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DESCRIPCION
Secuencias de expresion

La invencion se refiere a elementos reguladores de un sistema de expresion de Pichia pastoris (P. pastoris), y a su
uso en un método para producir una proteina de interés (PDI).

Antecedentes

La secrecion eficaz de proteinas se ha llevado a cabo con hospedadores procariéticos y eucarioticos. Los ejemplos
mas prominentes son bacterias como Escherichia coli, levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris o
Hansenula polymorpha, hongos filamentosos como Aspergillus awamori o Trichoderma reesei, o células de
mamifero como, p.ej., las células CHO. Aunque se consigue facilmente la secrecion de algunas proteinas a
velocidades elevadas, otras muchas proteinas se secretan solamente a niveles comparativamente bajos.

La expresion heteréloga de un gen en un organismo hospedador requiere un vector que permita la transformacion
estable del organismo hospedador. Este vector o casete de expresion tiene que proporcionar el gen con un promotor
funcional adyacente al extremo 5' de la secuencia codificante. La transcripcion se regula y se inicia asi mediante
esta secuencia promotora.

La ruta secretora comienza en general mediante la translocacion de polipéptidos transmembrana y polipéptidos
destinados a la secrecién al interior del reticulo endoplasmico (RE). Para ese fin, estas proteinas poseen una
secuencia precursora aminoterminal, también denominada "lider", que comprende o que consiste en un péptido
sefial y un pro-péptido lider de secrecion opcional. El péptido sefial consiste en general en 13 a 36 aminoacidos mas
bien hidréfobos. Los péptidos sefial tienen una estructura comuin: una regién amino-terminal corta cargada
positivamente (regién n); una regién hidréfoba central (region h); y una region carboxi-terminal mas polar (region c)
que contiene el sitio que se escinde mediante la peptidasa sefial. En el lado interior del RE el péptido sehal se
escinde mediante una peptidasa sefial. Tras el plegamiento adecuado del polipéptido naciente mediante chaperonas
y foldasas residentes en el RE, la proteina se dirige adicionalmente para salir del RE. Este proceso se puede apoyar
por la presencia de una pro-secuencia N-terminal, tal como esta presente, p.ej., en el precursor del factor de
conjugacion alfa (MFa) de S. cerevisiae. La proteina se transporta después al aparato de Golgi y finalmente a la
membrana plasmatica para la secrecion al sobrenadante. El pro-péptido lider se escinde de la proteina mediante
(presumiblemente) proteasas residentes en el aparato de Golgi tales como la proteasa Kex2 de S. cerevisiae.

Debido a que la mayoria de levaduras no secretan grandes cantidades de proteinas enddgenas, y sus proteomas
extracelulares no se han caracterizados exhaustivamente hasta ahora, el nimero de secuencias de secrecion
disponibles para el uso en levaduras es limitado. Por lo tanto, se empled la fusion de la proteina objetivo al péptido
lider del factor de conjugacion alfa (MFa) de S. cerevisiae para controlar la expresion secretora en muchas especies
de levaduras (que incluyen Pichia, Kluyveromyces, Zygosaccharomyces). Desafortunadamente, el procesamiento
proteolitico del MFa mediante la proteasa Kex2 produce a menudo residuos de aminoacidos N-terminales
heterogéneos en el producto.

El documento EP324274B1 describe la expresion y secrecion mejoradas de proteinas heterdlogas en levadura que
emplean secuencias lider de factor alfa de S. cerevisiae truncadas, y el documento EP301669B1 la secuencia lider
del factor alfa de Kluyveromyces para la secrecion de proteinas heterdlogas.

De manera alternativa, se usaron los péptidos sefial de fosfatasa de S. cerevisiae (PH05, DK3614), sacarosa
invertasa de S. cerevisiae (SUC, documento WO84/01153), y aspartico proteasa 3 de levadura (YAP3, documento
EP792367B1) para la expresion secretora en levaduras. El documento EP0438200 (A1) describe la secuencia del
péptido sefial de SUC2 de S. cerevisiae para la expresion en P. pastoris.

El documento US5268273 describe una secuencia sefial de fosfatasa acida de P. pastoris (PHO1), en la mayoria de
los casos mas débil que MFa.

El documento US7741075 describe un péptido seial de secrecion de PIR1 de P. pastoris para la expresion de
proteinas recombinantes y péptidos del dominio de anclaje de PIR1 y PIR2 de Pichia pastoris para la expresion
superficial recombinante.

Khasa et al. 2011 (Yeast. 28(3):213-26) describe el aislamiento de los genes PIR de Pichia pastoris y su utilizacion
para la expresion en la superficie celular y la secrecion de proteinas recombinantes, en particular la secrecion de
proteinas recombinantes en P. pastoris, mediante la utilizacion de la pre-pro sefial de la proteina PpPir1p, sin una
comparacion con MFa.

El documento WO2011073367A1 y Kottmeier et al. 2011 (Applied Microbiology and Biotechnology. 91:1, 133-141)
describe una secuencia sefial de hidrofobina que actia como mediador en la secrecion eficaz de proteinas
recombinantes en Pichia pastoris, en particular el uso de la pre-secuencia o pro-secuencia de hidrofobina de
Trichoderma reesei para la secrecion de eGFP en P. pastoris.
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En el curso de la secuenciacion del genoma de P. pastoris, se enumeraron 54 secuencias diferentes como péptidos
sefial predichos que incluian un sitio de escision para posibilitar la secrecion de proteinas. (De Schutter et al. Nature
Biotechnology doi: 10.1038/nbt.1544 2009).

El documento US2011/0021378A1 describe un grupo de 54 genes de P. pastoris identificados que contienen una
secuencia sefial, entre ellos los residuos 1-21 de SEQ ID 8 como se enumeran en el documento
US2011/0021378A1, que incluyen de nuevo un sitio de escision para posibilitar la secrecion de proteinas.

El documento EP2258855A1 describe secuencias reguladoras de un sistema de expresion derivado de P. pastoris,
en el que se usa una secuencia sefial y lider de la proteina Epx1 de P. pastoris como secuencia precursora de 57
aminoacidos para facilitar la expresion y secrecion de una proteina de interés PDI. Se predice que hay un sitio de
escision para una peptidasa sefal tras la secuencia sefial, es decir, entre la posicién 20 y 21, indicado como un
guion en la secuencia del sitio de escision: VSA-AP (SEQ ID 6).

Es deseable proporcionar elementos reguladores alternativos adecuados para expresar una PDI en una célula
hospedadora eucarioética recombinante, y métodos para producir proteinas secretadas en células eucaridticas que
sean simples y eficaces, y que puedan conducir preferiblemente a un extremo N-terminal homogéneo de la PDI.

Compendio de la invencién
El objetivo se resuelve mediante la materia tal como se reivindica.

La invencion proporciona un acido nucleico aislado que codifica un lider, que se selecciona del grupo que consiste
en

a) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10 o una variante funcional del mismo con una o dos
mutaciones puntuales, y

b) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13 y 14.
La invencion proporciona ademas un lider, que se selecciona del grupo que consiste en

a) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10 o una variante funcional del mismo con una o dos
mutaciones puntuales, y

b) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13 y 14.

El péptido lider especifico se caracteriza especificamente por una secuencia lider de 36 aminoacidos (aa), en la que
la secuencia N-terminal de 20 aa es un péptido sefal especifico.

El péptido sefal especifico se caracteriza especificamente por una secuencia sefial de 20 aa, que excluye
especificamente una secuencia prolongada de manera C-terminal, p.ej. una secuencia de 21 aa que incluye una
prolongacién C-terminal de un aminoacido adicional, tal como Alanina.

SEQ ID 1: MKXSTNLILAIAAASXVVSA, en la que
Xenlaposicion 3esFo L
X en la posicion 16 es Ao T

Por ejemplo, el péptido sefial de 20 aminoacidos (aa), EpxL-A, tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 1, en la
que X en la posicion 3 es L, y X en la posicion 16 es A (SEQ ID 2).

Segun un ejemplo especifico, el péptido sefial de 20 aminoacidos (aa), EpxL-A, tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ D 1, en la que X en la posicién 3 es F, y X en la posicion 16 es A (SEQ ID 3).

De manera especifica, el péptido sefial tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQID 2, 3,4vy5.

SEQ ID 2: MKLSTNLILAIAAASAVVSA
SEQ ID 3: MKESTNLILAIAAASAVVSA
SEQ ID 4: MKESTNLILAIAAASTVVSA
SEQ ID 5: MKLSTNLILAIAAASTVVSA
Las sustituciones de aminoacidos en la posicion 3 y 16 se indican en negrita y subrayadas.

La molécula de acido nucleico que codifica el péptido sefial también se denomina en la presente memoria
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"secuencia sefial".

El lider segun la invencion y como se definié anteriormente de manera especifica tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID 10.

SEQ ID 10: MKXSTNLILAIAAASXWSAAPVAPAEEAANHLHKR, en la que
Xenlaposicion 3esFo L
X en la posicion 16 es Ao T

De manera especifica, la invencién proporciona un lider o un acido nucleico que codifica el lider que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13 y 14.

SEQ ID 11: MKLSTNLILAIAAASAVVSAAPVAPAEEAANHLHKR
SEQ ID 12: MKESTNLILAIAAASAVVSAAPVAPAEEAANHLHKR
SEQ ID 13: MKESTNLILAIAAASTVVSAAPVAPAEEAANHLHKR
SEQ ID 14: MKLSTNLILAIAAASTVVSAAPVAPAEEAANHLHKR
Las sustituciones de aminoacidos en la posicion 3 y 16 se indican en negrita y subrayadas.

Por ejemplo, el lider truncado de 36 aminoacido (aa), EpxL-KR, tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10, en
la que X en la posicién 3 es L, y X en la posicion 16 es A.

Segun un ejemplo especifico, el péptido lider de 36 aminoacidos (aa), EpxL-KR, tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID 10, en la que X en la posicion 3 es F, y X en la posicién 16 es A (SEQ ID 12).

El lider de la presente invencién con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10, 11, 12, 13 o 14, o una variante
funcional del mismo con una o dos mutaciones puntuales, se denomina en la presente memoria "lider truncado".

De manera especifica, el acido nucleico que codifica el lider truncado comprende un acido nucleico que codifica un
péptido sefal seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID 2, 3, 4 y 5, preferiblemente que excluye SEQ ID 2. De
manera especifica, el acido nucleico que codifica el lider truncado comprende o consiste en un acido nucleico que
codifica un péptido lider seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13, y 14.

La invencion proporciona ademas el lider aislado codificado mediante un acido nucleico segun la invencion.

De manera especifica, el lider truncado comprende el péptido sefial seleccionado del grupo que consiste en SEQ 1D
2, 3,4y 5, preferiblemente que excluye SEQ ID 2, o un péptido lider seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID
11,12, 13,y 14.

Un acido nucleico especificamente preferido codifica un péptido lider de SEQ ID 12; preferiblemente, la secuencia
del acido nucleico que codifica el péptido lider es SEQ ID 19. Un lider preferido especificamente es un péptido lider
que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID 12.

Por lo tanto, una realizacidn especifica de la invencién se refiere a un lider o un acido nucleico que codifica tal lider,
que es un péptido lider con, o que comprende o que consiste en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 12,
preferiblemente en el que el acido nucleico codificante consiste en una secuencia de nucleétidos de SEQ ID 19, o
una variante con optimizacion de codones de SEQ ID 19.

De manera especifica, el acido nucleico segun la invencion tiene una secuencia de nucleotidos que codifica un
péptido lider, seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 18, 19 y 20, o una secuencia de nucleétidos que es
una variante con optimizacion de codones de SEQ ID 18, 19 o 20.

Un acido nucleico especifico de la invencién codifica un lider, que es un péptido lider o lider truncado con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID 12, preferiblemente en el que el acido nucleico consiste en una secuencia de
nucleétidos de SEQ ID 19, o una variante con optimizacion de codones de SEQ ID 19.

SEQ ID 15: secuencia de nucledtidos obtenida de P. pastoris, cepa CBS7435 (Centro de Biodiversidad Fungica
CBS-KNAW, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Paises Bajos):

ATGAAGCTCTCCACCAATTTGATICTAGCTATTGCAGCAGCTTCCGCCGTTGTCTCAGCT

SEQ ID 16: secuencia de nucledtidos tal como se usa en el Ejemplo 9, obtenida de P. pastoris, cepa CBS7435,
mediante amplificacion por PCR con el uso de los cebadores descritos en el Ejemplo 9.

ATGAAGTTCTCTACCAATTTGATTCTAGCTATTGCAGCAGCTTCCGCCGTTGTCTCAGCT
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SEQ ID 17: secuencia de nucledtidos obtenida de P. pastoris, cepa DSMZ70382 (Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares)

ATGAAGTTCTCTACCAATTTGATCTTAGCTATTGCAGCAGCATCCACTGTTGTCTCAGCT
Los nucledtidos que difieren en las secuencias anteriores estan subrayados.

SEQ ID 18: secuencia de nucledtidos obtenida de P. pastoris, cepa CBS7435 (Centro de Biodiversidad Fungica
CBS-KNAW, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Paises Bajos)

ATGAAGCTCTCCACCAATTTGATTCTAGCTATTGCAGCAGCTTCCGCCGTTGTCTC
AGCTGCTCCAGTTGCTCCAGCCGAAGAGGCAGCAAACCACTTGCACAAGCGT

SEQ ID 19: secuencia de nucledtidos tal como se usa en el Ejemplo 5, obtenida de P. pastoris, cepa CBS7435,
mediante amplificacion por PCR con el uso de los cebadores descritos en los Ejemplos 1y 5.

ATGAAGTTCTCTACCAATTTGATTCTAGCTATTGCAGCAGCTTCCGCCGTTGTCTC
AGCTGCTCCAGTTGCTCCAGCCGAAGAGGCAGCAAACCACTTGCACAAGCGT

SEQ ID 20: secuencia de nucledtidos obtenida de P. pastoris, cepa DSMZ70382 (Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares)

ATGAAGTTCTCTACCAATTTGATCTTAGCTATTGCAGCAGCATCCACTGTTGTCTC
AGCTGCTCCAGTTGCTCCAGCCGAAGAGGCAGCAAACCACTTGCACAAGCGT

De manera especifica, el acido nucleico segun la invencion es un ADN.
De manera especifica, el lider segun la invencion es un polipéptido.

Segun un determinado aspecto, la invencion proporciona un lider aislado, lider truncado, péptido sefial o péptido
lider, y preferiblemente el lider tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
10, 11,12, 13y 14.

Un lider preferido especificamente es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 12.

Segun otro aspecto, la invencion proporciona ademas un casete de expresién que comprende un acido nucleico que
codifica un lider unido de forma operable a una secuencia de acido nucleico que codifica una PDI, caracterizado
porque el lider se selecciona del grupo que consiste en

a) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10 o una variante funcional del mismo con una o dos
mutaciones puntuales, y

b) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13 y 14,

que es preferiblemente una secuencia de nucledtidos que codifica un péptido lider, seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID 18, 19y 20, o una variante con optimizaciéon de codones de cualquiera de SEQ ID 18, 19, o 20,

preferiblemente en el que se excluye la fusion del péptido sefial que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ
ID 2 con un polipéptido que comprende o que consiste en uno o mas dominios variables individuales de una
inmunoglobulina, tal como por ejemplo un nanocuerpo.

Ademas, segun los ejemplos especificos, la invencion proporciona la fusion del péptido lider con la secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13 y 14 con una PDI seleccionada del grupo
que consiste en factores de crecimiento, hormonas, citocinas, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, en particular
en el que se selecciona un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del grupo que consiste en un scFv, minicuerpo,
diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, Fab, proteina de fusiéon con Fc y un anticuerpo de longitud completa tal como, por
ejemplo, IgG, IgA, IgD, IgM o |lg, preferiblemente un anticuerpo de longitud completa, un scFv o un Fab, que incluye
especificamente la fusiéon del péptido sefial que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID 2 con cualquiera
de tales anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, de manera especifica cualquiera de un anticuerpo de longitud
completa, un scFv o un Fab.

Una secuencia de nucleétidos preferida especificamente que codifica el péptido lider tal como se usa en el casete de
expresion consiste en una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos SEQ ID 12,
preferiblemente consiste en SEQ ID 19, o una variante con optimizacion de codones de SEQ ID 19. Tal péptido lider
se fusiona preferiblemente a cualquier PDI, que incluye cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos,
que incluye especificamente la fusion del péptido sefial o péptido lider que consiste en la secuencia de aminoacidos
SEQ ID 12 con un polipéptido que comprende o que consiste en uno o mas dominios variables individuales de
inmunoglobulinas, tales como por ejemplo un nanocuerpo.

Segun otro aspecto, la invencion proporciona ademas un casete de expresion que comprende
5
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a) una secuencia de nucledtidos que codifica un péptido lider, seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 18, 19
y 20,0

b) una secuencia de nucleétidos que es una variante con optimizacion de codones de SEQ ID 18, 19 o 20,

preferiblemente en el que se excluye la construccion de fusién de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID 15
fusionada a una secuencia de nucledtidos que codifica uno o mas dominios variables individuales de
inmunoglobulinas, tales como por ejemplo un nanocuerpo.

Una secuencia de nucleotidos preferida especificamente es SEQ ID 19, que codifica el péptido lider de SEQ ID 12.

Por lo tanto, segun los ejemplos especificos, la invencién proporciona la construccion de fusion de la secuencia de
nucledtidos SEQ ID 19 fusionada a una secuencia de nucleétidos que codifica cualquier proteina de interés, p.ej. de
manera especifica una PDI como se describe en la presente memoria, que incluye, pero sin limitacion, cualquiera de
los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, que incluye especificamente las construcciones de fusion en las que la
PDI es un polipéptido que comprende o que consiste en uno o mas dominios variables individuales de
inmunoglobulinas, tales como por ejemplo un nanocuerpo.

Mediante el casete de expresidon segun la invencién, por primera vez fue posible proporcionar la expresion de una
PDI, y de manera especifica una PDI madura secretada, con un residuo de aminoacido N-terminal nativo correcto,
en particular sin una Alanina adicional en el extremo N-terminal.

De manera especifica, la PDI se selecciona de proteinas terapéuticas, que incluyen anticuerpos o fragmentos de los
mismos, enzimas y péptidos, antibidticos proteicos, proteinas de fusidon con toxinas, conjugados carbohidrato -
proteina, proteinas estructurales, proteinas reguladoras, vacunas y proteinas o particulas similares a vacunas,
enzimas de procesamiento, factores de crecimiento, hormonas y citocinas, o en la que dicha PDI actia como
mediador en la produccion de un metabolito de células hospedadoras, preferiblemente seleccionado del grupo que
consiste en anticuerpos o fragmentos de los mismos, factores de crecimiento, hormonas y citocinas.

Segun los ejemplos especificos, el anticuerpo o los fragmentos del mismo se seleccionan del grupo que consiste en
un scFv, minicuerpo, diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, Fab, proteina de fusién con Fc y un anticuerpo de longitud
completa tal como por ejemplo IgG, IgA, IgD, IgM o IgE, preferiblemente un anticuerpo de longitud completa, un scFv
o un Fab.

De manera especifica, el casete de expresion segun la invencion es una fusion de un acido nucleico segun la
invencion con un acido nucleico que codifica una PDI, y como tal es un acido nucleico que no se da de manera
natural. La invencion proporciona ademas una proteina de fusion de un lider segun la invenciéon con una PDI, y como
tal es una proteina de fusién que no se da de manera natural.

Por lo tanto, el lider se modifica para la produccion mejorada de una PDI, p.ej. para un rendimiento de secrecion
incrementado, y una calidad mejorada, tal como el extremo N-terminal correcto, y emplea un lider diferente de los
lideres de la técnica anterior.

El casete de expresion codifica especificamente una secuencia lider que consiste en el péptido sefial, o el péptido
sefial prolongado mediante la pro-secuencia que consiste en APVAPAEEAANHLHKR (SEQ ID 7), cuya pro-
secuencia es parte del lider de longitud completa nativo de la proteina Epx1 de P. pastoris, es decir, una secuencia
de 16 aminoacidos idénticos a los aminoacidos 21-36 de la secuencia de 57 aminoacidos de

SEQ ID 8: MKFSTNLILAIAAASTVVSAAPVAPAEEAANHLHKRAYYTDTTKTHTFTEVVTVYRT.

Ambos lideres, el péptido sefial y el lider truncado de la invencion, resultaron tener sorprendentemente propiedades
mejoradas inesperadas respecto de los lideres de la técnica anterior, p.egj.

SEQ ID 21: MKLSTNLILAIAAASAVVSAA,
también denominado en la presente memoria EpxL-AA (21 aminoacidos) segun el documento US2011/0021378A1.

Ademas, se pudieron mostrar propiedades mejoradas en comparacion con el lider de longitud completa de la
proteina Epx1 de P. pastoris como se describid en el documento EP2258855A1, que es la secuencia de 57
aminoacidos de SEQ ID 8 o una variante de la misma con una Leucina en la posicién 3.

Esto fue lo mas sorprendente, porque el péptido sefal de 20 aminoacidos sin una pro-secuencia o el lider truncado
tiene una longitud de solamente un 35% y 63% del lider de longitud completa, respectivamente.

El lider de la invencion tendria ventajas especificas al fusionarlo con una PDI, tal como una secrecién incrementada
de la PDI y/o una calidad mejorada, tal como el extremo N-terminal correcto en comparacion con la fusién con el
lider del factor de conjugacion alfa (aMF), especificamente cuando la PDI es una hormona, una citocina, un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, p.ej. seleccionado del grupo que consiste en un scFv, minicuerpo, diacuerpo,
triacuerpo, tetracuerpo, Fab, proteina de fusion con Fc y un anticuerpo de longitud completa tal como por ejemplo
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IgG, IgA, IgD, IgM o IgE, preferiblemente un anticuerpo de longitud completa, un scFv o un Fab.

El casete de expresion segun la invencion excluye explicitamente un acido nucleico que codifica el lider nativo de la
proteina Epx1 de P. pastoris como se describié en el documento EP2258855A1 (SEQ ID 8).

El casete de expresion segun la invencion excluye explicitamente ademas un acido nucleico que codifica el lider con
los aminoacidos 1-21 del lider de longitud completa de la proteina Epx1 de P. pastoris, es decir SEQ ID 11, como se
describié en el documento US2011/0021378A1.

Segun un aspecto especifico de la invencion, el casete de expresion se incorpora opcionalmente en una
construccién de expresion, tal como un vector.

Segun un aspecto especifico adicional de la invencion, el casete de expresion o la construccién de expresion
comprende un promotor unido de forma operable al acido nucleico que codifica el lider.

Segun una realizacion especifica, la invenciéon proporciona una célula hospedadora de levadura recombinante que
comprende un casete de expresion segun la invencion, de manera especifica una linea celular hospedadora de
levadura, de manera mas especifica una linea celular de producciéon. Segun un aspecto especifico de la invencion, el
casete de expresion es un vector, o parte de un vector.

Preferiblemente, la levadura se selecciona del grupo de géneros que consiste en Pichia, Candida, Torulopsis, Arxula,
Hansenula, Ogatea, Yarrowia, Kluyveromyces, Saccharomyces, Komagataella, preferiblemente una levadura
metilotréfica, y se prefiere especificamente P. pastoris, Komagataella pastoris, K. phaffii, o K. pseudopastoris.

Segun otra realizacion especifica, la invencion proporciona un método para producir una PDI en una célula
hospedadora de levadura, que comprende:

- proporcionar una célula hospedadora de la invencion,
- cultivar dicha célula hospedadora para expresar dicha PDI, y
- purificar la PDI para obtener una preparacion de una PDI purificada.

Segun la invencioén, el casete de expresion se emplea preferiblemente para facilitar la secrecion de genes
recombinantes en células hospedadoras de levadura, y de ese modo se incrementa el rendimiento de los productos
secretados.

Por lo tanto, el casete de expresion segun la invencidn proporciona la expresion y secrecion eficaces de una PDI en
una célula hospedadora transformada con dicho casete de expresion. A este respecto, el casete de expresion seguin
la invencién se entiende como un casete de expresién en levadura.

De manera especifica, la PDI es una proteina recombinante, cuyo término en la presente memoria siempre se
entiende que incluye polipéptidos y proteinas, tales como los producidos por la célula hospedadora recombinante. La
PDI puede ser una proteina heteréloga, tal como heterdloga respecto de la levadura, p.ej., una proteina derivada de
un eucariota superior tal como un ser humano o de una especie de levadura distinta de P. pastoris, o un polipéptido
o proteina artificial. De manera alternativa, la PDI puede ser una proteina homéloga derivada de una levadura tal
como p.ej. P. pastoris, que no se expresaria, sin embargo, o no se expresa en cantidades deseables en una
levadura nativa no transformada con el vector, pero que se expresaria en cantidades deseables, p.ej. se
sobreexpresaria para proporcionar cantidades significativas de la PDI o los metabolitos mediante la célula
hospedadora de levadura recombinante segun la invencion.

De manera especifica, la PDI tiene una secuencia de aminoacidos con una secuencia de aminoacidos N-terminal
nativa. Dicha PDI comprende preferiblemente una secuencia de aminoacidos que no comprende una Alanina
adicional como residuo de aminoacido N-terminal. De manera especifica, la PDI no tiene residuos de aminoacidos N-
terminales adicionales provenientes de la secuencia lider. Esto tiene una importancia particular para la calidad de la
produccion de proteinas recombinantes y la facilidad de la produccion.

De manera especifica, dicha PDI es un polipéptido o proteina secretada, que incluye moléculas extracelulares
solubles o moléculas unidas a la membrana.

De manera especifica, dicha PDI se selecciona de proteinas terapéuticas, que incluyen anticuerpos o fragmentos de
los mismos, enzimas y péptidos, antibiéticos proteicos, proteinas de fusién con toxinas, conjugados carbohidrato -
proteina, proteinas estructurales, proteinas reguladoras, vacunas y proteinas o particulas similares a vacunas,
enzimas de procesamiento, factores de crecimiento, hormonas y citocinas, o en la que dicha PDI actia como
mediador en la produccién de un metabolito de células hospedadoras. La PDI también puede ser un producto de
expresion que actia como mediador en la produccion de un metabolito de células hospedadoras.

De manera especifica, la PDI se selecciona del grupo que consiste en factores de crecimiento, hormonas, citocinas,
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, preferiblemente seleccionados del grupo que consiste en un anticuerpo de
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longitud completa, tal como por ejemplo IgG, IgA, IgD, IgM o IgE, un scFv, minicuerpo, diacuerpo, triacuerpo,
tetracuerpo, Fab y una proteina de fusion con Fc, preferiblemente un anticuerpo de longitud completa, un scFv o un
Fab.

De manera especifica, la PDI comprende un residuo de aminoacido N-terminal distinto de Alanina. Por lo tanto, no
hay un sitio de escisién de peptidasa sefial de VSA-AP (SEQ ID 6) como se predice en la técnica anterior
(documento EP2258855A1).

De manera especifica, la PDI puede ser una proteina secretada, tal como una proteina madura que podria ser una
forma activa de una proteina o una pro-forma.

El método segun la invencion proporciona preferiblemente el cultivo de la célula hospedadora en un cultivo celular, y
dicha PDI o metabolito se obtiene, p.ej., a medida que se secreta la PDI, que incluye proteinas o metabolitos unidos
a la membrana o solubles o extracelulares, que se purifican opcionalmente del sobrenadante del cultivo celular.

Segun un aspecto adicional, la invencion proporciona el uso del acido nucleico o lider de la invencién, en particular el
acido nucleico que codifica un lider truncado de la invencién, para la secrecion de una PDI de una célula
hospedadora y/o para incrementar la secrecion de una PDI de una célula hospedadora, preferiblemente, en el que al
menos un 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 0 100% de la PDI secretada comprende una secuencia de aminoacidos
N-terminal nativa.

Figuras
Figura 1: secuencia promotora pG1: SEQ ID 9.

Figura 2.1: SDS-PAGE tefida con plata de los sobrenadantes reducidos de P. pastoris que secreta pTRP con EpxL-
RT o MFa, respectivamente.

Figura 2.2: SDS-PAGE teiida con plata de los sobrenadantes reducidos de P. pastoris que secreta eGFP con EpxL-
RT o MFa.

Figura 2.3: Transferencia de Western anti-HSA de los sobrenadantes reducidos de P. pastoris que secreta HSA con
EpxL-RT o MFa, respectivamente.

Figura 3: Transferencia de Western tefiida con Coomassie de los sobrenadantes de P. pastoris que secreta HSA con
EpxL-RT para la secuenciacién N-terminal.

Figura 4.1: SDS-PAGE tefida con plata de los sobrenadantes reducidos de P. pastoris que secreta pTRP con EpxL-
RT, EpxL-KR o MFa, respectivamente.

Figura 4.2: SDS-PAGE teiida con plata de los sobrenadantes reducidos de P. pastoris que secreta eGFP con EpxL-
KR o MFa, respectivamente.

Figura 4.3: Sobrenadantes de P. pastoris que secreta la cadena pesada de HyHEL o la cadena ligera de HyHEL con
EpxL-KR, respectivamente. HC: Transferencia de Western mediante el uso del anticuerpo anti-cadena gamma de
IgG; LC: SDS-PAGE vy tincién de plata.

Figura 5.1: SDS-PAGE tefida con plata de los sobrenadantes reducidos de P. pastoris que secreta eGFP con EpxL-
KR, EpxL-AA o EpxL-A, respectivamente.

Figura 5.2: SDS-PAGE tefiida con plata de los sobrenadantes reducidos de P. pastoris que secreta LC con EpxL-KR,
EpxL-AA o EpxL-A, respectivamente.

Figura 5.3: Transferencia de Western de los sobrenadantes no reducidos de P. pastoris que secreta el Fab de
HyHEL bajo control de pG1 con EpxL-A o MFa, respectivamente.

Figura 6: Transferencia de Western de los sobrenadantes de P. pastforis que secreta la hormona del crecimiento
humana (HGH), somatotropina humana, interferén alfa2a, los 3 fragmentos de anticuerpos diferentes Fab1, Fab2,
Fab3, y los 2 fragmentos de anticuerpos Fv cadena simple diferentes scFv1 y scFv2, respectivamente, bajo control
de pG1 con EpxL-A.

Descripcion detallada de la invencién
Los términos especificos usados a lo largo de la memoria descriptiva tienen el significado siguiente.

La expresion "linea celular", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un clon establecido de un tipo de
célula particular que ha adquirido la capacidad de proliferar a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. La
expresion "linea celular hospedadora" se refiere a una linea celular tal como se usa para expresar un gen o
productos endégenos o recombinantes de una ruta metabdlica para producir polipéptidos o los metabolitos celulares
mediados por tales polipéptidos. Una "linea celular hospedadora de produccion” o "linea celular de produccion” se
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entiende habitualmente que es una linea celular lista para su uso para el cultivo en un biorreactor para obtener el
producto de un proceso de produccion, tal como una PDI. Las expresiones "levadura hospedadora" o "linea celular
de levadura" o "célula hospedadora de levadura" o "célula hospedadora" u "hospedadores” significaran cualquier
célula de levadura que se pueda cultivar para producir una PDI o un metabolito de célula hospedadora.

El término "expresion" o "sistema de expresion" o "casete de expresion” se refiere a las moléculas de acido nucleico
que contienen una secuencia codificante deseada de un producto de expresion tal como, p.€j., una PDI y secuencias
de control tales como, p.ej., un promotor en union operable, de forma que los hospedadores transformados o
transfectados con estas secuencias son capaces de producir las proteinas codificadas o los metabolitos de las
células hospedadoras. Para llevar a cabo la transformacién, se puede incluir el sistema de expresién en un vector;
sin embargo, el ADN relevante también se puede integrar en el cromosoma hospedador. La expresion se puede
referir a los productos de expresion secretados o no secretados, que incluyen polipéptidos o metabolitos. De manera
especifica, el término se refiere a una célula hospedadora y a un vector compatible en condiciones adecuadas, p.€j.
para la expresion de una proteina codificada por un ADN exdgeno portado por el vector e introducido en la célula
hospedadora.

Las "construcciones de expresion" o "vectores" usados en la presente memoria se definen como secuencias de ADN
que son necesarias para la transcripcion de las secuencias de nucleétidos recombinantes clonadas, es decir, de los
genes recombinantes y la traduccion de su mARN en un organismo hospedador adecuado. Los vectores de
expresion comprenden el casete de expresion y ademas comprenden normalmente un origen para la replicacion
autbnoma en las células hospedadoras o un sitio de integracion en el genoma, uno o mas marcadores
seleccionables (p.ej. un gen de sintesis de aminoacidos o un gen que confiere resistencia a antibioticos tales como
zeocina, kanamicina, G418 o higromicina), varios sitios de escision para enzimas de restricciéon, una secuencia
promotora adecuada y un terminador de la transcripcion, cuyos componentes se unen de forma operable entre si.
Los términos "plasmido" y "vector", tal como se usan en la presente memoria, incluyen secuencias de nucleétidos
que se replican de manera auténoma, asi como secuencias de nucleétidos de integracion en el genoma.

De manera especifica, el término se refiere a un vehiculo mediante el cual se puede introducir una secuencia de
ADN o ARN (p.ej. un gen exdégeno) en una célula hospedadora, para transformar al hospedador y estimular la
expresion (p.ej. la transcripcion y traduccion) de la secuencia introducida. Los plasmidos son los vectores preferidos.

Los vectores comprenden en general el ADN de un agente transmisible, en el que se inserta el ADN exdgeno. Una
manera habitual de insertar un segmento de ADN en otro segmento de ADN implica el uso de enzimas denominadas
enzimas de restriccion que escinden el ADN en sitios especificos (grupos especificos de nucleétidos) denominados
sitios de restriccion. Un "casete" se refiere a una secuencia codificante de ADN o segmento de ADN que codifica un
producto de expresion que se puede insertar en un vector en sitios de restriccion definidos. Los sitios de restriccion
del casete se disefian para asegurar la insercion del casete en el marco de lectura adecuado. En general, el ADN
exdgeno se inserta en uno o mas sitios de restriccion del ADN del vector, y después es transportado por el vector a
una célula hospedadora junto con el ADN del vector transmisible. Un segmento o secuencia de ADN que tiene ADN
insertado o afadido, tal como un vector de expresién, también se puede denominar "construccién de ADN". Un tipo
habitual de vector es un "plasmido”, que en general es una molécula autocontenida de ADN bicatenario que puede
aceptar faciimente ADN adicional (exdgeno) y que se puede introducir facilmente en una célula hospedadora
adecuada. Un vector plasmidico contiene a menudo ADN codificante y ADN promotor, y tiene uno o mas sitios de
restriccion adecuados para insertar ADN exdgeno. EI ADN codificante es una secuencia de ADN que codifica una
secuencia de aminoacidos particular para un polipéptido o proteina particular tal como, p.ej., una PDI. El ADN
promotor es una secuencia de ADN que inicia, regula, o de otra manera actia como mediador o controla la
expresion del ADN codificante. EI ADN promotor y el ADN codificante pueden ser del mismo gen o de genes
diferentes, y pueden ser del mismo organismo o de organismos diferentes. Los vectores de clonacién recombinantes
incluiran a menudo uno o mas sistemas de replicacién para la clonacién o expresiéon, uno o mas marcadores para la
seleccion en el hospedador, p.gj. resistencia a antibiéticos, y uno o mas casetes de expresion.

La expresion "variante funcional”, tal como se usa en la presente memoria, p.ej. con respecto a las secuencias
reguladoras segun la invencion, tales como el péptido sefial con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 1, o con
respecto a un lider con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10, se referira a las variantes con una o dos
mutaciones puntuales en la secuencia de aminoacidos, que tienen sustancialmente la misma sefial o actividad de
lider en comparacién con las secuencias sin modificar. Las variantes funcionales de los acidos nucleicos de la
presente invencion abarcan ademas las secuencias con optimizacién de codones, también denominadas en la
presente memoria "variantes con optimizacion de codones", que codifican cualquiera de los péptidos sefial o lider de
la presente invencion. Tal optimizacién de codones de un acido nucleico se entiende como la alteraciéon sistematica
de los codones en el ADN recombinante para expresarlo en un sistema heterélogo para coincidir con el patron de
uso de codones en el organismo usado para la expresion. La intencion es especificamente mejorar la produccion de
una proteina expresada.

Se entiende que las expresiones "péptido senal”, "lider" o "lider truncado”, tal como se usan en la presente memoria,
se refieren siempre a los aminoacidos especificos de SEQ ID 1 y SEQ ID 10, respectivamente, y también a las
variantes funcionales de los mismos con una o dos mutaciones puntuales.
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La expresiéon "sustancialmente la misma actividad de sefal o lider", tal como se usa en la presente memoria, se
refiere a la actividad tal como se indica mediante sustancialmente la misma secrecion de una PDI en el
sobrenadante por la célula hospedadora recombinante; por ejemplo, un nivel de PDI en el sobrenadante que es al
menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al
menos un 98% del nivel de PDI en el sobrenadante tal como se proporciona mediante el lider de SEQ ID 1 o SEQ ID
10, respectivamente.

Una mutacién puntual se entiende como la modificacion de un polinucleétido que da como resultado la expresion de
una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos sin modificar por la sustitucion o el
intercambio de uno o mas aminoacidos individuales (no consecutivos) por un aminoacido diferente. Las variantes
funcionales preferidas tienen una o mas mutaciones puntuales en las posiciones 3 y 16 de SEQ ID 1 y SEQ ID 10,
respectivamente.

Las mutaciones puntuales preferidas adicionalmente se refieren al intercambio de aminoacidos de la misma
polaridad y/o carga. A este respecto, los aminoacidos se refieren a los veinte aminoacidos naturales codificados por
sesenta y cuatro codones de tripletes. Estos 20 aminoacidos se pueden dividir en los que tienen cargas neutras,
cargas positivas, y cargas negativas:

Los aminoacidos "neutros" se muestran a continuacion junto con sus cddigos respectivos de tres letras y de una
letra, y la polaridad:

Alanina: (Ala, A) apolar, neutro;

Asparagina: (Asn, N) polar, neutro;

Cisteina: (Cys, C) apolar, neutro;

Glutamina: (GIn, Q) polar, neutro;

Glicina: (Gly, G) apolar, neutro;

Isoleucina: (He, I) apolar, neutro;

Leucina: (Leu, L) apolar, neutro;

Metionina: (Met, M) apolar, neutro;
Fenilalanina: (Phe, F) apolar, neutro;

Prolina: (Pro, P) apolar, neutro;

Serina: (Ser, S) polar, neutro;

Treonina: (Thr, T) polar, neutro;

Triptofano: (Trp, W) apolar, neutro;

Tirosina: (Tyr, Y) polar, neutro;

Valina: (Val, V) apolar, neutro; y

Histidina: (His, H) polar, positivo (10%) neutro (90%).
Los aminoacidos cargados "positivamente" son:
Arginina: (Arg, R) polar, positivo; y

Lisina: (Lys, K) polar, positivo.

Los aminoacidos cargados "negativamente" son:
Acido aspartico: (Asp, D) polar, negativo; y
Acido glutamico: (Glu, E) polar, negativo.

El término "aislado" o "aislamiento”, tal como se usa en la presente memoria con respecto a un acido nucleico, una
PDI u otro compuesto, se referira a un compuesto que se ha separado lo suficientemente del medio con el que
estaria asociado de manera natural, como para que exista en una forma "sustancialmente pura". "Aislado" no
significa necesariamente la exclusién de mezclas artificiales o sintéticas con otros compuestos o materiales, o la
presencia de impurezas que no interfieren con la actividad fundamental, y que pueden estar presentes, por ejemplo,
debido a una purificacién incompleta. En particular, las moléculas de acido nucleico aisladas de la presente
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invencion también pretenden incluir las sintetizadas quimicamente. Con referencia a los acidos nucleicos de la
invencion, a veces se usa la expresion "acido nucleico aislado". Esta expresion, cuando se aplica al ADN, se refiere
a una molécula de ADN que se separa de las secuencias con las que esta inmediatamente contigua en el genoma
natural del organismo del que se origind. Por ejemplo, un "acido nucleico aislado" puede comprender una molécula
de ADN insertada en un vector, tal como un plasmido o vector viral, o integrada en el ADN gendémico de una célula
procariética o eucariética u organismo hospedador. De manera especifica, la expresion "acido nucleico aislado”
segun la invencién excluye que el acido nucleico que codifica la proteina EPX1 esté unido a un acido nucleico que
codifica el lider segun la presente invencion. Cuando se aplica al ARN, la expresion "acido nucleico aislado" se
refiere principalmente a una molécula de ARN codificada por una molécula de ADN aislada como se definié
anteriormente. De manera alternativa, la expresion se puede referir a una molécula de ARN que se ha separado
suficientemente de otros acidos nucleicos con los que estaria asociada en su estado natural (es decir, en las células
o tejidos). Un "acido nucleico aislado" (ADN o ARN) puede representar ademas una molécula producida
directamente mediante medios bioldgicos o sintéticos, y separada de los otros componentes presentes durante su
produccion.

El término "lider", tal como se usa en la presente memoria, se entiende de la siguiente la manera. Las regiones
codificantes de polinucleétidos y de acido nucleico en el casete de expresion de la invencion pueden estar asociadas
con regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o péptidos sefial, que dirigen la secrecién de
una PDI. Las proteinas destinadas a la ruta secretora tienen una secuencia lider N-terminal que se escinde de la
proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacién de la cadena de proteina naciente a través del reticulo
endoplasmico rugoso. Un lider induce que la proteina expresada se transporte hacia o fuera de la membrana
plasmatica, y de ese modo facilita separar y purificar la proteina expresada. En general, una proteina de membrana
0 una proteina secretora que se transporta al espacio periplasmatico, a la membrana celular o fuera de la célula
comprende tal secuencia N-terminal. Normalmente, los lideres se escinden de la proteina mediante peptidasas
celulares especializadas después de transportar las proteinas.

Las proteinas secretadas por las células eucarioticas tienen en general una secuencia lider fusionada en el extremo
N-terminal de la proteina, que se escinde de la proteina completa o "de longitud completa" para producir una forma
secretada o "madura” de la proteina.

Los ejemplos especificos de un lider son un lider que consiste en un péptido sefal o un lider que consiste en un
péptido sefial y una prosecuencia, tal como el lider truncado descrito en la presente memoria. El lider que consiste
en el péptido sefial de SEQ ID 1 o el lider truncado de SEQ ID 10 se denominan también en la presente memoria
secuencias reguladoras.

El término, tal como se usa en la presente memoria, se refiere en particular a una secuencia de control para la
posible modificacién de la expresion de una PDI. El lider, también denominado péptido lider, se une al extremo N-
terminal de una secuencia de aminoacidos de PDI. El acido nucleico que codifica el lider esta en posicion 5', y unido
de forma operable al extremo 5' de la secuencia de acido nucleico que codifica la PDI. Se puede usar cualquier
secuencia lider segun la invencién que sea funcional en la célula hospedadora de eleccion.

La expresion "residuo de aminoacido N-terminal nativo" o "secuencia de aminoacidos N-terminal nativa" se entiende
que se refiere a uno o mas aminoacido(s) de la secuencia N-terminal, p.ej. el residuo de aminoacido N-terminal de
una PDI enumerada, cuyo residuo de aminoacido se considera el correcto en comparacién con la secuencia de una
PDI enumerada a expresar. El residuo de aminoacido N-terminal nativo, asi, proporciona un extremo N-terminal o
region N-terminal nativa de una PDI, lo cual es un prerrequisito para obtener una secuencia de aminoacidos
correcta, completa, para obtener un compuesto funcional sin ningun residuo(s) de aminoacido(s) N-terminal(es)
adicional(es) (superfluo(s)) exdgeno(s) para la PDI. En general, se entiende que cualquier proteina de tipo natural
tiene un residuo de aminoacido N-terminal nativo. Ademas, una proteina recombinante también puede tener un
residuo de aminoacido N-terminal nativo, que esta predefinido y exhibe propiedades deseables de la proteina.

De manera especifica, cuando el péptido sefial o lider truncado de la presente invencién se une directamente al
residuo de aminoacido N-terminal nativo de una PDI, la proteina liberada contendra un residuo de aminoacido N-
terminal natural al menos en cierto grado, y en general no comprende una prolongacion N-terminal de longitud
variable. La composicion preferida de una PDI se caracteriza por un residuo de aminoacido N-terminal nativo que
comprende un extremo N-terminal correcto, al menos en cierto grado, que es preferiblemente la mayoria de las
moléculas de PDI, o al menos un 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, o 100% (p/p) de las moléculas de PDI, sin
residuos de aminoacidos adicionales en el extremo N-terminal, tal como los que se originan de un péptido sefal o
pro-secuencia, o un fragmento de la misma.

El término "pro-secuencia”, tal como se usa en la presente memoria, se referira a una secuencia de aminoacidos
precursora unida de forma operable al extremo N-terminal de una PDI. La pro-secuencia puede tener ademas una
secuencia sefial unida de forma operable al extremo N-terminal de la pro-secuencia. En general, la pro-secuencia se
escinde de la PDI para proporcionar la forma madura de la PDI.

Un ejemplo especifico de una pro-secuencia es parte del lider truncado, y tiene la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID 7: APVAPAEEAANHLHKR
es decir, la pro-secuencia truncada: los aminoacidos 21-36 de la secuencia lider truncada de SEQ ID 10.

La expresion "unido de forma operable”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la asociacion de
secuencias de nucledtidos en una Unica molécula de acido nucleico, p.ej. un vector, de manera que la funcion de
una o mas secuencias de nucleédtidos se ve afectada por al menos otra secuencia de nucleétidos presente en dicha
molécula de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor esta unido de forma operable con una secuencia codificante
de un gen recombinante cuando es capaz de causar un efecto sobre la expresion de esa secuencia codificante.
Como ejemplo adicional, un acido nucleico que codifica un péptido sefial esta unido de forma operable a una
secuencia de acido nucleico que codifica una PDI cuando es capaz de expresar una proteina en la forma secretada,
tal como una preforma de una proteina madura o la proteina madura. De manera especifica, tales acidos nucleicos
unidos de forma operable entre si se pueden unir inmediatamente, es decir, sin elementos adicionales o secuencias
de acido nucleico entre el acido nucleico que codifica el péptido sefal y la secuencia de acido nucleico que codifica
una PDI.

"Promotor", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la
expresion de una secuencia codificante o ARN funcional. La actividad del promotor se puede estudiar por su eficacia
transcripcional. Esto se puede determinar directamente midiendo la cantidad de transcripcion de mARN del
promotor, p.ej. mediante transferencia de Northern, o indirectamente midiendo la cantidad de producto del gen
expresado por el promotor.

La expresion "proteina de interés (PDI)", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un polipéptido o una
proteina que se produce por medio de la tecnologia recombinante en una célula hospedadora, también se denomina
PDI recombinante o PDI producida por la célula hospedadora recombinante. De manera mas especifica, la PDI
recombinante puede no ser natural en la célula hospedadora, es decir, una proteina heteréloga, o de otra manera
puede ser nativa respecto de la célula hospedadora, es decir, una proteina homdloga respecto de la célula
hospedadora, pero se produce, por ejemplo, mediante transformacion con un vector auto-replicante que contiene la
secuencia de acido nucleico que codifica la PDI, o tras la integracion mediante técnicas recombinantes de una o mas
copias de la secuencia de acido nucleico que codifica la PDI en el genoma de la célula hospedadora, o mediante
modificacion recombinante de una o mas secuencias reguladoras que controlan la expresion del gen que codifica la
PDI, p.ej. del promotor o la secuencia sefial. En casos especificos, la PDI recombinante, la PDI heterdloga u
homologa, se sobreexpresa mediante la célula hospedadora recombinante para obtener un rendimiento elevado de
un producto. En ciertos casos, la PDI de expresion, tal como se usa en la presente memoria, también se refiere a
cualquier producto de metabolito de la célula hospedadora mediado por la proteina expresada de manera
recombinante.

El término "secrecién", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la translocacién de un polipéptido o
proteina, especificamente una PDI, a través de la membrana plasmatica y la pared celular de una célula vegetal
hospedadora. La PDI secretada puede ser parte de la membrana celular en forma de una proteina unida a la
membrana que esta anclada dentro de la pared celular, o se puede liberar en forma de una proteina soluble en el
sobrenadante celular.

Se entiende que el término "secreciéon", tal como se usa en la presente memoria con referencia a una PDI, abarca
especificamente la expresion de una PDI en forma madura (que incluye las proformas de proteinas activas o las
proteinas activas), en forma de una PDI unida a la membrana o en forma de una PDI extracelular.

El término "recombinante”, tal como se usa en la presente memoria, significara "preparado mediante o el resultado
de ingenieria genética". Asi, un "microorganismo recombinante” comprende al menos un "acido nucleico
recombinante". Un microorganismo recombinante comprende especificamente un vector de expresion o un vector de
clonacioén, o se ha modificado genéticamente para que contenga una secuencia de acido nucleico recombinante.
Una "proteina recombinante" se produce expresando un acido nucleico recombinante respectivo en un hospedador.

Las moléculas de acido nucleico o péptidos/polipéptidos/proteinas de la presente invencién son preferiblemente
recombinantes, para proporcionar fusiones de un lider con una PDI. Tal como se usa en la presente memoria,
"recombinante” se refiere a una combinacion artificial de dos segmentos de secuencias de otra manera separados,
p.ej., mediante sintesis quimica o mediante la manipulaciéon de segmentos aislados de acidos nucleicos con técnicas
de ingenieria genética. "Recombinante” también incluye la referencia a una célula o casete de expresion que se ha
modificado mediante la introduccion de un acido nucleico heterélogo o una célula derivada de una célula asi
modificada, pero no abarca la alteracion de la célula o vector mediante sucesos que se dan de manera natural (p.€j.,
mutacion espontanea, transformacion/transduccion/transposicion natural), tales como los que se dan sin intervencion
humana deliberada.

La expresioén "secuencia sefial", tal como se usa en la presente memoria, se referira a un acido nucleico que codifica
un péptido sefial, que normalmente es una cadena peptidica corta (3-60 aminoacidos de longitud) que dirige el
transporte de una proteina. Los péptidos sefial también se pueden denominar sefiales de transporte, péptidos de
transito, o sefales de localizacion. Un péptido sefial induce de manera especifica que una proteina expresada se
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transporte a lo largo de la ruta secretora. En general, una proteina de membrana o una proteina secretora que se
transporta al espacio periplasmatico, a la membrana celular o fuera de la célula comprende tal secuencia sefial N-
terminal. Normalmente, los péptidos sefial se escinden de la proteina madura mediante una peptidasa sefal una vez
que se ha llevado a cabo la translocacion de la cadena proteica naciente al reticulo endoplasmico.

Un ejemplo especifico de un péptido sefial tal como se usa en la presente memoria es un péptido sefial de SEQ ID
1, o una variante funcional del mismo con una o dos mutaciones puntuales. El péptido sefial tal como se usa en la
presente memoria tiene en general las caracteristicas inherentes que posibilitan la escision después del aminoacido
Ala20, incluso sin la presencia del sitio de escisién de SEQ ID 6.

El péptido sefal esta codificado por una secuencia de acido nucleico que va seguida en general de la secuencia de
acido nucleico que codifica una PDI, opcionalmente con una pro-secuencia en posicion 3' de la secuencia sefal y en
posicion 5' de la secuencia que codifica la PDI.

La expresion "sustancialmente pura" o "purificada", tal como se usa en la presente memoria, se referira a una
preparacion que comprende al menos un 50% (p/p), preferiblemente al menos un 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de un
compuesto, tal como una molécula de acido nucleico o una PDI. La pureza se mide mediante métodos adecuados
para el compuesto (p.ej. métodos cromatograficos, electroforesis en gel de poliacrilamida, analisis mediante HPLC, y
similares).

Fue sorprendente identificar y caracterizar el acido nucleico aislado nuevo que codifica el péptido sefial especifico,
cuyo péptido sefal se descubrié que incorpora una caracteristica inherente que posibilita la escision en el extremo
C-terminal independiente del siguiente residuo de aminoacido. Esto también se denomina en la presente memoria un
"sitio de secrecion inherente" en el extremo C-terminal. Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos tras la secuencia
del péptido sefal tendria una secuencia de aminoacidos N-terminal nativa correcta, una vez que se escinde el lider.

De manera inesperada, al usar un acido nucleico que codifica un péptido sefal, se pudo omitir el sitio de escision
para la peptidasa sefial que se conoce en la técnica que esta localizado entre la secuencia sefal y la pro-secuencia
del lider de Epx1 de P. pastoris nativo, es decir, entre la posicion 20 y 21, indicado en forma de un guion en la
secuencia del sitio de escision: VSA-AP (SEQ ID 6). Por lo tanto, se podria proporcionar un sistema de expresion
mejorado para el residuo de aminoacido N-terminal correcto y nativo de una PDI, que no comprende
especificamente una Alanina adicional como residuo de aminoacido N-terminal, al menos en cierto grado, p.ej. la
mayoria de moléculas de PDI comprenden la secuencia N-terminal nativa, hasta el 100%, como se determina
mediante LC-MS.

Por lo tanto, fue posible por primera vez usar un acido nucleico aislado listo para su uso que codifica el péptido sefal
de 20 aminoacidos. Las secuencias sefial de la técnica anterior (p.ej. del documento US20110021378A1) siempre
incluyeron al menos un residuo de aminoacido adicional en el extremo C-terminal, que es una Alanina, que podria
provocar que se expresase un extremo N-terminal erréneo de la proteina a expresar.

De forma similar, se descubrié que el lider truncado segun la invencién incorporaba una caracteristica inherente que
posibilita la escision en el extremo C-terminal independientemente del siguiente residuo de aminoacido. Esto
también se denomina en la presente memoria un "sitio de escisién inherente" en el extremo C-terminal. Por lo tanto,
la secuencia de aminoacidos tras el extremo C-terminal del lider truncado o tras el extremo C-terminal de la pro-
secuencia del lider truncado tendria una secuencia de aminoacidos N-terminal correcta y nativa una vez que se
escinde el lider.

Los acidos nucleicos aislados y el vector de expresion de la invencion, asi, posibilitan la expresion y secrecion de
una PDI con el residuo de aminoacido N-terminal nativo. Esto fue lo mas sorprendente, porque el rendimiento de la
secrecion con el péptido sefial de 20 aminoacidos fue mucho mayor en comparacién con los experimentos llevados
a cabo con la secuencia de 21 aminoacidos, es decir, el péptido sefial de 20 aminoacidos prolongado con una
Alanina adicional en el extremo C-terminal como se propuso, p.€j., en el documento US20110021378A1.

Asi, otra realizacion de la invencion es el uso de un acido nucleico o péptido lider segun la invencion para la
secrecion de una PDI y/o para incrementar la secrecion de una PDI desde una célula hospedadora, preferiblemente,
en el que al menos un 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, o 100% de la PDI comprende una secuencia de
aminoacidos N-terminal nativa una vez que se ha escindido el lider segin la invencion. Preferiblemente, el
incremento de la secrecién es de 1,15, 1,5, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o0 mas veces en comparacion con
el péptido sefial conocido de SEQ ID 21. Lo mas preferiblemente, la PDI es un anticuerpo o fragmento o derivado del
mismo como se define adicionalmente mas adelante.

Ademas, se descubrid6 de manera inesperada que se podria usar una secuencia lider truncada, que tiene una
longitud de solamente un 63% del lider de longitud completa nativo de la técnica anterior, por tanto menor que una
parte significativa de la secuencia lider de longitud completa de SEQ ID 8. Fue sorprendente descubrir incluso un
rendimiento de secrecion incrementado con el lider truncado en comparacion con los experimentos llevados a cabo
con la secuencia lider de longitud completa.

Segun la invencion, los acidos nucleicos aislados o el casete o vector de expresion se podrian usar con otros
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elementos reguladores o secuencias convencionales, empleados de manera natural o usados en general en los
sistemas de expresidon recombinante, p.ej. para proporcionar construcciones para la produccion de proteinas
recombinantes con un rendimiento elevado. Los ejemplos de secuencias reguladoras incluyen promotores,
operadores, y potenciadores, sitios de unién ribosémica, y secuencias que controlan el inicio y la terminacion de la
transcripcion y de la traduccion.

Para demostrar la funcion de las secuencias relevantes se pueden construir casetes o vectores de expresion para
controlar la expresion de una PDI, y el rendimiento expresado y/o secretado se compara respecto de las
construcciones con elementos reguladores convencionales. Se puede hallar una descripcion detallada del
procedimiento experimental mas adelante en los ejemplos.

Las secuencias identificadas se amplificaron mediante PCR de P. pastoris con el uso de cebadores nucleotidicos
especificos, se clonaron en un vector de expresion de levadura unido de manera funcional al extremo N-terminal de
la PDI, o en posicion 5' de la secuencia de la PDI, y se transformaron en una linea de células hospedadoras de
levadura, p.ej. P. pastoris, para la produccion a nivel elevado de diversas PDI diferentes en forma secretada. Para
estimar el efecto de las secuencias reguladoras, tales como la secuencia sefial y el lider truncado segun la
invencion, sobre el rendimiento de PDI, la linea de células hospedadoras de levadura obtenida segun la invencion se
puede cultivar en experimentos con matraces agitados y fermentaciones semicontinuas o en quimiostato en
comparacion con las cepas que comprenden elementos reguladores convencionales.

Por medio de las secuencias reguladoras inventivas, en particular las secuencias que codifican el péptido sefial o
lider truncado y el vector de expresion, el método segun la invencion preferiblemente no solamente proporciona una
produccion incrementada mediante una secrecién mejorada, sino que también proporciona una mayor calidad de la
PDI en una célula hospedadora de levadura, y en particular en una célula hospedadora de P. pastoris. Un
incremento de la secrecion de la PDI se determina basandose en una comparacion de su rendimiento de secrecion
en presencia de la secuencia reguladora, en particular la secuencia sefal o el lider truncado, que incrementa la
secrecion de proteina en comparacion con los elementos de la técnica anterior.

La PDI puede ser cualquier polipéptido eucaridtico, procariético o sintético. Se puede secretar como una proteina
madura, como una proteina unida a la membrana o como una proteina expresada de manera extracelular. La
presente invenciéon también proporciona la producciéon recombinante de variantes funcionalmente equivalentes,
derivados y fragmentos biolégicamente activos de proteinas que se dan de manera natural. Las variantes
funcionalmente equivalentes preferiblemente tienen sustancialmente las mismas caracteristicas funcionales o
actividad.

Una PDI mencionada en la presente memoria puede ser un producto homdlogo para la célula hospedadora
eucaridtica o heterdlogo, preferiblemente para uso terapéutico, profilactico, diagnéstico, analitico o industrial.

La PDI es preferiblemente un polipéptido o proteina recombinante heterélogo, producido en una célula de levadura.
De manera especifica, la PDI es una proteina eucariotica, preferiblemente una proteina de mamifero.
Una PDI producida segun la invencién puede ser una proteina multimérica, preferiblemente un dimero o tetramero.

Segun un aspecto de la invencion, la PDI es una proteina recombinante o heteréloga, preferiblemente seleccionada
de proteinas terapéuticas, que incluyen anticuerpos o fragmentos de los mismos, enzimas y péptidos, antibidticos
proteicos, proteinas de fusiéon con toxinas, conjugados carbohidrato - proteina, proteinas estructurales, proteinas
reguladoras, vacunas y proteinas o particulas similares a vacunas, enzimas de procesamiento, factores de
crecimiento, hormonas y citocinas, o un metabolito de una PDI.

Una PDI especifica es una molécula de unién a un antigeno tal como un anticuerpo, o un fragmento del mismo.
Entre las PDIs especificas estan los anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales (mAbs), inmunoglobulina (lg)
o la clase de inmunoglobulina G (IgG), anticuerpos de cadena pesada (HcAbs), o fragmentos de los mismos tales
como el fragmento de unién al antigeno (Fab), Fd, fragmento variable de cadena simple (scFv), o las variantes
modificadas de los mismos tales como, por ejemplo, dimeros de Fv (diacuerpos), trimeros de Fv (triacuerpos),
tetrameros de Fv, o minicuerpos y anticuerpos de dominio simple similares a VH o VHH o V-NAR.

Las PDIs especificas adicionales son aprotinina, inhibidor de la ruta del factor tisular u otros inhibidores de
proteasas, e insulina o precursores de insulina, analogos de insulina, hormonas del crecimiento, interleucinas,
activador de plasminégeno tisular, factor de crecimiento transformante a o b, glucagén, péptido similar a glucagon 1
(GLP-1), péptido similar a glucagon 2 (GLP-2), GRPP, Factor VII, Factor VIII, Factor Xlll, factor de crecimiento
derivado de plaquetas 1, albumina de suero, enzimas, tales como lipasas o proteasas, o un homoélogo funcional,
variante equivalente funcional, derivado y fragmento biolégicamente activo con una funcién similar a la de la proteina
nativa. La PDI puede ser similar estructuralmente a la proteina nativa, y se puede obtener a partir de la proteina
nativa mediante la adicién de uno o mas aminoacidos en uno o ambos extremos C- y N-terminales o en la cadena
lateral de la proteina nativa, mediante la sustitucidon de uno o mas aminoacidos en uno o varios sitios diferentes de la
secuencia de aminoacidos nativa, mediante la delecién de uno o mas aminoacidos en uno o ambos extremos de la
proteina nativa o en uno o varios sitios de la secuencia de aminoacidos, o mediante la insercién de uno o mas
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aminoacidos en uno o mas sitios de la secuencia de aminoacidos nativa. Tales modificaciones son muy conocidas
para varias de las proteinas mencionadas anteriormente.

También se puede seleccionar una PDI de sustratos, enzimas, inhibidores o cofactores que posibilitan reacciones
bioquimicas en la célula hospedadora, con el objetivo de obtener el producto de dicha reacciéon bioquimica o una
cascada de varias reacciones, p.ej. para obtener un metabolito de la célula hospedadora. Los productos ejemplares
pueden ser vitaminas, tales como riboflavina, acidos organicos, y alcoholes, que se pueden obtener con
rendimientos incrementados tras la expresion de una proteina recombinante o una PDI segun la invencion.

De manera especifica, la célula hospedadora, que expresa un producto recombinante segun la invencién, puede ser
cualquier célula de levadura adecuada para la expresion recombinante de una PDI.

Las células hospedadoras preferidas se seleccionan del género Pichia, Candida, Torulopsis, Arxula, Hansenula,
Ogatea, Yarrowia, Kluyveromyces, Saccharomyces o Komagataella, y preferiblemente una levadura metilotréfica, y
se prefiere especificamente P. pastoris, Komagataella pastoris, K. phaffii, o K. pseudopastoris.

Los ejemplos de células hospedadoras preferidas segun la invencion incluyen, pero sin limitacion, el género Pichia,
tal como P. pastoris, o P. methanolica o el género Komagataella, tal como K. pastoris, K. pseudopastoris o K. phaffii.

La bibliografia mas reciente divide y renombra Pichia pastoris en Komagataella pastoris, Komagataella phaffii y
Komagataella pseudopastoris. En la presente memoria, se usa Pichia pastoris como sinénimo para todas,
Komagataella pastoris, Komagataella phaffiiy Komagataella pseudopastoris.

Los ejemplos de las cepas de P. pastoris incluyen CBS 704 (=NRRL Y-1603 = DSMZ 70382), CBS 2612 (=NRRL Y-
7556), CBS 7435 (=NRRL Y-11430), CBS 9173-9189 (cepas CBS: Centro de Biodiversidad Fungica CBS-KNAW,
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Paises Bajos), y DSMZ 70877 (Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares), pero también las cepas de Invitrogen, tales como X-33, GS115, KM71 y
SMD1168. Todas las cepas descritas anteriormente se han usado con éxito para producir transformantes y expresar
genes heterdlogos.

Segun la invencion, se prefiere proporcionar una célula hospedadora de levadura transformada con un vector que
comprende una secuencia promotora unida de forma operable a la secuencia sefial o al lider truncado segun la
invencion.

Segun un modo preferido de la invencion, el casete de expresion segun la invencion comprende un promotor, tal
como el promotor pGAP (gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) de P. pastoris, el promotor pAOX (alcohol oxidasa)
o SEQ ID 9 (Fig. 1, promotor pG1), o las variantes funcionales de los mismos. Se puede obtener una actividad de
secuencia significativa con solamente parte de tales secuencias promotoras. De manera especifica, una parte
preferida de la secuencia promotora consiste en al menos 150 bases consecutivas o pb, mas preferiblemente al
menos 200 pb, al menos 300 pb, al menos 400 pb, al menos 500 pb, al menos 600 pb, al menos 700 pb, al menos
800 pb o al menos 900 pb. Preferiblemente, el extremo 3' de la regidon promotora esta contenido en la parte preferida
de la secuencia promotora.

En un sistema de expresién preferido, el promotor es un promotor inducible o constitutivo. El promotor puede ser un
promotor enddgeno o heterdlogo respecto de la célula hospedadora. Un ejemplo preferido de un promotor inducible
es el promotor pG1, que es inducible mediante condiciones limitantes de glucosa y tiene la secuencia de nucleétidos
de SEQID 9.

Una célula hospedadora especifica segun la invencion contiene secuencias promotoras heterdlogas o
recombinantes, que pueden derivar de una cepa diferente del hospedador de produccién, tal como de otra cepa de
levadura, tal como una cepa de S. cerevisiae. En otra realizacion especifica, la célula hospedadora segun la
invencion comprende una construccion de expresion recombinante segun la invenciéon que comprende el promotor
que se origina del mismo género, especie o cepa que la célula hospedadora.

El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre actividad transcripcional en la célula hospedadora,
y se puede obtener de genes que codifican proteinas homologas o heterdélogas respecto del hospedador. El
promotor se obtiene preferiblemente de un gen que codifica una proteina homologa respecto de la célula
hospedadora.

Por ejemplo, se puede obtener un promotor de una levadura, tal como una cepa de S. cerevisiae. Sin embargo, una
realizacion especificamente preferida emplea un promotor que se origina de P. pastoris para el uso en un método
para producir una PDI recombinante en una linea celular hospedadora productora de P. pastoris. El origen homélogo
de la secuencia de nucleoétidos facilita su incorporacion en la célula hospedadora del mismo género o especie, lo que
permite la produccién estable de una PDI, posiblemente con un rendimiento incrementado en los procesos de
fabricacion industriales. Ademas, se pueden usar variantes funcionalmente activas del promotor de otras levaduras
adecuadas u otros hongos o de otros organismos tales como vertebrados o vegetales.

Las secuencias promotoras adecuadas adicionales para el uso con las células hospedadoras de levadura pueden
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incluir, pero sin limitacion, los promotores obtenidos de genes que codifican enzimas metabdlicas que se sabe que
estan presentes a una concentracion elevada en la célula, p.ej. enzimas glucoliticas similares a triosafosfato
isomerasa (TPI), fosfoglicerato quinasa (PGK), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), alcohol oxidasa
(AOX), lactasa (LAC) y galactosidasa (GAL).

Los ejemplos preferidos de promotores adecuados son los promotores de levaduras, que contienen una secuencia
de ADN que funciona como un promotor para la transcripcion génica en las células de levadura. Los ejemplos
preferidos son los promotores de Mal, TPI, CUP, ADH o PGK de S. cerevisiae, o el promotor de glucosa-6-fosfato
isomerasa de P. pastoris (PPGI), el promotor de 3-fosfoglicerato quinasa (PPGK) o el promotor de glicerol aldehido
fosfato deshidrogenasa PGAP, el promotor de alcohol oxidasa (PAOX), el promotor de formaldehido deshidrogenasa
(PFLD), el promotor de isocitrato liasa (PICL), el promotor del factor de elongacion de la traduccion (PTEF), y los
promotores de enolasa 1 de P. pastoris (PENO1), triosa fosfato isomerasa (PTPI), alfa-cetoisocaproato
descarboxilasa (PTHI), proteinas de las subunidades ribosomicas (PRPS2, PRPS7, PRPS31, PRPL1), miembros de
la familia de proteinas de choque térmico (PSSA1, PHSP90, PKAR?2), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (PGND1),
fosfoglicerato mutasa (PGPM1), transcetolasa (PTKL1), fosfatidilinositol sintasa (PPIS1), ferro-O2-oxidorreductasa
(PFET3), permeasa de alta afinidad para hierro (PFTR1), fosfatasa alcalina reprimible (PPHOS8), N-miristoil
transferasa (PNMT1), factor de transcripcion de respuesta a feromonas (PMCM?1), ubiquitina (PUBI4), endonucleasa
de ADN monocatenario (PRAD2) y el promotor del transportador de ADP/ATP principal de la membrana interna
mitocondrial (PPET9).

Si la PDI es una proteina homadloga respecto de la célula hospedadora, es decir, una proteina que se da de manera
natural en la célula hospedadora, la expresién de la PDI en la célula hospedadora se puede modular mediante el
intercambio de su secuencia promotora nativa con una secuencia promotora heterdloga respecto de la célula
hospedadora o con una secuencia promotora homadloga respecto de la célula hospedadora, pero diferente a la
secuencia promotora nativa de dicha PDI.

Este propdsito de introducir un nuevo promotor se puede conseguir, p.€j., mediante la transformacion de una célula
hospedadora con una molécula de ADN recombinante que comprende secuencias homologas del gen de interés
para permitir la recombinacion especifica de sitio, la secuencia promotora y un marcador selectivo adecuado para la
célula hospedadora. La recombinacion especifica de sitio tendra lugar para unir de manera operable la secuencia
promotora a la secuencia de nucleétidos que codifica la PDI. Esto da como resultado la expresion de la PDI a partir
de la secuencia promotora heteréloga en vez de a partir de la secuencia promotora nativa.

En una realizacién especificamente preferida, la secuencia promotora tiene una actividad promotora incrementada
respecto de la secuencia promotora nativa de la PDI.

También es posible proporcionar un vector o casete de expresion comodin segun la invencién, que comprende una
secuencia sefal o lider truncado segun la invencién. Tal vector o casete de expresion comodin esta preparado para
incorporar un gen de interés que codifica una PDI. La linea celular comodin es, asi, una linea celular hospedadora
preformada, que se caracteriza por su capacidad de expresion. Esto sigue una estrategia de una plataforma
"comodin" innovadora para la generacion de lineas celulares productoras, para la produccion de una PDI, p.gj.,
mediante el uso de la integracion de un casete especifico de sitio o del intercambio de casetes mediado por una
recombinasa especifica de sitio. Tal célula hospedadora nueva facilita la clonacién de un gen de interés (GDI), p.e;j.
en sitios predeterminados de expresion gendmica para conseguir lineas celulares de produccién sumamente
eficaces y reproducibles.

Segun una realizacion preferida, el vector de expresion es un plasmido adecuado para la integracion en el genoma
de la célula hospedadora, en una Unica copia o en copias multiples por célula. La secuencia de nucleétidos
recombinante que codifica una PDI se puede proporcionar también en un plasmido con replicacién auténoma en una
Unica copia o en copias multiples por célula. El plasmido preferido es un vector de expresién eucariotica,
preferiblemente un vector de expresion en levadura.

Los vectores de expresion pueden incluir, pero sin limitacién, vectores de clonacion, vectores de clonacion
modificados y plasmidos disefiados de manera especifica. El vector de expresion preferido, tal como se usa en la
invencion, puede ser cualquier vector de expresion adecuado para la expresion de un gen recombinante en una
célula hospedadora, y se selecciona dependiendo del organismo hospedador. El vector de expresién recombinante
puede ser cualquier vector que es capaz de replicarse o integrarse en el genoma de los organismos hospedadores,
también denominado vector hospedador, tal como un vector de levadura, que porta una construccion de ADN segun
la invencion. Un vector de expresion en levadura preferido es adecuado para la expresion en una levadura
seleccionada del grupo que consiste en levaduras metilotréficas representadas por el género Hansenula, Ogatea,
Pichia, Candida y Torulopsis.

En la presente invencion, se prefiere usar plasmidos derivados de pPICZ, pGAPZ, pPIC9, pPICZalfa, pGAPZalfa,
pPIC9K, pGAPHis o pPUZZLE como vector.

Segun una realizacion preferida, se obtiene una construccién recombinante ligando los genes relevantes en un
vector. Estos genes se pueden integrar de manera estable en el genoma de la célula hospedadora transformando la
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célula hospedadora mediante el uso de tales vectores. Los polipéptidos codificados por los genes se pueden
producir mediante el uso de la linea celular hospedadora recombinante cultivando un transformante, obtenidos asi
en un medio adecuado, aislando la PDI expresada del cultivo, y purificandola mediante un método adecuado para el
producto expresado, en particular para separar la PDI de las proteinas contaminantes.

La secuencia de ADN que codifica la PDI también se puede conectar de manera operable a una secuencia
terminadora adecuada, por ejemplo al terminador de AOX1 (alcohol oxidasa), terminador de CYC1 (citocromo c),
terminador de TEF (factor de elongacion de la traduccion).

Los vectores de expresion pueden comprender uno o mas marcadores seleccionables fenotipicos, p.ej. un gen que
codifica una proteina que confiere resistencia a antibiéticos o que suplementa una necesidad auxotréfica. Los
vectores de levadura contienen habitualmente un origen de replicacion de un plasmido de levadura, una secuencia
de replicaciéon autonoma (ARS), o, de manera alternativa, una secuencia usada para la integracion en el genoma del
hospedador, una regiéon promotora, secuencias para la poliadenilacion, secuencias para la terminacion de la
transcripcion, y un marcador seleccionable.

Los procedimientos usados para ligar las secuencias de ADN, p.ej. que codifican la secuencia lider y/o la PDI, el
promotor y el terminador, respectivamente, y para insertarlos en vectores adecuados que contienen la informacion
necesaria para la integracion o la replicacion en el hospedador, son muy conocidos para las personas expertas en la
técnica, y se describen, p.gj., en J. Sambrook et al., "Molecular Cloning 2nd ed.", Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989).

Se entendera que el vector se puede construir preparando primero una construccion de ADN que contiene la
secuencia de ADN completa de los elementos necesarios del vector e insertando esta construccion en un vector de
expresion adecuado, o insertando de manera secuencial los fragmentos de ADN que contienen la informacion
genética para los elementos individuales, tal como la sefial, el lider o la PDI, seguido de ligadura. De manera
alternativa, los elementos individuales del casete de expresion también se pueden fusionar mediante PCR.

También se pueden usar vectores de multiclonacion, que son vectores que tienen un sitio de multiclonacién, en los
que se puede incorporar un gen deseado en un sitio de multiclonacién para proporcionar un vector de expresion. En
los vectores de expresion, el promotor se coloca en posicion 5' del gen de la secuencia lider y la PDI, y regula la
expresion del gen. En el caso de los vectores de multiclonacion, debido a que el gen de la secuencia lider y la PDI
se introducen en el sitio de multiclonacion, el promotor se coloca en posicion 5' del sitio de multiclonacion. El gen de
la secuencia lider se puede fusionar al gen de la PDI durante una reaccién de PCR o una preparacion sintética, o el
gen de la secuencia lider se puede proporcionar en el vector o casete de expresion y el gen de la PDI se puede
introducir mediante procedimientos de clonacién habituales.

El vector o casete de expresion y la construccion de ADN tal como se proporciona segun la invencion se pueden
preparar de manera sintética mediante los métodos habituales establecidos, p.ej. el método de fosforamidita. La
construccion de ADN puede ser también de origen gendmico o de cADN, por ejemplo obtenido preparando una
biblioteca genémica o de cADN y cribando con respecto a las secuencias de ADN que codifican todo o parte del
polipéptido mediante hibridacion con el uso de sondas oligonucleotidicas sintéticas de acuerdo con las técnicas
habituales (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 1989). Finalmente, la
construccion de ADN puede ser de origen mixto sintético y genémico, mixto sintético y de cADN o mixto genémico y
de cADN preparada renaturalizando fragmentos de origen sintético, genémico o de cADN, segun sea adecuado, y
los fragmentos corresponden a las diversas partes de la construccion de ADN completa, de acuerdo con las técnicas
habituales.

Es evidente para los expertos en la técnica que las secuencias de ADN que codifican el lider y/o la PDI se pueden
optimizar con respecto a la preferencia de uso de codones del organismo hospedador, segun los algoritmos y los
métodos del estado de la técnica (p.ej., como proporcionan los proveedores comerciales tales como, por ejemplo,
GeneArt, GeneCust, GenScript o DNA2.0).

En otra realizacion preferida, el vector o casete de expresion en levadura es capaz de integrarse de manera estable
en el genoma de la levadura, p.ej. mediante recombinacién homdloga.

En un aspecto preferido, la invencién se refiere a un método en el que el vector o casete de expresion comprende
una secuencia lider eficaz para provocar la secrecion de una PDI madura mediante la célula hospedadora
transformada.

La secuencia sefial o el lider truncado segun la invencion se puede fusionar a la secuencia de nucledtidos que
codifica una PDI destinada a la expresién recombinante mediante técnicas de clonacién convencionales conocidas
para una persona experta. En las realizaciones preferidas, la secuencia de nucleétidos de una PDI se fusiona a la
secuencia de nucledtidos del lider de secrecion, asi, la secuencia sefial o el lider truncado va a dirigir la proteina a la
ruta secretora en la que el lider se escinde y la proteina se libera al medio.

Una célula hospedadora transformante segun la invencién obtenida transformando la célula con el vector o casete
de expresion segun la invencion se puede cultivar primero preferiblemente en condiciones para hacerla crecer de
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manera eficaz hasta un numero de células elevado sin la carga de expresar la PDI. Cuando la linea celular esta
preparada para la expresion de la PDI, se eligen las técnicas de cultivo para producir el producto de expresion.

Las estrategias de fermentacion diferencial distinguirian entre una fase de crecimiento y una fase de produccion. El
crecimiento y/o la produccion pueden tener lugar de manera adecuada en modo discontinuo, modo semicontinuo o
modo continuo. Se puede usar cualquier biorreactor adecuado, que incluye un reactor discontinuo, semicontinuo,
continuo, de tanque agitado, o reactor con columna de burbujas.

Es ventajoso proporcionar el proceso de fermentacion a escala piloto o industrial. La escala de proceso industrial
emplearia preferiblemente volumenes de al menos 10 L, especificamente al menos 50 L, preferiblemente al menos 1
m3, preferiblemente al menos 10 m3, lo mas preferiblemente al menos 100 m®.

Se prefieren las condiciones de produccion a escala industrial, que se refieren, p.ej., al cultivo semicontinuo en
volumenes de reactor de 100 L a 10 m® o mas, que emplean tiempos de proceso tipicos de varios dias, o procesos
continuos en volumenes de fermentador de aprox. 50 - 1000 L o mas, con velocidades de dilucion de
aproximadamente 0,02 - 0,4 h'.

Las técnicas de cultivo adecuadas pueden abarcar el cultivo en un biorreactor comenzando con una fase
discontinua, seguida de una fase semicontinua exponencial corta a una velocidad de crecimiento especifica elevada,
seguida ademas de una fase semicontinua a una velocidad de crecimiento especifica inferior. Otra técnica de cultivo
adecuada puede abarcar una fase discontinua seguida de una fase de cultivo continua a una velocidad de diluciéon
inferior. Una realizacion preferida de la invencion incluye un cultivo discontinuo para proporcionar la biomasa seguido
de un cultivo semicontinuo para un rendimiento elevado de produccién de PDI.

Se prefiere cultivar la linea celular hospedadora segun la invencion en un biorreactor en condiciones de crecimiento
para obtener una densidad celular de al menos 1 g/L de peso seco de células, mas preferiblemente al menos 10 g/L
de peso seco de células, preferiblemente al menos 20 g/L de peso seco de células. Es ventajoso proporcionar tales
rendimientos de produccién de biomasa a escala piloto o industrial.

Se entiende que los métodos descritos en la presente memoria pueden incluir ademas cultivar dichas células
hospedadoras recombinantes en condiciones que permiten la expresion de la PDI. Después se puede aislar una PDI
producida de manera recombinante unida a membranas o soluble, o un metabolito de la célula hospedadora, del
medio de cultivo celular y purificarlo adicionalmente mediante métodos muy conocidos para una persona experta en
la técnica.

Se prefieren varias aproximaciones diferentes para la expresion y secrecion de la PDI por la célula hospedadora. Las
proteinas se expresan, se procesan y se secretan transformando el organismo eucariético con un vector o casete de
expresion segun la invencion que alberga un ADN que codifica la proteina deseada, preparando un cultivo del
organismo transformado, haciendo crecer el cultivo y recuperando la proteina del medio de cultivo, p.ej.
concentrando y enriqueciendo la proteina en una fraccion del cultivo celular, o purificando la proteina para obtener
una preparacion sustancialmente pura. Ademas, se pueden aplicar células hospedadoras con deleciones de una o
mas de las proteinas contaminantes principales de las células hospedadoras (p.ej., como se describié en Heiss et al.
2012; Appl! Microbiol Biotechnol. doi: 10.1007/s00253-012-4260-4) para facilitar la purificacion de la PDI.

Como métodos de aislamiento y purificacion para obtener un polipéptido recombinante o producto proteico, se
pueden usar métodos, tales como los métodos que utilizan una diferencia de solubilidad, tales como desalacion y
precipitacion con disolventes, métodos que utilizan una diferencia de peso molecular, tales como ultrafiltracion y
electroforesis en gel, métodos que utilizan una diferencia de carga eléctrica, tales como cromatografia de
intercambio idnico, métodos que utilizan una afinidad especifica, tales como cromatografia de afinidad, métodos que
utilizan una diferencia de hidrofobicidad, tales como cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa, y
métodos que utilizan una diferencia del punto isoeléctrico, tales como isoelectroenfoque.

El producto altamente purificado esta basicamente exento de proteinas contaminantes, y preferiblemente tiene una
pureza de al menos un 90%, mas preferiblemente al menos un 95%, o incluso al menos un 98%, hasta un 100%.
Los productos purificados se pueden obtener mediante purificacion del sobrenadante de cultivo celular o de los
restos celulares.

La PDI aislada y purificada se puede identificar mediante métodos convencionales tales como transferencia de
Western o ensayo de su actividad. La estructura del compuesto purificado se puede definir mediante analisis de los
aminoacidos, analisis aminoterminal, analisis de la estructura primaria, y similares. Se prefiere que el compuesto sea
obtenible en gran cantidad y a un nivel elevado de pureza, cumpliendo asi los requerimientos necesarios para usarlo
como ingrediente activo en composiciones farmacéuticas.

La linea celular hospedadora preferida segun la invencion mantiene la integracion de las secuencias reguladoras
segun la invencion y del gen de PDI, y el nivel de expresion permanece elevado, p.ej. al menos a un nivel de ug/L,
incluso tras alrededor de 20 generaciones de cultivo, preferiblemente al menos 30 generaciones, mas
preferiblemente al menos 40 generaciones, lo mas preferiblemente al menos 50 generaciones. La célula
hospedadora recombinante es sorprendentemente estable, lo cual es una gran ventaja al usarla para la produccion
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de proteinas a escala industrial.

La presente invencion se describe con mas detalle en los ejemplos siguientes, que no pretenden limitar de ninguna
manera el alcance de la invencion tal como se reivindica.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de una linea de células hospedadoras de P. pastoris para la expresion de proteinas
recombinantes mediante el uso del lider nativo de Epx1 de P. pastoris (SEQ ID 8) para la secrecion

1a): Construccion de un vector de expresion que contiene el lider nativo de Epx1 de P. pastoris (secuencia sefal y
pro-secuencia; SEQ ID 8, EpxL-RT, la "secuencia precursora")

La identificacion de la proteina secretada de manera nativa Epx1 en P. pastoris y la identificacion de la supuesta
secuencia lider de secrecion EpxL-RT (que consiste en la secuencia sefal de Epx1 y la pro-secuencia hasta el
extremo N-terminal determinado experimentalmente de la proteina Epx1 madura) se describi6 en el documento
EP2258855. Como los ultimos aminoacidos que precedian al extremo N-terminal verificados de manera experimental
de Epx1 madura fueron Arg-Thr (RT), la supuesta secuencia lider de secrecion se denominé EpxL-RT.

Para generar un vector de expresion mediante el uso de la secuencia lider de secrecién de la proteina Epx1 de P.
pastoris para la secrecion de una PDI, se cloné la secuencia respectiva (SEQ ID 8) en el marco de lectura con el
promotor PGAP (promotor de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) del vector de expresion pPM2_pGAP. El
vector de expresion pPM2_pGAP es un derivado del esqueleto del vector pPuzzle zeoR_AOXTT descrito en el
documento W0O2008/128701A2, que consiste en el origen de replicacion bacteriano de pUC19, el promotor de
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa de P. pastoris, el terminador de la transcripcion de CYC1 de S. cerevisiae, y el
casete de resistencia al antibiético zeocina.

La secuencia lider de secrecion de Epx1 se amplificd6 mediante PCR a partir del ADN gendmico de P. pastoris
mediante el uso de los cebadores de oligonucledtidos (Tabla 1).

Tabla 1: Cebador de oligonucleodtidos para la amplificacion mediante PCR de la secuencia precursora de la proteina
Epx1 de P. pastoris EpxL-RT (los sitios de restriccion estan subrayados)

EpxL dir. Sbfl SEQ D 22
TATACCTGCAGGATGAAGTTCTCTACCAATTTGATC

EpxL inv. Nsil SEQID 23
GAAGATGCATCGTACGGTAGACAGTGACAAC

Posteriormente, el producto de PCR (189 pb) se digiri6 mediante las enzimas de restriccion Sbfl y Nsil; y se ligd en
un vector pPM2_pGAP que se habia linealizado mediante Sbfl y se habia tratado con fosfatasa de intestino de
ternero (CIP). Como Nsil y Sbfl producen extremos solapantes, la construccion resultante pPM2_pGAPXLRT tiene
un unico sitio Sbfl directamente antes del codon de inicio de la secuencia EpxL-RT. Se verifico la integracion
correcta mediante digestion de los plasmidos resultantes con Sbfl y Ascl.

1b) Construccion de una cepa de P. pastoris que secreta tripsinégeno porcino recombinante mediante el uso del
vector pPM2_pGAPXLRT.

Para la expresion de tripsindgeno porcino recombinante (rpTRP) se sintetizé un gen artificial con optimizacion de
codones (Geneart, Alemania). Se afiadieron sitios para las enzimas de restriccion Pfl231l y Sfil flanqueando el marco
de lectura abierto durante la amplificacién mediante PCR con el uso del plasmido administrado como molde, y los
cebadores se muestran en la Tabla 2.1. El producto de PCR se digirié con Pfl231l y Sfil, y se cloné en un plasmido
pPM2_pGAPxLRT tratado con Pfl23ll, Sfil y CIP (Ejemplo 1a). El plasmido ligado se transformé en E. coli TOP 10
(Invitrogen) y se colocé en placas con LB-agar que contenia Zeocina. Se llevé a cabo un analisis con endonucleasas
de restriccion para confirmar la identidad correcta del plasmido pPM2_pGAPXLRT _rpTRP.

Tabla 2.1: Cebador de oligonucleétidos para la amplificacion mediante PCR del gen de tripsinégeno porcino

EpxL-RT-pTRP dir. Pfl2311 SEQ ID 24

(Bsiwl) | ATACCGTACGACTGACGACGACGACAAG

pTRP inv. Sfil SEQID 25
TTTTGGCCGAGGCGGCCTTTCAGTTAGCAGCGATAGTTTG
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1c) Construccion de una cepa de P. pastoris que sobreexpresa albumina de suero humano recombinante o proteina
fluorescente verde mejorada con el vector pPM2_pGAPXLRT.

Los genes que codifican la albimina de suero humano (HSA) o la proteina fluorescente verde mejorada (eGFP) se
amplificaron mediante PCR de los vectores descritos en Stadlmayr et al. (2010, J Biotechnol. 150: 519-529)
mediante el uso de los cebadores mostrados en la Tabla 2.2. Los productos de PCR se digirieron con Accl y Sfil, y
se clonaron en el plasmido pPM2_pGAPXxLRT tratado con Accl y Sfil (Ejemplo 1a). El plasmido ligado se transformé
en E. coli TOP10 (Invitrogen) y se colocé en placas con LB-agar que contenia Zeocina. Tras la verificacion de la
secuencia, los vectores pPM2_pGAPXLRT-HSA y pPM2_pGAPxLRT-eGFP se linealizaron en la regiéon del promotor
y se transformaron en P. pastoris. Para HSA, se us6 como referencia la construccion que usé el lider de HSA nativo
descrito en Stadlmayr et al. 2010, mientras eGFP se cloné tras el lider de MFa de S. cerevisiae como control.

Tabla 2.2: Cebadores de oligonucleétidos para la amplificacion mediante PCR de HSA y eGFP fusionadas a EpxL-
RT y eGFP fusionada al lider de MFa de S. cerevisiae

EpxL-RT-HSA dir. Accl SEQID 26
AGGCGTCTACCGAACTGATGCACACAAGAGTGAGGTT

HSA inv. Sil SEQID 27
GAGTGGCCGAGGCGGCCTTATAAGCCTAAGGCAGCTTGA

EpxL-RT-eGFP dir. Accl SEQ D 28
ATTTGTCTACCGAACTGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

eGFP inv. Sil SEQID 29
CGTTGGCCGAGGCGGCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG

Ejemplo 2: Cultivo de una linea celular hospedadora de P. pastoris para la expresion de proteinas secretoras
recombinantes y analisis del producto

Todos los plasmidos se linealizaron en su region promotora respectiva o en la region de integracion AOX-TT antes
de la electrotransformacion en P. pastoris. Los transformantes positivos se seleccionaron en placas de agar YPD
que contenian extracto de levadura (10 g/L), peptona (20 g/L), glucosa (20 g/L) y Zeocina.

2a) Cultivo de cepas de P. pastoris transformadas que expresan proteinas secretoras recombinantes en cultivos a
pequefia escala

Se inocularon 5 mL de medio YP (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona) que contenian 10 g/L de
glicerol con una unica colonia de cepas de P. pastoris de los Ejemplos 1b, 5, 7, 0 9 y se cultivaron durante la noche a
28 °C. Se transfirieron alicuotas de estos cultivos (que correspondian a una DOgqo final de 0,1) a 10 mL de medio de
cultivo de expresion (la composicion de los medios se proporciona mas adelante para cada proteina recombinante)
complementado con 20 g/L de glucosa y se incubd durante 48 h a 28 °C a 170 rpm en matraces Erlenmeyer de 100
mL. De manera alternativa, se usaron 2 mL de medio de cultivo de expresion para el cultivo en placas de 24 pocillos
profundos. Se afadié glucosa (10 g/L) repetidamente cada 12 h, antes de recoger las células mediante
centrifugacion a 2500xg durante 10 min a temperatura ambiente, y se prepararon para el analisis. Para la expresion
controlada por pG1, se alcanzaron las condiciones de crecimiento limitante con glucosa mediante el uso de esferas
de suministro de glucosa (Kuhner, CH), que liberan lentamente glucosa a lo largo del tiempo segun la ecuacion
(Glucosa)=1,63*t°’ 4 [mg/Disco], en vez de la complementacion con glucosa. Para 10 mL de cultivo principal, se
usaron 2 esferas de suministro. Se determiné la biomasa midiendo el peso de las células tras la centrifugacion de 1
mL de suspension celular, mientras la determinacién de la proteina secretada recombinante en el sobrenadante se
describe en los siguientes Ejemplos 2b-2e.

Los medios de cultivo de expresion fueron como sigue:

Para tripsindgeno porcino: por litro: 10 g de extracto de levadura, 10 g de peptona de guisante, 10,2 g de (NH4)2POu,
1,24 g de KCl, 0,1 g de CaCly, pH 5,0 ajustado con HCI.

Para HSA: por litro: 22 g de acido citrico, 3,15 g de (NH4):HPO4, 0,027 g de CaCl,*2H,0, 0,9 g de KCI, 0,5 g de
MgS0O4*7H20, 2 ml de biotina 500 x y 1,47 mL de disolucion de reserva de sales traza [por litro: 6 g de CuSO4*5H0,
0,08 g de Nal, 3 g de MnS0O4*H0, 0,2 g de NaMo0O4*2H,0, 0,02 g de H3BOs3, 0,5 g de CoCl,, 20 g de ZnCl, 5 g de
FeSO4*7H,0 y 5 mL de H,;SO.]; pH ajustado a 6 con KOH 5 M; esterilizado mediante filtracion.

Para eGFP y para los fragmentos de anticuerpo (p.ej. Fab): por litro: 10 g de extracto de levadura, 10 g de peptona,
tampon de fosfato potasico 100 mM de pH 6,0, 13,4 g de base de nitrégeno de levadura con sulfato aménico, 0,4 mg
de biotina.
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2b) Cuantificacion de tripsina

El sobrenadante de cultivo de P. pastoris se desaldé mediante el uso de columnas de cromatografia de exclusion por
tamafio pre-empaquetadas pequefas (Columnas de Desalacion PD-10 Desechables 17-0851-01; GEHealthcare). Se
aplicaron 2,5 ml de sobrenadante a la columna y se eluyé con 3,5 ml de tampdn de elucién (HCI 1 mM). Tras la
elucion, se afiadieron 70 pl de disolucion de CaCl, 2 M.

Para convertir el tripsinégeno inactivo en la tripsina activa, se mezclaron 300 pl del sobrenadante desalado (+CaCly,)
con 690 pl de tampodn de activacion (TRIS/HCI 50 mM pH 8,6; CaCl, 40 mM y 0,15 g/L de enteroquinasa, Sigma;
E0632) y se incubd durante dos horas a 37 °C.

Se mezclaron 165 pl de la mezcla de activacién con 1000 pl de disolucion TAME, que contenia 446 mg/L de
hidrocloruro de éster metilico de Na-p-Tosil-L-arginina (TAME; Sigma; T4626) disuelto en tampon de dilucion
(TRIS/HCI 50 mM de pH 8,1; CaCl, 40 mM), y se midi6 la cinética de absorcién a 247 nm en un espectrofotdmetro a
lo largo de un periodo de tiempo de 5 min a 30 °C. Si fue necesario, se diluyé la disolucidn de tripsina activada con
tampon de dilucion para alcanzar el intervalo lineal (AA247/min < 0,3) de este método. Una concentracion de tripsina
de 1 g/L corresponde a AA247/min= 0,101.

2c¢) Cuantificacion de HSA mediante ELISA

Para la cuantificacion de HSA en sobrenadantes de P. pastoris, se usé el Kit de Cuantificacion mediante ELISA de
Albumina Humana (N° Cat. E80-129, Bethyl Laboratories, TX, EE.UU.). Se usé el patron de HSA con una
concentracion de partida de 400 ng/mL. Las muestras de sobrenadante se diluyeron en consecuencia.

2d) Analisis mediante SDS-PAGE y Transferencia de Western

Para el analisis en geles de proteinas se uso el sistema NUPAGE® Novex® Bis-Tris, mediante el uso de geles de un
12 % de Bis-Tris 0 4-12 % de Bis-Tris y tampon de analisis MOPS (todos de Invitrogen). Después de la
electroforesis, las proteinas se visualizaron mediante tincion de plata o se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa para el analisis mediante transferencia de Western. Por lo tanto, las proteinas se electrotransfirieron a
una membrana de nitrocelulosa mediante el uso del Médulo de Transferencia XCell II™ para la transferencia
himeda (en tanque) (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Después del bloqueo, las transferencias de
Western se sondearon con los anticuerpos siguientes: Para HSA: conjugado anti-albumina de suero humano-
peroxidasa de rabano (HRP), Bethyl A80-129P (1:50.000); Para la cadena ligera de IgG: anticuerpo conjugado anti-
cadenas ligeras kappa humanas (unidas y libres) - fosfatasa alcalina (AP), Sigma A3813 (1:5.000); Para la cadena
pesada de IgG: anticuerpo anti-lgG humana (especifico de cadena y) producido en cabra, Sigma 13382 (1:5.000) y
conjugado anti-cabra AP (1:20.000).

La deteccion se llevo a cabo con el kit de deteccion colorimétrica de AP (BioRad) basado en el sistema NBT/BCIP
para conjugados con AP, y el Sustrato Quimioluminiscente Super Signal West (Thermo Scientific) para conjugados
con HRP.

2e) Cuantificacion de Fab mediante ELISA

La cuantificacion de Fab intacto se realizé mediante ELISA con el uso de un anticuerpo anti-IgG humana (Abcam
ab7497) como anticuerpo de revestimiento (1:1.000), y un anticuerpo conjugado anti-Cadenas Ligeras Kappa
Humanas (Unidas y Libres) de cabra - fosfatasa alcalina (Sigma A3813) como anticuerpo de deteccion (1:1.000). Se
uso un fragmento de I1gG, Fab/Kappa humano (Bethyl P80-115), como patrén con una concentracion de partida de
50 ng/mL. Las muestras de sobrenadante se diluyeron en consecuencia. La deteccion se realizé con el sustrato
pNPP (Sigma S0942). Los tampones de revestimiento, dilucion y lavado se basaron en PBS (KH;PO, 2 mM,
Na;HPO4.2H,0 10 mM, KCI 2,7 mM, NaCl 8 mM, pH 7,4) y se completaron con BSA (1% (p/v)) y/o Tween20 (0,1%
(v/v)) en consecuencia.

Ejemplo 3: Expresion de proteinas recombinantes mediante una linea de células hospedadoras de P. pastoris
mediante el uso de la secuencia precursora de Epx1 de P. pastoris (EpxL-RT, SEQ ID 8) para la secrecion

3a) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa tripsindgeno porcino recombinante mediante el uso de EpxL-RT para la
secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba pTRP mediante el uso de la secuencia EpxL-RT para la secrecién como se
describié en el Ejemplo 2a, y se analizé mediante el uso del ensayo de actividad de tripsina como se describio en el
Ejemplo 2b y SDS-PAGE como se describié en el Ejemplo 2d. Se usé P. pastoris que expresaba pTRP mediante el
uso de MFa para la secrecién como referencia.

De manera inesperada, la expresiéon de pTRP mediante el uso del lider de secrecion EpxL-RT condujo a una
mancha de proteinas de aproximadamente 30 kDa (Figura 2.1, lado izquierdo), mientras MFa condujo a una pTRP
secretada del tamafio correcto (25 kDa; Figura 2.1, lado derecho). Partes del pTRP secretado con EpxL-RT también
condujeron a un pTRP del tamafio correcto, aunque en menor grado. Las cantidades de pTRP secretadas con EpxL-

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2610990 T3

RT fueron menores del 50% de la cantidad secretada mediante el uso de MFa (Tabla 3, medida mediante el ensayo
de actividad de tripsina como se describié en el Ejemplo 2b). La banda extendida probablemente representa una
proteina de fusion EpxL-RT-pTRP, que parece debida a un procesamiento incorrecto (escision) de la secuencia
EpxL-RT.

Tabla 3: Niveles relativos de secrecion de pTRP normalizados respecto de alfaMF

Lider Secrecion de pTRP media relativa £+ EEM
EpxL-RT 0,48 £ 0,02
MFa 1,00 £ 0,05

3b) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa eGFP recombinante mediante el uso de EpxL-RT para la secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba eGFP mediante el uso de la secuencia EpxL-RT para la secrecién como se
describio en el Ejemplo 2a y se analizd6 mediante el uso de SDS-PAGE vy transferencia de Western (Ejemplo 2d).
Aparentemente, el EpxL-RT nativo no fue capaz de secretar eGFP completamente (Figura 2.2, parte izquierda), en
contraste con MFa (Figura 2.2, parte derecha). De manera intracelular, se pudo observar eGFP todavia unida a
partes de la secuencia EpxL-RT, lo que descarta los defectos en la expresion de la proteina (no mostrado).

3c) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa albumina de suero humano recombinante mediante el uso de EpxL-RT
para la secrecion

Se cultivé P. pastoris que expresaba HSA mediante el uso de la secuencia EpxL-RT para la secrecion como se
describié en el Ejemplo 2a y se analizé6 mediante el uso de ELISA de HSA (Ejemplo 2c) y transferencia de Western
(Ejemplo 2d). Se usé P. pastoris que expresaba HSA mediante el uso del lider de HSA nativo para la secrecion
como referencia (Kobayashi. 2006. Biologicals. 34(1):55-9.).

Se analizaron 12 clones individuales de cada construccién por su comportamiento de secrecién después de 48 h de
cultivo en matraz agitado en medio de cribado sintético. El sobrenadante se examind de manera cualitativa mediante
SDS-PAGE reductora y transferencia de Western posterior, con el uso del anticuerpo anti-HSA para la deteccion de
HSA. Fue visible un patrén de bandas dobles diferentes para la HSA secretada mediante EpxL-RT (Figura 2.3, lado
izquierdo). En comparacion con la HSA secretada mediante su lider nativo (Figura 2.3, lado derecho) y la HSA
purificada (no mostrada), la banda inferior fue la HSA procesada correctamente. La banda superior fue inesperada,
pero debido a su peso molecular ligeramente mayor, puede representar una proteina de fusion EpxL-RT-HSA debida
a un EpxL-RT procesado de manera incorrecta. Basandose en la intensidad de las bandas (tal como se analiza
mediante ImageJ), hubo presente un 40-60% de la HSA secretada total en la forma de peso molecular incorrecto
mayor.

Resumen: Cuando se usa la secuencia EpxL-RT para la secrecién, es visible una mancha o patrén de bandas
dobles para la proteina recombinante secretada, que es indicativo de un procesamiento incorrecto o de la ausencia
de procesamiento del lider largo EpxL-RT. Esta caracteristica hace que EpxL-RT que corresponde a la secuencia
lider de Epx1 de longitud completa del documento EP2258855A1 sea inadecuada e inutil para la secrecion de
proteinas recombinantes.

Ejemplo 4: Identificacion del extremo N-terminal de la banda de peso molecular mayor de cultivos de expresion de
HSA

Se analiz6 adicionalmente el extremo N-terminal de la HSA expresada como se describié en el Ejemplo 3c anterior
mediante el uso de EpxL-RT mediante secuenciacién N-terminal.

Por lo tanto, se cargaron 500 pl del sobrenadante respectivo en un filtro centrifugo para concentrar la proteina (filtro
centrifugo de 10 kDa 0,5 ml Amicon Ultra, Millipore, UFC5010), se centrifugd durante 5 min y se recuperaron 15 pl
de muestra mediante centrifugacion inversa.

A continuacion, las muestras se separaron mediante un gel del 4-12 % de Bis-Tris NUPAGE y una transferencia de
Western con tampon borato (por litro: 3,09 g de Borato [50 mM], 100 ml de MeOH a pH 9 ajustado con NaOH 1 M)
llevado a cabo durante 2 h a 25 V mediante el uso de una membrana de PVDF (poli(fluoruro de vinilideno)). Antes de
la transferencia, el gel se incubé en tampoén borato durante 10 min, mientras la membrana se sumergié en metanol
durante 30 seg, seguido de 3 min en tampon borato.

Después de la transferencia, la membrana se tifié durante 3 min con Coomassie (0,1 % [p/v] de R250, MeOH [40 %
v/v], acido acético [10 % v/v]), seguido de decoloracion (MeOH [40 % v/v], acido acético [10 % v/v]). La membrana se
lavé con ddH»0 y las bandas superiores e inferiores (Figura 3) se cortaron y se enviaron para la secuenciacion de
EDMAN N-terminal. Para la banda inferior, se determinéd D como el aminoacido N-terminal, de manera concluyente
con el primer aminoacido de HSA (extremo N-terminal de HSA, SEQ ID 30: DAHKSEV), mientras para la banda
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superior se determind AYYT (SEQ ID 31) como extremo N-terminal de la proteina secretada. Estos aminoacidos son
parte de la secuencia EpxL-RT (SEQ ID 8), que deja un saliente indeseado de 21 aminoacidos en HSA. La
secuencia de EpxL-RT que precede a AYYT (SEQ ID 23) es KR, que podria ser parte de un motivo de escision para
peptidasa Lys-Arg dibasico. El procesamiento de los motivos Lys-Arg dibasicos mediante proteasas tales como Kex2
depende no solamente del motivo propiamente dicho, sino también de la estructura tridimensional y del medio de los
aminoacidos circundantes (Bader et al. 2008, BMC Microbiol. 8: 116.). El analisis mediante BLAST vy la alineacion de
secuencias de EpxL-RT con las secuencias de homologos de Epx1 de otras levaduras (p.ej. Saccharomyces
cerevisiae, género Candida) reveld que el motivo KR de la secuencia lider no esta conservado. Por lo tanto, el
procesamiento del motivo KR mediante proteasas tales como Kex2 no se pudo dar por hecho a priori basandose en
el andlisis de las secuencias.

Ejemplo 5: Construccion de una linea celular hospedadora de P. pastoris para la expresion de proteinas
recombinantes mediante el uso de la secuencia EpxL-KR de P. pastoris (lider truncado, SEQ ID 10, en el que X en la
posicion 3 es F, y X en la posicién 16 es A (SEQ ID 12)) para la secrecion

Para ensayar si la secuencia KR de EpxL-RT es realmente un sitio de escisién de proteasas, se construyeron
vectores para la expresion de proteinas recombinantes mediante el uso de la secuencia EpxL-KR para la secrecion.

5a) Construccion de una cepa de P. pastoris que sobreexpresa HSA mediante el uso de la secuencia EpxL-KR para
la secrecion.

Se amplificé HSA mediante el uso de los cebadores de la Tabla 4.1, y se ligd en el vector pPM2_pGAPXLRT digerido
con Bgll y Sbfll. Tras la verificacion de la secuencia, se linealizé el vector pPM2_pGAPXLKR-HSA en la regién del
promotor y se transformé en P. pastoris.

Tabla 4.1: Cebadores de oligonucleétidos para la amplificacion mediante PCR de HSA fusionada a EpxL-KR (los
sitios de restriccion estan subrayados, la secuencia EpxL esta en cursiva)

EpxL-KR_HSA dir. | Bgll SEQID 32

ATTCGCCGAAGAGGCAGCAAACCACTTGCACAAGCG
TGATGCACACAAGAGTGAGGTT

HSA inv. Sfil SEQID 33

GAGTGGCCGAGGCGGCCTTATAAGCCTAAGGCAGCT
TGA

5b) Construccion de una cepa de P. pastoris que sobreexpresa tripsinégeno porcino o eGFP mediante el uso de la
secuencia EpxL-KR para la secrecion.

Se amplifico6 pTRP mediante el uso de los cebadores de la Tabla 4.2, y se ligd en el vector pPM2_pGAPXxLRT
digerido con Pvull y Sbfll. Se generd el vector de expresion pPM2_pGAPxLKR-eGFP de la misma manera. Tras la
verificacion de la secuencia, los vectores pPM2_pGAPXLKR-pTRP y pPM2_pGAPxLKR-eGFP se linealizaron en la
region del promotor y se transformaron en P. pastoris.

Tabla 4.2: Cebadores de oligonucleétidos para la amplificacion mediante PCR de pTRP o eGFP fusionada a EpxL-
KR (los sitios de restriccion estan subrayados, la secuencia EpxL esta en cursiva)

EpxL-KR-pTRP dir. Pvull SEQ ID 34

ATACCAGCTGCTCCAGTTGCTCCAGCCGAAGAGGCAGCA
AACCACTTGCACAAGCGTACTGACGACGACGACAAG

pTRP inv. Sfil SEQID 35
TTTTGGCCGAGGCGGCCTTTCAGTTAGCAGCGATAGTTT G
EpxL-KR-eGFP dir. Pvull SEQ D 36

ATACCAGCTGCTCCAGTTGCTCCAGCCGAAGAGGCAGCA
AACCACTTGCACAAGCGTGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

eGFP inv. Sfil SEQID 37
CGTTGGCCGAGGCGGCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG

5c) Construccion de una cepa de P. pastoris que sobreexpresa la cadena ligera o la cadena pesada de un
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anticuerpo mediante el uso de la secuencia EpxL-KR para la secrecion.

Se amplificé la cadena ligera (LC) y la cadena pesada (HC) del anticuerpo HyHEL mediante el uso de los cebadores
de la Tabla 4.3, y se ligaron en el vector pPM2_pGAPXLRT digerido con Bglll y Sbfll. Tras la verificacion de la
secuencia, los vectores pPM2_pGAPxLKR-LC y pPM2_pGAPxLKR-HC se linealizaron en la regién del promotor y se
transformaron en P. pastoris.

Tabla 4.3: Cebadores de oligonucleétidos para la amplificacion mediante PCR de LC de HyHEL fusionada a EpxL-
KR (los sitios de restriccion estan subrayados, la secuencia EpxL esta en cursiva)

EpxL-KR-LC dir. Bgll SEQID 38

ATAAGCCGAAGAGGCAGCAAACCACTTGCACAAGCGTGAC
ATCGTTTTG

LC inv. Sfil SEQID 39
CTATGGCCGAGGCGGCCCTATTAACACTCACCTCTGTTG
EpxL-KR-HC dir. Bgll SEQ D 40

ATAAGCCGAAGAGGCAGCAAACCACTTGCACAAGCGTGAC
GTTCAATTG

HC inv. Sfil SEQ ID 41
TATCGGCCGAGGCGGCCCTATTACTTACCTGGGGACAAG

Ejemplo 6: Expresion de proteinas recombinantes mediante una linea celular hospedadora de P. pastoris con el uso
de EpxL-KR (lider truncado, SEQ ID 10, en el que X en la posicion 3 es F, y X en la posicion 16 es A (SEQ ID 12)
para la secrecion

6a) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa tripsindgeno porcino recombinante mediante el uso de EpxL-KR para la
secrecion

Se cultivé P. pastoris que expresaba pTRP mediante el uso de la secuencia EpxL-KR para la secrecién (Ejemplo 5b)
como se describié en el Ejemplo 2a, y se analizd6 como en el Ejemplo 3a.

Sorprendentemente, se observd que el procesamiento, de hecho, mejoré mediante el uso del lider de secrecion de
Epx acortado EpxL-KR (Figura 4.1, parte media). Al contrario que la mancha de proteinas observada al usar EpxL-
RT para la secrecion (Figura 4.1, parte izquierda), la secrecion de pTRP mediante el uso de EpxL-KR produjo una
banda del tamafio correcto (Figura 4.1, parte media). El extremo N-terminal correcto de pTRP secretado mediante el
uso de EpxL-KR se verifico mediante analisis de espectrometria de masas (LC-MS).

Por lo tanto, se separaron aprox. 10 ug de cada muestra con SDS-PAGE y las bandas de proteinas deseadas se
cortaron y se digirieron en el gel. Las proteinas se carbamidometilaron en el gel. Las proteinas se digirieron con
tripsina de grado de secuenciacion (Roche) o con Glu-C (Sigma-Aldrich), LysC (Roche) y quimotripsina (Roche), o
se analizaron sin digestion. Todas las reacciones proteoliticas se llevaron a cabo a 37 °C durante la noche. Después,
las muestras se inyectaron directamente en el sistema de LC-MS (LC: Dionex Ultimate 3000 LC, MS: Bruker,
amaZon ETD, equipado con la nano fuente en linea). Los péptidos se separaron en una columna C-18 (Dr. Maisch
GmbH, columna de HPLC C-18 ReproSil-Pur 200*0,1 mm, empaquetamiento de 3 um, diametro de poro de 200 A,
flujo: 0,4 pL/min) y se aplicé un gradiente lineal desde un 95% del disolvente A y 5% del disolvente B (Disolvente A:
0,1 % de FA en agua, 0,1 % de FA en ACCN) hasta un 32% de B en 40 min, seguido de un gradiente lineal de 15
min desde un 32% de B hasta un 75% de B que facilita la elucion de los péptidos grandes, y se analizé mediante MS
con adquisicion dependiente de datos. Los datos se procesaron mediante el uso del programa informatico Bruker
estandar (analisis de datos) y el programa gratuito X!-Tandem combinado con GPM.

Al contrario que el extremo N-terminal correcto de pTRP secretado con EpxL-KR, se determiné que los aminoacidos
EAEA quedaron en el extremo N-terminal del pTRP secretado al usar MFa para la secrecion. Ademas, la cantidad
de pTRP secretada mediante el uso de EpxL-KR fue mas de un 20% mayor en comparacion con el lider de
secrecion de MFa usado habitualmente (Tabla 5).

Tabla 5: Niveles relativos de secrecion de pTRP normalizados respecto de MFa

Lider Secrecion de pTRP media relativa £+ EEM
EpxL-KR 1,21 £ 0,02
MFa 1,00 £ 0,09
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6b) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa albumina de suero humano recombinante mediante el uso de EpxL-KR
para la secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba HSA mediante el uso de la secuencia EpxL-KR para la secrecion (Ejemplo 5a)
como se describio en el Ejemplo 2a y se analizé6 mediante el uso de transferencia de Western (Ejemplo 2d).

Al contrario que el patron de bandas dobles observado al usar EpxL-RT para la secrecion (Figura 2.3, parte
izquierda), la secrecion de HSA mediante el uso de EpxL-KR produjo una banda simple del tamafio correcto (no
mostrado). Asi, EpxL-KR fue capaz de secretar una HSA procesada correctamente.

6¢) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa eGFP mediante el uso de EpxL-KR para la secrecion

Se cultivé P. pastoris que expresaba eGFP mediante el uso de la secuencia EpxL-KR para la secrecién (Ejemplo 5b)
como se describio en el Ejemplo 2a, y se analizd6 como en el Ejemplo 3b.

Solamente el lider EpxL-KR condujo a una eGFP de tamafio correcto (Figura 4.2, lado izquierdo), mientras los restos
del lider de MFa condujeron a una eGFP de peso molecular mayor (Figura 4.2, lado derecho). El analisis mediante
LC-MS (descrito en el Ejemplo 6a) verifico el extremo N-terminal correcto de la eGFP secretada mediante EpxL-KR,
que califica el producto secretado con el contenido de moléculas con el extremo N-terminal correcto de al menos un
95%, preferiblemente al menos un 98%, ain mas preferiblemente al menos un 99% o alrededor de un 100% (p/p).
En contraste, el uso de MFa provocé que quedaran los aminoacidos EAEA como secuencia de aminoacidos
adicional en el extremo N-terminal debido al procesamiento incorrecto del péptido lider mediante la aminopeptidasa
Ste13. Segun los tamafios de las bandas en la SDS-PAGE, la mayoria de eGFP secretada mediante MFa posee los
salientes de aminoacidos incorrectos EAEA en el extremo N-terminal, mientras no se pueden observar bandas de
tamafio incorrecto para la eGFP secretada mediante EpxL-KR. Como para pTRP (Ejemplo 6a), los niveles de
secrecion de eGFP mediante el uso de EpxL-KR fueron mas de un 20% mayores en comparacion con el uso de MFa
(Tabla 6).

Tabla 6: Niveles relativos de secrecion de eGFP normalizados respecto de MFa (cuantificados a partir de las
intensidades de las bandas con el programa informatico ImageJ)

Lider Secrecion de eGFP media relativa + EEM
EpxL-KR 1,23+ 0,05
MFa 1,00 + 0,08

6d) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa una cadena ligera de anticuerpo o una cadena pesada de anticuerpo
mediante el uso de EpxL-KR para la secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba LC de HyHEL o HC de HyHEL mediante el uso de la secuencia EpxL-KR para
la secrecion (Ejemplo 5¢) como se describié en el Ejemplo 2a y se analizé como en el Ejemplo 2d.

Ambas cadenas de anticuerpo se pudieron secretar mediante el uso de la secuencia EpxL-KR (Figura 4.3), lo que
confirma EpxL-KR como lider de secrecién valioso para la produccién de anticuerpos en P. pastoris. El extremo N-
terminal correcto del LC de HyHEL secretado mediante EpxL-KR se verificd6 mediante analisis de LC-MS como se
describié en el Ejemplo 6a.

Ejemplo 7: Construccion de una linea celular hospedadora de P. pastoris para la expresion de proteinas
recombinantes mediante el uso de la secuencia EpxL-AA (SEQ ID 21) para la secrecion

Los documentos WO2010/135678 y US20110021378 describen la secuencia de aminoacidos de
MKLSTNLILAIAAASAVVSAA (SEQ ID 21), es decir, los aminoacidos 1-21 de SEQ ID 8, que corresponden a los
primeros 21 aminoacidos del lider de Epx1 de longitud completa. Sin embargo, no se proporcionan datos
experimentales en los documentos W02010/135678 y US20110021378, que muestran que esta secuencia seria
adecuada realmente para la secrecion de proteinas recombinantes. Para ensayar si este fragmento, denominado a
continuaciéon EpxL-AA, es suficiente para permitir la secrecidon de proteinas recombinantes correctamente
procesadas, se construyeron vectores para la expresion de proteinas recombinantes mediante el uso de la
secuencia EpxL-AA para la secrecion.

La cadena ligera LC de anticuerpo, pTRP, y eGFP se amplificaron mediante el uso de los cebadores de la Tabla 7, y
se ligaron en el vector pPM2_pGAPXLRT digerido con Bgll y Sfil. Tras la verificacion de la secuencia, los vectores
pPM2_pGAPxLAA-LC, pPM2_pGAPXLAA-pTRP y pPM2_pGAPxLAA-eGFP se linealizaron en la regién del promotor
y se transformaron en P. pastoris, respectivamente.

Tabla 7: Cebadores de oligonucledtidos para la amplificacion mediante PCR de pTRP, eGFP y LC de HyHEL
fusionados a EpxL-AA (los sitios de restriccion estan subrayados, la secuencia EpxL esta en cursiva)
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EpxL-AA-LC dir. Sbfl SEQID 42

ATCACCTGCAGGATGAAGTTCTCCACCAATTTGATTCTAG
CTATTGCAGCAGCTTCCGCCGTTGTCTCAGCTGCTGACAT
CGTTTTGACTCAATCCCC

LC inv. Sil SEQID 43
CTATGGCCGAGGCGGCCCTATTAACACTCACCTCTGTTG
EpxL-AA-pTRP dir. Pvull SEQ D 44

ATACCAGCTGCTACTGACGACGACGACAAG

pTRP inv. Sil SEQID 45
TTTTGGCCGAGGCGGCCTTTCAGTTAGCAGCGATAGTTTG
EpxL-AA-eGFP dir. Pvull SEQID 46

GTACCAGCTGCTGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

eGFP inv. Sil SEQ D 47
CGTTGGCCGAGGCGGCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG

Ejemplo 8: Expresion de proteinas recombinantes mediante una linea celular hospedadora de P. pastoris con el uso
de EpxL-AA (SEQ ID 21) para la secrecion

8a) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa eGFP mediante el uso de EpxL-AA para la secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba eGFP mediante el uso de la secuencia EpxL-AA para la secrecion (Ejemplo 7)
como se describio en el Ejemplo 2a, y se analizd6 como en el Ejemplo 3b.

En la SDS-PAGE, el tamafio de las bandas con EpxL-AA es ligeramente mayor que con EpxL-KR (Figura 5.1), lo
que indica que queda al menos un residuo de Ala en el extremo N-terminal de eGFP, y de ese modo representa un
extremo N-terminal no nativo de la proteina secretora recombinante.

8b) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa tripsindgeno porcino recombinante mediante el uso de EpxL-AA para la
secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba pTRP mediante el uso de la secuencia EpxL-AA para la secrecion (Ejemplo 7)
como se describio en el Ejemplo 2a, y se analiz6 como en el Ejemplo 3a.

Se secreté pTRP mediante el uso de la secuencia EpxL-AA, sin embargo, los niveles de secrecion fueron inferiores
que con la secuencia EpxL-KR (Tabla 8). En la SDS-PAGE, el tamafio de las bandas con EpxL-AA es ligeramente
mayor que con EpxL-KR (Figura 5.1), lo que indica que queda al menos un residuo de Ala en el extremo N-terminal
de pTRP.

De hecho, la secuenciacion N-terminal del pTRP secretado mediante EpxL-AA reveld que el extremo N-terminal de
la proteina secretora recombinante contuvo un aminoacido adicional, Ala, que quedd de la secuencia EpxL-AA, y de
ese modo representa un extremo N-terminal no nativo de la proteina secretora recombinante.

Tabla 8: Niveles relativos de secrecion de pTRP normalizados respecto de EpxL-KR

Lider Secrecion de pTRP media relativa £+ EEM
EpxL-KR 1,00 £ 0,12
EPxL-AA 0,79 £ 0,04

8c) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa LC mediante el uso de EpxL-AA para la secrecion

Se cultivé P. pastoris que expresaba LC de HyHEL mediante el uso de la secuencia EpxL-AA para la secrecion
(Ejemplo 7) como se describié en el Ejemplo 2a, y se analizé como en el Ejemplo 2d. Para LC, los niveles de
secrecion con EpxL-AA fueron inferiores en comparacion con EpxL-KR o MFa (Figura 5.2). Como para pTRP, la
secuenciacion N-terminal de la LC secretada mediante EpxL-AA mostré que el extremo N-terminal de la proteina
secretora recombinante contuvo un aminoacido adicional, Ala, que quedd de la secuencia EpxL-AA.
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Este es de nuevo un residuo indeseado derivado de la secuencia sefal, que hace que EpxL-AA sea inadecuada
para la produccién de proteinas recombinantes secretadas.

Ejemplo 9: Construccion de una linea celular hospedadora de P. pastoris para la expresion de proteinas
recombinantes mediante el uso de la secuencia EpxL-A (secuencia del péptido sefial, SEQ ID 1, en el que X en la
posicion 3 es F, y X en la posicion 16 es A, SEQ ID 3) para la secrecion

Por lo tanto, se construyeron cepas de P. pastoris que secretaban proteinas recombinantes mediante una secuencia
sefial que consiste justo en los primeros 20 aminoacidos del lider de Epx1 nativo, denominado EpxL-A. La Ala
representa el ultimo aminoacido antes (en posicion C-terminal) del sitio de escision predicho de la peptidasa sefal,
mientras en el lado N-terminal del sitio de escisién SP la proteina recombinante comienza inmediatamente. Para
verificar que la naturaleza de este aminoacido N-terminal no influye en la escisién de SP, se ensay¢ la secrecion de
tres proteinas recombinantes diferentes: eGFP (que comienza con el aminoacido hidréfobo Val), y el anticuerpo LC y
HC (que comienza con el aminoacido cargado negativamente Asp).

La cadena ligera LC de anticuerpo, Fab-HC, y eGFP se amplificaron mediante el uso de los cebadores de la Tabla 9,
y se ligaron en el vector pPM2_pGAPXLRT digerido con Bgll y Sfil. Tras la verificacion de la secuencia, los vectores
se linealizaron en la regién del promotor y se transformaron en P. pastoris.

Para LC y Fab-HC, el promotor pGAP también se intercambid por el promotor inducible pG1 (SEQ ID 9) mediante el
uso de Apal y Sbfl, y después los casetes de expresion para ambas cadenas se combinaron en un vector mediante
el uso de las enzimas de restriccion compatibles Mrel y Agel. Tras la verificacion de la secuencia, el vector se
linealizé en la region AOX-TT y se transformé en P. pastoris.

Tabla 9: Cebadores de oligonucleétidos para la amplificacion mediante PCR de eGFP y LC de HyHEL y Fab-HC
fusionados a EpxL-A (los sitios de restriccion estan subrayados, la secuencia EpxL esta en cursiva)

EpxL-A-LC dir. Sbfl SEQID 48

TACTCCTGCAGGATGAAGTTCTCCACCAATTTGATTCTAG
CTATTGCAGCAGCTTCCGCCGTTGTCTCAGCTGACGTTCA

ATTGCAAGAATCTGG
LC inv. Sil SEQID 49
CTATGGCCGAGGCGGCCCTATTAACACTCACCTCTGTTG
EpxL-A-eGFP dir. Pvull SEQ ID 50
GTACCAGCTGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
eGFP inv. Sil SEQ ID 51
CGTTGGCCGAGGCGGCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
EpxL-A-Fab HC dir. Sbfl SEQ ID 52

TACTCCTGCAGGATGAAGTTCTCCACCAATTTGATTCTAG
CTATTGCAGCAGCTTCCGCCGTTGTCTCAGCTGACGTTCA
ATTGCAAGAATCTGG

Fab-HC inv. Sfil SEQ D 53

TCATGGCCGAGGCGGCCCTATTACTTGTCACAGGACTTTG
GCTC

Ejemplo 10: Expresiéon de proteinas recombinantes mediante una linea celular hospedadora de P. pastoris con el
uso de EpxL-A (secuencia del péptido sefial, SEQ ID 1, en el que X en la posicién 3 es F, y X en la posiciéon 16 es A
(SEQ ID 3) para la secrecion

10a) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa eGFP mediante el uso de EpxL-A para la secrecion

Se cultivo P. pastoris que expresaba eGFP mediante el uso de la secuencia EpxL-A para la secrecion (Ejemplo 9)
como se describio en el Ejemplo 2a, y se analizd6 como en el Ejemplo 3b.

Como se puede observar en la Figura 5.1, los niveles de secrecion de eGFP mediante el uso de EpxL-A fueron
comparables a EpxL-KR, y mayores que con EpxL-AA.

Al contrario que las secuencias sefial de hidrofobina y las secuencias lider descritas en Kottmaier et al. (2011 Appl
Microbiol Biotechnol. 91: 133-141) y el prepro-lider de MFa, la secuencia EpxL-A y la secuencia EpxL-KR no dan
como resultado un transporte vacuolar de eGFP (como se demuestra mediante microscopia de barrido laser
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confocal - datos no mostrados). Ambas cepas exhiben una distribucion de eGFP intracelular representativa de las
proteinas presentes en la ruta secretora (tincion principalmente del reticulo endoplasmico); por lo tanto, el péptido
sefial EpxL-A y el lider truncado EpxL-KR parecen ser muy adecuados para la secrecion de proteinas
recombinantes, ya que exhiben un "fenotipo secretor".

10b) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa LC mediante el uso de EpxL-A para la secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba LC de HyHEL mediante el uso de la secuencia EpxL-A para la secrecion
(Ejemplo 9) como se describié en el Ejemplo 2a, y se analizé como en el Ejemplo 6d.

El uso de EpxL-A para la secrecion de la cadena ligera del anticuerpo condujo a una proteina de tamafio correcto
(Figura 5.2), por lo cual la secrecion fue tan eficaz como con EpxL-KR y mas de 8 veces mayor que con EpxL-AA
(Tabla 10). Los niveles de secrecion se compararon mediante la cuantificacion de las intensidades de las bandas del
gel mostrado en la Figura 5.2 con el uso del programa informatico ImageJ.

Tabla 10: Niveles relativos de secrecion de LC de HyHEL normalizados respecto de EpxL-AA.

Lider Secrecion de LC media relativa + EEM
EpxL-KR 8,82+ 0,53
EPxL-AA 1,00 £ 0,55
EPxL-A 9,563+0,87

Se verificé que el extremo N-terminal de LC secretado con EpxL-A mediante LC-MS fue el extremo N-terminal
correcto DIVLTQSP (Asp-lle-Val-Leu-Thr-GIn-Ser-Pro, SEQ ID 54).

Por lo tanto, el péptido sefial de Epx1, EpxL-A, es suficiente y adecuado para secretar proteinas recombinantes con
el extremo N-terminal correcto, al contrario que la secuencia mas larga EpxL-AA.

Ademas de la expresion bajo control del promotor constitutivo pGAP, también se ensayo la secreciéon de LC con
EpxL-A bajo control del promotor inducible pG1 (SEQ ID 9). La construccion de la cepa se describié en el Ejemplo 9.
Se generaron condiciones limitantes de glucosa en los cultivos de cribado mediante el uso de esferas de suministro
de glucosa como se describié en el Ejemplo 2a. En tales condiciones de induccién, se observo la secrecion de la
cadena ligera.

10c) Analisis de P. pastoris que sobreexpresa un fragmento Fab de anticuerpo mediante el uso de EpxL-A para la
secrecion

Se cultivd P. pastoris que expresaba el fragmento Fab del anticuerpo HyHEL (que consiste en el fragmento de la
cadena ligera (v_ y cL) y de la cadena pesada (vy y cHi)) mediante el uso de la secuencia EpxL-A para la secrecion
de ambas cadenas (cepa descrita en el Ejemplo 9) como se describié en el Ejemplo 2a, y se analizé como en los
Ejemplos 2d y 2e.

Sorprendentemente, mediante el uso de la secuencia EpxL-A para la secrecion de LC y HC del Fab de HyHEL, los
niveles del Fab secretado intacto fueron hasta diez veces mayores que con el prepro-lider de MFa (determinado
mediante ELISA como se describié en el Ejemplo 2e). El rendimiento de Fab por biomasa fue 0,15-0,35 mg de
Fab/DO al usar EpxL-A, en comparacion con 0,03-0,13 mg de Fab/DO al usar MFa para la secrecion. Ademas, los
sobrenadantes de P. pastoris que secretaba Fab de HyHEL bajo control de pG1 con EpxL-A no contienen niveles
elevados de LC libre o agregados de mayor peso molecular de la proteina recombinante (Figura 5.3).

Ejemplo 11: Expresion de proteinas recombinantes mediante una linea celular hospedadora de P. pastoris con el
uso de EpxL-A (secuencia del péptido sefial, SEQ ID 1, en el que X en la posicion 3 es F, y X en la posicion 16 es A,
SEQ ID 3) para la secrecion

Se ensayo¢ la secrecion de ocho proteinas a partir de P. pastoris mediante el uso de EpxL-A (SEQ ID 3): Hormona
del Crecimiento Humana (HGH), Somatotropina, Interferén alfa2a (IFN-a 2a), los dos scFvs diferentes marcados con
his (scFvs1 y scFvs2) y los 3 Fabs diferentes Fab1, Fab2 y Fab3.

Los genes se sometieron a optimizacion de codones para P. pastoris y se sintetizaron mediante GeneArt (Alemania).
Los vectores obtenidos se digirieron con Sbfl y Sfil, y se ligaron los genes en el vector pPM2aZ30_pG1. En el caso
de los Fabs, los casetes de expresion para ambas cadenas se combinaron en un vector mediante el uso de las
enzimas de restriccion compatibles Mrel y Agel. Tras la verificacion de la secuencia, los vectores se linealizaron en
la region del terminador AOX y se transformaron en P. pastoris.

Se cultivaron cepas de P. pastoris que expresaban las proteinas recombinantes Hormona del Crecimiento Humana,
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Somatotropina, Interferén alfa2a, los dos scFvs marcados con his scFv1y scFv2 y los tres Fabs Fab1, Fab2 y Fab3
(Fabs que consisten en la cadena ligera (v. y c.) y el fragmento de la cadena pesada (vH Yy cH1)) mediante el uso de
la secuencia EpxL-A (SEQ ID 3) para la secrecion en un medio que contenia por litro: 10 g de extracto de levadura,
10 g de peptona, tampon de fosfato potasico 100 mM de pH 6,0, 13,4 g de base de nitrdgeno de levadura con sulfato
amonico y 0,4 mg de biotina. Se llevaron a cabo cribados a pequefa escala en placas de 24 pocillos con dos esferas
de suministro (Kuhner, diametro de 6 mm).

Se analizaron los sobrenadantes como en el Ejemplo 2d. Se detectaron PDIs en las transferencias de Western
mediante el uso de anticuerpos especificos: Para Somatotropina y Hormona del Crecimiento Humana: Anticuerpo
policlonal GH1; Proteintech 17867-1AP (1:5.000) y anticuerpo Anti-lgG de Conejo (molécula completa)-Fosfatasa
Alcalina, Sigma A3687 (1:12.000). Para Interferén-alfa 2a: Interferon, anticuerpo alfa 2a; Antibodies-Online
ABIN573795 (1:1.500) y anticuerpo Anti-IgG de Conejo (molécula completa)-Fosfatasa Alcalina, Sigma A3687
(1:12.000). Para los scFvs marcados con His: Conjugado Penta-His HRP; QIAGEN 10149928 (1:1.500).

Todas las proteinas ensayadas se secretaron con éxito en el medio de cultivo al usar la secuencia EpxL-A (SEQ ID
3) (Figura 6).
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Lonza Ltd

<120> Secuencias de expresion
<130> Lo002P

<160> 53

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 20

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (3)..(3)

<223> X esbienFolL

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(16)
<223> XesbienAoT

<400> 1
Met Lys Xaa Ser Thr Asn Leu Ile Leu Ala ITe Ala Ala Ala Ser Xaa
1 5

val val Ser Ala

<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 2
Met Lys Leu Ser Thr Asn Leu Ile Leu Ala ITe Ala Ala Ala Ser Ala
1 5 10 15

val val Ser Ala
20

<210> 3

<211> 20

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 3

Met Lys Phe Ser Thr Asn Leu ITle Leu Ala ITe Ala Ala Ala Ser Ala
1 5 10 15

val val Ser Ala

<210>4

<211> 20

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 4
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Met Lys Phe Ser Thr Asn Leu Ile Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Thr
1 5 10 15

val val Ser Ala

<210>5

<211> 20

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 5
Met Lys Leu Ser Thr Asn Leu ITe Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Thr
1 5

val val Ser Ala
20

<210> 6

<211>5

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 6

val Ser Ala Ala Pro
1 5
<210>7
<211>16
<212> PRT
<213> Pichia pastoris

<400> 7

Ala Pro val Ala Pro Ala Glu Glu Ala Ala Asn His Leu His Lys Arg
1 5 10 15

<210>8

<211>57

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 8
Met Lys Phe Ser Thr Asn Leu ITe Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Thr
1 5

val val Ser Ala Ala Pro val Ala Pro Ala Glu Glu Ala Ala Asn His
25

Leu His Lys Arg Ala Tyr Tyr Thr Asp Thr Thr Lys Thr His Thr Phe
35 40 45

Thr Glu val val Thr val Tyr Arg Thr
50 55

<210>9

<211> 1001

<212> ADN

<213> Pichia pastoris

<400> 9
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atttccaccc ccatcccagt agaatgtagg gtccccaaac atttgctccc cctagtctcc 60
agggaaatgt aaaatatact gctaatagaa aacagtaaga cgctcagttg tcaggataat 120
tacgttcgac tgtagtaaaa caggaatctg tattgttaga aagaacgaga gttttttacg 180
gcgccgecat attgggccgt gtgaaaacag cttgaaaccc cactactttc aaaggttctg 240
ttgctataca cgaaccatgt ttaaccaacc tcgcttttga cttgactgaa gtcatcggtt 300
aacaatcaag taccctagtc tgtctgaatg ctcctttcca tattcagtag gtgtttcttg 360
cacttttgca tgcactgcgg aagaattagc caatagcgcg tttcatatgc gcttttaccc 420
cctcttttgt caagcgcaaa atgcctgtaa gatttggtgg gggtgtgagc cgttagctga 480
agtacaacag gctaattccc tgaaaaaact gcagatagac ttcaagatct cagggattcc 540
cactatttgg tattctgata tgtttttcct gatatgcatc aaaactctaa tctaaaacct 600
gaatctccgc tatttttttt ttttttttga tgaccccgtt ttcgtgacaa attaatttcc 660
aacggggtct tgtccggata agagaatttt gtttgattat ccgttcggat aaatggacgc 720
ctgctccata tttttccggt tattacccca cctggaagtg cccagaattt tccggggatt 780
acggataata cggtggtctg gattaattaa tacgccaagt cttacatttt gttgcagtct 840
cgtgcgagta tgtgcaataa taaacaagat gagccaattt attggattag ttgcagcttg 900
accccgcecat agctaggcat agccaagtgce tatgggtgtt agatgatgca cttggatgcea 960
gtgagttttg gagtataaaa gatccttaaa attccaccct t 1001
<210>10

<211> 36

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (3)..(3)
<223>XesbhienFolL

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(16)
<223>XesbienAoT

<400> 10
Met Lys Xaa Ser Thr Asn Leu ITe Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Xaa
1 5 10 15

val val ser Ala Ala Pro val Ala Pro Ala Glu Glu Ala Ala Asn His
20 25 30

Leu His Lys Arg
35

<210> 11

<211> 36

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 11
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Met Lys Leu Ser Thr Asn Leu ITe Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Ala
1 5 10 15

val val Ser Ala Ala Pro val Ala Pro Ala Glu Glu Ala Ala Asn His

Leu His Lys Arg
35

<210> 12

<211> 36

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 12

Met Lys Phe Ser Thr Asn Leu ITe Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Ala
1 5 10 15

val val ser Ala Ala Pro val Ala Pro Ala Glu Glu Ala Ala Asn His
25

Leu His Lys Arg
35

<210> 13

<211> 36

<212> PRT

<213> Pichia pastoris
<400> 13

Met Lys Phe Ser Thr Asn Leu Ile Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Thr
1 5

val val Ser Ala Ala Pro val Ala Pro Ala Glu Glu Ala Ala Asn His
20 25 30

Leu His Lys Arg
35

<210> 14

<211> 36

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 14

Met Lys Leu Ser Thr Asn Leu ITe Leu Ala Ile Ala Ala Ala Ser Thr
1 5 10 15

val val ser Ala Ala Pro val Ala Pro Ala Glu Glu Ala Ala Asn His
25

Leu His Lys Arg
35

<210> 15

<211>60

<212> ADN

<213> Pichia pastoris
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<400> 15

atgaagctct ccaccaattt gattctagct attgcagcag cttccgecegt tgtctcagcet
<210> 16

<211>60

<212> ADN

<213> Pichia pastoris

<400> 16

atgaagttct ctaccaattt gattctagct attgcagcag cttccgecgt tgtctcagcet
<210> 17

<211>60

<212> ADN

<213> Pichia pastoris

<400> 17

atgaagttct ctaccaattt gatcttagct attgcagcag catccactgt tgtctcagct
<210> 18

<211>108

<212> ADN
<213> Pichia pastoris

<400> 18

60

60

60

atgaagctct ccaccaattt gattctagct attgcagcag cttccgecgt tgtctcaget

gctccagttg ctccagccga agaggcagca aaccacttge acaagegt

<210>19

<211>108

<212> ADN

<213> Pichia pastoris

<400> 19

atgaagttct ctaccaattt gattctagct attgcagcag cttccgccgt tgtctcagct

gctccagttg ctccagccga agaggcagca aaccacttge acaagegt

<210> 20

<211>108

<212> ADN

<213> Pichia pastoris

<400> 20

atgaagttct ctaccaattt gatcttagct attgcagcag catccactgt tgtctcagct

gctccagttg ctccagccga agaggcagca aaccacttge acaagegt

<210> 21

<211> 21

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 21

34
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Met Lys Leu Ser Thr Asn Leu Ile Leu Ala ITe Ala Ala Ala Ser Ala
1 5

val val Ser Ala Ala

<210> 22
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> primer

<400> 22
tatacctgca ggatgaagtt ctctaccaat ttgatc

<210> 23
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
gaagatgcat cgtacggtag acagtgacaa c

<210> 24
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
ataccgtacg actgacgacg acgacaag 28

<210> 25
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
ttttggccga ggcggccttt cagttagcag cgatagtttg

<210> 26
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
aggcgtctac cgaactgatg cacacaagag tgaggtt

<210> 27
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

36
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<220>
<223> cebador

<400> 27
gagtggccga ggcggcctta taagcctaag gcagcttga

<210> 28
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
atttgtctac cgaactgtga gcaagggcga ggagc 35

<210> 29
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29

39

cgttggccga ggeggcectta cttgtacagc tcgtccatg 39

<210> 30
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido

<400> 30
Asp Ala His Lys Ser Glu val
1 5

<210> 31
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido

<400> 31
Ala Tyr Tyr Thr
1

<210> 32
<211> 58
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32

attcgccgaa gaggcagcaa accacttgca caagcgtgat gcacacaaga gtgaggtt

<210> 33
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> primer

<400> 33
gagtggccga ggcggcctta taagcctaag gcagcttga 39

<210> 34
<211>75
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> primer

<400> 34

ataccagctg ctccagttgc tccagccgaa gaggcagcaa accacttgca caagcgtact

gacgacgacg acaag

<210> 35
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
ttttggccga ggcggccttt cagttagcag cgatagtttg 40

<210> 36
<211>76
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36

ataccagctg ctccagttgc tccagccgaa gaggcagcaa accacttgca caagcgtgtg
agcaagggcg aggagce

<210> 37

<211> 39

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> primer

<400> 37
cgttggccga ggeggcectta cttgtacagc tcgtccatg 39

<210> 38
<211> 49
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

37
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<400> 38

ataagccgaa gaggcagcaa accacttgca caagcgtgac atcgttttg 49

<210> 39
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> primer

<400> 39
ctatggccga ggcggcccta ttaacactca cctetgttg

<210> 40
<211> 49
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40

39

ataagccgaa gaggcagcaa accacttgca caagcgtgac gttcaattg 49

<210> 41
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
tatcggccga ggceggcccta ttacttacct ggggacaag

<210> 42
<211> 98
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42

39

atcacctgca ggatgaagtt ctccaccaat ttgattctag ctattgcagce agcttccgec

gttgtctcag ctgctgacat cgttttgact caatcccc

<210> 43
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
ctatggccga ggcggcccta ttaacactca cctetgttg

<210> 44
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

39
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<220>
<223> cebador

<400> 44
ataccagctg ctactgacga cgacgacaag 30

<210> 45
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 45
ttttggccga ggcggccttt cagttagcag cgatagtttg 40

<210> 46
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46
gtaccagctg ctgtgagcaa gggcgaggag c 31

<210> 47
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 47
cgttggccga ggeggcectta cttgtacagc tcgtccatg 39

<210> 48
<211>95
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48

tactcctgca ggatgaagtt ctccaccaat ttgattctag ctattgcagc agcttccgcec
gttgtctcag ctgacgttca attgcaagaa tctgg

<210> 49

<211> 39

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 49
ctatggccga ggcggcccta ttaacactca cctetgttg 39

<210> 50
39
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<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50
gtaccagctg tgagcaaggg cgaggagc 28

<210> 51
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51
cgttggccga ggeggcectta cttgtacagc tcgtccatg

<210> 52
<211>95
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52

39

tactcctgca ggatgaagtt ctccaccaat ttgattctag ctattgcagc agcttccgec

gttgtctcag ctgacgttca attgcaagaa tctgg

<210> 53
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 53

tcatggccga ggeggcccta ttacttgtca caggactttg getc

40
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REIVINDICACIONES
1. Un acido nucleico aislado que codifica un lider, que se selecciona del grupo que consiste en

a) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10 o una variante funcional del mismo con una
o dos mutaciones puntuales, y

b) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13
y 14.

2. El acido nucleico de la reivindicacién 1, que es una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido lider,
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 18, 19 y 20, o una variante con optimizacion de codones de
cualquiera de SEQ ID 18, 19, o 20 para coincidir con el patron de uso de codones del organismo usado para la
expresion.

3. El acido nucleico de la reivindicaciéon 1 o 2, que codifica un lider que es un péptido lider con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID 12, preferiblemente en el que el acido nucleico consiste en una secuencia de nucleétidos de
SEQ ID 19, o una variante con optimizacion de codones de SEQ ID 19 para coincidir con el patrén de uso de
codones del organismo usado para la expresion.

4.  Ellider aislado codificado por un acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5.  Ellider de la reivindicacion 4, con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID 10, 11, 12, 13 y 14,

6. Ellider de la reivindicacion 5, que es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID 12.

7. Un casete de expresion que comprende un acido nucleico que codifica un lider unido de forma operable a una
secuencia de acido nucleico que codifica una PDI, caracterizado porque el lider se selecciona del grupo que consiste
en

a) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10 o una variante funcional del mismo con una
o dos mutaciones puntuales, y

b) un péptido lider con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 11, 12, 13
y 14, preferiblemente que es una secuencia de nucledtidos que codifica un péptido lider, seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID 18, 19 y 20, o una variante con optimizacion de codones de cualquiera de SEQ
ID 18, 19, o 20 para coincidir con el patron de uso de codones del organismo usado para la expresion.

8. El casete de expresidon segun la reivindicacion 7, en el que dicha PDI comprende una secuencia de
aminoacidos con una secuencia de aminoacidos N-terminal nativa.

9. El casete de expresion segun la reivindicacion 7 o 8, en el que la PDI se selecciona de proteinas terapéuticas,
que incluyen anticuerpos o fragmentos de los mismos, preferiblemente seleccionados del grupo que consiste en un
anticuerpo de longitud completa, un scFv, minicuerpo, diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, Fab y una proteina de
fusion con Fc, enzimas y péptidos, antibiéticos proteicos, proteinas de fusién con toxinas, conjugados carbohidrato -
proteina, proteinas estructurales, proteinas reguladoras, vacunas y proteinas o particulas similares a vacunas,
enzimas de procesamiento, factores de crecimiento, hormonas y citocinas, o en el que dicha PDI actia como
mediador en la produccion de un metabolito de células hospedadoras, preferiblemente seleccionada del grupo que
consiste en anticuerpos o fragmentos de los mismos, factores de crecimiento, hormonas y citocinas.

10. EIl casete de expresidon segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, que comprende ademas un promotor
unido de forma operable al acido nucleico que codifica el lider.

11. Una célula hospedadora de levadura recombinante que comprende el casete de expresiéon segun cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 10, preferiblemente en el que la levadura se selecciona del grupo de géneros que consiste
en Pichia, Candida, Torulopsis, Arxula, Hansenula, Ogatea, Yarrowia, Kluyveromyces, Saccharomyces y
Komagataella.

12.  Un método para producir una PDI en una célula hospedadora de levadura, que comprende:
- proporcionar la célula hospedadora segun la reivindicacion 11,
- cultivar dicha célula hospedadora para expresar dicha PDI, y
- purificar la PDI para obtener una preparacion de una PDI purificada.

13. ElI método segun la reivindicacion 12, en el que dicha PDI comprende una secuencia de aminoacidos con una
secuencia de aminoacidos N-terminal nativa, preferiblemente en el que dicha PDI comprende una secuencia de
aminoacidos que no comprende una Alanina adicional como residuo de aminoacido N-terminal.
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14. El método segun la reivindicacién 12 o 13, en el que la PDI se selecciona de proteinas terapéuticas, que
incluyen anticuerpos o fragmentos de los mismos, preferiblemente seleccionados del grupo que consiste en un
anticuerpo de longitud completa, un scFv, minicuerpo, diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, Fab y una proteina de
fusion con Fc, enzimas y péptidos, antibidticos proteicos, proteinas de fusion con toxinas, conjugados carbohidrato -
proteina, proteinas estructurales, proteinas reguladoras, vacunas y proteinas o particulas similares a vacunas,
enzimas de procesamiento, factores de crecimiento, hormonas y citocinas, o en el que dicha PDI actia como
mediador en la produccion de un metabolito de células hospedadoras.

15. El uso del acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o del lider segun cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6, para la secrecion de una PDI desde una célula hospedadora y/o para incrementar la
secrecion de una PDI desde una célula hospedadora, preferiblemente en el que al menos un 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 98, 0 100% de la PDI secretada comprende una secuencia de aminoacidos N-terminal nativa.
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Fig. 1: Promotor pG1 (SEQ ID 9)

ATTTCCACCCCCATCCCAGTAGAATGTAGGGTCCCCAAACATTTGCTCCCCCTAG
TCTCCAGGGAAATGTAAAATATACTGCTAATAGAAAACAGTAAGACGCTCAGTTGT
CAGGATAATTACGTTCGACTGTAGTAAAACAGGAATCTGTATTGTTAGAAAGAACG
AGAGTTTTTTACGGCGCCGCCATATTGGGCCGTGTGAAAACAGCTTGAAACCCCA
CTACTTTCAAAGGTTCTGTTGCTATACACGAACCATGTTTAACCAACCTCGCTTTT
GACTTGACTGAAGTCATCGGTTAACAATCAAGTACCCTAGTCTGTCTGAATGCTCC
TTTCCATATTCAGTAGGTGTTTCTTGCACTTTTGCATGCACTGCGGAAGAATTAGC
CAATAGCGCGTTTCATATGCGCTTTTACCCCCTCTTTTGTCAAGCGCAAAATGCCT
GTAAGATTTGGTGGGGGTGTGAGCCGTTAGCTGAAGTACAACAGGCTAATTCCCT
GAAAAAACTGCAGATAGACTTCAAGATCTCAGGGATTCCCACTATTTGGTATTICTG
ATATGTTTTTCCTGATATGCATCAAAACTCTAATCTAAAACCTGAATCTCCGCTATT
ITTTTTTTTTTTTTGATGACCCCGTTTTCGTGACAAATTAATTTCCAACGGGGTCTT
GTCCGGATAAGAGAATTTTGTTTGATTATCCGTTCGGATAAATGGACGCCTGCTCC
ATATTTTTCCGGTTATTACCCCACCTGGAAGTGCCCAGAATTTTCCGGGGATTACG
GATAATACGGTGGTCTGGATTAATTAATACGCCAAGTCTTACATTTTGTTGCAGTC
TCGTGCGAGTATGTGCAATAATAAACAAGATGAGCCAATTTATTGGATTAGTTGCA
GCTTGACCCCGCCATAGCTAGGCATAGCCAAGTGCTATGGGTGTTAGATGATGCA
CTTGGATGCAGTGAGTTTTGGAGTATAAAAGATCCTTAAAATTCCACCCTT
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Fig. 2.1

Fig. 2.2

Fig. 2.3

Lider de HSA
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Fig. 3
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Fig. 5.1

Fig. 5.3
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Fig. 6
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