediante el programa SignalP.

En una segunda realizacion, la presente invencién proporciona el uso de un polipéptido aislado que tiene actividad
de lisil oxidasa, y se codifica mediante polinucleétidos que hibridan o son capaces de hibridar en condiciones de
rigurosidad baja, mas preferiblemente condiciones de rigurosidad medias y mas preferiblemente condiciones de
rigurosidad alta, con (i) la secuencia de acido nucleico de SEO_ID NO:6 o (ii) un fragmento de acido nucleico que
comprende al menos una porcion de SEQ_ID NO:6, o (iii) que tiene bases que difieren respecto de las bases de
SEQ_ID NO:6; o (iv) con una cadena de acido nucleico complementaria a SEQ_ID NO: 6.

La expresion «capaz de hibridar» significa que el polinucledtido objetivo puede hibridar con el acido nucleico
utilizado como sonda (por ejemplo, la secuencia de nucleétidos establecida en SEQ_ID NO: 6, o un fragmento de la
misma, o el complemento de SEQ_ID NO: 6, o un fragmento del mismo) a un nivel significativamente superior al ya
registrado. La invencion también incluye el uso de polinucleétidos que codifican para la lisil oxidasa descrita en la
presente memoria, asi como secuencias de nucleétidos que son complementarias a los mismos. La secuencia de
nucleétidos puede ser ARN o ADN, incluido ADN genémico, ADN sintético o ADNc. Preferiblemente, la secuencia de
nucledtidos es ADN y mas preferiblemente, una secuencia de ADN sintética. Tipicamente, un polinucleétido utilizado
en la invencién comprende una secuencia contigua de nucleétidos que es capaz de hibridar en condiciones
selectivas con la secuencia codificante o el complemento de la secuencia codificante de SEQ_ID NO:6. Dichos
nucledtidos se pueden sintetizar segin métodos conocidos en la técnica.

Un polinucledtido utilizado en la invencién puede hibridar con la secuencia codificante o el complemento de la
secuencia codificante de SEQ_ID NO: 6 a un nivel significativamente superior a lo ya registrado. Se puede producir
hibridacién ya registrada, por ejemplo, debido a otros ADNc presentes en una biblioteca de ADNc. El nivel de sefal
generado por la interaccion entre un polinucledtido utilizado en la invencién y la secuencia codificante o el
complemento de la secuencia codificante de SEQ_ID NO: 6 es tipicamente al menos 10 veces, preferiblemente al
menos 20 veces, mas preferiblemente al menos 50 veces e incluso mas preferiblemente al menos 100 veces, tan
intenso como las interacciones entre otros polinucledtidos y la secuencia codificante de SEQ_ID NO: 6. La
intensidad de la interaccion puede medirse, por ejemplo, mediante radioetiquetado de la sonda, por ejemplo, con
¥p_La hibridacion selectiva tipicamente se puede lograr utilizando condiciones de rigurosidad baja (0,3M de cloruro
de sodio y 0,03M de citrato de sodio a aproximadamente 40 °C), rigurosidad media (por ejemplo, 0,3M de cloruro de
sodio y 0,03M de citrato de sodio a aproximadamente 50 °C) o rigurosidad alta (por ejemplo, 0,3M de cloruro de
sodio y 0,03M de citrato de sodio a aproximadamente 60 °C).

Un polinucledtido utilizado en la invencion también incluye genes sintéticos que pueden codificar para el polipéptido
de SEQ_ID NO: 1, SEQ_ID NO: 2, SEQ_ID NO: 3 o SEQ_ID NO: 4 o variantes de las mismas. Algunas veces es
preferible adaptar el uso del codén de un gen al sesgo preferido en un hospedador de produccion. Las técnicas para
disefar y construir genes sintéticos estan disponibles en general (es decir, http://www.dnatwopointo.com/).

Modificaciones

Los polinucleétidos utilizados en la invencién pueden comprender ADN o ARN. Pueden ser mono o bicatenarios.
También pueden ser polinucleétidos que incluyen dentro de si nucleotidos sintéticos o modificados incluidos acidos
nucleicos peptidicos. Varios tipos de modificaciones diferentes a los polinucleétidos se conocen en la técnica. Estos
incluyen un esqueleto de metilfosfonato y fosforotioato, y adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos
3'y/o 5’ de la molécula. A los efectos de la presente invencioén, se entendera que los polinucleétidos descritos en la
presente memoria pueden modificarse mediante cualquier método disponible en la técnica.

Se entendera que los expertos en la técnica pueden, utilizando técnicas de rutina, hacer sustituciones de nucleétidos
que no afectan la secuencia polipeptidica codificada por los polinucleétidos utilizados en la invencién para reflejar el
uso de codon de cualquier organismo hospedador especifico en el que se expresaran los polipéptidos de la
invencion.

La secuencia codificante de SEQ_ID NO: 6 puede modificarse mediante sustituciones de nucleétidos, por ejemplo,
de 1, 2 o 3 hasta 10, 25, 50, 100 o mas sustituciones. El polinucleétido de SEQ_ID NO: 6 alternativamente o
adicionalmente puede modificarse mediante una o mas inserciones y/o supresiones y/o mediante una extension en
cualquiera o ambos extremos. El polinucleétido modificado en general codifica para un polipéptido que tiene
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actividad de lisil oxidasa. Se pueden hacer sustituciones redundantes y/o se pueden hacer sustituciones que
resultarian en una sustitucion de aminoacidos conservadora cuando la secuencia modificada se traduce, por
ejemplo, tal como se trata en referencia a los polipéptidos mas adelante.

Homoélogos

Una secuencia de nucledtidos que es capaz de hibridar selectivamente con el complemento de la secuencia
codificante de ADN de SEQ_ID NO: 6 se incluye en la invencion y tendra generalmente al menos 50 % o 60 %, al
menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de
secuencia con la secuencia codificante de SEQ_ID NO: 6 en una regiéon de al menos 60, preferiblemente al menos
100, mas preferiblemente al menos 200 nucledtidos contiguos o mas preferiblemente en la longitud completa de
SEQ_ID NO:6. Asimismo, un nucleétido que codifica para una lisil oxidasa y que es capaz de hibridar selectivamente
con un fragmento de un complemento de la secuencia codificante de ADN de SEQ_ID NO: 6, también se incluye en
la invencion. Cualquier combinacion de los grados de identidad y tamafios minimos mencionados anteriormente
puede utilizarse para definir polinucleétidos adecuados para uso en la invencion, prefiriéndose las combinaciones
mas rigurosas (es decir, la identidad mas alta en las longitudes mas extensas). Por lo tanto, por ejemplo, un
polinucleotido que es al menos 80 % o 90 % idéntico en 60, preferiblemente en 100 nucledtidos, puede utilizarse en
la invencion, tal como un polinucleétido que es al menos 90 % idéntico en 200 nucledtidos.

Los algoritmos BLASTP y BLAST N se pueden utilizar para calcular la identidad de secuencia o alinear las
secuencias (tal como identificar secuencias equivalentes o correspondientes, por ejemplo, en sus configuraciones
predeterminadas).

El programa informatico para llevar a cabo los analisis con BLAST se encuentra publicamente disponible a través del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar
primero los pares de secuencias con alto valor (HSP, por sus siglas en inglés) mediante la identificacion de palabras
cortas de longitud W en la secuencia consultada que corresponden o satisfacen algun valor umbral positivo T
cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se refiere a la
puntuacién umbral de la palabra mas proxima. Estos resultados iniciales de la palabra mas préxima actian como
punto de partida para iniciar las busquedas para encontrar HSP que las contengan. Los resultados de la palabra se
extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta el grado en que pueda incrementarse el valor de
alineamiento acumulativo. Las extensiones de los resultados de la palabra en cada direccion se detienen cuando: el
valor de alineamiento acumulativo desciende por la cantidad X del valor maximo logrado; el valor acumulativo
disminuye a cero o menos, debido a la acumulaciéon de uno o mas alineamientos de residuos de valor negativo; o se
alcanza el final de alguna secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y
velocidad del alineamiento. El programa BLASTN para la comparacion ADN-ADN usa por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10 y una comparacion de ambas cadenas. El programa BLASTP para la
comparacion proteina-proteina utiliza como predeterminados una longitud de palabra (W) de 3, la matriz de puntaje
BLOSUMG62, una penalizacion por existencia de espacio de 11 con una penalizacion de extension de espacio de 1y
una expectativa (E) de 10.

El algoritmo BLAST lleva a cabo un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias. Una medida de similitud
proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una
indicaciéon de la probabilidad por la cual una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos
ocurriria por casualidad. Por ejemplo, una secuencia se considera similar a otra secuencia si la probabilidad de
suma mas pequefa en comparacion de la primera secuencia con la segunda secuencia es menor que alrededor de
1, preferiblemente menor que alrededor de 0,1, mas preferiblemente menor que alrededor de 0,01 y mas
preferiblemente menor que alrededor de 0,001.

Cebadores y sondas

Los polinucleétidos tales como se describen en la presente memoria incluyen y pueden utilizarse como cebadores,
por ejemplo, como cebadores de reaccion de cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), como
cebadores para reacciones de amplificacion alternativas, o como sondas, por ejemplo, etiquetadas con una etiqueta
reveladora mediante medios convencionales utilizando etiquetas radioactivas o no radioactivas, o los polinucleétidos
se pueden clonar en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendran al menos 15, por ejemplo, al
menos 20, 25, 30 o 40 nucledtidos de longitud. Tipicamente seran hasta 40, 50, 60, 70, 100, 150, 200 o 300
nucledtidos de longitud o incluso hasta unos pocos nucleétidos (tales como 5 o 10 nucledtidos) mas cortos que la
secuencia codificante de SEQ_ID NO:6.

En general, los cebadores se produciran mediante medios sintéticos, que implican la fabricacion en etapas de la

secuencia de acido nucleico deseado un nucleétido a la vez. Las técnicas para lograrlo y los protocolos estan

disponibles en la técnica. Los polinucleétidos mas largos se produciran en general utilizando medios recombinantes,

por ejemplo, utilizando técnicas de clonacion por PCR. Esto implicara producir un par de cebadores (tipicamente de

aproximadamente 15-30 nucledtidos) para amplificar la region deseada de la lisil oxidasa que se clonara, poner en

contacto los cebadores con ARNm, ADNc o ADN gendmico obtenido de una célula de levadura, bacteriana, vegetal,
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procariota o fungica, preferiblemente de una cepa de Aspergillus, llevar a cabo una reaccion en cadena de la
polimerasa en condiciones adecuadas para la amplificacion de la region deseada, aislar el fragmento amplificado
(por ejemplo, al purificar la mezcla de reaccion sobre un gel de agarosa) y recuperar el ADN amplificado. Los
cebadores pueden disefiarse para contener sitios de reconocimiento de enzima de restriccion adecuados de forma
que el ADN amplificado pueda clonarse en un vector de clonacién adecuado.

Alternativamente, se pueden construir genes sintéticos que abarcan la region codificante de la lisil oxidasa secretada
o variantes de la misma. Los polinucleétidos que se alteran en muchas posiciones, pero que todavia codifican la
misma proteina pueden disefiarse convenientemente y construirse utilizando estas técnicas. Esto tiene la ventaja de
que el uso del codén puede adaptarse al hospedador de expresion preferido, de forma de que se puede mejorar la
productividad de la proteina en este hospedador. Ademas, la secuencia de polinucleétidos de un gen se puede
cambiar para mejorar la estabilidad del ARNm o reducir el recambio. Esto puede conducir a una expresion mejorada
de la proteina deseada o variantes de la misma. Ademas, se puede cambiar la secuencia de polinucleétidos en un
gen sintético para producir mutaciones en la secuencia proteica que tienen un efecto positivo sobre la eficacia de la
secrecion, estabilidad, vulnerabilidad proteolitica, temperatura 6ptima, actividad especifica u otras propiedades
relevantes para la produccién industrial o aplicacion de la proteina. Las empresas que proporcionan servicios para
construir genes sintéticos y optimizar el uso de codones estan disponibles en general.

Dichas técnicas pueden utilizarse para obtener todos o parte de los polinucleétidos que codifican para las
secuencias de lisil oxidasa descritas en la presente memoria. Los intrones, promotores y regiones remolque estan
dentro del alcance de la invencion y también pueden obtenerse de forma analoga (por ejemplo mediante medios
recombinante, PCR o técnicas de clonacion), partiendo de ADN gendmico de una célula fungica, de levadura,
bacteriana, vegetal o procariota.

Los polinucledtidos o cebadores pueden portar una etiqueta reveladora. Las etiquetas adecuadas incluyen
radiois6topos tales como p o g, etiquetas fluorescentes, etiquetas enzimaticas u otras etiquetas proteicas tales
como biotina. Dichas etiquetas pueden agregarse a los polinucleétidos o cebadores para uso en la invencion y
pueden detectarse utilizando técnicas conocidas para los expertos en la técnica.

Los polinucledtidos o cebadores (o fragmentos de los mismos) etiquetados o no etiquetados pueden utilizarse en
pruebas basadas en acido nucleico para la deteccidon o secuenciacién de una lisil oxidasa o una variante de la
misma en una muestra fungica. Dichas pruebas de deteccion comprenderan en general poner en contacto una
muestra fungica que se sospecha que contiene el ADN de interés con una sonda que comprende un polinucleétido o
cebador descrito en la presente memoria en condiciones de hibridacion y detectar cualquier duplex formado entre la
sonda y el acido nucleico en la muestra. La deteccion puede lograrse utilizando técnicas tales como PCR o
inmovilizando la sonda sobre un soporte sélido, eliminando cualquier acido nucleico en la muestra que no hibridé
con la sonda y detectando luego cualquier acido nucleico que hibridd con la sonda. Alternativamente, el acido
nucleico de la muestra se puede inmovilizar en un soporte sélido, hibridar con la sonda y detectar la cantidad de
sonda unida a dicho soporte tras la eliminacion de cualquier sonda no unida.

Las sondas para uso en la invencion pueden envasarse de modo conveniente en forma de un kit de prueba en un
recipiente adecuado. En dichos kits, la sonda puede unirse con un soporte sélido cuando el formato del ensayo para
el cual se disefid el kit requiere dicha union. El kit también puede contener reactivos adecuados para tratar la
muestra que se va a someter a sondeo, para hibridar la sonda con acido nucleico en la muestra, reactivos testigo,
instrucciones y similares. Las sondas y polinucleétidos también se pueden utilizar en un microensayo.

Preferiblemente, el polinucledtido para uso en la invencion se puede obtener del mismo organismo que el
polipéptido, tal como un hongo, en particular un hongo del género Aspergillus.

Produccién de polinucleétidos

Los polinucleétidos que no tienen 100 % de identidad con SEQ_ID NO: 6 pero que pueden utilizarse en la invencion
pueden obtenerse de diversas formas. Por lo tanto, las variantes de la secuencia de lisil oxidasa descritas la
presente pueden obtenerse, por ejemplo, sometiendo a sondeo bibliotecas de ADN gendmico hecha con una gama
de organismos, tales como los tratados como fuentes de los polipéptidos para uso en la invencion. Ademas, otros
homologos fungicos, vegetales o procariotas se pueden obtener y dichos homologos y fragmentos de los mismos en
general seran capaces de hibridar con SEQ_ID NO: 6. Dichas secuencias pueden obtenerse sometiendo a sondeo
bibliotecas de ADNc o bibliotecas de ADN gendmico de otras especies y sometiendo a sondeo dichas bibliotecas
con sondas que comprenden toda o parte de SEQ_ID NO: 6 en condiciones de rigurosidad baja, media hasta alta
(tal como se describié anteriormente). Las sondas de acido nucleico que comprenden toda o parte de SEQ_ID NO: 6
pueden utilizarse para someter a sondeo bibliotecas de ADNc o gendmico de otras especies, tales como las
descritas como fuentes para los polipéptidos para uso en la invencion.

Los homdlogos de especie también pueden obtenerse utilizado PCR redundante, que utiliza cebadores disefiados
para dirigirse a secuencias dentro de variantes y homologos que codifican para secuencias de aminoacidos
conservadas. Los cebadores pueden contener una o mas posiciones redundantes y se utilizaran en condiciones de
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rigurosidad mas bajas que las utilizadas para clonar secuencias con cebadores de secuencia simples contra
secuencias conocidas. Un modo preferido de obtener homologos de especie de lisil oxidasa es disefiar cebadores
que se dirigen a secuencias que codifican para las secuencias consenso descritas en SEQ_ID NO: 11.

Alternativamente, dichos polinucleétidos pueden obtenerse mediante mutagénesis dirigida al sitio de las secuencias
de lisil oxidasa o variantes de las mismas. Esto puede ser util, por ejemplo, cuando se necesitan cambios de coddn
silenciosos para optimizar las preferencias coddnicas para una célula hospedadora especifica en la cual se expresan
las secuencias de polinucleétidos. Se pueden hacer otros cambios de secuencias a efectos de introducir sitios de
reconocimiento de enzima de restriccién o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por los
polinucledtidos.

Los polinucleétidos bicatenarios que comprenden un polinucleétido descritos en la presente memoria y su
complemento pueden utilizarse en la invencion.

En la presente memoria se describen polinucleétidos que codifican para los polipéptidos para uso en la invencion
descritos anteriormente. Dado que dichos polinucledtidos seran utiles como secuencias para la produccion
recombinante de polipéptidos para uso en la invencién, no es necesario que sean capaces de hibridar con la
secuencia de SEQ_ID NO: 6, aunque esto sera en general deseable. De otra forma, dichos polinucleétidos pueden
etiquetarse, utilizarse y producirse tal como se describié anteriormente si se desea.

Polinucleétidos recombinantes.

En la presente memoria se describen vectores que comprenden un polinucleétido para uso en la invencién, incluidos
vectores de clonacién y expresion, y en otro aspecto, métodos para cultivar, transformar o transfectar dichos
vectores en una célula hospedadora adecuada, por ejemplo, en condiciones en las que se produce la expresion de
un polipéptido para, o codificado por una secuencia para, uso en la invencion. Ademas se proporcionan células
hospedadoras que comprenden a polinucleétido o vector descrito en la presente memoria donde el polinucleétido es
heterdélogo para el genoma de la célula hospedadora. El término «heterélogo», generalmente con respecto a una
célula hospedadora, significa que el polinucleétido no se produce de forma natural en el genoma de la célula
hospedadora o que el polipéptido no se produce naturalmente a partir de dicha célula. Preferiblemente, la célula
hospedadora es un célula de levadura, por ejemplo, una célula de levadura del género Kluyveromyces, Pichia,
Hansenula o Saccharomyces o una célula de hongo filamentoso, por ejemplo, del género Aspergillus, Trichoderma o
Fusarium.

Vectores

El vector en el que el casete de expresion descrito en la presente memoria se inserta puede ser cualquier vector que
se puede someter de forma conveniente a procedimientos de ADN recombinante y la eleccién del vector dependera
a menudo de la célula hospedadora en la que se va a introducir. Por lo tanto, el vector puede ser un vector de
replicacion auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracromosémica, cuya replicacion es
independiente de la replicacion cromosémica, tal como un plasmido. De manera alternativa, el vector puede ser uno
que, cuando se introduce en la célula hospedadora, se integra en el genoma de la célula hospedadora y se replica
junto con el o los cromosomas en el o los que se integro.

Preferiblemente, cuando un polinucleétido tal como se describe en la presente memoria esta en un vector, esta
unido funcionalmente a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia
codificante mediante la célula hospedadora, es decir, el vector es un vector de expresion. La expresién «unido
funcionalmente» se refiere a una yuxtaposicion donde los componentes descritos de esta manera estan en una
relacion que les permite funcionar de la manera pretendida. Una secuencia reguladora tal como un promotor,
potenciador u otra sefial de regulacion de expresion «unido funcionalmente» a una secuencia codificante se
posiciona de tal forma que la expresion de la secuencia codificante se logra en condiciones de produccion.

Los vectores, por ejemplo, en el caso de vectores de plasmido, césmido, virus o fago, pueden proporcionarse con un
origen de replicacion, opcionalmente un promotor para la expresion del polinucleétido y opcionalmente un
potenciador y/o regulador del promotor. La secuencia de terminacion puede estar presente, tal como una secuencia
de poliadenilacion. Los vectores pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables, por ejemplo, un gen
de resistencia a la ampicilina en el caso de un plasmido bacteriano o un gen de resistencia a la neomicina para un
vector mamifero. Los vectores pueden utilizarse in vitro, por ejemplo, para la producciéon de ARN o pueden utilizarse
para transfectar o transformar una célula hospedadora.

La secuencia de ADN que codifica para el polipéptido se introduce preferiblemente en un hospedador adecuado
como parte de una construccion de expresion en la cual la secuencia de ADN esta unida funcionalmente con
sefiales de expresion que son capaces de dirigir la expresion de la secuencia de ADN en las células hospedadoras.
Para la transformacion del hospedador adecuado con la construccién de expresidon existen procedimientos de
transformacion disponibles conocidos para los expertos. La construccion de expresion se puede utilizar para la
transformacion del hospedador como parte de un vector que lleva un marcador seleccionable, o la construcciéon de
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expresion se cotransforma como una molécula aparte junto con el vector que lleva un marcador seleccionable. Los
vectores pueden contener uno o0 mas genes marcadores seleccionables.

Los marcadores seleccionables preferidos incluyen, pero no se limitan a, aquellos que complementan un defecto en
la célula hospedadora o confieren resistencia a un farmaco. Incluyen, por ejemplo, genes marcadores versatiles que
pueden utilizarse para la transformacién de la mayor parte de los hongos filamentosos y levaduras tales como genes
acetamidasa o ADNc (los genes amdS, niaD, facA o ADNc de A.nidulans, A.oryzae o A.niger), o genes que
proporcionan resistencia a antibiéticos como resistencia a G418, higromicina, bleomicina, kanamicina, fleomicina o
benomil (benA). Alternativamente, se pueden utilizar marcadores de seleccion especificos tales como marcadores
auxotrofos que requieren las cepas hospedadores mutantes correspondientes: por ejemplo, URA3 (de S.cerevisiae o
genes analogos de ofras levaduras), pyrG o pyrA (de A.nidulans o A.niger), argB (de A.nidulans o A.niger) o trpC. En
una realizacion preferida, el marcador de seleccién se suprime de la célula hospedadora transformada después de la
introduccién de la construccién de expresion con el fin de obtener células hospedadoras transformadas capaces de
producir el polipéptido que carecen de genes marcadores de seleccion.

Otros marcadores incluyen la subunidad 9 de ATP sintetasa (oliC), orotidina-5-fosfato-decarboxilasa (pvrA), el gen
de resistencia a G418 bacteriano (util en levadura, pero no en hongos filamentosos), el gen de resistencia a
ampicilina (E. coli), el gen de resistencia a neomicina (Bacillus) y el gen uidA de E. coli, que codifica para
glucuronidasa (GUS). Los vectores pueden utilizarse in vitro, por ejemplo, para la produccion de ARN o para
transfectar o transformar una célula hospedadora.

Para la mayoria de los hongos filamentosos y levaduras, la construccion de expresién preferiblemente se integra en
el genoma de la célula hospedadora a efectos de obtener transformantes estables. Sin embargo, para ciertas
levaduras también estan disponibles sistemas de vectores episomaticos adecuados en los cuales se puede
incorporar la construccion de expresion para una expresion estable y a nivel elevado. Los ejemplos de los mismos
incluyen vectores derivados de plasmidos de 2 ym, CEN y pKD1 de Saccharomyces y Kluyveromyces,
respectivamente, o vectores que contienen una secuencia AMA (por ejemplo, AMA1 de Aspergillus). Cuando las
construcciones de expresion se integran en los genomas de la célula hospedadora, las construcciones se integran
en un loci aleatorio en el genoma, o en un loci objetivo predeterminado utilizando recombinacion homaéloga, donde
en tal caso el loci objetivo comprende preferiblemente un gen expresado de forma elevada. Un gen expresado de
forma elevada es un gen cuyo ARNm puede componer al menos 0,01 % (p/p) del ARNm celular total, por ejemplo,
en condiciones inducidas o, alternativamente, un gen cuyo producto génico puede componer al menos 0,2 % (p/p)
de la proteina celular total o, en caso de un producto génico secretado, puede secretarse a un nivel de al menos
0,05 g/l.

Una construccion de expresion para una célula hospedadora dada generalmente contendra los siguientes elementos
unidos funcionalmente entre si en orden consecutivo desde el extremo 5’ al extremo 3’ con respecto a la cadena
codificante de la secuencia que codifica para el polipéptido del primer aspecto: (1) una secuencia promotora capaz
de dirigir la transcripcion de la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido en la célula hospedadora dada, (2)
preferiblemente, una region no traducida en direccion a 5' (lider), (3) opcionalmente, a secuencia sefial capaz de
dirigir la secrecion del polipéptido a partir de la célula hospedadora dada en el medio de cultivo, (4) la secuencia de
ADN que codifica para una forma madura y preferiblemente activa del polipéptido y ademas preferiblemente (5) una
region de terminacion de la transcripcion (terminador) capaz de terminar la transcripcion posterior a la secuencia de
ADN que codifica para el polipéptido.

Posteriormente a la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido, la construccion de expresion preferiblemente
contiene una region no traducida en direccion a 3' que contiene uno o mas sitios de terminacion de la transcripcion,
también denominado terminador. El origen del terminador es menos esencial. El terminador por ejemplo puede ser
natural de la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido. Sin embargo, preferiblemente se utiliza un
terminador bacteriano en células hospedadoras bacterianas, se utiliza un terminador de levadura en células
hospedadoras de levadura y se utiliza un terminador de hongo filamentoso en células hospedadoras de hongo
filamentoso. Mas preferiblemente, el terminador es enddgeno con respecto a la célula hospedadora en la que se
expresa la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido.

También se puede lograr una expresion mejorada del polinucleétido que codifica para el polipéptido para uso en la
invencion mediante la seleccion de regiones reguladoras heterdlogas, por ejemplo, regiones promotoras, de
secuencia sefal y terminador, que sirven para aumentar la expresion y, si se desea, los niveles de secrecion de la
proteina de interés del hospedador de expresion elegido y/o para proporcionar el control inducible de la expresion
del polipéptido para uso en la invencion.

Aparte del promotor natural para el gen que codifica para el polipéptido para uso en la invencion, se pueden utilizar
otros promotores para dirigir la expresion del polipéptido para uso en la invencion. El promotor se puede seleccionar
por su eficacia para dirigir la expresion del polipéptido para uso en la invencién en el hospedador de expresion
deseado.
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Los promotores/potenciadores y otras sefiales de regulacion de la expresion pueden seleccionarse para que sean
compatibles con la célula hospedadora para la cual se disefié el vector de expresion. Por ejemplo, se pueden utilizar
promotores procariotas, en especial aquellos adecuados para uso en cepas de E.coli. Cuando la expresion del
polipéptido para uso en la invencién se lleva a cabo en células de mamiferos, se pueden utilizar promotores de
mamiferos. También se pueden utilizar promotores especificos para tejido, por ejemplo, promotor especifico para
hepatocito. Los promotores virales también pueden utilizarse, por ejemplo, la repeticion terminal larga del virus de la
leucemia murina de Moloney (MMLV LTR, por sus siglas en inglés), el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous
(RSV, por sus siglas en inglés), el promotor de SV40, el promotor IE del citomegalovirus (CMV) humano, promotores
del virus del herpes simple o promotores del adenovirus.

Los promotores de levadura adecuados incluyen los promotores GAL4 y ADH de S. cerevisiae y el promotor nmt1y
adh de S. pombe. Los promotores de mamiferos incluyen el promotor de la metalotioneina que puede inducirse en
respuesta a metales pesados tales como cadmio. También se pueden utilizar promotores virales tales como el
promotor de antigeno T grande de SV40 o promotores de adenovirus. Todos estos promotores estan disponibles en
la técnica.

Se pueden utilizar promotores de mamiferos tales como los promotores de R-actina. Los promotores especificos de
tejido, en especial los promotores especificos de células endoteliales o neuronales (por ejemplo, los promotores
DDAHI y DDAHII) se prefieren especialmente. Los promotores virales también pueden utilizarse, por ejemplo, la
repeticion terminal larga del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV LTR), el promotor LTR del virus del
sarcoma de Rous (RSV), el promotor de SV40, el promotor IE del citomegalovirus (CMV) humano, adenovirus,
promotores de HSV (tales como los promotores IE de HSV) o promotores de HPV, en especial la region reguladora
anterior del HPV (URR, por sus siglas en ingles). Los promotores virales estan disponibles en la técnica.

Se puede utilizar una variedad de promotores que son capaces de dirigir la transcripcion en las células
hospedadoras tal como se describe en la presente memoria. Preferiblemente, la secuencia promotora deriva de un
gen expresado de forma muy elevada tal como se definié anteriormente. Los ejemplos de genes que se expresan de
forma muy elevada preferidos de los cuales se derivan preferiblemente los promotores y/o que estan comprendidos
en el loci objetivo predeterminado preferido para la integracion de las construcciones de expresion incluyen, pero no
se limitan a, genes que codifican para enzimas glicoliticas tales como triosa-fosfato isomerasas (TPI), gliceraldehido-
fosfato deshidrogenasas (GAPDH), fosfoglicerato cinases (PGK), piruvato cinasas (PYK), alcohol deshidrogenasas
(ADH), asi como también genes que codifican para amilasas, glucoamilasas, proteasas, xilanasas,
celobiohidrolasas, R-galactosidasas, alcohol (metanol) oxidasas, factores de alargamiento y proteinas ribosémicas.
Los ejemplos especificos de genes que se expresan de forma elevada adecuados incluyen, por ejemplo, el gen
LAC4 de Kluyveromyces sp., los genes de metanol oxidasa (AOX y MOX) de Hansenula y Pichia, respectivamente,
los genes de glucoamilasa (glaA) de A.niger y A.awamori, el gen de TAKA-amilasa de A.oryzae, el gen de gdpA de
A.nidulans y los genes de celobiohidrolasa de T.reesei.

Los ejemplos de promotores fuertes constitutivos y/o inducibles que se prefieren para uso en hospedadores de
expresion fungica son aquellos que pueden obtenerse de los genes flngicos para promotores de xilanasa (xInA),
fitasa, subunidad 9 de ATP-sintetasa (oliC), triosa fosfato isomerasa (tpi), alcohol deshidrogenasa (AdhA), amilasa
(amy), amiloglucosidasa (AG - del gen glaA), acetamidasa (amdS) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gpd).

Los ejemplos de promotores de levadura fuertes que pueden utilizarse incluyen aquellos que se pueden obtener de
los genes para alcohol deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, lactasa, 3-fosfoglicerato cinasa,
ATPasa de membrana plasmatica (PMA1) y triosafosfato isomerasa.

Los ejemplos de promotores bacterianos fuertes que pueden utilizarse incluyen los promotores de amilasa y SPo2
asi como los promotores de genes de proteasa extracelular.

Los promotores adecuados para células vegetales que pueden utilizarse incluyen promotores de napalina sintasa
(nos), octopina sintasa (ocs), manopina sintasa (mas), subunidad pequefia de ribulosa (rubisco ssu), histona, actina
de arroz, faseolina, 35S y 19S del virus del mosaico de la coliflor (CMV) y circovirus.

El vector puede incluir ademas secuencias que flanquean el polinucleétido que dan lugar a ARN que comprende
secuencias homologas a algunas de las secuencias gendmicas eucariotas, secuencias gendmicas fungicas o
secuencias genomicas de levadura. Esto permitira la introduccion de polinucleétidos tales como se describen en la
presente memoria en el genoma de hongos o levaduras mediante recombinacion homéloga. En especial, se puede
utilizar un vector plasmidico que comprende el casete de expresion flanqueado por secuencias fungicas para
preparar un vector adecuado para suministrar los polinucleétidos descritos en la presente memoria a una célula
fungica. Las técnicas de transformacion que utilizan estos vectores fungicos son conocidas para los expertos en la
técnicas.

El vector puede contener un polinucleétido tal como se describe en la presente orientado en un sentido
complementario para proporcionar la produccién de ARN complementario. El mismo se puede utilizar para reducir, si
se desea, los niveles de expresion del polipéptido.
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Células hospedadoras y expresion

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un proceso para preparar un polipéptido para uso en la invencion
que comprende cultivar una célula hospedadora transformada o transfectada con un vector de expresion tal como se
describié anteriormente en condiciones adecuadas para la expresion mediante el vector de una secuencia
codificante que codifica para el polipéptido, y recuperar el polipéptido expresado. Los polinucleétidos tales como se
describen en la presente memoria pueden incorporarse en un vector replicable recombinante tales como un vector
de expresion. El vector puede utilizarse para replicar el acido nucleico en una célula hospedadora compatible. En la
presente memoria ademas se describe un método para producir un polinucleétido al introducir un polinucleétido tal
como se describe en la presente memoria en un vector replicable, introducir el vector en una célula hospedadora
compatible y cultivar la célula hospedadora en condiciones que provocan la replicacion del vector. Las células
hospedadoras adecuadas incluyen bacterias tales como E. coli, levadura, lineas celulares de mamiferos y otras
lineas celulares eucariotas, por ejemplo, células de insectos tales como células Sf9 y células fungicas (por ejemplo
filamentosas).

Preferiblemente el polipéptido se produce como una proteina secretada en cuyo caso la secuencia de ADN que
codifica para una forma madura del polipéptido en la construccién de expresion puede unirse funcionalmente con
una secuencia de ADN que codifica para una secuencia sefial. En el caso donde el gen que codifica para la proteina
secretada tiene en la cepa natural una secuencia seial, preferiblemente la secuencia sefal utilizada sera natural
(homodloga) para la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido. Alternativamente, la secuencia sefial es
externa (heterologa) para la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido, en cuyo caso la secuencia sefal es
preferiblemente enddgena para la célula hospedadora en la que se expresa la secuencia de ADN. Los ejemplos de
secuencias sefial adecuadas para células hospedadoras de levadura son las secuencias sefial derivadas de genes
MFalpha de levadura. De forma similar, una secuencia sefial adecuada para células hospedadoras de hongo
filamentoso es, por ejemplo, una secuencia sefal derivada de un gen de amiloglucosidasa (AG) de hongo
filamentoso, por ejemplo el gen glaA de A.niger. Esta secuencia sefial puede utilizarse en combinacién con el propio
promotor de amiloglucosidasa (también denominada (gluco) amilasa), asi como en combinaciéon con otros
promotores. También se pueden utilizar secuencias sefal hibridas dentro del contexto de la presente invencion.

Las secuencias lider de secrecion heterdélogas preferidas son aquellas que se originan del gen de amiloglucosidasa
(AG) fungico (glaA, las versiones de 18 y 24 aminoacidos, por ejemplo, de Aspergillus), el gen MFalpha (levaduras,
por ejemplo, Saccharomyces y Kluyveromyces) o el gen alfa-amilasa (Bacillus).

Los vectores pueden transformarse o transfectarse en una célula hospedadora adecuada tal como se describio
anteriormente para proporcionar la expresion de un polipéptido para uso en la invencién. Este proceso puede
comprender cultivar una célula hospedadora transformada con un vector de expresiéon tal como se describid
anteriormente en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido, y opcionalmente recuperar el polipéptido
expresado.

También se describen en la presente memoria células hospedadoras transformadas o transfectadas con o que
comprenden un polinucledtido o vector para uso en la invencion. Preferiblemente, el polinucleétido se incluye en un
vector que permite la replicacion y expresion del polinucledtido. Las células se elegiran para ser compatibles con
dicho vector y pueden ser por ejemplo células procariotas (por ejemplo, bacterianas), o eucariotas, fungicas, de
levadura o vegetales.

La invencién abarca procesos para la produccién de un polipéptido para uso en la invencién por medio de expresion
recombinante de una secuencia de ADN que codifica para el polipéptido. A estos efectos, la secuencia de ADN
descrita en la presente memoria puede utilizarse para amplificacion génica y/o intercambio de sefiales de expresion,
tales como promotores, secuencias sefial de secrecion, a efectos de permitir una produccion econémica del
polipéptido en una célula hospedadora homdloga o heteréloga adecuada. Una célula hospedadora homéloga se
define en la presente memoria como una célula hospedadora que es de la misma especie 0 que es una variante
dentro de la misma especie de la especie de la cual se derivo la secuencia de ADN.

Las células hospedadoras adecuadas son preferiblemente microorganismos procariotas tales como bacterias, o mas
preferiblemente organismos eucariotas, por ejemplo, hongos, tales como levaduras u hongos filamentosos o células
vegetales. En general, se prefieren las células de levadura con respecto a las células de hongos filamentosos
porque son mas faciles de manipular. Sin embargo, algunas proteinas se secretan escasamente a partir de
levaduras, o en algunos casos no se procesan adecuadamente (por ejemplo, hiperglicosilacion en levadura). En
estos casos, se debe seleccionar un organismo hospedador de hongo filamentoso.

Las bacterias del género Bacillus son muy adecuadas como hospedadores heterélogos debido a su capacidad para
secretar proteinas en el medio de cultivo. Otras bacterias adecuadas como hospedadores son aquellas de los
géneros Streptomyces y Pseudomonas. Una célula hospedadora de levadura preferida para expresion de la
secuencia de ADN que codifica para el polipéptido es una del género Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula,
Pichia, Yarrowia o Schizosaccharomyces. Mas preferiblemente, una célula hospedadora de levadura se selecciona
del grupo que consiste en las especies Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis (también conocida como
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Kluyveromyces marxianus var. lactis)) Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica vy
Schizosaccharomyces pombe.

Sin embargo, las mas preferidas para expresion de la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido son las
células hospedadoras de hongo filamentoso. Las células hospedadoras de hongo filamentoso preferidas se
seleccionan del grupo que consiste en los géneros Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Disporotrichum, Penicillium,
Acremonium, Neurospora, Thermoascus, Myceliophtora, Sporotrichum, Thielavia yTalaromyces. La célula
hospedadora de hongo filamentoso mas preferiblemente es de la especie Aspergillus oyzae, Aspergillus sojae o
Aspergillus nidulans o es de una especie del Grupo Aspergillus niger (tal como lo definieron Raper and Fennell, The
Genus Aspergillus, The Williams & Wilkins Company, Baltimore, pp 293-344, 1965). Las mismas incluyen, pero no
se limitan a, Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus tubigensis, Aspergillus aculeatus, Aspergillus
foetidus, Aspergillus nidulans, Aspergillus japonicus, Aspergillus oryzae y Aspergillus ficuum, y también las de las
especies Trichoderma reesei, Fusarium graminearum, Penicillium chrysogenum, Acremonium alabamense,
Neurospora crassa, Myceliophtora thermophilum, Sporotrichum cellulophilum, Disporotrichum dimorphosporum
yThielavia terrestris.

Los ejemplos de hospedadores de expresion preferidos son hongos tales como la especie Aspergillus (en especial
aquellos descritos en EP-A-184,438 y EP-A-284,603) y la especie Trichoderma; bacterias tales como de la especie
Bacillus (en especial aquellas descritas en EP-A-134,048 y EP-A-253,455), especialmente las especies Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas; y levaduras tales como la especie
Kluyveromyces (en especial aquellas descritas en EP-A-096,430 tales como Kluyveromyces lactis y en EP-A-
301,670) y la especie Saccharomyces, tales como Saccharomyces cerevisiae.

Las células hospedadoras incluyen células vegetales y, por lo tanto, se extienden a organismos transgénicos, tales
como plantas y partes de las mismas, que contienen una o mas de las células descritas en la presente. Las células
pueden expresar de forma heterdloga el polipéptido para uso en la invencion o pueden contener de forma heterdloga
uno o mas de los polinucledtidos descritos en la presente. La planta transgénica (o modificada genéticamente), por
lo tanto, puede tener insertada (tipicamente de forma estable) en su genoma una secuencia que codifica para los
polipéptidos para uso en la invencion. La transformacion de células vegetales puede llevarse a cabo utilizando
técnicas conocidas, por ejemplo, utilizando un plasmido Ti o Ri de Agrobacterium tumefaciens. Por consiguiente, el
plasmido (o vector) puede contener secuencias necesarias para infectar una planta, y se pueden emplear derivados
de los plasmidos de Ti y/o Ri.

La célula hospedadora puede sobreexpresar el polipéptido y son conocidas las técnicas para genomanipular la
sobreexpresion. Por consiguiente, el hospedador puede tener dos o mas copias del polinucleostido.

Alternativamente, se puede producir una infeccién de una parte de una planta, tal como una hoja, raiz o tallo. En
esta técnica, la planta que se infectara puede lesionarse, por ejemplo, cortando la planta con una navaja,
puncionando la planta con una aguja o frotando la planta con un abrasivo. A continuacion se inocula la lesion con el
Agrobacterium. Luego, la planta o parte de planta puede cultivarse en un medio de cultivo adecuado y dejarse
desarrollar hasta convertirse en una planta madura. La regeneracion de células transformadas en plantas
modificadas genéticamente se puede lograr utilizando técnicas conocidas, por ejemplo, al seleccionar brotes
transformados utilizando un antibiético y subcultivar los brotes en un medio que contiene los nutrientes adecuados,
hormonas vegetales y similares.

Cultivo de células hospedadoras y produccion recombinante

En la presente memoria se describen células que han sido modificadas para expresar la lisil oxidasa o una variante
de la misma. Dichas células incluyen lineas celulares eucariotas superiores modificadas de forma transitoria o
preferiblemente de forma estable, tales como células de mamiferos o células de insectos, células eucariotas
inferiores, tales como células de levadura y hongo filamentoso o célula procariotas tales como células bacterianas.

También es posible que los polipéptidos para uso en la invencidn se expresen de forma transitoria en una linea
celular o en una membrana, tal como, por ejemplo, en un sistema de expresion de baculovirus. Dichos sistemas, que
se adaptan para expresar las proteinas para uso en la invencion también se describen en la presente memoria.

De acuerdo con la presente invencion, la produccion del polipéptido para uso en la invencién se puede llevar a cabo
cultivando hospedadores de expresion microbianos, que se han transformado con uno o mas polinucleétidos tales
como se describen en la presente memoria, en un medio de fermentacidn con nutrientes convencional.

Las células hospedadoras recombinantes pueden cultivarse utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Para
cada combinacion de un promotor y una célula hospedadora, estan disponibles las condiciones de cultivo que
pueden conducir a la expresion de la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido. Luego de alcanzar la
densidad o titulacion celular deseada del polipéptido el cultivo se detiene y el polipéptido se recupera utilizando
procedimientos conocidos.
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El medio de fermentacion puede comprender un medio de cultivo conocido que contiene una fuente de carbono (por
ejemplo, glucosa, maltosa, molasas, etc.), una fuente de nitrégeno (por ejemplo, sulfato de amonio, nitrato de
amonio, cloruro de amonio, etc.), una fuente de nitrégeno organica (por ejemplo, extracto de levadura, extracto de
malta, peptona, etc.) y fuentes de nutrientes inorganicas (tales como, fosfato, magnesio, potasio, cinc, hierro, etc.).
Opcionalmente, se puede incluir o agregar posteriormente un inductor (dependiendo de la construccion de expresion
utilizada).

La seleccion del medio apropiado puede basarse en la eleccion del hospedador de expresion y/o basarse en los
requisitos de regulacion de la construccion de expresion. Los medios adecuados son conocidos para los expertos en
la técnica. Si se desea, el medio puede contener componentes adicionales que favorecen a los hospedadores de
expresion transformados con respecto a otros microorganismos potencialmente contaminantes.

La fermentacion se puede llevar a cabo durante un periodo de 0,5 a 30 dias. La fermentacién puede ser un proceso
en lote, continuo o de lote alimentado a una temperatura adecuada en el rango de entre 0°C y 45°C y, por ejemplo, a
un pH de 2 a 10. Las condiciones de fermentacion preferidas incluyen una temperatura en el rango de entre 20 °C y
37 °C y/o un pH entre 3 y 9. Las condiciones adecuadas generalmente se seleccionan en base a la eleccion del
hospedador de expresion y la proteina que se expresara.

Tras la fermentacion, si es necesario, las células se pueden retirar del caldo de fermentacion por medio de
centrifugacion o filtracion. Luego de detener la fermentacion o retirar la células, el polipéptido de la invencion se
puede recuperar y, si se desea, purificar y aislar mediante medios convencionales. La lisil oxidasa para uso en la
invencion puede purificarse a partir del micelio fungico o a partir del caldo de cultivo en el que se libera la lisil
oxidasa a partir de las células fungicas cultivadas.

En una modalidad preferida el polipéptido se produce a partir de un hongo, mas preferiblemente a partir de
Aspergillus, mas preferiblemente a partir de Aspergillus niger.

Modificaciones

Los polipéptidos para uso en la invencidon pueden modificarse de forma quimica, por ejemplo, se pueden modificar
de forma postranslacional. Por ejemplo, pueden glicosilarse (una o mas veces) o comprender residuos de
aminoacidos modificados. También se pueden modificar mediante la adicién de residuos de histidina para auxiliar en
su purificaciéon, o mediante la adicién de una secuencia sefial para promover su secrecion a partir la célula. El
polipéptido puede tener extensiones en el extremo aminico o carboxilico, tal como un residuo de metionina en el
extremo aminico, un péptido conector pequefio de hasta aproximadamente 20-25 residuos, o una extension
pequefia que facilita la purificacion, tal como un conducto de poli-histidina, un epitopo de antigeno o un dominio de
union.

Un polipéptido para uso en la invencidon puede etiquetarse con una etiqueta reveladora. La etiqueta reveladora
puede ser cualquier etiqueta adecuada que permite detectar el polipéptido. Las etiquetas adecuadas incluyen
radiois6topos, por ejemplo 125I, 353, enzimas, anticuerpos, polinucleétidos y conectores tales como biotina.

Los polipéptidos pueden modificarse para incluir aminoacidos de origen no natural o para aumentar la estabilidad del
polipéptido. Cuando las proteinas o péptidos se producen mediante medios sintéticos, dichos aminoacidos pueden
introducirse durante la produccién. Las proteinas o péptidos también pueden modificarse tras la produccién sintético
o recombinante.

Los polipéptidos para uso en la invencién también pueden producirse utilizando aminoacidos D. En dichos casos los
aminoacidos se enlazaran en secuencia inversa en el sentido de C a N. Esto es convencional en la técnica para
producir dichas proteinas o péptidos.

Se conocen diversas modificaciones de cadena lateral en la técnica y se pueden hacer en las cadenas laterales de
las proteinas o péptidos para uso en la presente invencion. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo,
modificaciones de aminoacidos por medio de alquilacion reductora mediante reacciéon con un aldehido y
posteriormente mediante reacciéon con NaBH,4, amidinacion con metilacetimidato o acilacién con anhidrido acético.

Las secuencias descritas en la presente memoria también pueden utilizarse como materiales de partida para la
construccion de enzimas de «segunda generaciony. Las lisil oxidasas de «segunda generacion» son lisil oxidasas
alteradas mediante técnicas de mutagénesis (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio o técnicas de transposiciones
génicas) que tienen propiedades que difieren respecto de las de la lisil oxidasa natural o lisil oxidasa recombinante
tales como las que se describen en la presente memoria. Por ejemplo, su temperatura o pH 6ptimo, actividad
especifica, afinidad de sustrato o termoestabilidad pueden alterarse a efectos de adaptarse mejor para el uso en un
proceso especifico.

Los aminoacidos esenciales para la actividad de la lisil oxidasa descrita en la presente memoria, y por lo tanto,
preferiblemente sujetos a sustitucion, pueden identificarse de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica,
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tales como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis por barrido de alanina. En la ultima técnica, se introducen
mutaciones en cada residuo en la molécula y las moléculas mutantes resultantes se someten a prueba para
determinar su actividad bioldgica (por ejemplo, actividad de lisil oxidasa) para identificar residuos de aminoacidos
que son esenciales para la actividad de la molécula. También se pueden determinar sitios de interaccion entre
enzima y sustrato mediante el analisis de la estructura de cristal que se determina mediante técnicas tales como
resonancia magnética nuclear, cristalografia o etiquetado por fotoafinidad.

Las técnicas de transposiciones génicas proporcionan un modo aleatorio de introducir mutaciones en una secuencia
de polinucledtidos. Tras la expresion, los aislados con las mejores propiedades se vuelven a aislar, combinar y
transponer para aumentar la diversidad genética. Al repetir este procedimiento una cantidad de veces, se pueden
aislar los genes que codifican para proteinas mejoradas rapidamente. Preferiblemente el procedimiento de
transposiciones génicas se inicia con una familia de genes que codifican para proteinas con una funcion similar. La
familia de secuencias de polinucleétidos descrita en la presente memoria podria ser adecuada para las
transposiciones génicas con el fin de mejorar las propiedades de las lisil oxidasas secretadas.

Alternativamente, se pueden utilizar las técnicas de mutagénesis aleatoria y seleccion clasicas, tales como
mutagénesis con tratamiento NTG o mutagénesis UV para mejorar las propiedades de una proteina. La mutagénesis
se puede llevar a cabo directamente en el ADN aislado o en células transformadas con el ADN de interés.
Alternativamente, se pueden introducir mutaciones en ADN aislado mediante varias técnicas que son conocidas para
los expertos en la técnica. Los ejemplos de métodos son PCR propensa a error, amplificacion de ADN plasmidico en
una célula hospedadora deficiente, etc.

Se espera que el uso de células hospedadoras de levadura y hongo filamentoso proporcione modificaciones
postranslacionales (por ejemplo, procesamiento proteolitico, miristilacion, glicosilacién, truncamiento y fosforilacion
de tirosina, serina o treonina) que pueden ser necesarias para conferir una actividad biolégica 6ptima a los productos
de expresion recombinantes para uso en la invencion.

Preparaciones

Los polipéptidos para uso en la invencion pueden estar en forma aislada. Se entendera que el polipéptido puede
mezclarse con vehiculos o diluyentes que no interferirdan con el objetivo previsto del polipéptido y todavia se
considerara como aislado. Un polipéptido para uso en la invenciéon también puede estar en forma sustancialmente
purificada, en tal caso comprendera en general el polipéptido en una preparaciéon en la que mas del 70 %, por
ejemplo, mas del 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de las proteinas en la preparacion es un polipéptido tal como se
describe en la presente memoria.

Los polipéptidos para uso en la invencién se pueden proporcionar en una forma tal en la que estan fuera de su
ambiente celular natural. Por lo tanto, se pueden aislar o purificar sustancialmente, tal como se traté anteriormente, o
pueden estar en una célula en la que no se genera naturalmente, por ejemplo, una célula de otra especie fungica, de
animales, plantas o bacterias.

Eliminacion o reduccioén de la actividad de lisil oxidasa

En la presente memoria se describen métodos para producir una célula mutante de una célula genitora, que
comprenden interrumpir o suprimir la secuencia de acido nucleico endégena que codifica para el polipéptido o una
secuencia de control de la misma, lo cual resulta en que la célula mutante produce menos del polipéptido que la
célula genitora.

La construccion de cepas que tienen actividad de lisil oxidasa reducida se puede lograr de forma conveniente
mediante la modificaciéon o inactivacién de una secuencia de acido nucleico necesaria para la expresion de la lisil
oxidasa en la célula. La secuencia de acido nucleico que se va a modificar o inactivar puede ser, por ejemplo, una
secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido o una parte esencial del mismo para exhibir actividad de
lisil oxidasa, o la secuencia de acido nucleico puede tener una funcion reguladora necesaria para la expresion del
polipéptido a partir de la secuencia codificante de la secuencia de acido nucleico. Un ejemplo de dicha secuencia
reguladora o de control puede ser una secuencia promotora o una parte funcional de la misma, es decir, una parte
que es suficiente para afectar la expresion del polipéptido. Otros secuencias de control para una posible
modificacion incluyen, pero no se limitan a, una secuencia lider, una secuencia de poli-adenilaciéon, una secuencia
pro-péptido, una secuencia sefial y una secuencia de terminacion.

La modificacién o inactivaciéon de la secuencia de acido nucleico puede llevarse a cabo sometiendo a la célula a
mutagénesis y seleccionando las células en las que la capacidad de producir lisil oxidasa se ha reducido o
eliminado. La mutagénesis, que puede ser especifica o aleatoria, se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el
uso de cualquier agente de mutagénesis fisico o quimico adecuado, mediante el uso de un oligonucleétidos
adecuado o sometiendo la secuencia de ADN a mutagénesis por PCR. Ademas, la mutagénesis se puede llevar a
cabo mediante el uso de cualquier combinacion de estos agentes de mutagénesis.
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Los ejemplos de un agente de mutagénesis fisico o quimico adecuada para el presente fin incluyen irradiacion
ultravioleta (UV), hidroxilamina, N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), O-metil hidroxilamina, acido nitroso, etil
metano sulfonato (EMS), bisulfito de sodio, acido férmico y analogos nucleotidicos.

Cuando se utilizan dichos agentes, la mutagénesis tipicamente se lleva a cabo incubando la célula que se sometera
a mutagénesis en presencia del agente de mutagénesis elegido en condiciones adecuadas y seleccionando las
células que exhiben expresion reducida o ninguna expresion de la actividad de lisil oxidasa.

La modificaciéon o inactivacion de la produccion de un polipéptido adecuado para uso en la presente invencion se
puede lograr mediante la introduccion, sustitucion o eliminaciéon de uno o mas nucleétidos en la secuencia de acido
nucleico que codifica para el polipéptido o un elemento regulador necesario para la transcripcion o traduccion del
mismo. Por ejemplo, se pueden insertar o eliminar nucledtidos a efectos de resultar en la introducciéon de un codén
de terminacion, la eliminacién del codén de inicio o un cambio en el marco de lectura abierto. Dicha modificacion o
inactivacion se puede lograr mediante mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis por PCR de acuerdo con los
métodos conocidos en la técnica.

Aunque, en principio, la modificacién se puede llevar a cabo in vivo, es decir, directamente en la célula que expresa
la secuencia de acido nucleico que se va a modificar, se prefiere que la modificacién se lleve a cabo in vitro tal como
se ejemplifica mas adelante.

Un ejemplo de un modo conveniente para inactivar o reducir la produccion de la lisil oxidasa por parte de una célula
hospedadora elegida se basa en técnicas de reemplazo génico o interrupcion génica. Por ejemplo, en el método de
interrupcién génica, una secuencia de acido nucleico que corresponde al gen o fragmento de gen enddgeno de
interés se somete a mutagénesis in vitro para producir una secuencia de acido nucleico defectuosa que luego se
transforma en la célula hospedadora para producir un gen defectuoso. Mediante recombinacién homodloga, la
secuencia de acido nucleico defectuosa reemplaza al gen o fragmento de gen endégeno. Preferiblemente, el gen o
fragmento de gen defectuoso también codifica para un marcador que puede utilizarse para seleccionar los
transformantes en los que se ha modificado o destruido el gen que codifica para el polipéptido.

Alternativamente, la modificacion o inactivacion de la secuencia de acido nucleico que codifica para una polipéptido
para uso en la presente invencion puede lograrse mediante técnicas antisentido establecidas utilizando una
secuencia de nucleoétidos complementaria a la secuencia que codifica para el polipéptido. Mas especificamente, la
produccién del polipéptido por parte de una célula se puede reducir o eliminar mediante la introduccién de una
secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido. El
polinucleétido complementario a continuacion tipicamente se transcribira en la célula y sera capaz de hibridar con el
ARNmM que codifica para la lisil oxidasa. En condiciones que permiten que la secuencia de nucleétidos antisentido
complementaria hibride con el ARNm, la cantidad de lisil oxidasa producida en la célula se reducira o eliminara.

Se prefiere que la célula que se va a modificar segin los métodos de la presente invenciéon sea de origen
microbiano, por ejemplo, una cepa fungica que es adecuada para la produccion de productos proteicos deseados, ya
sean homologos o heterdlogos con respecto a la célula.

En la presente memoria se describe ademas una célula mutante de una célula genitora que comprende una
alteracion o supresion de la secuencia de acido nucleico endégena que codifica para el polipéptido o una secuencia
de control del mismo, que resulta en que la célula mutante produce menos del polipéptido que la célula genitora.

Las células mutantes deficientes para el polipéptido creadas de esta forma son particularmente Gtiles como células
hospedadoras para la expresion de polipéptidos homélogos y/o heterélogos. Por lo tanto, existen métodos descritos
en la presente memoria para producir un polipéptido homdlogo o heterélogo que comprenden (a) cultivar la célula
mutante en condiciones que conducen a la produccion del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido. En el presente
contexto, el término «polipéptidos heterélogos» se define en la presente memoria como polipéptidos que no son
naturales con respecto a la célula hospedadora, una proteina natural en la que se han hecho modificaciones para
alterar la secuencia natural o una proteina natural cuya expresion se ha alterado cuantitativamente como resultado
de una manipulacién de la célula hospedadora mediante técnicas de ADN recombinante.

También se describe en la presente memoria un método para producir un producto proteico esencialmente libre de
actividad de lisil oxidasa mediante fermentacion de una célula que produce un polipéptido de lisil oxidasa para uso
en la presente invencion asi como el producto proteico de interés. El método comprende agregar una cantidad eficaz
de un agente capaz de inhibir la actividad de lisil oxidasa en el caldo de fermentacion durante o después de que se
haya completado la fermentacion, recuperar el producto de interés del caldo de fermentacién y opcionalmente
someter el producto recuperado a purificacion adicional. Alternativamente, tras el cultivo el caldo de cultivo resultante
se puede someter a una tratamiento de pH o temperatura tratamiento con el fin de reducir la actividad de lisil oxidasa
sustancialmente, y permitir la recuperacion del producto del caldo de cultivo. El tratamiento combinado de pH o
temperatura puede llevarse a cabo en una preparacion proteica recuperada del caldo de cultivo.
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Los métodos descritos en la presente memoria para producir un producto esencialmente libre de lisil oxidasa son
especial interés para la produccion de polipéptidos eucariotas, en especial en la produccion de proteinas fungicas
tales como enzimas. Las células deficientes para lisil oxidasa también pueden utilizarse para expresar proteinas
heterdlogas de interés para la industria de los alimentos, o de interés farmacéutico.

Motivos peptidicos para identificar genes

Se puede utilizar un motivo peptidico para identificar genes que codifican para proteinas que contienen este motivo
peptidico. En lugar de un motivo peptidico, también se pueden utilizar una combinacién de dos o mas motivos
peptidicos para identificar genes que codifican para proteinas que contienen los motivos peptidicos. Cuando se
identifican uno o varios motivos peptidicos que codifican para lisil oxidasas especificas es posible, por lo tanto,
identificar genes que codifican para lisil oxidasas utilizando uno o una combinacién de varios de estos motivos
peptidicos. Las lisil oxidasas se utilizan como un ejemplo de como pueden identificarse dichos genes, pero los
métodos descritos se pueden aplicar en general. Una posibilidad es la de usar la secuencia del motivo de SEQ_ID
NO: 11 para buscar en secuencias de ADN traducidas de un banco de datos de ADN o secuencias proteicas de un
banco de datos de secuencias proteicas mediante el uso de un programa como Patscan (http://www-
unix.mcs.anl.gov/compbio/PatScan/HTML/). La secuencia de aminoacidos se debe ingresar en un formato especial
que se describe en el sitio web. Otro método que se puede llevar a cabo es el de usar la secuencia del motivo de
SEQ_ID NO: 11 para buscar en secuencias de ADN traducidas de un banco de datos de ADN o secuencias
proteicas de un banco de datos de secuencias proteicas mediante el uso de un programa como http://myhits.isb-
sib.ch/cgi-bin/. Para este programa el motivo se ingresa en el campo de busqueda en el formato denominado Prosite
y se busca en las bases de datos para presencia del motivo en la secuencia proteica o en la secuencia de ADN
traducida. Este método se describe adicionalmente en el Ejemplo 1 de la presente invencion, utilizando el motivo de
aminoacidos de SEQ_ID NO: 11, y se utiliza para identificar genes fungicos que codifican para lisil oxidasas Uutiles.
Los genes que se identifican utilizando uno de estos métodos luego pueden traducirse en una secuencia proteica
utilizando programas conocidos para los expertos en la técnica e inspeccionarse para detectar la presencia de una
secuencia sefial en su extremo aminico. Para detectar una secuencia sefal se puede utilizar un programa como
SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). En la presente invencion, hallamos que una secuencia proteica
que contiene las secuencias consensos y una secuencia sefal prevista es probablemente una lisil oxidasa
secretada. Buscar estas propiedades combinadas proporciona una gran ventaja para la produccion industrial de
dicha enzima.

Otra posibilidad para identificar los genes de lisil oxidasa utilizando motivos peptidicos es disefiar cebadores de
oligonucledtidos basados en la retrotraduccion de la secuencia de aminoacidos del motivo de SEQ_ID NO: 11 en
una secuencia de nucledtidos con uso de coddn preferido de un organismo en el que se quiere identificar un gen de
lisil oxidasa y utilizar este oligonucleétido para hibridacion con una biblioteca génica, o en un cebador de PCR en
una concentracion de ARNm transcrito de forma inversa. Mediante el uso del motivo de secuencia peptidica SEQ_ID
NO: 11, también es posible aislar genes que codifican para lisil oxidasa cuando la secuencia génica es desconocida.
Se han descrito métodos en la literatura para disefiar cebadores de oligonucledtidos redundantes que pueden
utilizarse para este fin (Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Ademas, se han descrito métodos para aislar genes de un organismo utilizando un
oligonucleétido redundante como sonda o cebador.

Los oligonucleétidos que codifican para el motivo peptidico de SEQ_ID NO: 11 son utiles para aislar los genes que
codifican para propiedades de lisil oxidasa. La redundancia de dicho grupo de oligonucleotidos puede reducirse
mediante la introduccion de bases de inosina (l) en las posiciones donde el nucleétido no se conoce. Ademas, las
posiciones donde las bases citosina (C) y timidina (T) son posibles pueden reemplazarse por uracilo (U), y en las
posiciones donde adenina (A) y guanina (G) son posibles se puede introducir solo guanina, a efectos de reducir la
redundancia con apenas un pequefio efecto sobre la especificidad del cebador de oligonucleétidos. Ademas, para
someter a barrido la presencia de genes que codifican para lisil oxidasas en organismos de los cuales se conocen la
preferencia cododnica, la redundancia de los oligonucledtidos puede reducirse adicionalmente tomando en cuenta la
preferencia codonica en el disefio de los oligonucledtidos. Un experto en la técnica sabra como hacerlo. Ademas,
todas las combinaciones posibles de cebadores de oligonucleétidos, sin redundancia, pueden sintetizarse por
separado y utilizarse en experimentos de barrido individuales.

En primer lugar, se construye una biblioteca genémica, de ADNc o EST a partir de las especies de interés en un
vector universal. En la literatura se describen métodos adecuados para la construccion de bibliotecas (Sambrook et
al. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press). En segundo lugar, se utiliza
un oligonucleétido redundante descrito anteriormente en una reaccion de PCR junto con un oligonucleétido universal
que se ceba el vector, en el borde del inserto de ADN recombinante, en ADN aislado de la biblioteca. Se han
descrito estrategias utiles en la literatura para aislar un gen deseado cuando solo hay disponible un cebador de
oligonucledtido redundante simple (por ejemplo, Minambres et al. (2000) Biochem. Biophys. Res. Commun. 272,
477-479; PCR technology (1989) Ed. H.A. Erlich pp. 99-104, Stockton Press). En tercer lugar, el fragmento
amplificado por PCR a continuacion se etiqueta y utiliza como sonda para someter a barrido la biblioteca mediante
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medios convencionales. A continuacion, el gen de longitud completa se puede subclonar en un vector de expresion
adecuado para sobreexpresion de la lisil oxidasa en un organismo hospedador de produccién deseado.

En un abordaje diferente, cuando no hay una biblioteca disponible de la especies para someter a barrido para
detectar la presencia de un gen que codifica para una lisil oxidasa, parte del gen puede amplificarse mediante PCR
con diferentes cebadores redundantes o con 3'-RACE utilizando un cebador redundante simple. Para este fin, se
aisla ARN de la especie de interés y se utiliza en una reaccion de 3'-RACE utilizando un cebador redundante simple
como cebador especifico del gen. La amplificacion de parte de un ADNc desconocido utilizando un oligonucleétido
redundante y un cebador universal mediante 3'-RACE, se ha descrito anteriormente (W099/38956).

El método tradicional para aislar un gen de longitud completa utilizando la informacién de solo un péptido pequefio
es la hibridacién de un oligonucleétido redundante etiquetado con filtros en los que una biblioteca se replica. Los
métodos que describen el barrido de bibliotecas génicas utilizando oligonucleétidos redundantes y los métodos para
calcular o determinar las condiciones de hibridacién optimas de estos oligonucledtidos se han descrito
exhaustivamente en la literatura (Sambrook et al.(1989)). Los oligonucledtidos descritos anteriormente pueden
utilizarse para este método para aislar genes que codifican para una lisil oxidasa de diferentes especies.

En una variacion de este método se puede construir primero una biblioteca génica parcial. Para este fin, se fracciona
el ADN, a continuacion se detectan los fragmentos de ADN que contienen el gen que codifica para la lisil oxidasa
mediante hibridacion con los oligonucleétidos etiquetados descritos anteriormente. Estos fragmentos se aislan y
utilizan en la construccion de una biblioteca génica parcial enriquecida con el gen que codifica para una lisil oxidasa.
A continuacion, esta biblioteca puede someterse a barrido mediante medios convencionales. Para este método, el
ADN genomico primero se digiere con enzimas de restriccion antes del fraccionamiento mediante electroforesis en
gel, mientras que el ADNc puede fraccionarse directamente.

Un método diferente para aislar el gen que codifica para una lisil oxidasa es mediante el uso de anticuerpos
activados contra cualquiera de los péptidos de la secuencia consenso. Los anticuerpos pueden ser monoclonales o
policlonales. Los métodos que describen la produccién de anticuerpos especificos para péptidos pequefios se han
descrito exhaustivamente en la literatura (Harlow, E and Lane, D (1988) Anticuerpos; a laboratory manual, ISBN 0-
87969-314. -2).

Se pueden construir bibliotecas de expresion de las especies de interés, al clonar ADNc o ADN genémico en un
vector adecuado para expresar el inserto en un hospedador conveniente, tal como E. coli o levadura. Los vectores
de expresion pueden o no basarse en fago lambda. La inmunodeteccién de antigenos producidos mediante
bibliotecas de expresion y los métodos que describen la purificacion de clones especificos que expresan el antigeno
se han publicado. Mediante el uso de un anticuerpo especifico para cualquiera de los péptidos del motivo consenso,
es posible aislar el gen que codifica para una lisil oxidasa que abarca este motivo, utilizando este método.

De hecho, se pueden utilizar muchos métodos diferentes para aislar un gen que codifica para una lisil oxidasa
cuando la informacién descrita en la presente invencion se toma en cuenta. La ventaja de utilizar la informacion de
secuencia de motivo peptidico con respecto a métodos de la técnica anterior es la velocidad y la relativa facilidad
con la que se puede identificar un nuevo gen que codifica para una lisil oxidasa activa. El uso de la informacion de
secuencia proporciona una indicacion del valor de una nueva lisil oxidasa en la produccién de queso, u otras
aplicaciones en la industria de alimentos, sin llevar a cabo pruebas dificiles de todas las posibles oxidasas en
experimentos de aplicacién directos.

Demostraremos la invencion en los ejemplos a continuacion. Demostraremos la identificacion, clonacion, produccion,
purificacion y caracterizacion bioquimica de las nuevas lisil oxidasas. Ademas demostraremos el uso de las lisil
oxidasas en la preparacion de productos alimentarios.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Construccion de vectores de expresion de lisil oxidasa pGBFINZGR-1, pGBFINZGT-1, pGBFINGLO-1,
pGBFINZGY-1 y pGBFINGLO-2. El gen de interés se etiqueta como Xxx en esta Figura cuyo cédigo puede
reemplazarse por cualquier de los cadigos de la Tabla 1.

Figura 2: Perfiles de SDS-PAGE que muestran la expresion proteica de lisil oxidasas en Aspergillus niger. Las
muestras se toman de sobrenadantes de cultivo y se manchan en SDS-PAGE (10% NUPAGE, Invitrogen). C:
testigo, cepa hospedadora sin plasmido transformado. M: proteinas marcadoras (116, 66, 45, 35, 25, 18 y 14 kDa),
ZGR, ZGT, GLO-1, GLO-2 u ZGY: lisil oxidasas sobreexpresadas. Las flechas indican la ubicaciéon de la proteina
sobreexpresada.

Figura 3: Desarrollo de viscosidad de una disolucién de lactosuero al 12,5 % a 85 °C, con o sin tratamiento con lisil
oxidasas ZGR, ZGT o GLO-1.
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Figura 4. Perfiles de SDS-PAGE de k-caseina, a-caseina y una mezcla de K y a-caseina y los mismos perfiles tras la
incubacion con lisil oxidasa ZGR

Secuencias

SEQ_ID NO 1: Proteina ZGR de Aspergillus nidulans

SEQ_ID NO 2: Proteina ZGT de Cryptococcus neoformans

SEQ_ID NO 3: Proteina GLO1 de Fusarium graminearum

SEQ_ID NO 4: Proteina ZGY de Podospora anserina

SEQ_ID NO 5: Proteina GLO2 de Fusarium graminearum

SEQ_ID NO 6: ADN sintético de ZGR de Aspergillus nidulans
SEQ_ID NO 7: ADN sintético de ZGT de Cryptococcus neoformans
SEQ_ID NO 8: ADN genomico de GLO1 de Fusarium graminearum
SEQ_ID NO 9: ADN sintético de ZGY de Podospora anserina
SEQ_ID NO 10: ADN gendémico de GLO2 de Fusarium graminearum
SEQ_ID NO 11: motivo consenso: IHD[NS]JLSGSMHDHVIIL]NFK
Ejemplos

Ejemplo 1

Identificacion de genes que codifican para lisil oxidasa putativos en una secuencia genémica fungica.

Las lisil oxidasas secretadas a partir de un origen fungico son interesantes para producir en grandes cantidades
dado que se utilizan en aplicaciones alimentarias. Actualmente, la Unica lisil oxidasa descrita secretada a partir de un
hongo filamentoso es de Aspergillus oryzae, y se describe en SEQ_ID NO: 2 de EP 1466979 A1. En la presente
memoria hemos intentado sobreexpresar esta enzima de Aspergillus oryzae en el hongo Aspergillus niger. De forma
sorprendente, no se logré medir ninguna actividad de lisil oxidasa en el fluido de cultivo tras la sobreexpresion de
esta secuencia en Aspergillus niger. Para explicar este resultado sorprendente, examinamos la secuencia de
aminoacidos descrita en EP 1466979 A1 con mayor detalle. De forma sorprendente, la secuencia de lisil oxidasa de
Aspergillus oryzae putativa es diferente en algunos aspectos en posiciones importantes con respecto a la secuencia
de otras lisil oxidasas y amina oxidasas de cobre. Es decir, la posicion 164 de la proteina comentada del gen de
Asperillus oryzae descrita en SEQ_ID NO: 2 de EP 1466979 A1 es una alanina, mientras que en todas las otras
amina vy lisil oxidasas descritas esta posicion esta altamente conservada como prolina. Ademas, la posicion 78 en
esta proteina comentada es una metionina, mientras que la leucina esta altamente conservada en las amina
oxidasas en esta posicion. Ademas, la proteina descrita en EP 1 466 979 A1 contiene una insercién adicional de 2
aminoacidos tras el residuo 109 en comparacioén con la lisil oxidasa de mamifero y Pichia. Ademas la posicion 499
en la proteina descrita en EP 1466979 A1 es una treonina, mientras que esta posicion es siempre un residuo
hidréfobo en otras amina oxidasas y residuo. Las posiciones conservadas en las proteinas con frecuencia se
asocian con la funcién primaria de una enzima y no pueden cambiarse sin cambiar la actividad catalitica de la
enzima. Por lo tanto, es dudoso que la secuencia proteica descrita en EP 1466979 A1 sea de hecho correcta y
codifique para una lisil oxidasa funcional. La actividad de oxidasa que se ha medido en algunos de los
transformantes en EP 1466979 A1, por lo tanto, podria no deberse a la sobreexpresion del gen descrito.

Dado que el abordaje de sobreexpresar el gen de EP 1466979 A1 no fue exitoso, examinamos cuidadosamente la
secuencia de aminoacidos de lisil oxidasas y propusimos en la presente memoria un motivo de secuencia de
aminoacidos que es util para la identificacion de lisil oxidasas de hongos. El motivo que proponemos como util para
identificar lisil oxidasas fungicas genuinas es:

|-H-D-INS]-L-S-G-S-M-H-D-H-V-[IL]-N-F-K (SEQ_ID NO:11)

En este motivo cada aminoacido esta representado con el cédigo de una letra de IUPAC estandar y cuando mas
aminoacidos son posibles en una Unica posicion, los posibles aminoacidos estan entre paréntesis.

Hicimos una busqueda en trEMBL (base de datos de ADN DNA traducido) con el motivo SEQ_ID NO:11 con la
opcion de busqueda de patrén en http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/. Este programa puede buscar en bases de datos de
ADN traducido o proteina con un motivo definido tal como SEQ_ID NO:11. Con este fin, el motivo se ingresa en el
campo de busqueda de patrén en el formato denominado Prosite, tal como se representd anteriormente, y se busca

25




10

15

20

25

30

35

40

ES 2608 033 T3

en las bases de datos individuales para determinar la presencia del motivo en la secuencia proteica o en la
secuencia de ADN traducida. Utilizando este método fuimos capaces de identificar 6 lisil oxidasas potenciales de
origen fungico a las que no se ha asignado este actividad antes y todas contienen el motivo SEQ_ID NO:11. Los
genes que codifican para 4 de las 6 nuevas lisil oxidasas potenciales se mencionan en la Tabla 1, y se originan a
partir de Aspergillus nidulans, Cryptococcus neoformans, Fusarium graminearum 'y Podospora anserina. Ademas de
estas 4 secuencias, también se puede encontrar un segundo gen de Cryptococcus neoformans (Q5KEB2_CRYNE) y
un gen de Neurospora crassa (Q7S286_NEUCR) con el motivo SEQ_ID NO:11. Las 6 secuencias son todas de
hongos de especies separadas ampliamente de forma filogenética, pertenecen a los dos fila separados
Basidiomycota y Ascomycota, lo cual sugiere que los motivos proteicos estan altamente conservados en la evolucion
y codifican para residuos de aminoacidos relevantes de forma bioquimica. De forma interesante, todas las
secuencias proteicas deducidas contienen unas secuencias sefial putativa en el extremo aminico de la proteina vy,
por lo tanto, podrian codificar para proteinas secretadas.

Para evaluar si los motivos de secuencia son de hecho Utiles para la identificacion de lisil oxidasas con actividad
relevante, clonamos y sobreexpresamos los genes que codifican para las 4 proteinas nuevas mencionadas en la
Tabla 1. Como testigo incluimos también un segundo gen de Fusarium graminearum con homologia clara con
respecto a las 4 lisil oxidasas distintas, pero que carece del motivo de secuencia de aminoacidos. Mediante el uso
de este experimento con testigo podemos investigar si el uso del motivo es de hecho util para la identificacion y
deteccion de nuevas lisil oxidasa relevantes de origen fungico.

Tabla 1: Lista con propiedades de enzimas expresadas

Organismo donante Nombre de plasmido | Proteina Codigo |Motivo |Expresion |Acceso (trEMBL)
Aspergillus nidulans pGBFINZGR-1 SEQ_IDNO 1 |[ZGR + +++ Q5B038_E MENI
Cryptococcus neoformans | pGBFINZGT-1 SEQ_ID NO 2 |ZGT + + Q55P44_C RYNE
Fusarium graminearum pGBFINGLO-1 SEQ_IDNO 3 |GLO1 |+ +++ Q4HWI1_GI BZE
Podospora anserina pGBFINZGY-1 SEQ_ID NO 4 | ZGY + ++ Q86ZN4_P ODAN
Fusarium graminearum pGBFINGLO-2 SEQ_IDNO 5 |GLO2 |- +++ Q4HWS1_G IBZE

Los genes sintéticos que pueden codificar para las proteinas descritas anteriormente se hicieron con DNA2.0
(http://www.dnatwopointo.com/). Es posible producir de forma sintética cualquier secuencia génica y usarla para
clonacién y expresion. Los genes sintéticos (SEQ_ID NO:6, 7 y 9) se disefiaron utilizando un algoritmo que adapta la
secuencia codificante al sesgo coddnico para genes altamente expresados en Aspergillus niger (WO 06/077258). La
excepcion a esto fue la secuencia de los dos genes de Fusarium donde se tomo la secuencia de ADN gendmico
(SEQ_ID NO:8 y 10). El secuencias génicas utilizadas codifican para las proteinas mencionadas en respectivamente
SEQ_ID NO: 1-5. Se introdujeron los sitios de clonacion Pacl y Ascl antes y después respectivamente de las
secuencias codificantes de estas enzimas, a efectos de facilitar el procedimiento de clonacién. Los fragmentos que
contenian los genes de lisil oxidasa putativa sintética se digirieron con Pacl y Ascl, y el fragmento de Pacl/Ascl que
comprendia las secuencias codificantes se aisl6 e intercambié por el fragmento Pacl/Ascl phyA en pGBFIN-5 (WO
99/32617) utilizando métodos de biologia molecular estandares. Los plasmidos de expresion resultantes se utilizaron
para la expresion de los diferentes genes en Aspergillus niger y se denominaron tal como se describe en la Tabla 1.
El procedimiento de clonacion y la estructura de los plasmidos de expresion se representan en la Figura 1. En lugar
del gen sintético Xxx cualquiera de los codigos de los genes mencionados en la Tabla 1 puede completarse,
resultando en los plasmidos mencionados en la Tabla 1. La secuencia codificante de los genes de interés se clona
después del promotor glaA de Aspergillus niger, y el gen amdS de Aspergillus nidulans esta presente en los
plasmidos de expresion como marcados para la seleccion en Aspergillus niger.

Ejemplo 2
Transformacion y sobreexpresion de lisil oxidasa fungica putativa mediante A. niger.

Los vectores de expresion pGBFINZGR-1, pGBFINZGT-1, pGBFINGLO-1, pGBFINZGY-1 y pGBFINGLO-2 se
linearizaron mediante digestiéon con Nofl, que elimina todas las secuencias derivadas de E. coli del vector de
expresion. EI ADN digerido se purifico utilizando extraccion con fenol:cloroformo:isoamilalcohol (24:23:1) y
precipitacién con etanol. Estos vectores se utilizaron para transformar CBS513.88 de Aspergillus niger. Un
procedimiento de transformacion de Aspergillus niger se describe exhaustivamente en WO 98/46772. También se
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describe cémo seleccionar los transformantes sobre placas de agar que contienen acetamida y seleccionar
integrantes con multiples copias objetivo. Preferiblemente, los transformantes de A. niger que contienen multiples
copias del casete de expresion se seleccionan para generacion adicional de material de muestra. Para los vectores
de expresion de lisil oxidasa se purificaron 30 transformantes de A. niger para cada plasmido transformado; primero
colocando en placas los transformantes individuales sobre placas de medio selectivo y posteriormente colocandolos
en placas con una colonia simple en placas de PDA. Las esporas de transformantes individuales se recogieron
después de cultivo durante 1 semana a 30 grados Celsius. Las esporas se almacenaron refrigeradas y se utilizaron
para la inoculacién de medios liquidos.

Una cepa de A. niger que contenia multiples copias del casete de expresion se utilizé para generacion material de
muestra mediante cultivo de la cepa en cultivos de matraz de agitacion. Un método util para el cultivo de cepas de A.
niger y separacion del micelio del caldo de cultivo se describe en WO 98/46772. El medio de cultivo fue CSM-MES
(150 g de maltosa, 60 g de Soytone (Difco), 15 g de (NH4).SO., 1 g de NaH2PO4-H;0, 1 g de MgS0O4-7H20, 1 g de
L-arginina, 80 mg de Tween-80, 20 g de MES pH6,2 por litro de medio). Se tomaron muestras de 5 ml en los dias 4-
8 de la fermentacion, se centrifugaron durante 10 min a 5000 rpm en un Hereaus labofuge RF y los sobrenadantes
se almacenaron a -20°C hasta llevar a cabo analisis adicionales.

La Figura 2 muestra perfiles de expresion proteica, tales como se determinaron mediante SDS-PAGE (tincion con
Coomassie) de los sobrenadantes tras el cultivo. De forma clara, las lisil oxidasas clonadas de Aspergillus nidulans,
Cryptococcus neoformans, Fusarium graminearum 'y Podospora anserina muestran una sobreexpresion excelente, lo
cual demuestra que se expresan y excretan bien. Esto es muy sorprendente e inesperado dado que la enzima de
Aspergillus oryzae, que estda mas estrechamente relacionada con el hospedador Aspergillus niger, no se pudo
sobreexpresar aunque se informé anteriormente (EP1 466 979) que dicha lisil oxidasa de Aspergillus oryzae
comentada podia expresarse en un hospedador heterélogo. Los cuatro genes de lisil oxidasa de los cuales todos los
organismos donantes estan menos relacionados con Aspergillus niger se expresaron de forma eficaz en este
hospedador. Ademas, el gen GLO2 de Fusarium graminearum se expres6 de forma eficaz y secret6 a partir de
Aspergillus niger.

Ejemplo 3
Purificacion de la lisil oxidasa sobreexpresada a partir del sobrenadante de A. niger.

Las lisil oxidasas derivadas de Aspergillus nidulans, Cryptococcus neoformans, Fusarium graminearum'y Podospora
anserina que se sobreexpresaron en Asperqgillus niger se cultivaron en grandes cantidades tal como se explica a
continuacion. Las cepas de A. niger transformadas que expresaban la lisil oxidasa relevantes se cultivaron en una
medio de cultivo que contenia por litro maltosa.H;0: 40 g; Soytone (Difco): 30 g; (NH4)2SO04: 15 g, NaH,PO4-H20: 1g;
MgSO4-7H20: 1, L-arginina: 1 g, Tween-80: 0,08 g, Na-citrato: 70 g. Se ajusté el pH hasta 6,2. Luego de 5-6 dias de
cultivo a 30 grados C, las células se destruyeron mediante la adicién de 3,5 g/l de benzoato de sodio y prolongacion
de la incubaciéon durante 6 horas mas. Luego se agregaron 10 g/l de CaCl2 y 45 g/l de auxiliar de filtracion (Dicalite
BF; Gent, Bélgica) al caldo. El micelio se extrajo mediante una filtraciéon por tela inicial y posteriormente mediante
filtracion a través de filtros Z-2000 y Z-200 (Pall). La ultrafiltracion se llevd a cabo utilizando una celda de
ultrafiltracion Amicon con una membrana de 10 kDa hasta una reduccién en el volumen de 2-4 veces. La purificacion
de las lisil oxidasas se llevo a cabo de la siguiente forma:

Lisil oxidasa ZGR (derivada de Aspergillus nidulans)

El sobrenadante de cultivo concentrado que contenia la lisil oxidasa ZGR se equilibré en 20 mM de Tris.HCI (pH7,5;
disolucién amortiguadora A1) hasta una conductividad de 1,8 mS/cm en la celda de ultrafiltraciéon Amicon. La
muestra posteriormente se cargd en una columna de Q-Sepharose (5 ml Q-FF Hitrap, Pharmacia) utilizando un
caudal de 5 ml/min. Después del lavado con 3 volimenes de columna (cv) de disolucién amortiguadora A1 la lisil
oxidasa se eluy6 utilizando un gradiente lineal de 20 cv de disolucion amortiguadora A1 a B1 (B1 = disolucion
amortiguadora A1 + 1M NaCl). Las fracciones que contenian lisil oxidasa, que eluyeron con alrededor de 340 mM de
NaCl, se identificaron a través de SDS-PAGE, se concentraron y se transfirieron a una celda de concentracion
Amicon con una membrana de 10 kDa para cambiar la disolucién amortiguadora a 25 mM de Na-fosfato (pH6,6;
disolucion amortiguadora A2). La muestra posteriormente se aplicd en una columna de Q-Sepharose (5 ml Q-FF
Hitrap, Pharmacia, 5 ml/min) equilibrada en disolucion amortiguadora A2. Después del lavado con 3 cv de disolucion
amortiguadora A2 la lisil oxidasa se eluyo en gradiente lineal de 20 cv de disoluciéon amortiguadora A2 a disolucion
amortiguadora B2 (B2 = disolucion amortiguadora A2 + 1M NaCl). Las fracciones que contenian lisil oxidasa se
concentraron. La enzima era al menos 95 % pura, tal como se determind mediante SDS-PAGE (tincién con
Coomassie).

Lisil oxidasa ZGT (derivada de Cryptococcus neoformans)

La lisil oxidasa ZGT se purificé esencialmente tal como se describié para ZGR con las siguientes adaptaciones: las
soluciones amortiguadoras A1y B1 estaban a pH7,1 en lugar de pH7,5. La lisil oxidasa se eluy6 en la primera etapa
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a 330 mM de NaCl, en la segunda columna eluyé a 470 mM de NaCl. La proteina era al menos 90 % pura, tal como
se determin6 mediante SDS-PAGE (tincion con Coomassie).

Lisil oxidasa GLO-1 (derivada de Fusarium graminearum).

La lisil oxidasa GLO-1 se purificé esencialmente tal como se describié para ZGR con las siguientes adaptaciones:
las soluciones amortiguadoras A1y B1 estaban a pH7,0 en lugar de pH7,5; la disolucién amortiguadora A2 contenia
20 mM de Tris.HCI (pH7,7) y la disolucién amortiguadora B2 contenia 20 mM de Tris.HCI (pH7,7) + 1 M NaCl. GLO-1
eluy6 en la primera etapa de purificacion a 90 mM de NaCl, en la segunda etapa de purificaciéon no estaba unida a la
columna y estaba presente en el flujo continuo. La proteina era al menos 95 % pura, tal como se determiné mediante
SDS-PAGE (tincién con Coomassie).

Lisil oxidasa GLO-2 (derivada de Fusarium graminearum).

La lisil oxidasa GLO-2 se purificd esencialmente tal como se describié para ZGR con las siguientes adaptaciones:
las soluciones amortiguadoras A1y B1 estaban a pH7,0 en lugar de pH7,5; la disolucién amortiguadora A2 contenia
20 mm de Tris.HCI (pH7,9) y la disolucién amortiguadora B2 contenia 20 mM de Tris.HCI (pH7,9) + 1 M NaCl. GLO-2
eluyé en la primera etapa de purificacion en dos picos a 80 y 200 mM respectivamente, indicado algo de
heterogeneidad proteica. Esto no se examiné adicionalmente. Ambos picos se concentraron y se utilizaron en la
segunda etapa de purificacion, en la que la enzima eluyd nuevamente en dos fracciones a 180 y 400 mM
respectivamente, eluyéndose la mayor parte de la proteina (~80 %) a 180 mM. Esta fraccidon se concentr6 y se
utilizé para analisis adicionales.

Lisil oxidasa ZGY (derivada de Podospora anserina)

La lisil oxidasa ZGY se purificé esencialmente tal como se describié para ZGR con las siguientes adaptaciones: La
disolucion amortiguadora A1 contenia 50 mM de Na-acetato (pH5,0) y la disolucién amortiguadora B1 contenia 50
mM de Na-acetato (pH5,0) + 1M NaCl. En la segunda etapa de purificacion se utilizé una columna de hidroxiapatita
(XK16/20, 30 ml, Pharmacia, 2 ml/min). La disolucién amortiguadora A2 contenia 10 mM de Na-fosfato (pH6,8) y la
disolucion amortiguadora B2 contenia 500 mM de Na-fosfato (pH6,8). La proteina era al menos 95 % pura, tal como
se determin6 mediante SDS-PAGE (tincion con Coomassie).

Las concentraciones de proteina se determinaron utilizando el reactivo Bradford.
Ejemplo 4
Determinacion de actividad de las lisil oxidasas.

La actividad enzimatica de la lisil oxidasa en un sustrato de amina resulta en la formacién de H,O2 y NH3. Ambos
productos de reaccién pueden utilizarse para monitorizar la actividad enzimatica.

Monitorizacién de la actividad de lisil oxidasa por formacién de H20..

La actividad de lisil oxidasa se monitorizd utilizando un kit de ensayo de amina-oxidasas Amplex Red Mono
comercializado por Invitrogen. Las reacciones se llevaron a cabo segun las instrucciones del fabricante. La
concentracion del sustrato en la disoluciéon de ensayo fue 1 mM, a menos que se indique lo contrario. Las reacciones
se llevaron a cabo a 30°C, a menos que se indique los contrario, y la reaccion se siguié en el tiempo utilizando un
lector de placa de microtitulacion Genios (TECAN). Para la determinacion del pH éptimo de la enzima se utilizaron
las siguientes soluciones amortiguadoras: 25 mM de Na-citrato (pH3,0, pH6,0), 25 mM de Na-acetato (pH4,0,
pH5,0), 25 mM de Tris.HCI (pH7,0, pH8,0) y Tris.Glycine (pH9,0, pH10,0).

Monitorizacién de la actividad de lisil oxidasa por formacion de NHs.

La actividad de lisil oxidasa se determiné incubando la enzima (100 microgramos de enzima por ml de disolucién de
ensayo) durante 4 horas a 37°C con agitacion suave (500 rpm) en tubos Eppendorff abiertos en una disoluciéon que
contenia 10 mM de Ac-Gly-Lys-OMe (obtenido de Bachem, Alemania) y 25 mM de disolucion amortiguadora de Na-
fosfato (pH 7,0) La formacion de NH3; detecté mediante tiras de prueba de amoniaco (obtenida de Hach, Alemania).
En un experimento en blanco se agregd agua en lugar de la disolucion enzimatica. La formacién de un color verde
oscuro indica la presencia de NHs, la ausencia de amoniaco deja un color amarillo.

Las lisil oxidasas ZGR, ZGT, GLO-1, GLO-2 y ZGY se sometieron a prueba para determinar la actividad de lisil
oxidasa en el ensayo Amplex Red utilizando los siguientes sustratos (10,0 mM en disolucion de ensayo): Ac-Gly-Lys-
OMe, Ac-Lys-OMe (ambos obtenidos de Bachem, Alemania), bencilamina y p-tiramina (Invitrogen). En el caso de los
sustratos que contienen lisina, el tnico grupo amino libres es el de la cadena lateral de lisina dado que el grupo alfa-
amino esta bloqueado. Cualquier actividad de estos sustratos, por lo tanto, indica de forma inequivoca actividad de
lisil oxidasa. Los resultados se presentan a continuacion, la actividad se presenta como el % de la actividad obtenido
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con el sustrato que exhibié la actividad maxima. Los datos para la enzima de Pichia se calcularon a partir de los
valores Keat/Km publicados Kuchar & Dooley (J Inorg Biochem (2001) 83, 193-204)

Cddigo de enzima Ac-Gly-Lys-OMe Ac-Lys-OMe p-Tiramina Bencilamina
ZGR 182 157 122 100
ZGT 208 162 174 100
GLO-1 204 167 96 100
GLO-2 32 87 213 100
ZG6Y 385 262 239 100
Pichia pastoris 95 No determinado No determinado 100

Tabla 1: Actividad de lisil oxidasa en diversos sustratos. La actividad de la enzima en bencilamina se fija a 100 %;
las otras actividades se expresan como % de esta actividad.

Todas las enzimas muestran una preferencia clara por Ac-Gly-Lys-OMe tal como se espera de una lisil oxidasa. Esta
claro que ZGR, ZGT, GLO-1 y ZGY tienen una preferencia sorprendentemente alta por el grupo lisil y la actividad es
mas alta cuando el sustrato peptidico es mas grande (Ac-Gly-Lys-OMe vs Ac-LysOMe). De forma sorprendente, esta
preferencia por sustratos de lisina es incluso mas fuerte que la de la lisil oxidasa de Pichia. Donde la lisil oxidasa
derivada de Pichia es incluso un poco mas activa en la bencil amina en comparaciéon con Ac-Gly-Lys-OMe, ZGR,
ZGT, GLO-1 y ZGY tienen una preferencia clara por el sustrato de lisil. Ademas, la proteina GLO-2 tiene una clara
preferencia, como la enzima de Pichia, por sustratos pequefios como bencilamina y tiramina. De forma
sorprendente, las cuatro lisil oxidasas que se identificaron utilizando el motivo de secuencia de aminoacidos tuvieron
una preferencia mayor por los sustratos de lisina y las lisil oxidasas que carecen de los motivos tienen un espectro
de actividad preferida menor. Aparentemente la busqueda con los motivos de aminoacidos identifica
especificamente las lisil oxidasas con mas actividad preferida en sustratos de lisina y es, por lo tanto, una nueva
herramienta importante para la identificacion de lisil oxidasas utiles. Cabe sefalar que las lisil oxidasas que se
encuentran utilizando el motivo SEQ_ID NO:11 son solo 40-60 % idénticas entre si utilizando BLASTP, pero
aparentemente todas tienen en comun que la especificidad de estas enzimas se inclina mas hacia una preferencia
mayor por sustratos de lisina. Las enzimas con puntajes de homologia similares utilizando BLASTP pero que
carecen del motivo SEQ_ID NO:11, como GLO2 pero también las lisil oxidasas de Pichia pastoris y Aspergillus
oryzae, no muestran esta especificidad de sustrato.

Las enzimas ZGR, ZGT y GLO-1 también se evaluaron para determinar la liberacion de amoniaco, utilizando Ac-Gly-
Lys-OMe como sustrato. En todos los casos la liberacion de amoniaco se demostré de forma inequivoca. Estos
resultados confirman adicionalmente que las enzimas identificadas son lisil oxidasas.

Ejemplo 5
Actividad de lisil oxidasas en diversos sustratos proteicos.

Las lisil oxidasas ZGR, ZGT y GLO-1 se evaluaron para determinar la actividad a pH6 en los siguientes sustratos
proteicos: lactosuero (BiPro de Davisco), caseina (obtenida de DMV, Paises Bajos;), hidrolizado de gluten (gluten
vital (obtenido de Protinax) se hidroliz6 con Fromase 750TL (obtenido de DSM, Paises Bajos) durante 1 hora a 55°C,
pH4,1. La enzima se inactivd mediante tratamiento térmico a 85°C, 15 minutos y se sec6 por pulverizacion). A los
efectos de preferencia, Ac-Gly-Lys-OMe se utilizd en las condiciones descritas anteriormente. Los resultados se
proporcionan a continuacién. La actividad de diversas lisil oxidasas se califica en forma ++++ (muy activa,
comparable con Ac-Gly-Lys-OMe), +++ (activa) ++ (moderadamente activa), + poco activa, - no activa.

Enzima Lactosuero Caseina Gluten Ac-Gly-Lys-OMe
ZGR + +H++ +H++ +H++
ZGT + ++++ ++ ++++
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Enzima Lactosuero Caseina Gluten Ac-Gly-Lys-OMe
GLO-1 - +/- + I
GLO-2 - - - +

Tabla 2: Actividad de ZGR, ZGT y GLO-1 en las proteinas lactosuero, caseina y gluten.

De forma clara, las lisil oxidasas difieren en su actividad entre si y también en su actividad con respecto a diversas
proteinas. Las proteinas de lactosuero son mas dificiles de modificar mediante las lisil oxidasas, mientras que la
caseina es el sustrato mas accesible para ZGR y ZGT. ZGR también es muy activa en gluten, mientras que ZGT es
solo moderadamente activa. GLO-1 es la menos activa de las tres lisil oxidasas, no mostrando actividad detectable
en proteinas de lactosuero, casi nada de actividad en caseina y poca actividad en proteina de gluten. Sin embargo,
los resultados muestran de forma clara que las enzimas son activas en los residuos de lisina en proteinas, tal como
se espera de lisil oxidasas. Tal como se esperaba en funcion de los resultados del ejemplo 4, GLO-2 no exhibié
actividad en ninguno de los sustratos proteicos.

Ejemplo 6
Determinacion de pH y perfiles T de las lisil oxidasas.

Los perfiles de pH de las lisil oxidasas se determinaron en un rango de pH 3-8, utilizando soluciones amortiguadoras
tales como se indicaron en el ejemplo 4. El ensayo se llevo a cabo en dos etapas. Primero la reaccion se llevo a
cabo al pH adecuado durante un periodo de tiempo fijo. Luego la disolucion se diluyé en la disolucién amortiguadora
estandar para el ensayo Amplex Red (H20;) y se determiné la tasa inicial. El registro del perfil de pH se llevé a cabo
30°C utilizando bencilamina como sustrato. Los resultados se proporcionan en la Tabla 3.

Enzima pH o6ptimo rango de pH con >80 % de actividad maxima T 6ptima (°C)
ZGR 4,0 3,5-7,0 30

ZGT 5,0 4,5-55 <20

GLO-1 6,0 5,5-6,5 50

ZG6Y 9,0 8,0-10,0 40

Tabla 3. pH 6ptimo y rango de pH en el que las lisil oxidasas exhiben >80 % de actividad maxima

La tabla muestra que las lisil oxidasas tienen diferentes pH éptimos, que varian de pH4 a pH9. La lisil oxidasa con el
rango de pH mas amplio es ZGR (3,5 unidades de pH). La temperatura 6ptima de estas enzimas se determiné a su
pH 6ptimo y se proporcionan en la tabla 3. La enzima GLO-1 muestra la T éptima mas alta (50°C). ZGR, ZGT y ZGY
tienen una T Optima relativamente baja, pero en rangos de temperatura compatibles con muchas aplicaciones
alimentarias. La T éptima de ZGT es notablemente baja, incluso por debajo de 20°C.

Ejemplo 7
Demostracion de una estructura de quinona en lisil oxidasas.

Se sabe que las lisil oxidasas contienen una estructura de quinona en su sitio activo. Por lo tanto, verificamos la
presencia de dicho cofactor en las lisil oxidasas identificadas utilizando el siguiente procedimiento. Las lisil oxidasas
ZGR, ZGT y GLO-1 se aplicaron en un SDS-PAGE (10% bis-Tris NuPage, Invitrogen) y posteriormente se
sometieron a transferencia Western sobre papel de nitrocelulosa. Las quinonas se visualizaron mediante tincién de
la transferencia con NBT (cloruro de azul de nitro-tetrazolio) (0,24 mM en 2M Na-glicinato, pH10). La presencia de
una estructura de quinona resulta en la aparicion de color purpura en el lugar donde esta ubicada la proteina. ZGR,
ZGT y GLO-1 mostraron de forma clara la formacion de este color purpura. Como testigo, se incluyé una
endoproteasa (Maxiren600, obtenida de DSM, Paises Bajos) y una carboxi-peptidasa (Accelerzyme CPG, obtenida
de DSM, Paises Bajos). Se sabe que estas enzimas carecen de un grupo quinona y no exhibieron un color purpura
tras la tincion con NBT. Este experimento muestra que las lisil oxidasas ZGR, ZGT y GLO-1 contienen una estructura
de quinona, tal como se espera de las lisil oxidasas. La naturaleza exacta de la quinona no se puede derivar a partir
de este experimento.

Ejemplo 8
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Uso de las lisil oxidasas para modificar la textura de soluciones de lactosuero concentradas tras calentamiento.

En la primera etapa del proceso, se disolvié WPI (BiPro, Davisco) en agua MilliQ hasta 10,5 % y se incub6 durante
toda la noche a temperatura ambiente con ZGR, ZGT o GLO-1 (10 mg de enzima / 25 ml de disoluciéon). El
tratamiento con la lisil oxidasa no resulté en ningun cambio significativo en la viscosidad de la disolucion proteica, lo
cual indica ausencia o niveles bajos (<1 %) de reticulacion proteica. En un experimento testigo, se agregé agua en
lugar de la disolucidon enzimatica. A continuacion las soluciones se transfirieron a una celda de medicion de un Rapid
Visco Analyzer (RVA-4 NewPort Scientific, Australia), equilibrada a 85°C. En esta segunda etapa del proceso, los
intermediarios reactivos, formados durante la primera etapa del proceso de dejaron hacer reaccion bajo la formacion
de enlaces covalentes. La disolucion se agitd lentamente (50 rpm) y a continuacién se produjo el cambio en la
viscosidad. La Figura 5 muestra de forma clara que en el blanco, no se produce cambio de viscosidad lo cual indica
que no hay formacién de gel. En cambio, la adicién de las lisil oxidasas resulta en un aumento considerable en la
viscosidad. Esto es especialmente pronunciado para ZGR. La formacion de gel se produce como resultado del
tratamiento con la lisil oxidasa, lo que evidencia la reactividad de los sustratos proteicos reactivos preparados en la
primera etapa del proceso. De forma sorprendente, incluso GLO-1 tuvo efecto aunque en el ejemplo 4 no se observo
actividad de esta lisil oxidasa en la proteina de lactosuero. La reaccion en el ejemplo 4 se monitorizé durante solo
unos pocos minutos, mientras que en el presente ejemplo la enzima se dejo hacer reaccion con la proteina durante
toda la noche. La enzima aparentemente tiene baja actividad en proteinas de lactosuero, pero todavia suficiente
para afectar el desarrollo de la viscosidad tras el calentamiento, tal como se demostré en este ejemplo. Esta claro
que las lisil oxidasas son capaces de generan intermediarios de proteina reactiva que pueden utilizarse en una
segunda etapa mediante calentamiento para modificar la textura de soluciones de lactosuero concentradas. Las
proteinas de lactosuero estan presentes como agentes texturizantes en muchos alimentos; es de interés industrial
ser capaz de modificar las propiedades de texturizacion de las proteinas de lactosuero con lisil oxidasa, y es de
especial interés ser capaz de preparar intermediarios reactivos que posteriormente pueden utilizarse para modificar
la textura de los alimentos.

Ejemplo 9
Uso de la lisil oxidasa ZGR para mejorar el volumen de pan de arroz.

Se mezclaron 480 gramos de harina de arroz (BL-250, van Sillevoldt, Paises Bajos) y 20 gramos de proteina de
arroz (Remy Industries, 0400061) en una mezcladora Hobart (primera velocidad: 2 minutos, segunda velocidad:3
minutos) con 475 gramos de agua, 22,5 gramos de Koningsgist (Gilde, Paises Bajos), 10 gramos de NaCl, 5 gramos
de sacarosa, 50 gramos de biskien (grasa, UniPro, Paises Bajos), 20 gramos de goma xantano y 12 ppm de
Bakezyme P500 (DSM, Paises Bajos). Las masas se moldearon a mano, primera prueba durante 20 minutos a
38°C, prueba final durante 40 minutos a 38°C (ambas a 85 % de humedad relativa). Se agrego lisil oxidasa ZGR
(100 ppm) antes de la mezcla en un experimento, en el experimento testigo no se agrego lisil oxidasa. La masa con
lisil oxidasa se consideré como mas desarrollada. Los panes se hornearon (240°C, 20 minutos) utilizando un horno
MIWE Combo (Arnstein, Alemania, valvula cerrada). Tras hornear, el pan que contenia la lisil oxidasa tenia una
estructura mas estable y un volumen mayor.

Ejemplo 10
Reticulacién de proteinas lacteas.

Se prepararon soluciones al 3 % (p/v) en agua de k-caseina, a-caseina y una mezcla de K y a-caseina (ambas al 0,3
% pl/v) y se incubaron durante toda la noche a 37°C con la lisil oxidasa ZGR (0,1 mg/ml). Posteriormente, las
muestras se calentaron a 85°C (30 minutos). Se prepararon muestras testigo en las que no se agrego la lisil oxidasa
ZGR. Las muestras se analizaron en SDS-PAGE (véase la Figura 4). De forma clara, la adiciéon de la lisil oxidasa
resulta en la formacién de proteinas con peso molecular aumentado, en comparacion con el testigo en el que no se
agrego lisil oxidasa. El tratamiento con la lisil oxidasa ZGR conduce a reticulos proteicos covalentes, que conducen
a aglomerados de peso molecular mas alto.
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Rsp

Ala

Val

Val

Glu

2la

200

Leu

Gly

Ser

280

Leu

Tyr

Tro

Gln

His

Phe

Leu

Cly

Tyr

185

Asp

Val

clu

Bsp

265

Clu

Tyr

Tre

Ala

Cly

345

Lys

ES 2608 033 T3

Val

Asn

Fro

170

Fro

2la

Agn

Gly

250

Phs

val

Asn

Arg
330

Fro

Clu

Asp

Asn

155

Leu

Tyr

Asp

Asp

ASD

235

Glu

Asp

Ser

Ser

Glu

315

Thr

Val

Gly

140

Arg

Fro

Thr

Arg

Ile

220

Thr

Ile

Agp

Gly

vzl

300

ASD

Asp

Ile

Tyr

Ala

Leu

205

Thr

Leu

arg

285

Fhe

Ehe

44

Cly

Thr

Asp

Gln

192

Tyr

Lea

Arg

Thr

270

BSD

Tyr

Val

Asn

ala
52

Fro

Gla

Asn

Ser

BAsp

Ile

Trp

253

Leu

Fro

Ala

Lys

322

Pro

Trp

Ala

Thr

160

Ala

Gly

Glu

Leu

Fhe

sSer

Thr

Agn

320

Glu

Ala

Met



Gln

Tar

Leu

Ser

Ala

Asp

Ala

Leu
545

Trp
370

e Asp

Glu

Ala

2he

450

che

Tyr

Thr

Gly

Tyr

530

Ser

Ser

355

Ile

Ala

Tyr

Lys

435

Clu

Val

Ser

515

Fhs

Cly

Leu

Arg

Pae

Arg

Leu

Leu

420

Gly

TYY

Ser

Gly

530

Pae

Ala

Gly

Ser
580

Tyr

Tyr

2la

405

Asp

Tvr

2Asn

Val

Val

435

Agn

2la

Gly

Met

Val

Lys

390

His

Asp

Clu

Ala

470

Thr

Tyr

val

Asn

His

550

ASN

Fro

Gly

375

Gly

Tyr

Pae

Cys

Glu

435

ASD

Lys

ASD

Glu

Glu

535

ABD

Agn

Tro

Phe

Glu

Ala

Tyr

Pro

4490

Thr

TyY

Pl

Tyr

val

tn

Bsp

His

Asn

Arg

Cly

Cly

425

Ala

Arg

Fro

Thr

Gln

505

Arg

Tyr

Val

Ala
535

ES 2608 033 T3

Arg

Leu

Asn

410

Fhe

Tyr

Thr

Met

Tyr

420

Gln

Ala

Gly

Leu

Glu

570

Gly

Val
395

Asp

Gly

His

Cln

475

Fhe

Fhs

Asn
555

Leu

Thr

380

Tyr

Fro

Fro

Thr

Tle

4c0

Arg

Vel

Fhe

Gly

Lys

540

Fhe

Met

Val

3€5

Gly

Glu

Met

Tyr

¥r

445

Asp

His

Ile

Ser

Tyr

525

Ile

Lys

Ser

Arg

45

Pro

Leu

Asn

Thr

430

Met

Thr

Arg

Phe

510

Ile

His

Ala

¥et

Agn
580

Gly

Ser

Ser

415

Fhe

leu

Thr

Ser

455

Fhe

Gln

Yal
575

Thr

Leu

Leu

400

Gly

Gla

Thr

Cys

Ser

487

Ile

Met

Ser

Asn

Phe

5610

Pro

Met
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Ala Zeu Glu Arg Lys Pae Ile Glu Thr Glu Asp Glu Ser
535 620 605

Trp Gly 2Zro Asn Ser Ala Tar Gln Val Leu Ile Val Asn
€10 615 620

Arg Asn Lys His Gly Glu Met 2rg Gly Tyr Arg Val Leu
£25 630 625

Gly Tar Ala His Leu Tar Vazl Gln Asn Ser Thr Asn Leu
645 550

Ala Gln Trp Ala &sn His Asp Vel Gln Ile Thr Lys Iyr
EE0 6E5

Glu Gln Lys Ala Tyr His Ala Pae Asn Thr Gln Asp Vel
675 680 685

Pro Val Asn Pae Asp Llys Tyr Pae AsDp Gly Glu Ser Vil
€30 635 700

Rap Ile Val Leu Trp Leu Asn Leu Gly Met His His Vel
735 710 715

Gly Asp Zeu Pro Asn Tar Val Gln Thr Thr Ala His Ser
725 730

Pae Mebt 2ro Ser Asn Tyr Pas 2Asp Ile Asp Gln Ser Arg
740 745

Asn Gln Val Arg Ile Asn Tyr Pae Asn Gly Ser Ala Glu
755 780 765

Pne Gly Gln Phe Lys Val Gly Ser Ser Glu Gly Thr Cys
77 775 780

vs Jeu Asn Tyr Tar Pro Leu Glu Pro Glu His Gln Gly
785 730 7595

Asp Val Val Ile Arg Lys Pae Pro Phe Asp Pro Asn Asn
815 810

Ala Thr Ser Gly Ile
820

<210>5

<211>770

<212>PRT

< 213> GLO2 de Fusarium graminearum

<400> 5
46

Arg

Clu

Fro

Gly

Arg

Fro

Gly

Arg

750

Val

Pro

Fhe

Asn

Tvr

Val
655

s Asp

Asp

Agn

His

Thr

Gla

Thr

Lys

Fhe
815

AS

Gla

Met

647

Ala

Ser

Pro

Glu

Thr
723

e Gln

Val

Gla

Cys

Gly
800



Met

_eu

Ser

Trp

Hig

65

Ser

Ser

Tyr

Gln

Thr =

145

Val

Met

Ary

Ala

Cys

Gly

50

Arg

Ary

Asp

Ala

Glu

130

Val

ys

Pro

Arg

Ser

35

Ser

Asp

Asp

Tar

Leun

115

Pae

Phe

Glu

aAla

20

Leu

Thr

Asn

Leun

100

&la

Lys

Thr

Pro

Ala

Gly

Phe

Val

Thr

Thr

Lys

85

Pro

2la

Val

Phe

Asp

165

Glu

Leu

Pro

Gln

Lys

Gly

70

Ile

Phe

Val

Gly

Ala

150

Ala

Asp

Leu

Pro

Pro

Lys

55

Phe

Met

Leu

Met

Pro

135

Agn

Glu

Val

Val

2la

Ser

47

Glu

Asn

Ser

Ser

Phe

1z0

Leu

Thr

Asp

Thr

Arg

2b

Ala

Thr

Leu

Val

Agp

105

Gly

Pro

Lys

Lys

ES 2608 033 T3

Leu

10

Leu

Ser

Ala

Thr

Glu

90

Val

Ile

Gly
170

Leu

Ser

Glu

Ala

Leu

Ala

Pro

Thr

Gly

155

Asn

Leu

Leu

Pro

Ala

Vet

Cly

Clu

ASsN

140

ASD

Phe

Tro

Val

Arg

His

45

Leu

Clu

Met

Lys

125

Ala

Gly

Asn

Asn

47

Pro

Lys

30

Lys

Ala

Asn

Fro

Fro

110

2la

Lys

Leu

Leu

Leu

Glu

Fhe

Ala

Thr

Tyr

Ile

=
=1

Thr

Ala

Asp

Phe

Leu

Arg

Leu

Val

Ala

169

Tle

val



Tar

Ser

225

Tar

Val

Trp

Ala

205

Glu

Ile

Lys

Ala

Pro

Asp

Rsp

210

Ile

Agp

Tyr

2la

Ala

250

2ro

ABp

Thr

Arg

Gly

370

Gly

Ala

Gly
135

cly

Gly

Lys

275

His

Fro

Glu

Ary

Il=

355

Fhe

Tyr

Leu

Lys

Asp

Tar

b o
oy D
=

o

Pro

Tar

Ala

Ser

Asp

340

Leu

Asp

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

Gly

245

Glu

Asp

Asn

2sn

Tyr

325

Asn

Tyr

Pro

Pro

Hig
405

Ils

Ile

Arg

Phe

Phe

Lvs

Val

310

val

Cly

Elu

Val

Ala

350

Tyr

Pra

Met

215

25D

Tvr

Gln

Tar

Leu

Leu

Gln

375

Met

Ser

Leu
240

Trp

Pro

Lys

Pro

280

Gly

Trp

Arg

Gly

3e0

Ile

ABD

2la

cln

Leu

Asp

265

Leu

Bsp

CGly

Met

Leu

345

Leu

Cly

Val

ES 2608 033 T3

Fhe

Gly

Fro

Gln

250

leu

Gly

ABD

Lys

ABD

230

Tyr

Asp

Ile

Leu

Thr
410

Fhe

Leu

225

Trp

Asp

Leu

Ser

315

Fhe

Asp

Glu

Cys

Val

385

Gln

a Ala

Asn

220

Gly

Lys

Gly

Asn

Fro

300

Arg

Ser

val

Ala

Tyr

380

Lys

Thr

Pro

205

Ala

Leu

Val

Leu

Leu

285

Leu

Fhe

Fhe

Lys

Ile

3€5

Phe

Gly

Thr

48

150

Ile

Pro

Tyr

Thr

Arg

270

Asp

2sp

Ala

Tyr

Tyr

350

Ala

Asp

Tyr

Cly

Agn

Yal

leu

Gly

255

Ala

Gln

ASD

Val

Thr

335

His

Ser

Asp

Glu
415

Val

Thr

Arg

2473

Trp

Ala

Pro

Gla

Asp

323

Ser

Gly

Tyr

Met

&~
e
oW

Thr



Tar

Pae

4585

Asp

Eis

Ser

Ser

545

Tyr

Gly

Tyr
€25

2ro

Met

Arg

Tyr

val

Glu

Ala

Tyr

Ser

€10

Ala

Tar

Gln
420

Ile Gln

le Ala

Met

Ala

Gly

Ile

i
=
(%]

u Gln

Gln

Asp

val

Arg

535

Tnr

Pae

Tar

Pre

530

Tar

Lya

Tar

Asp

Val

580

Val

Arg

Lys

Arg

Tyr

Gly

485

Tys

Pae

Ile

Arg

ABn

Ala

Met

Gln

B3p

His

Ile

Gln

470

Tyr

Ile

Lys

Agp

Agn

550

Lys

Lys

Pro

Gln

Lys
630

Ala

Ser

Arg

435

Pag

Ile

His

Rla BsD

Ile

535

Tar

Ile

Ala

Asn
615

Leu Cys
Trp Ala
440

2la Ile

Hig Leu

Bsp Ser

505

Phe

520

Lys Pro

Met Lys

Asn Tro

Glu L

o
oo
Ul ow

Ser Gly

2la Gly

2sn Glu

ES 2608 033 T3

Met

Gly

Ala

490

Leu

AsD

Ser

Ala

Ser

570

Asn

Val

Leu

Fhe

His

Thr

Gly

475

Phe

Ser

Ile

Thr

Val

555

Fro

Fro

Ala

Hig

Tyr
635

Glu

Thr

Ile

460

Ser

Tyr

Gly

Leu

Glu

540

Lys

Asn

Tyr

Tyr

Thr

620

2la

Ile

Thr

445

Gly

Ile

ala

Ser

Gly

525

Lys

Ser

Gly

Gly

Leu

605

Thr

Val

49

AsD

430

vzl

Asn

Glu

Clu

Leu

510

Glu

Tyr

Fhe

Ala

Glu

590

Thr

His

Gly

Thr

Tvr

ITle

His

Lys

Lvs

Ile

Val

His

ala

s Gly

Asp
480

1 Gla

Asp

Trp

Asp

560

Met

Pro

Lea

Tyr
647



Asn Ser Leu Tar Prc Glu 2Asvy Pro

645

Asn Ser Glu Ser Leu Asp Gln Glu

Gly Met His His Met Pro His Tar

630

Ser Tar Ala His Ser Ala Met Leu

630

635

Gly Asp 2ro Ser Gln Ala Ser Ser
710

735

Lys Asp Gly Lys Pro Glu Ile Val

Cys Ala Ile

Asn Ser

Arg Leu
77

<210>6

<211> 2481

<212> ADN

725

Asp Met Ala Gln Leu

740

le &er Yzl Leu Lys Tyr

Gln

AsD

6E5

Gly

Ile

Gln

Thr

Asn

745

Pro

ES 2608 033 T3

Val

650

Ile

AsD

Glu

Gln

Tyr

730

Pro

Fhe

AsD

Val

Leu

Pro

Val

715

Gly

AsD

AsD

Fhe Asn Glu Tyr Phe

Leu Tro Fhe Asn Leu
670

Fro Asn Thr Val Phe

685

Phe Asn Tyr Leu Met

700

Leu Ile Ly

Thr L

[N

-1
<> W

Ala Lys Asn Ala Thr

Leu Ser Asn Tyr Ser

750

Gly Ser Ly

765

<213> ADN sintético de ZGR de Aspergillus nidulans

<400> 6

ttaattaace
ctgattggat
gttegecagsa
cagcacitca
acooctocee
gasaccgcetg

gagaacgctyg

cogtoazaat
cgcttgotge
agteccgege
ctcaccagte
aggagattaa
acgtggoraa

gcgaatggga

gaagoteoot
aga-gtggtg
cogtaagaac
tcgecocectac
ggcgcctaag
gtggottote

taacaccate

ctgtegttct

gooaccaagt

cagatgeget

accascgast

gaaaacgtct

qgcoogtoccyg

gctettateg

ccggtggtac
tggatcotag
cgctagtegy
acgetzotee
ggtacggte:
agcttaace:

agetgeaceg

50

Fro Asp

tgegttgete
cegtgatote
cegtageaac
ctgocagatc
cactgacgac
Cacoaccace

ccctaacaag



agcgaggoca
cgtcteaacsa
ccegtetoca
ggtcaggtec
atcteIgoct
gzgaacgacs
attooctyggy
cototeggec
ctggettygge
tggtcecceg
cagcecyggte
ggegetegtt
tacatcgott
cgtgtgotet
gtccagtect
cttctcaagg
gacgaagaga
cctatggece
ckgcetageg
gacgctacta
aaraaccagg
gtettgaact
tocegtegtto
cagctgggac
ggccagaccao
ggttaccges
cttgtzcacg
gagcctacte

tocaccttet

toecttactt
accgyceccac
acgctactac
gcaacgcga
ctatooogga
ctetcogacat
acatgtoctyg
tctacc-caa
tutacazcyga
gtztcettaa
ccgbgceece
actctotega
tcaacegoga
acgaac.ogyg
ccgttocgta
gc-acgactg
cccacaccca
gccacageac
ttzogaccat
ttggeetega
acthoggeta
tcaagectga
ccgtboaccaa
gtzzttIcat
accteccacgt
teetecocte
ctgoecacty
ccgotoacec

tcaacggtga

ggatggeeage
caccgabcoc
tteggagcecet
accrgacgga
catcacectyg
ctogggasho
gaacatggsee
gtcegacgte
cattttetac
gctgaageoc
ccaggaccgt
cgcrgagogt
taccggtctg
tettoaggag
zctcgatteoe
ccecckegtac
cgttgactet
cteegagtte
cggaaactac
ggtecogegee
ccagat.ooaa
cttegacste
gcagttetoo
ccactcocgag
cgtgaaccag
cgceggtace
ggcggagtac
ctacaactot

atcecctgaac

ES 2608 033 T3

ggtecogege
Tacttogecg
ctggzattce
gagaccgtet
gacctttgga
gatcocottgt
gatgaogagt
actggcogeg
gagactac.y
aacgttgacyg
aagcagocco
aagtacgtIa
~cectetteg
goctetggeeoo
cactazggtt
gcgtectace
cteotgooctgt
gteagegtea
gacteacatgt
ctggctaca
gattooetgt
cttggtee:a
tggtegggta
gatgzggece
gacaagocea
goteoacttga
gacgtgcagy
caggatatcoc

cagactgacc

coaccegtea
acattcteg:s
cttacactog
acteggagtg
acggtacege
ggcaggatyga
tcgactegga
azoctagoca
aggaattocy
gcgetogyge
cecgtcatgac
cetggatgga
acatcaagta
actacgetge
toggeeeocta
tcaacacttc
togagttoga
CCaagaacygs
tetectacaa
tcoagagege
anggttocan
acaacactasz
acaagacecyg
gocotcaactg
acaagttogg
cegttetgaa
ttaccegera
acaaceoocc

tegtcegtotyg

51

cgcocacgtt
gogtocectyg
taagactcag
gctttteaag
ccttagtety
cggacgeato
gaccttgetyg
gtggaagttg
taagygectac
ccacaccgayg
cgctectgac
tttoteette
caagggtoag
caacgatooo
cgeottogag
cttctacaag
tgaocgattac
ctactteacce
cttocacatg
ctactacgae
grangacaac
tgagctegtc
caacaccatg
gggtttcaac
cgagoctogt
ctcoageaac
gcacgattte
cgtogactte

gctgaacote

g40

1220

1230

1440



ggtatgcacc
agcggoegteg
aacatggtge
tocaacgaas
ggtgatgtcg
tcocgacgett
<210>7

<211> 2433
<212> ADN

acgttectea caceggagac
cettcaccoeoc teot-aactac
gtgtcgacta ctcggatgge
cttgcagegt tgtgotgeag
tcgtceecgtaa gttccocetzac

aasggogoge C

ES 2608 033 T3

ttgcccoaaca ctgteztcac caccgeteac
ctcccocoggtyg accce-cteg tgagaccgtc
goegecaceg cogtteogeac ctioggecag
¢oegtcogaga acgagckctg gtettaccag

gacccoaacy atceceiteta cgagaccgac

< 213> ADN sintético de ZGT de Cryptococcus neoformans

<400> 7

52

2220

2280

2340

2400

2460

2481



ttaattaaca
gctgttoeta
cgtegtgacs
cocaaggata
ctoecactete
accattaccyg
ggcaacggas
gagcectacyg
tacccocotacs
gataactcgg
ctgaacgceta
gacceestet
Ltotggoght
accctocten
tgggegetea
gctgcctgga
gYnacegace
cagcccyggeyg

ttcagecttcet

ccgtcasaat
gcectazgat
tegteactaa
acatctggaa
agaccgaget
ttgtcgacot
ctzagceoga
ctcaggattt
cttacggtac
aatteccttas
ccattgacac
ggCaccegcee
accctgatte
ccoagggttt
tgggtatcet
gteagcocge
agaccggtga
gccagegett

acctgacctt

gcgcgetatt
ttcgaacgtyg
cgaggtcgat
cttectezoco
gaacctcact
gottooccect
gcgetgggge
gatggtgega
ccacgctcoc
cgacategeo
tgccgacgac
tgazgagaac
cctgoagatg
gtacatccag
gtacggtgat
tttcaagaag
tgtcatgese
caaggtcgac

cacccgcgac
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goecctaocttt
aagazgeccg
gogteogett
aacgatgasg
goegtgaacy
aacaagaccyg
atcgestete
cctetgectg
gacgocaaga
atgagcatga
ctcgeogaca
ggtazcgate
gagaactcca
actgazatca
gactactaca
Ttcactceeca
“tegagacey
gaagacaaca

accggaatge

acttgctggg
gccac-acca
ccteteceac
cggotggaast
acgctggaga
aagcecttte
teottzgeag
ttagcgagg:
tcogegtgta
aggacabtcat
ccttegacast
gtgtcateta
ctatcaact:
cocggtogoga
cctoegtgga
actacagogg
asgoecetee
agtacgttga

gtcttzacga

53

caccgectte
ceacceecac
cactteggee
tazogegtte
ttgggacaac
ttacatggac
tgeeacegay
taccatctac
cgacatggac
cteegatate
ttggggtatt
<tgggctggat
cgacggegag
ccgttecaag
cgaattecgc
cgattggatc
tasgaacgte
gtggatggac

cgtcaagttc

1020

16380

1140



aagggtgagce
aacgacoceqg
gctttetece
ttocacgetyg
cagaactacae
gctetgacte
ttctacoteg
ttotacgeta
cacgatcacg
gtzaagoacsa
aczatgrace
cacaacggac
cocaaggget
aacagcteca
cgtaaggact
atgattgact
tacttcaacc
tocacogece
cgoeaggecs
toctgggect
tazacctacy

aacaacaccg
<210> 8

<211> 2762
<212> ADN

gtetcatcta
tccagtotge
aggtccctge
ccgagcetetce
ccatecages
tgcactoeat
acggtaccat
aczacaccga
ttttgazctt
togttgaace
tggtgcgraa
aggagcaggt
aczagattat
acctetteaa
ctgaactgce
tcagrasgta
tcggeatgea
agtcocggaat
ctcagcagat
cgcaggetge
atggtgacgt

agtccategt

cgagttogga
cactgegtac
tttegacatg
tacctcccac
ccactegaac
cteccaccgtt
tgagaccgtce
gtacggczac
caaggttgat
taaggaaatc
ggagatcacc
cgtgatcgta
goocectotoge
ctcgragggc
tgcgtccaac
cttegacggt
ccacgtteee
gatgatcett
cegnattgat
cactggcgag
cagcgttcge

ctaaaggcogce

ES 2608 033 T3

cttcaggagg
ctggatacct
ccoctcotacg
cgetgoggea
atgaactacyg
ggtaactacg
gteogtgect
cagatzeacg
ttegatateg
aagtacaagt
aacgaggacyg
aacaaggacg
ggtggttctg
“bcgctaccee
gecttggaacyg
gaggatatcg
cacaccggtg
cctoacaact
Tacaacgtea
ctegatttet
aagttoocct

gcc

ccatcgeotea
actacgget:
cctaczgeac
tctocattts
tetctgocac
attacaact:
cgggt-acas
actcecteag
ccggtgtoga
ggaacaacc:
agggcaagac
ccoctaacaa
gtatgcact:
accagzacta
actacgatac
agcaggaaga
acctcccocaa
acctgetgag
actceaccac
ctzagatcac

acgaccctca

< 213> ADN gendmico de GLO1 de Fusarium graminearum

<400> 8
ttaattaac:
ttgataggag

tgaacogtea

cazagecatec atgcgattaa tegtetgett acaagetge:s

actttbgget cgttctacct cogatggtee agcagcaagg

caaagtcgaa acgteaczat gtgattocza caaggaagts

54

ctacgcocgat
cggeccectac
gaacactteg
cgaggccogat
taagaacate
cgactacaac
tcagtceget
cggtteeatyg
gaacacectyg
cacacgtage
gaactggtec
gtacggtygay
gaccatcact
cgzocttaag
teageacoee
caccgttatyg
caccgtgtte
cgacecetet
cgacgtttac
ctgggacoct

gaaccoctto

tegettatat

facaattcct

gg-gtcaagy

1200

1260

1320

2280

2340

2400

2433

60

120

180



cocccatggas
atcttoacas
tgaacttttt
cctttgeacs
atggacttgt
gctecagetce
caagagLacs
aattacatgt
attgctgagt
aatggegtas
agactgotac
acaacgatga
tttecagagac
cktecaaatg
agtttazags
ggacctcoeac
ctgttcaace
gtaagtgcac
agotttttca
ggegagogta
gatcecgotge
tggaaccttg
tacatecageg
ggatatcocta
tttactgttc
cattacgacyg
tggtccggag

gaccatgtcea

aactgtttte
gcaggazgaa
actttcteoa
tczacasgte
tgcagcoaaa
gatatgogeo
tggttggeco
tectroateotge
tczaccttge
gtezaccgate
aggtgctaaa
cagggtctat
gatcctooot
gaaggtagtce
gggatctaac
tgaccageaa
cgatggtoca
attgtaatgt
tctcaaacea
tcatctatga
atgcectogte
tcgacggett
agatgactca
tacagcgaca
gcegcgteto
ggtceattag
atggcgatta

ttaactttaa

cagagcecetga
ctcaacctga
tactactgat
ttggctgact
caagactgat
ggccacgety
attacctgtt
acgzggtogo
tgttggaacg
tocggatzeyg
gacgacagtc
cagtggaacy
accagtctge
ggtzggtatt
acgctcaaga
ggtgacaagt
cgatttegtg
tttgaatcac
caaagagact
getzggcete
agcatatctg
tgaztgtect
catccaccoc
tttgacaggg
tacagttggce
cgtcactgtt
tggctttcat

gotegatetyg
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cagatcaaga
cogetattgt
“ttttogasa
“tataaagtt
gocttgacsat
caattcaact
Caggaaggat
attascgtgt
gaaatacaga
“tttegatga
~totaatogo
agttctacas
agttcaaagt
acgacggeag
gaaagocagy
caccgcttga
ggatagaga
gotttagttyg
ggtctgcasc
¢aggaagega
gacacttest
Zctcacteoca
aacaqobtgt
acgtatgttt
aactatygact
agagegtetyg
atccatgata

gatatcaaag

gtatgctgasz
gzactcgaca
atcatttgec
gggataatg:
atctegaagg
cgoaactgca
ccactcgata
acaacgctga
acataaccaa
tcoatgotaa
aggcagtgac
tgzteaczacg
cgatatcacc
ctattggteg
gcccaacgts
ccaccogcaa
ggagaattac
acaaccgtas:
tceatgatgs
tggotcatta
acggcattag
cctacctcaa
gtettztega
ccgogaccaa
atttgttcga
gotatatoea
acctgicagg

gcaggaagaa

55

gt-actgcat
tecgtgagtet
ctgotgtota
catcgtgtet
taatgggcea
accatacatt
cgaagagote
tactgaggec
gcagettote
tgacgecaac
cozotgatoc
ggzcaattet
gg-cgagatc
acgaccgeeyg
gazgggettt
ccooctactyg
attgagtgga
ag-ggacttt
cagatataga
cgottoocag
caccagecag
cacatctttt
acatgatact
gaacattgta
gtataccttt
gggagegttt
ttctatgeoat

tagtgtgtta

1620

1C30

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1740

1300

1860



aagactgagt
gtactaactt
acocggtogta
ctgeatatgc
cgatttoteog
Cgoagatage
cgoaaactgg
cqottacgot
caatggggag
ctattacceg
aatacggctg
coteagaatt
ttogatgacs
gcgtttgata
cotaaattte
alo!

<210>9
<211> 2493
<212> ADN

Ltgtgcoegt
gaacagatac
tatcgceagt
agttgtcaac
aagtaagtat
ggtagcarac
gccaatcaca
tteoaatagtt
agtctcgate
agactascac
atctgcceaa
acttttcage
agtcaaztgt
tggccaagge

cttteazcoe

ctcagtagtg
ccczggtetyg
gaggacgagqg
aaggatgcte
cecctacaty
gqcacttgac
acattttege
atgatacgoa
aagaagacat
ttacgcaaga
cactgtgacyg
cgatatcoca
cactgctgte
cgcacccaag

aag=ggaagt
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Tacgttbgttt
agggzcaate
goaagattac
~gaatgattt
gatacaaacs
ggtgcagtea
cctgeageaa
aoacocaget
cgttttgtaa
zacttcaacc
acgazagecg
Cgacggacca
aacatgtttyg
ttggatacct

cttezgacea

teccatecates
aztcaatac:
atgggcgaag
cggagaggca
tggacgacac
tatacagete
cacgacaceg
gtagacttca
gtaaccstta
tcggcatygca
tttcgoogac
tgcatcaag:
gzacgaagca
tcgttgggga

acaceagtag

<213> ADN sintético de ZGY de Podospora anserina

<400>9

ttaattaace
tzggetetec
aaggccceet
cgogoecatos
acogagatces
tcoghrgteyg
993ggctygg
cbogeettey

aaccgtgcta

cegtcazaat
ttttgaccte
gggtcaeagaa
tgggtgaccs
aggcccocaa
aatggctett
atezacaccat
Lggacqgtga

ccgagacteco

gggcttezte
attegoceayg
caccggtetg
tcgecgetgtt
goczaacgtt
cgccoaggot
ccagcttgte
Cggacccgey

ccactacgoco

gactctetgt
gacgctoteg
ggaaagaaga
gaaacooeet
Zgggqtecte
gatctgaacs
gaggctatgt
cocactaagt

gacattatcg

ccoctegoege
cgoghozcaa
agatggccaa
tetgcagega
tegtegatgs
tgaccgtgac
ggcctaacaa
acgcteacg:

tgggtooocs

56

atactaccat
atgaaggcca
aatggagcag
coTggetacyg
taaceggett
ttggacagte
agecogaaaag
ataaattoett
ctgagcatta
ccacctacct
gacgatttca
gcgtgteteo
gcctacttsoo
gctteagatt

ttaaggegey

gg-ggctact
ccoogatoct
ccaccttaag
aactttggeo
cgaggteget
tgaggaggct
gaccgatgte
tgcteteaac

cceettggac

1820

1580

2C40

2100

2160

2240

2280

2340

2400

2460

2700

2760

2762



azcgeeactyg
gttoocaacc
gcectezgteg
gacaceetgt
tgggazacct
ggoctotact
tggctgtacs
gzagattteg
gygtgagacce
cgtttegetyg
ggtttcaacc
gtctacgage
toegetaceg
aagge=tacqg
gzaacoceges
cagoeeoaca
togatcgeta
tcettegegg
gaggactacg
aacttcaagg
grocoogtab
gagcgcaagt
acccaggttco
cgtgtgctec
gtegetgego
azggcttace
tacttcgacy
caccacgtge
atccagttca
gtgegtattea
ggtagctetg
caccagyatt

tbotacygcca

<210>10

ccaagtggga
tegacoctga
ccgacatcac
ccabttgggg
tezggazcat
tcIogtocga
acajcgtott
tcaagazcgg
cegagatyyga
tcgatcacaa
gcgacaccgg
ttictcIeea
ccIacc-gga
act3cecoge
ctcoacatcga
ccacctctga
ccatoggeaa
tcgagetteg
gcttcaagat
ccgacttega
ccagetocta
tcatcgegac
tcatocottaa
ctIacatggg
agTtggcccaa
acgoetzcaa
gagaatctgt
ctcacaccgy
tececcocetecaa
actacttcaa
agggcacctg
acaagggega

cctocggtat

gecetottgag
cteegabegt
ccttgaccte
catcgaccet
cectaceggt
agtctotggt
ctacgegace
tccecaacgte
caagygeocag
ggaaaagtac
tcceggecto
ggaggcecectyg
cagcttctac
ctacgecace
ttcecotetge
ttacgtgagc
ctacgactac
2gcecteegga
scacgateac
cgtgttggge
ccoctgghoft
tgaagatgag
zgagaacdad
caccgeccac
ccacgacgtt
zacIoaggac
sogcaacgag
tgacctcooe
ctacttcgac
cggstacget
ctccactzge
cgtzgtcatc

ctaaaggcgc
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tacccctaca
ctgtacageg
ggaacggta
ctetggeagg
gatttogacg
cgtgsocect
accegaggagt
gatggtgact
gyeeetygtoa
gttgzatgga
“tegatatceo
gegeactacg
ggtttoggeco
zacatgaaca
ctettogagt
gtcaccaaga
cagoegagcet
cacattcagt
cttagoggat
accaazcaact
gotggraagg
-cgogtttea
cgtaccaago
ctgactgtec
cagatcacca
gteocaogazc
gatattgteo
aacactgt-c

atcgatceagt

gaggtogagg azttcoggaca
aagctgaact acaccccte:

cgeaagttces ccttegacce

gcoc

cLaageagaa
agtggetgts
ccgecatgag
atgacggcega
acatgaccoes:
ccaagIggga
toogegetge
gggctogoac
tzgtcgetee
tggatzogtc
g-tacaaggg
ceggoaacga
cctacactts
cetecttota
acgtcgetoa
acactzactz
totetttet:
ccgetzacts
cgatgeacga
cecattgages
toogtaacac
actggggtec
acggcgaaat
agaacagecac
agtacaagga
ceoccgttaa
tctggetgaa
agaccacoge

cgcgecgtac

57

cggtggcaag
caagattgga
cctcgagaac
gattatccgt
gttocectty
gcttogogge
ctactggage
tgacaagaac
tygeryggaget
gttctacgte
tgagcgtttg
ccetatgaac
cgagctegtt
cgtgaacgag
ctaccecatyg
cgtcatcogt
catggacggt
cgcoggtaac
ccacgtectg
tatgtctatg
catggacaotg
taacteocget
gcgcggctac
caacttoggt
ttcogagoag
cttogacaag
ccttggtatyg
ccacagegge
cgtoaacoag
gt-caaggtc
cgageocegag

taacaacceo

1230

14490

1530



<211> 2965
<212> ADN
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<213> ADN gendmico de GLO2 de Fusarium graminearum

<400> 10

ttaattaact
ctetggetet
gttcgtoggt
agaaagagac
cogttgeaga
agttcattat
tcaactcacsa
tozcattett
ttggcgtaca
atgcatcaag
cagtcgtcaa
cagaggatgt
tctttatcta
gocoectatea
accagcatcet
acoggaIgey
aaggatcteg
aacttggace
gaagctocac
agctatgtgs

cgatacgtcea

cataggcatc
agccagaget
ccagccgtet
tgctgatgtt
gaztgctact
agtcgcgata
aggttttage
gtcagacaaa
tgzaaaggct
tgttacacct
ccectgacgea
gaccaagett
acstattcaa
atgtcaccga
acgacacaat
atoctagtea
atggtttgee
agcottggge
cagecaatgt
cttggagtga

gtggactttt

atgcgteoegt
tttceocteoeg
gcgagtgcte
ctcgeatztt
agg-att-at
acaagatgtg
atgzceocgttyg
gcgggtagec
tatctccagg
tttacttstg
gaggattatg
ctcIggaatt
gacggtcgat
tggaaaggtc
ctcactgcett
atggaaagte
tgcagctgte
ccacacaaac
tcaatcecgga
gtagcttety

cttzctacac

caggtaotect
caaggttgga
ctcacaagaa
—gcatogoga
ggatcoctat
agtcttgtac
agcteatgat
caacacgata
aattcaaagt
caaatacgsa
gcaacttcaa
Tggtgagtta
gatggactco
atcatgtggc
ccactgggte
actggttggg
gocaagecoy
aaacacggcy
aagtegagat
attttgacta

Tagcattact

ggtotcgets
aagtcgraag
cttetgaggs
tacaacagg:
gtgatIttga
tatgaacca:
gcccaacaag
cgToctages
tggtccgttg
gaagggegac
cctcaagats
tgtgtittaa
asatccogts
azggcttcaa
tgtatttacg
tatacggtaa
atttcaaace
atgatctgee
ttgetgttaa
actgtzacac

cgagacaatg

58

tegotggtae
gaggactott
teczetgacea
ttcaatctga
aaccactaac
gacttttaacc
agtgatactc
gcggtcoatat
cccatcacta
ggzaagateg
atgaaggagg
attocatgtt
agectttgea
cgegecagtt
aacagagcatc
tgaattetac
ceIgggaatyg
cozggacgat
tgaagatgag
ttzactaatt

gactacgact

1140

1200

1260



gtatgatgtt
gactacgtct
taagttgtga
gatcctgtac
atotetoteyg
acacgataca
aggtgazacyg
attcracget
gacactottg
totacacaat
Logaaatoge
actacggttt
tcaaagocga
catcaactgs
ggaatagats
tcgacaacge
tggtaaacas
gttagtotes
tgtggcatat
grateatete
ttogettact
tgaccaagag
tgatacagtyg
cogaacacceg
atgggtgatc
aagccetgaga
accttgatgt
ctgatcttte
agccagaceg
<210> 11

<211>17

<212> PRT

aagtaceage
tazactzaca
aagtacaocte
aatccggaat
tgeaaggtaa
ggttacgact
acgttcacteo
aatgaataat
ggocggorac
cggaaactac
tgtcagagea
casgatceac
ctttgacate
gazgtgagta
casgtggtct
agetgacgeo
agacgagaas
accgaacage
ctcacagtec
tacgccacte
coogaggace
gatatgtaag
ttotttggtt
ttttetcaac
cttogeaggo
Ltgttactta
ctgtggtttt
gaactattat

tectteagge

<213> Artificial

gcaagaggat
ttteotagett
gocToacqoe
ttgztatzte
gaattaaaaa
gecocoogocta
agaaggacgc
caaggoazgt
accaccgtga
gacTacatga
tcaggctaca
gacagcettt
Ltgggcgaga
tecatttzgt
gatcagacac
aagatcaact
aacccetatg
tgaaaaatac
aggattccte
gacaaaagga
ctcaggtzga
tatzgtastt
caacctggga
cgcccactac
cagctotcag
tggcgetaag
ttaccatget
aacagtatta

gcgeo
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“ctetacgag
gggctggacyg
actgttattyg
gacagcatgt
“gactogaga
ctecgeactazn
~ctttgtagg
~tgagatcga
caaagaacat
“gacctacca
Tctogtegge
ceggatetet
agaactettt
aacagggttt
gcaacactat
ggtctceceaa
gagazagcecas
gacatoocoga
ggttabgcaa
caacgagets
cttteaatgsg
coccaccatgg
atgcaccaca
gotatgetca
caagtcttaa
aatgcgacet
aacatgacty

gtgttotcaa

gtatgcatga
aggcgattge
acaccatttyg
ctggazteag
attgt-ttacz
agcaatgtca
ttgagatcte
czagggctte
tgooticaac
gtttecazcte
cttcoctange:
tcatgatca:
gcaaaagatc
cttttaczate
gsaggcagtc
tggegcaaca
cgggtacagg
ctaacatcca
ascgecyggte
tazgezgttyg
taztttcaaca
catagacctg
tgzcteacac
ttgagooats
tcaagactaa
gtgugatiga
attttaggca

gtaccceotte

59

atzgcaaaat
acattatgeg
cagoggtate
acccgcaaty
cacattgcta
ctcagactac
atgtcaagea
cceatecaac
atcogtgoca
gacggtteta
gagaacgaag
gtcatcacat
gacatcaage
ttactaatet
aagagcttea
atgtatgctyg
gttgcaccag
aagcttetgy
accacacaac
gagcgtataa
gcgagteget
ggctgactty
aggtgatett
caactatctt
gaaggatggce
tazggtatgt
caactgaacc

gatgggtcaa

1320

1380

1440

1620

1680

1740

1800

1860

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2820

25380

2640

2700

2760

2820

2880

2840

2565
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<220>
<223> Motivo consenso

<220>
< 221> misc_caracteristica

< 222> (4)..(4)
< 223> Xaa puede ser Asn o Ser

<220>
< 221> misc_caracteristica

< 222> (14)..(14)

< 223> Xaa puede ser lle o Leu

<400> 11

Ils Fig Asp Xaa Leu Ser Gly Ser Vet His Asp His Val Xza Asn Pre
1 5 10 15

Lys

60
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un polipéptido que tiene actividad de lisil oxidasa y que comprende el siguiente motivo de aminoacidos,
donde los residuos entre paréntesis indican redundancia admitida en dicho punto y los aminoacidos estan en codigo
de 1 letra:

- IHD[NS]LSGSMHDHV[ILINFK,

para catalizar la desaminacion oxidativa de grupos lisil en una proteina o péptido en los correspondientes aldehidos,
con la posterior reduccién de Oz en H20..

2. Uso del polipéptido segun la reivindicacion 1 por medio del cual el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 60 % de identidad secuencial con la secuencia de aminoacidos entera de cualquiera de SEQ ID
NO: 1 a4.

3. Uso del polipéptido segun la reivindicacion 2 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 65 %,
preferiblemente al menos 70 %, mas preferiblemente al menos 80 %, incluso mas preferiblemente al menos 90 %,
mas preferiblemente al menos 95 % e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente 97 % de identidad
con la secuencia de aminoacidos entera de cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 4.

4. Uso del polipéptido segun la reivindicacion 2 que comprende cualquiera de las secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1 a4.

5. El uso del polipéptido segun la reivindicacion 2 o el uso de la lisil oxidasa segun la reivindicacion 1, por medio del
cual el polipéptido o lisil oxidasa se obtener de un hongo, preferiblemente un Aspergillus, mas preferiblemente de
Aspergillus nidulans, Cryptococcus neoformans, Podospora anserine y Fusarium graminearum.

6. El uso del polipéptido segun la reivindicacion 2 o el uso de la lisil oxidasa segun la reivindicacion 1 para la
preparacion de un alimento o pienso o un nutracéutico o para la preparacién de un producto intermediario para la
preparacion de un alimento o pienso o un nutracéutico.

7. Un método para la produccién de lisil oxidasa que comprende cultivar una célula hospedadora que comprende
una construccién de acido nucleico que comprende un polinucleétido que codifica para la lisil oxidasa que
comprende la secuencia de aminoacidos:

- IHDINS]LSGSMHDHVIILINFK;
en condiciones adecuadas para la produccion de la lisil oxidasa; y recuperar la lisil oxidasa.

8. Un proceso para identificar nuevas lisil oxidasas que comprende someter a barrido una secuencia de aminoacidos
para determinar la presencia de las secuencias de aminoacidos:

- IHD[NS]LSGSMHDHVI[IL]NFK
y evaluar las lisil oxidasas identificadas para determinar la actividad de lisil oxidasa.

9. Un proceso para modificar un producto alimentario o pienso que contiene una proteina, dicho método comprende
modificar el producto alimentario o pienso al ponerlo en contacto con una lisil oxidasa que comprende el siguiente
motivo de aminoacidos, donde los residuos entre paréntesis indican redundancia admitida en dicho punto y los
aminoacidos estan en codigo de 1 letra:

- IHD[NS]LSGSMHDHV[IL]NFK.

10. Un proceso para la preparacion de un aldehido reactivo en una proteina o péptido que comprende la
desaminacion oxidativa de lisil-amina de la proteina o péptido mediante una lisil oxidasa y preferiblemente
concentrar y/o secar la proteina o péptido que contiene los aldehidos reactivos, por medio del cual la lisil oxidasa
comprende el siguiente motivo de aminoacidos, donde los residuos entre paréntesis indican redundancia admitida en
dicho punto y los aminoacidos estan en codigo de 1 letra:

- IHD[NS]LSGSMHDHV[IL]NFK.

11. Un proceso para la preparacion de una proteina o péptido reticulado que comprende calentar una proteina o
péptido que comprende aldehidos reactivos y prepararla segun el proceso de la reivindicacién 10, para reticular la
proteina.
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Pacl

gen de lisil oxidasa sintético Xxx

Digestion con Pacl/Asd

Ligadura

Pacl

Figura 1
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Marcador k-caseina k-caseina k-caseinak-caseina a-caseina a-caseina Marcador
+ + + +
a-caseina a-caseina ZGR ZGR

Figura4
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