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DESCRIPCION
Método de produccion de proteina recombinante procedente de Armoracia rusticana usando hongos filamentosos
[Campo técnico]

La presente invencién se refiere a un método para producir una proteina recombinante de peroxidasa de rabano
picante (Armoracia rusticana) usando un hongo filamentoso. Especificamente, la presente invencién se refiere a un
polinucleétido capaz de codificar un polipéptido de peroxidasa procedente de un rdbano picante y que expresa el
polipéptido en un hongo filamentoso, un vector de expresion que comprende el polinucleétido, un transformante de
un hongo filamentoso transformado con el vector de expresion introducido y un método para producir una proteina
recombinante de peroxidasa de rdbano picante usando el transformante.

[Antecedentes de la técnica]

La peroxidasa de rdbano picante se usa ampliamente como una de las enzimas para la deteccion en diversas
pruebas tales como el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), el método inmunohistoestatico, el
método de transferencia de Southern y el método de transferencia de Western. Ademas, la peroxidasa también se
ha usado ampliamente como enzima para kits de inspeccion clinica recientemente.

En general, las peroxidasas estan ampliamente presentes en el reino vegetal tales como rabano blanco (Raphanus
sativus), batata (Ipomoea batatas), trigo (Triticum spp.), rabano picante japonés (Eutrema japonica) y rabano picante.
Debido a que el contenido de peroxidasa en el rabano picante es alto, u otras razones, el rdbano picante se usa
preferentemente en producciones industriales.

Sin embargo, la peroxidasa de rdbano picante incluye enzimas miltiples tales como isozimas &cidas, neutras y
basicas. Ademas, el contenido de peroxidasa y la relacién de composicion de estas isoenzimas varian mucho
dependiendo de: las propiedades del suelo donde se cultiva el rabano picante, el tipo y la cantidad de fertilizante
afnadido, el clima, el tiempo de cosecha, etc. Ademas, en un método para producir una peroxidasa, se destruye una
planta y la peroxidasa se purifica a partir de una gran diversidad de contaminantes. De lo anterior, la calidad de una
peroxidasa purificada a partir de un rabano picante no es siempre la misma. En otras palabras, la mayoria de los
productos de peroxidasa de rdbano picante usados ampliamente en la actualidad son mezclas de un gran nimero de
isoenzimas. En la mayoria de los casos, la relaciéon es diferente de un lote a otro. Cuando dicho producto de
peroxidasa de rabano picante se usa para realizar diversas mediciones, por ejemplo, ELISA, se produce un grave
problema por la dificultad de obtener resultados de medicion estables debido a que los resultados varian entre los
lotes de produccion.

Ademas, el rdbano picante que sirve como materia prima requiere un largo periodo de cultivo y, en consecuencia,
tiene un rendimiento que varia dependiendo del clima. Ademas, recientemente, ha crecido la preocupacién sobre
una situacion en la que el suministro de rdbano picante podria quedarse corto por razones de: baja eficiencia en el
cultivo, agricultura alternativa a los cereales para el bioetanol que tiene una mayor demanda, y similares. Por lo
tanto, existe una gran necesidad potencial de peroxidasas de rabano picante que se puedan suministrar de forma
continua.

Un método concebible para superar los problemas anteriormente mencionados de la peroxidasa de rabano picante
es la produccion en masa por microorganismos usando técnicas de recombinacion genética. El uso de
microorganismos no solo permite el cultivo en masa en un periodo corto, sino que también permite un suministro
continuo sin influencia del clima. Ademas, el uso de técnicas de recombinacién genética permite una Unica expresion
de una peroxidasa diana en una gran cantidad. Esto permite evitar un problema de contaminacién por isozimas.

Se han revelado la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos de la peroxidasa Cla, una de las principales
isoenzimas de la peroxidasa de rabano picante, (véase NPL 1). Ademas, usando un gen que codifica la peroxidasa
Cla, se ha estudiado la expresion en células vegetales de Escherichia coli, levadura y tabaco (Nicotiana tabacum).
Sin embargo, la cantidad de expresion es tan pequefia como 0,11 mg/l en Escherichia coli, (véase NPL 2), 5. 3 mg/l
en levaduras (véase NPL 3) y 3 mg/l en células de plantas de tabaco (véase NPL 4). La productividad es bastante
baja y poco practica. A partir de lo anterior, se ha deseado desarrollar un organismo recombinante capaz de producir
en masa peroxidasa de rabano picante, y un método para producir peroxidasa de radbano picante usando el
organismo recombinante.

El documento WO_01/72999 Al divulga un método para mejorar la expresion de secuencias de polinucleétidos y
polipéptidos evolucionados que codifican una peroxidasa de rabano picante en sistemas de expresion tales como
Escherichia coli o levadura. EI documento WO 2006/077258 Al divulga una secuencia de nucleétidos que
comprende un nucleétido sinbnimo que codifica la secuencia con una frecuencia de codones optimizada de modo
gue un codon nativo se intercambie por un codén sinénimo, Util para producir una enzima, como la peroxidasa, en
células huésped de hongos filamentosos optimizadas con codones como especies de Aspergillus, Trichoderma,
Fusarium, Chrysporum o Penicillium.
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[Sumario de la invencion]
[Problema técnico]

La presente invencién se ha realizado teniendo en cuenta los problemas descritos anteriormente en las técnicas
convencionales. Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un polinucledétido que permita la produccién en
masa eficiente de un polipéptido de peroxidasa de rabano picante.

[Solucién al Problema]

Con el fin de conseguir el objetivo anterior, los presentes inventores, en primer lugar, introdujeron en un hongo
filamentoso un vector de expresién que comprende un polinucleétido que codifica la peroxidasa de rabano picante
(HRP) C1la de tipo silvestre, y examinaron la cantidad del péptido HRP producido en el transformante obtenido. Sin
embargo, los inventores no observaron ninguna produccion del péptido HRP del transformante, y revelaron que
incluso si se usa el polinucleétido que codifica el polipéptido HRP de tipo silvestre, no se producia ningin polipéptido
HRP en el hongo filamentoso.

Por lo tanto, los presentes inventores han estudiado seriamente con el fin de expresar el polipéptido HRP en un
hongo filamentoso a un alto nivel. En primer lugar, los inventores tomaron en consideracion las frecuencias de uso
de codones de tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus y Trichoderma. A continuacion, los
inventores prepararon un polinucleétido de HRP modificado con codén de modo que las frecuencias de aparicion de
codones en un polinucledtido de HRP se adaptaran para las frecuencias de uso de codones obtenidas. A
continuacion, Humicola, Aspergillus y Trichoderma se transformaron usando este polinucledtido de HRP modificado
con codén. Como resultado, aunque no se observé ninguna expresion en Humicola, se observé la expresion de HRP
en Aspergillus y Trichoderma. En particular, cuando se us6 Trichoderma, se produjo con éxito HRP en una
concentracion de 100 veces 0 mas en comparacion con el pasado.

Por consiguiente, con el fin de expresar HRP en Trichoderma a un alto nivel, los presentes inventores transformaron
Trichoderma usando un polinucleétido de HRP adaptado solo para las frecuencias de uso de codones de
Trichoderma. Como resultado, se observé la expresion de HRP en el transformante. Sin embargo,
sorprendentemente contra las expectativas, la productividad de HRP fue significativamente mayor en el caso de la
transformacion usando el polinucleétido modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las
tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus, y Trichoderma que en el caso de la transformacion
usando el polinucleétido adaptado para las frecuencias de uso del codon de solo Trichoderma que sirvieron como las
células huésped.

Con el fin de verificar alin mas la efectividad de tomar en consideracion las frecuencias de uso de codones de tres
especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus y Trichoderma, los presentes inventores prepararon un
polinucleétido diferente que se modificé teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las tres especies
de hongos filamentosos, y Trichoderma transformado usando el polinucleétido para evaluar la expresion de HRP.
Como resultado, se observé un alto nivel de expresién de HRP en Trichoderma transformado, de forma similar a lo
anterior. Ademas, se revel6 que la utilizacién de dicho polinucleétido de HRP modificado con codén también permitia
una expresion de un polipéptido HRP en el hongo filamentoso, fusionandose el polipéptido HRP con un polipéptido
etiqueta His o un polipéptido CBH1 procedente de Trichoderma.

Ademas, también se descubrid que estos polipéptidos fusionados con HRP permiten facilitar el aislamiento y la
purificacion de HRP. Ademas, se descubri6 que un polipéptido de HRP producido por el hongo filamentoso
transformado con el polinucle6tido de HRP modificado con coddn era capaz de decolorar un pigmento de achiote en
presencia de perdxido de hidrogeno. Estos descubrimientos han llevado a la finalizacion de la presente invencion.
Especificamente, la presente invencién proporciona mas especificamente lo siguiente.

(1) Un polinucledtido modificado para tener al menos 200 codones cuya secuencia de bases es diferente de una
secuencia de bases de tipo silvestre que codifica un polipéptido de peroxidasa de rabano picante Cla, que tiene
frecuencias de uso de codones en los siguientes porcentajes, y que es capaz de expresar el polipéptido que va a
codificarse en un hongo filamentoso, en el que

en un caso en el que un aminoacido codificado por el codén modificado es alanina, una frecuencia de uso de
GCC es de 77,5 % a 82,5 % y una frecuencia de uso de GCT es de 17,5 % a 22,5 %;
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en un caso en el que un aminoacido codificado por el codén modificado es arginina, una frecuencia de uso de
CGC es de 87,5 % a 92,5 % y una frecuencia de uso de CGT es de 7,5 % a 12,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es asparagina, uan frecuencia de uso de
AAC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es acido aspartico, una frecuencia de uso
de GAC de 92,5 % a 97,5% y una frecuencia de uso de GAT es de 2,5 % a 7,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es cisteina, una frecuencia de uso de
TGC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es glutamina, una frecuencia de uso de
CAG es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es acido glutamico, una frecuencia de uso
de GAG es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es glicina, una frecuencia de uso de GGC
de 72,5 % a 77,5 % y una frecuencia de uso de GGT es de 22,5 % a 27,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es histidina, una frecuencia de uso de
CAC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es isoleucina, una frecuencia de uso de
ATC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es leucina, una frecuencia de uso de CTC
es de 77,5 % a 82,5 % y una frecuencia de uso de CTG es de 17,51 % a 22,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es lisina, una frecuencia de uso de AAG
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es fenilalanina, una frecuencia de uso de
TTC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoéacido codificado por el codon modificado es prolina, una frecuencia de uso de CCC
es de 77,5 % a 82,5 % y una frecuencia de uso de CCT es de 17,5 % a 22,5 %;

en un caso en el que el aminoéacido codificado por el codén modificado es serina, una frecuencia de uso de AGC
esde 12,5% a 17,5 % y una frecuencia de uso de TCC es de 82,5 % a 87,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es treonina, una frecuencia de uso de
ACC es de 82,5 % a 87,5 % y una frecuencia de uso de ACG es de 12,5 % a 17,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es tirosina, una frecuencia de uso de TAC
es del 100 %; y

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es valina, una frecuencia de uso de GTC
es de 82,5% a 87,5 %, una frecuencia de uso de GTG es de 2,5 % a 7,5 % y una frecuencia de uso de GTT es
de 7,5% a 12,5 %;

la secuencia de bases de tipo silvestre que codifica un polipéptido de peroxidasa de rdbano picante es la
secuencia de bases de SEQ ID NO: 3,y

el numero de aminoéacidos con las frecuencias de uso de codones en los porcentajes mencionados anteriormente
son los 18 aminoacidos mencionados anteriormente.

(2) El polinucleétido de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (3), que codifica un polipéptido de la peroxidasa de
rdbano picante Cla y tiene al menos una caracteristica seleccionada de entre el grupo que consiste en los
siguientes (i) y (ii):

(i) que comprende una region codificadora de una secuencia de bases de SEQ ID NO: 1; y
(i) que tiene una homologia de 95 % o mas con una secuencia de bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ
ID NO: 1.

(3) El polinucledtido de acuerdo con (1), que codifica un polipéptido de la peroxidasa de rdbano picante Clay
tiene al menos una caracteristica seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguientes (i) y (ii):

(i) que comprende una regién codificadora de una secuencia de bases de SEQ ID NO: 26; y
(i) que tiene una homologia de 95 % o0 mas con una secuencia de bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ
ID NO: 26.

(4) Un polinucledtido que comprende el polinucledtido de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (3), al que se
afnade un polinucleétido que codifica un polipéptido deseado.

(5) Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (4).

(6) Un transformante de un hongo filamentoso transformado con el vector de expresion de acuerdo con (5)
introducido.

(7) El transformante de acuerdo con (6), en el que el hongo filamentoso es uno cualquiera de un hongo
perteneciente al género Trichoderma y un hongo perteneciente al género Aspergillus.

(8) El transformante de acuerdo con (6), en el que el hongo filamentoso es uno cualquiera de Trichoderma viride
y Aspergillus niger.

(9) El transformante de acuerdo con (6), en el que el hongo filamentoso es Trichoderma viride.

(10) Un método de produccién de un polipéptido codificado por el polinucleétido de acuerdo con uno cualquiera
de (1) a (10), comprendiendo el método las etapas de:
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cultivar el transformante de acuerdo con uno cualquiera de (6) a (9); y recoger el polipéptido expresado a partir
del transformante cultivado y/o un cultivo del transformante.

[Efectos ventajosos de la invencion]

La presente invencion proporciona un polinucleétido que codifica peroxidasa de rabano picante y que comprende
codones optimizados para la expresidon en un hongo filamentoso. Ademas, la presente invencion permite producir
una proteina recombinante de peroxidasa de rabano picante usando Trichoderma viride o Aspergillus niger
transformado con el polinucleétido.

[Breve descripcion de las figuras]

[Fig. 1] La Fig. 1 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar un hongo filamentoso (Trichoderma)
con un vector de expresion (pCB1-HRP nativo) que comprende un polinucleétido que codifica la peroxidasa de
rabano picante (HRP) Cla de tipo silvestre, y analizar un sobrenadante de cultivo del transformante resultante
por transferencia Western usando un anticuerpo anti-HRP. En la figura, la calle 1 muestra el resultado de la
dispersién de un marcador de peso molecular, y la calle 2 muestra el resultado de la dispersion del sobrenadante
del cultivo del transformante.

[Fig. 2] La Fig. 2 es una figura para ilustrar el resultado de comparar la secuencia de bases (posiciones 1 a 540)
entre un polinucleétido de HRP de tipo silvestre y un polinucledtido (polinucleétido de HRP modificado con
codon) de la presente invencion. En la figura, las secuencias superiores muestran la secuencia de bases del
polinucleétido de HRP de tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3), y las secuencias inferiores
muestran la del polinucleétido de la presente invencién (secuencia de bases de SEQ ID NO: 1).

[Fig. 3] La Fig. 3 es una figura para ilustrar el resultado de comparar la secuencia de bases (posiciones 541 a
1014) entre el polinucleétido de HRP de tipo silvestre y el polinucleétido (polinucleétido de HRP modificado con
codoén) de la presente invencion. En la figura, las secuencias superiores muestran la secuencia de bases del
polinucleétido de HRP de tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3), y las secuencias inferiores
muestran la del polinucleétido de la presente invencion (secuencia de bases de SEQ ID NO: 1).

[Fig. 4] La Fig. 4 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar Humicola con un vector de expresion
(PNCE2-HRP-humicola) que comprende el polinucleétido de la presente invencién, y analizar un sobrenadante
de cultivo del transformante resultante mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-etiqueta His.
En la figura, la calle 1 muestra el resultado de la dispersiébn de un marcador de peso molecular, y la calle 2
muestra el resultado de la dispersién del sobrenadante del cultivo del transformante.

[Fig. 5] La Fig. 5 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar Aspergillus con un vector de expresion
(pPAmyB-pyr-HRP-aspergillus) que comprende el polinucleétido de la presente invencion, y analizar un
sobrenadante de cultivo del transformante resultante mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-
etiqueta His. En la figura, la calle 1 muestra el resultado de la dispersién de un marcador de peso molecular, y la
calle 2 muestra el resultado de la dispersién del sobrenadante del cultivo del transformante.

[Fig. 6] La Fig. 6 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar Trichoderma con un vector de
expresion (pCB1-HRP-tricho) que comprende el polinucleétido de la presente invencién, y analizar un
sobrenadante de cultivo del transformante resultante mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-
etiqueta His. En la figura, la calle 1 muestra el resultado de la dispersion de un marcador de peso molecular, y la
calle 2 muestra el resultado de la dispersion del sobrenadante del cultivo del transformante.

[Fig. 7] La Fig. 7 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar Trichoderma con un vector de
expresion (pCB1-HRP(sin His)-tricho) que comprende el polinucleétido de la presente invencion, y analizar un
sobrenadante de cultivo del transformante resultante mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-
HRP. En la figura, la calle 1 muestra el resultado de la dispersién de un marcador de peso molecular, y la calle 2
muestra el resultado de la dispersion del sobrenadante del cultivo del transformante.

[Fig. 8] La Fig. 8 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar Trichoderma con un vector de
expresion (pCB1-KR-HRP-tricho) que comprende el polinucledtido de la presente invencion, y analizar un
sobrenadante de cultivo del transformante resultante mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-
HRP. En la figura, la calle 1 muestra el resultado de la dispersién de un marcador de peso molecular, y la calle 2
muestra el resultado de la dispersion del sobrenadante del cultivo del transformante.

[Fig. 9] La Fig. 9 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar Trichoderma con un vector de
expresion (pCB1-HRP(sin His)-tricho 2) que comprende un polinucleétido de HRP adaptado solo para
frecuencias de uso de codones de Trichoderma, y analizar un sobrenadante de cultivo del transformante
resultante mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-HRP. En la figura, la calle 1 muestra el
resultado de la dispersion de un marcador de peso molecular, y la calle 2 muestra el resultado de la dispersion
del sobrenadante del cultivo del transformante.

[Fig. 10] La Fig. 10 es una figura para ilustrar el resultado de comparar la secuencia de bases (posiciones 1 a
540) entre un polinucledtido de HRP de tipo silvestre y un polinucleétido (polinucleétido de HRP modificado con
codon) de la presente invencion. En la figura, las secuencias superiores muestran la secuencia de bases del
polinucleétido de HRP de tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3), y las secuencias inferiores
muestran la del polinucleétido de la presente invencién (secuencia de bases de SEQ ID NO: 26).

[Fig. 11] La Fig. 11 es una figura para ilustrar el resultado de comparar la secuencia de bases (posiciones 541 a
1014) entre el polinucleétido de HRP de tipo silvestre y el polinucleétido (polinucleétido de HRP modificado con
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codoén) de la presente invencion. En la figura, las secuencias superiores muestran la secuencia de bases del
polinucleétido de HRP de tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3), y las secuencias inferiores
muestran la del polinucleétido de la presente invencién (secuencia de bases de SEQ ID NO: 26).

[Fig. 12] La Fig. 12 es una figura para ilustrar el resultado de comparar la secuencia de bases (posiciones 1 a
540) entre los polinucleétidos de la presente invencién. En la figura, las secuencias superiores muestran la
secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 y las secuencias inferiores muestran la secuencia de bases de SEQ ID
NO: 26.

[Fig. 13] La Fig. 13 es una figura para ilustrar el resultado de comparar la secuencia de bases (posiciones 541 a
1017) entre los polinucleétidos de la presente invencion. En la figura, las secuencias superiores muestran la
secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 y las secuencias inferiores muestran la secuencia de bases de SEQ ID
NO: 26.

[Fig. 14] La Fig. 14 es una fotografia para ilustrar el resultado de transformar Trichoderma con un vector de
expresion (pCB1-HRP(sin His)-tricho 3) que comprende el polinucledtido de la presente invencion, y analizar un
sobrenadante de cultivo del transformante resultante mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-
HRP. En la figura, la calle 1 muestra el resultado de la dispersién de un marcador de peso molecular, y la calle 2
muestra el resultado de la dispersién del sobrenadante del cultivo del transformante.

[Descripcion de las realizaciones]
<Polinucleétido>

Como se describe en los ejemplos posteriores, en un andlisis de transferencia Western, incluso si se usa un
polinucleétido que tiene una secuencia de base de tipo silvestre que codifica un polipéptido peroxidasa de rabano
picante (HRP), no se detectd ninguna expresion de un polipéptido HRP en un hongo filamentoso. Sin embargo, la
expresion del polipéptido de HRP se detecté en el hongo filamentoso usando un polinucleétido modificado para tener
un(os) coddn(es) cuya secuencia de bases es diferente de la secuencia de bases de tipo silvestre.

Por tanto, de acuerdo con una realizacion, la presente invencion proporciona el siguiente polinucleoétido.

Un polinucleétido modificado para tener al menos 200 codones cuya secuencia de bases es diferente de una
secuencia de bases de tipo silvestre que codifica un polipéptido de peroxidasa de rabano picante Cla, que tiene
frecuencias de uso de codones en los siguientes porcentajes, y que es capaz de expresar el polipéptido que va a
codificarse en un hongo filamentoso, en el que

en un caso en el que un aminoécido codificado por el codén modificado es alanina, una frecuencia de uso de GCC
es del 80 % y una frecuencia de uso de GCT es del 20 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codéon modificado es arginina, una frecuencia de uso de CGC
es del 90 % y una frecuencia de uso de CGT es del 10 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es asparagina, una frecuencia de uso de
AAC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es acido aspartico, una frecuencia de uso de
GAC es del 95 % y una frecuencia de uso de GAT es del 5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es cisteina, una frecuencia de uso de TGC es
del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es glutamina, una frecuencia de uso de CAG
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es acido glutamico, una frecuencia de uso de
GAG es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es glicina, una frecuencia de uso de GGC es
del 75 % y una frecuencia de uso de GGT es del 25 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es histidina, una frecuencia de uso de CAC
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es isoleucina, una frecuencia de uso de ATC
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es leucina, una frecuencia de uso de CTC es
del 80 % y una frecuencia de uso de CTG es del 20 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codéon modificado es lisina, una frecuencia de uso de AAG es
del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es fenilalanina, una frecuencia de uso de
TTC es del 100 %j;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es prolina, una frecuencia de uso de CCC es
del 80 % y una frecuencia de uso de CCT es del 20 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es serina, una frecuencia de uso de AGC es
del 15 % y una frecuencia de uso de TCC es del 85 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es treonina, una frecuencia de uso de ACC
es del 85 % y una frecuencia de uso de ACG es del 15 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el coddn modificado es tirosina, una frecuencia de uso de TAC es
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del 100 %; y

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es valina, una frecuencia de uso de GTC es
del 85 %, una frecuencia de uso de GTG es del 5 % y una frecuencia de uso de GTT es del 10 %.

L

El término polipéptido HRP significa una enzima extraida de rabano picante y que tiene una actividad de escision
oxidativa y que descompone una estructura de peréxido en dos grupos hidroxilo. Ejemplos del mismo incluyen
isoenzimas HRP Cla, HRP C1b, HRP Cic, HRP C2 y HRP C3. Un polipéptido HRP Cla es una isozima que tiene el
contenido mas alto entre peroxidasas de rabano picante, de modo que sus propiedades se reflejan mas en las
propiedades de una mezcla de peroxidasas que se extrae de rabano picante y generalmente se usa como reactivo o
similar.

Ademas, el polipéptido HRP Cla es normalmente un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 4. Ademas, en la naturaleza también, una secuencia de aminoacidos puede experimentar una
mutacion. Por tanto, el polipéptido HRP incluye cualquier polinucleétido que codifica una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 en la que uno 0 mas aminodacidos estan sustituidos, eliminados,
insertados y/o afadidos, siempre que una proteina que tenga la actividad descrita anteriormente esté codificada.

Obsérvese que, en el polipéptido HRP Cla, se sabe que un polipéptido que comprende restos del resto de metionina
en el extremo N al 30° resto de alanina funciona como un péptido sefial de HRP. Ademas, en la presente invencion,
el término polipéptido significa una molécula que comprende dos o mas aminoacidos unidos entre si mediante un(os)
enlace(s) peptidico(s). Por tanto, el término es un concepto que incluye no solo proteinas de longitud completa, sino
también los denominados oligopéptidos. Ademas de una mutacién de la secuencia de aminoacidos, el polipéptido
puede modificarse, por ejemplo, mediante glucosilacion, fosforilacion, palmitoilacion, prenilaciéon, metilacion,
acetilacion, ubiquitinacion, SUMOilacion, hidroxilacion, amidacién y similares.

En la presente invencion, la expresidn "secuencia de bases de tipo silvestre que codifica un polipéptido de HRP" es
una secuencia de bases de SEQ ID NO: 3. El término "codon" significa una combinacién de bases en tres
nucleétidos que codifican un aminoacido.

En la presente invencion, al menos un coddn que tiene una secuencia de bases diferente de la secuencia de bases
de tipo silvestre es preferentemente un codén para mejorar la eficiencia de traduccion en un hongo filamentoso. Este
codon es preferentemente un codén que tiene una "mutacion de degeneracion” introducida sin un cambio en la
secuencia de aminoacidos.

Cuando la cantidad de un polipéptido de HRP producido introduciendo en un hongo filamentoso un polinucleétido
modificado para tener al menos un codén cuya secuencia de bases es diferente de la secuencia de bases de tipo
silvestre es mayor que la cantidad de un polipéptido de HRP producido introduciendo en un hongo filamentoso un
polinucleétido que tiene la secuencia de base de tipo silvestre, el codon se puede determinar como el "coddn para
mejorar la eficiencia de traduccién en un hongo filamentoso". Las cantidades de polipéptidos de HRP pueden
compararse como se describe en los ejemplos posteriores, por ejemplo, empleando métodos conocidos tales como
transferencia Western, deteccién del desarrollo de color con tetrametilbenzidina (medicion de la absorbancia a una
longitud de onda de 450 nm) y medicién de la actividad de oxidacion del guayacol.

Ademas, el nimero de codones modificados es al menos 200 y en particular preferentemente 200 o mas (por
ejemplo, 210 o mas, 220 o mas, 230 o mas, 240 o mas). Ademas, en la presente invencion, la relaciéon de los
codones modificados a todos los codones en el polinucledtido que tiene la secuencia de bases de tipo silvestre es
preferentemente al menos 10 %, mas preferentemente del 30 % o mas y en particular preferentemente 60 % 0 mas
(por ejemplo, 70 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 100 %). Obsérvese que, entre 338 codones en una regién
codificadora de una secuencia de bases de SEQ ID NO: 1, se modifican 246 codones (72,8 %) (se introduce la
mutacion de degeneracion). Ademas, entre 338 codones en una region codificadora de una secuencia de bases de
SEQ ID NO: 26, se modifican 245 codones (72,5%) (se introduce la mutacion de degeneracion).

En la presente invencion, el término hongo filamentoso significa un hongo compuesto de hifas. Ejemplos de hongo
filamentoso incluyen hongos pertenecientes al género Trichoderma, pertenecientes al género Aspergillus,
pertenecientes al género Acremonium, pertenecientes al género Fusarium, pertenecientes al género Myceliopthora,
pertenecientes al género Neurospora, pertenecientes al género Penicillium, pertenecientes al género Rhizomucor,
pertenecientes al género Thermonyces, pertenecientes al género Thielavia, y pertenecientes al género
Tolypocladium.

Ademas, mas especificamente, ejemplos de los hongos pertenecientes al género Trichoderma incluyen Trichoderma
viride, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, y Trichoderma reesei. Ademas,
ejemplos de los hongos pertenecientes al género Aspergillus incluyen Aspergillus niger, Aspergillus awamori,
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillusnidulans, y Aspergillusoryzae. Entre estos, se prefieren los
hongos pertenecientes a los géneros Trichoderma y Aspergillus, y se prefieren mas Trichoderma viride y Aspergillus
niger.
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En la presente invencion, la expresion "capaz de expresar el polipéptido que se va a codificar" en dicho hongo
filamentoso significa que una concentracion de HRP producida en un sobrenadante de cultivo es de 0,001 mg/l o
mas, preferentemente de 1 mg/l o mas, mas preferentemente 10 mg/l o0 mas, alin mas preferentemente 100 mg/l o
mas, y en particular preferentemente 300 mg/l 0 mas, en la que el sobrenadante del cultivo se obtiene cultivando un
hongo filamentoso transformado introduciendo en él el polinucleétido modificado para tener al menos un codon cuya
secuencia de bases es diferente de la secuencia de bases de tipo silvestre que codifica un polipéptido HRP, y el
sobrenadante del cultivo se diluye de tal manera que una concentracion del transformante es de 9 x 10% UFC/m.

Como se describe en los ejemplos mas posteriores, las frecuencias de uso de codones que se muestran en la Tabla
1 posterior se calcularon teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de tres especies en Humicola,
Aspergillus y Trichoderma. A continuacion, las frecuencias de aparicion de codones en el polinucleétido de HRP de
tipo silvestre se adaptaron para las frecuencias de uso de codones obtenidas. La secuencia de bases del
polinucleétido de HRP de tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3) se alter6 a la secuencia de bases de
SEQ ID NO: 1 o la secuencia de bases de SEQ ID NO: 26. Posteriormente, el polinucleétido de HRP modificado con
codon asi preparado se us6 para transformar un hongo filamentoso. Como resultado, se detectdé una expresion de
un polipéptido de HRP a pesar de que no se observd ninguna expresion del polipéptido de HRP usando el
polinucleétido de HRP de tipo silvestre.

Por tanto, un polinucleétido de la presente invencién es un polinucleétido que codifica un polipéptido HRP y se
modifica para tener frecuencias de uso de codones en los siguientes porcentajes, en el que

en un caso en el que un aminoacido codificado por el codén modificado es alanina, una frecuencia de uso de GCC
es del 80 % y una frecuencia de uso de GCT es del 20 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codéon modificado es arginina, una frecuencia de uso de CGC
es del 90 % y una frecuencia de uso de CGT es del 10 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es asparagina, una frecuencia de uso de
AAC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es acido aspartico, una frecuencia de uso de
GAC es del 95 % y una frecuencia de uso de GAT es del 5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es cisteina, una frecuencia de uso de TGC es
del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es glutamina, una frecuencia de uso de CAG
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es acido glutamico, una frecuencia de uso de
GAG es del 100 %;

en un caso en el que el aminoéacido codificado por el codén modificado es glicina, una frecuencia de uso de GGC es
del 75 % y una frecuencia de uso de GGT es del 25 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es histidina, una frecuencia de uso de CAC
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es isoleucina, una frecuencia de uso de ATC
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el coddn modificado es leucina, una frecuencia de uso de CTC es
del 80 % y una frecuencia de uso de CTG es del 20 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es lisina, una frecuencia de uso de AAG es
del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es fenilalanina, una frecuencia de uso de
TTC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es prolina, una frecuencia de uso de CCC es
del 80 % y una frecuencia de uso de CCT es del 20 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es serina, una frecuencia de uso de AGC es
del 15 % y una frecuencia de uso de TCC es del 85 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es treonina, una frecuencia de uso de ACC
es del 85 % y una frecuencia de uso de ACG es del 15 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es tirosina, una frecuencia de uso de TAC es
del 100 %; y en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es valina, una frecuencia de uso
de GTC es del 85 %, una frecuencia de uso de GTG es del 5 % y una frecuencia de uso de GTT es del 10 %.

En la presente invencidn, expresiones tales como "la secuencia de bases de HRP de tipo silvestre se modifica para
tener las frecuencias de uso de codones en los porcentajes anteriores" significa incluir no solo que las frecuencias
de uso de codones coinciden con los valores de los porcentajes anteriores en si, sino también que las frecuencias de
uso del coddn estan adaptadas dentro de un intervalo del 2,5 % de los valores de los porcentajes. Por ejemplo, en el
caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado sea serina, la expresion significa que, en la
secuencia de bases del polinucleétido que codifica un polipéptido HRP, se altera el codén que codifica la serina para
tener frecuencias de uso adaptadas tales que la frecuencia de uso de AGC es de 12,5 a 17,5 %, y la frecuencia de
uso de TCC es de 82,5 a 87,5 %. Sin embargo, en el polinucleétido de la presente invencion, el nimero de
aminoéacidos con las frecuencias de uso de coddn en los porcentajes mencionados anteriormente son los 18
aminoacidos mencionados anteriormente.
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Tal como se ha descrito anteriormente, como resultado de transformar un hongo filamentoso usando el
polinucleétido que tiene la secuencia de bases modificada para tener las frecuencias de uso de codones en los
porcentajes anteriores (la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 o la secuencia de bases de SEQ ID NO: 26), se
detect6 una expresion de un polipéptido de HRP a un nivel significativamente alto.

Por tanto, la presente invencién proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido de peroxidasa de rabano
picante (HRP) Clay tiene al menos una caracteristica seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguientes

(i) y (ii):

(i) que comprende una region codificadora de una secuencia de bases de SEQ ID NO: 1; y
(i) que tiene una homologia de 95 % o mas con una secuencia de bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ ID
NO: 1.

Ademas, la presente invencion proporciona un polinucledétido que codifica un polipéptido de peroxidasa de rabano
picante (HRP) Clay tiene al menos una caracteristica seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguientes

(i) y (ii):

(i) que comprende una regién codificadora de una secuencia de bases de SEQ ID NO: 26; y
(i) que tiene una homologia de 95 % 0 mas con una secuencia de bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ
ID NO: 26.

En la presente invencion, la "secuencia de bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ ID NO: 1"y la "secuencia de
bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ ID NO: 26" significan cada una especificamente una secuencia de bases
modificada para tener las frecuencias de uso de codones en los porcentajes anteriores y codificar adicionalmente el
polipéptido HRP C1la, a partir del cual se excluye una secuencia de bases que codifica una secuencia sefial.

Ademas, el término "homologia" con respecto a la secuencia de bases se usa como un significado del grado de
correspondencia, entre secuencias que se van a comparar, en bases que constituyen cada secuencia. Cada uno de
los valores numéricos de "homologia" descritos en la presente descripcion puede ser cualquier valor numérico
calculado usando un programa de busqueda de homologia conocido por los expertos en la técnica, y puede
calcularse facilmente usando los parametros predeterminados (ajuste inicial) en FASTA, BLAST, Smith-Waterman,
etc., por ejemplo.

Ademas, con el fin de que el polipéptido HRP Cla demuestre su actividad, no se requiere ninguna secuencia sefal.
Por consiguiente, en el polinucleétido de la presente invencion, un polinucleétido que codifica la secuencia sefal
(secuencia de bases correspondiente a las posiciones 1 a 90 de SEQ ID NO: 1) se puede excluir del polinucleétido
de HRP.

Los expertos en la técnica pueden preparar el polinucleétido de la presente invencién empleando técnicas conocidas
segun sea adecuado. Por ejemplo, como se describe en los ejemplos posteriores, el polinucleétido de la presente
invencion se puede sintetizar quimicamente usando un sintetizador de ADN disponible en el mercado sobre la base
de informacién sobre una secuencia de bases disefiada para tener una secuencia de bases diferente en al menos un
codon de la secuencia de bases tipo silvestre que codifica un polipéptido de HRP. Como alternativa, el polinucleétido
de la presente invencidn puede prepararse por métodos bien conocidos tales como mutagénesis dirigida al sitio para
introducir una mutacion (sustitucion de bases) en el polinucleétido de HRP de tipo silvestre.

Como se describe en los ejemplos posteriores, también se ha revelado que la utilizacion del polinucleétido de HRP
modificado con codon permite expresar en un hongo filamentoso un polipéptido HRP fusionado con un polipéptido
etiqueta His o un polipéptido CBH1 (celobiohidrolasa 1) procedente de Trichoderma.

Por tanto, la presente invencién proporciona un polinucleétido que comprende el polinucleétido de HRP modificado
con codon al que se afade adicionalmente un polinucleétido que codifica un polipéptido deseado.

En la presente invencion, el polipéptido deseado no esta particularmente limitado. Si el polipéptido HRP se afiade
como una etiqueta para deteccion, por ejemplo, el polipéptido deseado puede detectarse facilmente.

Por otro lado, en la presente invencion, el polipéptido deseado puede afiadirse al polipéptido HRP para purificar el
polipéptido HRP. Un ejemplo de dicho polipéptido usado para purificar el polipéptido de HRP incluye un polipéptido
que tiene una capacidad de adsorcion de sustrato. Mas especificamente, los ejemplos incluyen celobiohidrolasa
(CBH), endoglucanasa, B-glucosidasa, glucoamilasa, albumina, anticuerpos, anticuerpos Fab, anticuerpos scFV, una
etiqueta His, una etiqueta GST, una etiqueta MBP, una etiqueta TAP, una etiqueta FLAG, etiqueta Myc, una etiqueta
HA, una etiqueta V5 y una etiqueta T7.

El polinucleétido de HRP modificado con codon y el polinucleétido que codifica el polipéptido deseado pueden
afiadirse de cualquier modo, siempre que se traduzca una cadena Unica de un polipéptido de fusién sin cambiar los
marcos de lectura de estos polipéptidos mediante la adicion. El polinucleétido que codifica el polipéptido deseado se
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puede afiadir a uno o ambos lados del lado 5' y el lado 3' del polinucleétido de HRP modificado con el codén.
Ademas, dichal adicion puede ser directa o indirecta. Un ejemplo de la adicién indirecta incluye un modo en el que
se inserta un polinucleétido que codifica un polipéptido enlazador entre el polinucleétido de HRP maodificado con
codon y el polinucleétido que codifica el polipéptido deseado. La longitud de dicho polipéptido enlazador es
normalmente de 1 a 100 aminoacidos, preferentemente, de 1 a 50 aminoacidos, mas preferentemente de 1 a 30
aminoacido y en particular preferentemente de 12 a 18 aminoacidos (por ejemplo, 15 aminoacidos).

< Vector de expresion, transformante>

La presente invencion también proporciona un vector de expresion que comprende el polinucleétido de la presente
invencion. El vector de expresién de la presente invencién se puede construir sobre la base de un vector
autoreplicante, es decir, por ejemplo, un plasmido que existe como un elemento extracromosomico, y que se replica
independientemente de la replicacion del cromosoma. Como alternativa, el vector de expresion de la presente
invencion se puede replicar junto con el cromosoma de un hongo filamentoso huésped, después de introducirlo en el
hongo filamentoso e incorporarlo al genoma del mismo.

Con el fin de expresar la HRP y similares después de la introduccion en un hongo filamentoso, el vector de expresion
de la presente invencién comprende deseablemente, ademas del polinucleétido de la presente invencién, un
polinucleétido para regular la expresion, un marcador genético para seleccionar el transformante y similares.

Ejemplos de dicho polinucleétido para regular la expresion incluyen un promotor, una secuencia lider, un terminador
y similares. El promotor no esta particularmente limitado, siempre que la actividad transcripcional se muestre en el
hongo filamentoso. El promotor puede obtenerse como un polinucleétido para regular una expresion de un gen que
codifica cualquier polipéptido de la misma especie o género que el de un hongo filamentoso huésped o cualquier
polipéptido de diferentes especies o géneros. Ejemplos de dicho promotor incluyen promotores de un gen de a-
amilasa, un gen de glucoamilasa, un gen de celobiohidrolasa o un gen de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.
El terminador debe ser una secuencia reconocida por un hongo filamentoso para terminar la transcripcion. Ejemplos
de los mismos incluyen terminadores de TAKA amilasa, una glucoamilasa, un gen de celobiohidrolasa, una
antranilato sintasa, a-glucosidasa, un gen trpC o un gen de proteasa de tipo tripsina. La secuencia lider debe ser una
region no traducida de un ARNm de modo que se pueda mejorar la eficiencia de la traduccién por un hongo
filamentoso. Ejemplos de los mismos incluyen secuencias lider de TAKA amilasa, fosfotriosa isomerasa o un gen
glaA.

Ademas, el marcador genético para seleccionar el transformante puede seleccionarse segin sea adecuado de
acuerdo con el método para seleccionar el transformante. Por ejemplo, se puede usar un gen que codifica
resistencia a farmacos y un gen que complementa la auxotrofia. Ejemplos del marcador genético incluyen un gen de
biosintesis de uracilo (pyr4), un gen de asimilacion de nitrato (niaD), un gen de biosintesis de arginina (argB), un gen
de acetamidasa (amdS), un gen de ornitina carbamoiltransferasa (argB), un gen de fosfinotricinacetil transferasa
(bar), un gen de union a fleomicina (bleA), un gen de higromicina fosfotransferasa (hygB), un gen de orotidina-5'-
fosfato descarboxilasa (pyrG), un gen de sulfato de adenil transferasa (sC), un gen de antranilato sintasa (trpC), un
gen de resistencia a la destomicina, un gen de resistencia a la higromicina, un gen de resistencia a bialafos, un gen
de resistencia a la bleomicina y un gen de resistencia a la aureobasidina.

Los expertos en la técnica pueden disefiar y preparar dicho vector segin sea adecuado empleando técnicas de
recombinacion genética conocidas y similares.

Ademas, se puede producir un polipéptido de HRP y similares en un hongo filamentoso introduciendo dicho vector
de la presente invencion en el mismo. Por tanto, la presente invencién proporciona un transformante de un hongo
filamentoso transformado con el vector de expresion introducido.

Ejemplos del hongo filamentoso son como se describié anteriormente. Sin embargo, desde el punto de vista de que
un polipéptido HRP y similares se producen en mayores cantidades, se prefieren los hongos pertenecientes al
género Trichoderma(particularmente, Trichoderma viride) y hongos pertenecientes al género Aspergillus
(particularmente, Aspergillus niger), mas preferentemente hongos pertenecientes al género Trichoderma, y en
particular preferentemente Trichoderma viride.

El método para introducir el vector de la presente invencion no esta particularmente limitado, y se pueden emplear
métodos conocidos. Ejemplos de dichos métodos conocidos incluyen un método de protoplastos, un método de
cloruro de calcio, un método de electroporacién, un método competente, un método de choque térmico, un método
de esferoplastos y un método de acetato de litio. Ademas, como se describe en los ejemplos posteriores, se puede
emplear un método denominado de cotransformacion, en el que el vector de expresion que comprende el
polinucleétido de la presente invencién y un vector que comprende el marcador genético se introducen al mismo
tiempo.
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<Método de produccion de polipéptido HRP y similares, polipéptido HRP y similares, Preparacién que comprende
polipéptido HRP y similares>

La presente invencion permite producir un polipéptido codificado por el polinucledtido de la presente invencion,
comprendiendo la produccién:

cultivar el transformante; y

recoger el polipéptido HRP y similares expresado a partir del transformante cultivado y/o un cultivo del
transformante. En la presente invencion, el transformante se puede cultivar seleccionando el medio, la condicién
de cultivo y similares segun sea adecuado de acuerdo con un método convencional.

En la presente invencion, el "cultivo" se refiere a un medio obtenido cultivando el transformante en un medio
adecuado para un hongo filamentoso, el medio que contiene el transformante proliferado, una secrecién y un
metabolito del transformante, y similares. El cultivo también incluye una dilucién y un concentrado de estos.

Solo es necesario que los medios contengan lo que un hongo filamentoso puede asimilar. Ejemplos de los mismos
incluyen una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de azufre, minerales, metales, peptona,
extracto de levadura, extracto de carne, hidrolizado de caseina, suero y similares. Ademas, a dicho medio, es
posible afiadir, por ejemplo, un antibiético correspondiente a un gen de resistencia a farmaco que el vector de
expresion de la presente invencion puede codificar, o un nutriente correspondiente al gen que complementa la
auxotrofia que el vector de expresion de la presente invencién puede codificar.

La condicion de cultivo de acuerdo con la presente invencion debe ser una condicion bajo la cual el transformante de
la presente invencidon pueda secretar y producir un polipéptido de HRP y similares en el medio descrito
anteriormente. Los expertos en la técnica pueden ajustar y establecer la temperatura, ya sea para afadir aire o no, la
concentracion de oxigeno, la concentracion de diéxido de carbono, el pH del medio, la temperatura de cultivo, el
periodo de cultivo, la humedad, etc. segun sea adecuado de acuerdo con el tipo de hongo filamentoso, el medio
usado y similares.

Ademas, un ejemplo del método de recogida del polipéptido HRP y similares expresado a partir del transformante
cultivado incluye un método en el que: el transformante se recoge (por filtracién, centrifugacién o similar), se extrae
el polipéptido HRP y similares (por tratamiento de molienda, trituracion por presurizacién, o similares) del
transformante recogido, y se purifica adicionalmente (por un método de precipitacion por adicion de sal, un método
de precipitacion con disolvente, o similares).

Ademas, los ejemplos del método para recoger el polipéptido HRP y similares expresado a partir del transformante
incluyen un método en el que el hongo filamentoso se extrae con un filtro de cultivo (por ejemplo, un filtro que tiene
un tamafio de poro de 0,2 pm o menos), y métodos conocidos tales como filtracién de extraccion, centrifugacion,
dialisis, concentracion, secado, congelacion, adsorcion, desadsorcion, métodos que utilizan una diferencia de
solubilidad de diversas soluciones (por ejemplo, precipitacion, precipitacion de proteinas, cristalizacion,
recristalizacion, disolucién de transferencia, cromatografias). Ademas, estos métodos se pueden emplear solos, o se
pueden emplear en combinacién en cualquier orden o repetidamente.

Sin embargo, en el caso en el que el polipéptido codificado por el polinucleétido de la presente invencién comprenda
una etiqueta para purificar HRP como se describié anteriormente, la purificacion puede realizarse usando un sustrato
al que se adsorbe la etiqueta.

Mediante dicho método de produccion, se puede obtener el polipéptido HRP, el polipéptido HRP que no contiene
ninguna secuencia sefial, o estos polipéptidos a los que se afiade el polipéptido deseado. Por tanto, la presente
invencién proporciona estos polipéptidos de HRP y similares.

Sin embargo, dado que un polipéptido HRP Cla extraido de rabano picante tiene una cadena de carbohidratos de
aproximadamente 10 kDa afiadida al mismo, dicho polipéptido HRP Cla se detecta como un polipéptido que tiene
un peso molecular de aproximadamente 40 kDa en un analisis por SDS-PAGE o similar. Por otro lado, como se
describe en los ejemplos posteriores, un polipéptido HRP Cla obtenido mediante el método de produccion de la
presente invencion se detecta como un polipéptido que tiene un peso molecular de aproximadamente 32 kDa en un
analisis por SDS-PAGE o similar. Ademas, aunque no se describe en los ejemplos posteriores, los presentes
inventores han descubierto que una cadena de carbohidratos de un polipéptido HRP Cla extraido de rabano picante
no se escinde por la glucosidasa F; sin embargo, una cadena de carbohidratos de un polipéptido HRP Cla obtenido
mediante el método de produccion de la presente invencion se escinde mediante la enzima. Estos hallazgos han
revelado que se afiade un resto del nicleo de la fucosa de union al,3 a una cadena de carbohidratos de un
polipéptido HRP Cla extraido de rabano picante, pero no se afiade ningln resto de nicleo de fucosa de union al,3
a una cadena de carbohidratos de un polipéptido HRP Cla obtenido mediante el método de produccion de la
presente invencion.

Por tanto, el polipéptido de HRP y similares obtenidos mediante el método de produccién de la presente invencion
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tienen una modificacién de la cadena de carbohidratos diferente de la de un polipéptido de HRP producido con
rdbano picante. Por consiguiente, el polipéptido puede ser un polipéptido

producido mediante el método de produccién de la presente invencidon y que tiene una cadena de carbohidratos
eliminada del mismo. La cadena de carbohidratos se puede eliminar usando una enzima capaz de descomponer y
eliminar una cadena de carbohidratos. Ejemplos de dicha enzima incluyen glucosidasa F (glucopeptidasa F) y
endoglucosidasa H.

Ademas, también se divulga en el presente documento una preparacién que comprende un polipéptido de HRP y
similares producido mediante el método de produccion. La preparacion debe comprender el polipéptido HRP vy
similares producido mediante el método de produccion, pero puede comprender otros ingredientes aceptables como
una preparacion del polipéptido HRP y similares, ademas del polipéptido HRP y similares. Ejemplos de dichos
ingredientes adicionales incluyen un vehiculo, un excipiente, un desintegrador, un tampén, un emulsionante, una
suspension, un estabilizante, un conservante, un antiséptico y una sal fisiologica. Como excipiente, se puede usar
lactosa, almidén, sorbitol, D-manitol, azlcar blanco o similares. Como desintegrador, se puede usar almidén,
carboximetilcelulosa, carbonato de calcio o similares. Como tampoén, se puede usar un fosfato, un citrato, un acetato
o similares. Como emulsionante, se puede usar goma arabiga, alginato de sodio, tragacanto o similares. Como
suspension, se puede usar monoestearato de (glicerilo, monoestearato de aluminio, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, lauril sulfato de sodio o similares. Como estabilizador, se puede usar
propilenglicol, sulfito de dietilina, acido ascérbico o similares. Como conservante, se puede usar fenol, cloruro de
benzalconio, alcohol bencilico, clorobutanol, metilparabeno o similares. Como antiséptico, se puede usar azida de
sodio, cloruro de benzalconio, acido para-hidroxibenzoico, clorobutanol o similares.

<Uso de polipéptido HRP y similares>

Se sabe que un polipéptido de HRP que actia como catalizador oxida sustratos luminiscentes y cromogénicos tales
como luminol o TMB (tetrametilbenzidina), causando la quimioluminiscencia y el desarrollo de color. Ademas, la
unién de un polipéptido de HRP a una molécula diana permite la deteccién de la molécula diana sobre la base de la
guimioluminiscencia anterior y similares. Por tanto, se divulga en el presente documento un método para detectar
una molécula diana, comprendiendo el método la unién de la molécula diana a un polipéptido (el polipéptido de la
presente invencién) producido mediante el método de produccién de la presente invencion.

La molécula diana detectada por el método no esta particularmente limitada. Ejemplos de los mismos incluyen
polipéptidos, acidos nucleicos, azucares y lipidos.

En el método para detectar una molécula diana, el polipéptido de la presente invencidn se une a una molécula diana.
Por consiguiente, se prefiere que se afiada una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) capaz de unirse
especificamente a la molécula diana al polipéptido. Ademas, también se prefiere usar el polipéptido descrito
anteriormente al que se afiade una molécula (denominada segundo anticuerpo, proteina A o proteina G que
reconoce un anticuerpo que es la molécula de interés en el caso) capaz de unirse especificamente a la molécula de
interés.

Dicha adicion no esta particularmente limitada, y puede ser una adicién a nivel genético, o puede ser una adicion
guimica. La adicion a un nivel genético se realiza usando un polinucleétido de HRP modificado con codén al que se
afade un polinucleétido que codifica el anticuerpo o similar como el polinucleétido de la presente invencién como se
describié anteriormente. Ademas, la adicion quimica puede ser un enlace covalente, o puede ser un enlace no
covalente. El "enlace covalente" no esta particularmente limitado, y ejemplos del mismo incluyen un enlace amida
entre un grupo amino y un grupo carboxilo, un enlace alquilamina entre un grupo amino y un grupo haluro de alquilo,
un enlace disulfuro entre tioles y un enlace tioéster entre un grupo tiol y un grupo maleimida o un grupo haluro de
alquilo. Un ejemplo del "enlace no covalente" incluye una unién entre biotina y avidina.

Ejemplos de los sustratos luminiscentes y cromogénicos usados en el método para detectar una molécula diana
incluyen luminol, TMB, pirogalol, guayacol y dianisidina.

Ademas, como se describe en los ejemplos posteriores, el polipéptido es capaz de decolorar un pigmento tal como
achiote en presencia de peréxido de hidrégeno. Por tanto, se divulga en el presente documento un método para
decolorar un pigmento, comprendiendo el método causar que un polipéptido producido mediante el método de la
presente invencidn actie sobre el pigmento en presencia de peroxido de hidrégeno.

Ejemplos del pigmento decolorado por el método descrito anteriormente incluyen achiote, naranja Il, rojo de alizarina
S, tropaolina O y chalcona. Ademas, los expertos en la técnica pueden establecer condiciones de reaccién en dicha
decoloracion de pigmento, es decir, la concentracion y la temperatura del peréxido de hidrégeno, el tipo y el pH de
un sistema (por ejemplo, un tampén) en el que el polipéptido HRP y el pigmento se mezclan entre si, y asi
sucesivamente, segun sea adecuado de acuerdo con el tipo y similares del pigmento sometido a la decoloracién.

Ademas, un polipéptido de HRP que actia como catalizador oxida un resto de fenol en un compuesto fendélico a un
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radical fenoxi. El radical fenoxi forma luego un multimero insoluble en agua por polimerizacion por si mismo.
Ademas, se sabe que el multimero puede eliminarse facilmente como un precipitado.

Por tanto, también se divulga en el presente documento un método para eliminar un compuesto fendlico,
comprendiendo el método causar que un polipéptido producido mediante el método de la presente invencion actie
sobre el compuesto fendlico en presencia de peroxido de hidrégeno.

El compuesto fendlico eliminado mediante el método descrito anteriormente no esta particularmente limitado,
siempre que el compuesto tenga un resto fenol que va a ser oxidado por una peroxidasa como se describid
anteriormente. Ejemplos del compuesto fendlico incluyen p-cresol, p-etil fenol y pn-propilfenol. Ademas, los expertos
en la técnica pueden establecer condiciones de reaccién en la eliminacién de dicho compuesto fendlico, es decir, la
concentracion y la temperatura del peréxido de hidrégeno, el tipo y el pH de un sistema (por ejemplo, un tampon) en
el que el polipéptido HRP y el compuesto fendlico se mezclan entre si, y asi sucesivamente, segin sea adecuado de
acuerdo con el tipo del compuesto fendlico.

[Ejemplos]

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describirda mas especificamente basandose en
los ejemplos y ejemplos comparativos. Sin embargo, la presente invencion no esta limitada a los ejemplos a
continuacion.

(Ejemplo comparativo 1)
Examen de expresién de la peroxidasa de rdbano picante (HRP) de tipo silvestre en hongo filamentoso

En primer lugar, se transformé un hongo filamentoso (Trichoderma viride) usando una secuencia de bases de tipo
silvestre que codifica un polipéptido de HRP de tipo silvestre, y se examiné una expresién del polipéptido de HRP en
los transformantes resultantes mediante el siguiente método.

(1) Preparacion del gen HRP Cla de tipo silvestre

Como la secuencia del gen HRP HRL1 de tipo silvestre, la secuencia de bases (secuencia de bases de SEQ ID NO:
3) descrita en " Eur. J. Biochem., 1988, vol. 173, iss. 3, pags 681 a 687 "se usé para sintetizar artificialmente el gen
de HRP de tipo silvestre. En la sintesis artificial, se afiadié un sitio de reconocimiento de una enzima de restriccion
Stul y un sitio de reconocimiento de una enzima de restriccion Xhol a la secuencia, respectivamente cadena arriba
del coddn de iniciacion y cadena abajo del codén de parada. A continuacién, el gen de HRP de tipo silvestre
sintetizado resultante se inserté en pMA-T que se habia tratado con una enzima de restriccion Sfil. Por tanto, se
obtuvo un plasmido "pHRP_nativo".

(2) Construccion del plasmido de expresion de HRP de tipo silvestre "pCB1-HRP_nativo"

El plasmido "pHRP_nativo" se escindié con Stul y Xhol para asi obtener aproximadamente 1 kpb de un fragmento de
gen "HRP_nativo". Por otro lado, un plasmido "pCB1-Eg3X-sin hph" (véase la publicacién internacional n.°
W02011/021616) se escindio con Stul y Xhol para recoger aproximadamente 6 kpb de un fragmento. A esto, se ligd
"HRP_nativo" usando el kit de ligadura de ADN de TaKaRa, Mighty Mix (fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd.) para
preparar asi un plasmido "pCB1-HRP_nativo". Las condiciones de reaccion tales como las enzimas estaban de
acuerdo con las condiciones en las instrucciones adjuntas al kit. La secuencia del fragmento de ADN insertado
clonado en el plasmido "pCB1-HRP_nativo" se determind usando el kit de secuenciacion de ciclos BigDye©
Terminator v3.1 (fabricado por Applied Biosystems Inc.) y el analizador genético ABI PRISM® (fabricado por Applied
Biosystems Inc.) de acuerdo con el protocolo adjunto. El plasmido "pCB1-HRP_nativo" se construyd para expresar
un polipéptido de HRP en el huésped Trichoderma viride usando el propio codon de iniciacion.

(3) Preparacién de transformante de Trichoderma viride por el plasmido "pCB1-HRP_nativo"

Trichoderma viride se transformé con el plasmido "pCB1-HRP_nativo" de acuerdo con el método descrito en la
publicacion Internacional n.° WO02005/056787. La transformacion se llevd a cabo mediante un método de
cotransformacién usando una cepa 2 de Trichoderma viride deficiente para un gen de biosintesis de uracilo (pyr4)
como huésped y un gen pyr4 de Neurospora crassa como marcador de seleccion. La cepa 2Trichoderma viride se
cultivd en 50 ml de un medio de formacién de células fungicas (1 % de extracto de levadura, 1% de extracto de
malta, 2 % de polipéptido, 2,5 % de glucosa, 0,1 % de fosfato de hidrégeno dipotasico, 0,05 % de sulfato de
magnesio heptahidratado, 0,0001 % de uridina (pH 7,0)) a 28 °C durante 24 horas, y se centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos para recoger las células fungicas. Las células fungicas obtenidas se lavaron con 0,5 mol/l de
sacarosa y se suspendieron en una solucion de enzima formadora de protoplastos (1 mg/ml de B-glucuronidasa, 0,3
mg/ml de quitinasa, 0,3 mg/ml de zimoliasa, 0,5 mol/l de sacarosa) que se habia filtrado a través de algodén. El
resultante se agité a 30 °C durante 60 minutos, de modo que la hifa se form6 en un protoplasto. Esta suspension se
filtré y luego se centrifugé a 2500 rpm durante 10 minutos para recoger el protoplasto, que se lavé con un tampon
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SUTC (0,5 mol/l de sacarosa, 10 mmol/l de cloruro célcico, 10 mmol/l de Tris-HCI (pH 7,5)).

El protoplasto se suspendié en 100 pl de un tampén SUTC, y luego se afiadieron 7 pl de una solucion de ADN que
contenia 7 pg del plasmido "pCB1-HRP_nativo" y 3 pl de una solucion de ADN que contenia el gen pyr4. La mezcla
se dejo reposar en hielo durante 5 minutos. A continuacion, se afiadieron a la misma 400 pl de una solucién de PEG
(60 % de PEG4000, 10 mmol/l de cloruro de calcio, 10 mmol/l de Tris-HCI (pH 7,5)), y se dejé reposar en hielo
durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadieron a la misma 10 ml de un tampén SUTC y se centrifug6 a 2500 rpm
durante 10 minutos. El protoplasto asi recogido se suspendié en 1 ml de un tampén SUTC, y cada 200 ul de la
suspension se superpuso junto con agar blando en un medio minimo que contenia 0,5 mol/l de sacarosa, seguido de
cultivo a 28 °C durante 5 dias. Posteriormente, las colonias cultivadas se transfirieron de nuevo a un medio minimo.
Las colonias formadas luego se usaron como transformantes.

(4) Cultivo e identificacion de transformante por "pCB1-HRP_nativo"

Se selecciond una cepa que se cultivd en el medio minimo después de la introduccion del plasmido "pCB1-
HRP_nativo" y se cultivé a 28 °C en un medio P (1,0 % de glucosa, 4,0 % de lactosa, 2,0 % de torta de soja, 1,0 %
de extracto de levadura, 0,5 % de fosfato de potasio, 0,2 % de sulfato de amonio, 0,2 % de carbonato de calcio, 0,03
% de sulfato de magnesio), usando un matraz de acuerdo con el método descrito en la publicacién internacional n.°
W098/11239 (W098-11239A). A continuacion, con el fin de comprobar si se expresaba HRP o no, el sobrenadante
de cultivo resultante se separ6 por electroforesis usando gel SDS-PAGE mini al 12 % (fabricado por TEFCO), y se
transfiri6 a una membrana de PVDF (fabricada por Millipore Corporation). Se realizd una transferencia Western
usando un anticuerpo anti-HRP (fabricado por JIRL Co., nimero de producto: 123-055-021) en la membrana de
PVDF transferida. La Figura 1 muestra el resultado obtenido.

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 1, no se detectdé ninguna banda procedente de HRP
mediante la transferencia de Western usando el anticuerpo anti-HRP del sobrenadante de cultivo del transformante
por pCB1-HRP_nativo. Por tanto, se reveld que no se producia HRP a partir de dicho transformante obtenido
transformando un hongo filamentoso usando un polinucleétido que no tiene una secuencia de bases diferente de la
secuencia de base de tipo silvestre que codifica un polipéptido de HRP.

(Ejemplo 1)

Examen de expresion de polipéptido de HRP en Humicola por polinucleétido de HRP modificado teniendo en cuenta
las frecuencias de uso de codones de tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus, y
Trichoderma

Del resultado anterior, con el fin de expresar un polipéptido de HRP en un hongo filamentoso a un alto nivel, se
tomaron en consideracion las frecuencias de uso de codones de tres especies de hongos filamentosos en Humicola,
Aspergillus, y Trichoderma. Con el fin de mejorar la eficiencia de la traduccion en estas tres especies, se prepar6 un
polinucleétido, que se modificé para tener una secuencia de bases diferente de la secuencia de bases del gen de
HRP de tipo silvestre. A continuaciéon, Humicola (Humicola insolens) se transformé primero usando este
polinucleétido para examinar una expresion de un polipéptido de HRP en el transformante resultante. En lo sucesivo
en este documento, se describiran estos métodos y los resultados obtenidos.

(1) Creacién de la Tabla de codones para optimizar la expresion en las tres especies en Humicola, Aspergillus y
Trichoderma

Con el fin de mejorar la eficiencia de traduccién en las tres especies en Humicola, Aspergillus, y Trichoderma, se
cred una tabla de frecuencia de uso de codones que se muestra en la Tabla 1 teniendo en cuenta las frecuencias de
uso de codones de polipéptidos cuya expresion se observé en las tres especies. Especificamente, en los hongos de
las tres especies, si una frecuencia de uso del codén era extremadamente baja (si la frecuencia de uso es inferior al
5 %) incluso en una especie de los hongos, la frecuencia de uso se estableci6 en "0 %". Ademas, para un coddn que
tiene una frecuencia de uso del 5 % o mas en todos los hongos de las tres especies, se calcul6 un promedio de las
frecuencias de uso de las tres o las dos especies de los hongos, y el promedio se modificé a un multiplo de 5. De
esta manera, se cre6 la tabla de frecuencia de uso de codones que se muestra en la Tabla 1.
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[Tabla 1]

SEGUNDA LETRA

.T. .C. A .G.
Phe Ser Tyr Cys
0 0 0 0
Phe Ser Tyr Cys
100 85 100 100
Leu Ser Parada Parada
0 0 0 0
Leu Ser Parada
0 0 100 T rp 100
Leu Pro His Arg
0 20 0 10
Leu Pro His Arg
80 80 100 90
Leu Pro Gln Arg
0 0 0 0
£
b 3
< Leu Pro GlIn Arg b,
o 20 0 100 0 >
s m
T o
o He Thr Asn Ser >
0 0 0 0
lle Thr Asn Ser
100 85 100 15
He Thr Lys Arg
0 0 0 0
Met Thr Lys Arg
100 15 100 0
Val Ala Asp Gly
10 20 5 25
Val Ala Asp Gly
85 80 95 75
Val Ala Glu Gly
0 0 0 0
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Val Ala Glu Gly
5 0 100 0

(2) Preparacion de polinucleétido de HRP modificado con cod6n para optimizar la expresion en las tres especies en
Humicola, Aspergillus y Trichoderma

Con el fin de expresar el gen de HRP como un polipéptido activo a un alto nivel en las tres especies en Humicola,
Aspergillus y Trichoderma, se modificé un polinucleétido de HRP. Especificamente, sobre la base de las frecuencias
de uso de codones que se muestran en la Tabla 1, la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 se disefi6 a partir de la
secuencia de bases del gen de HRP de tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3) con 28,5 % de bases
alteradas (véase las Figs. 2 y 3). Obsérvese que, en la secuencia de bases del polinucleétido de HRP modificado asi
disefiado, se alteraron 246 codones entre los 338 codones; en otras palabras, el 72,8 % de todos los codones fueron
modificados (mutacion de degeneracion). A continuacién, sobre la base de la informacién sobre esta secuencia de
bases, se sintetizo artificialmente un polinucledtido de HRP modificado y se insertd en pMA-T, de forma similar a
pHRP_nativo, para obtener asi un plasmido "pHRP" en el que se inserté el polinucledtido de HRP modificado con
codon.

(3) Construccién de plasmido de expresion de polinucledtido de HRP modificado con codén "pNCE2-HRP-humicola"
para Humicola

Sobre la base de la secuencia de bases del polinucleétido de HRP modificado con codén, se disefiaron y prepararon
adicionalmente los siguientes cebadores para expresar una etiqueta de His afiadida al lado C-terminal de un
polipéptido que se va a codificar por el polinucleoétido.

HRP-huraicola-F: CCCGGATCCTGGGACAAGATGCACTTCTCCAGCTCCTCC (SEQ ID NO: 5)

HRP-humicola-R:

CCCGGATCCCTAGTGATGGTGATGATGGTGGTGGTGGGAGTTGGAGTTGACGACG (SEQ ID NO: 6).

A continuacion, usando estos cebadores y "pHRP" como molde, se llevé a cabo la RCP. La RCP se realizd usando
PrimeSTAR® Max ADN Polimerasa (fabricada por Takara Bio Inc.). La RCP se realiz6 en 30 ciclos constando cada
uno de "98 °C durante 10 segundos, 55 °C durante 5 segundos y 72 °C durante 10 segundos". Aproximadamente 1
kpb de un fragmento de ADN asi amplificado se escindié con BamHI para asi obtener aproximadamente 1 kpb de un
fragmento de gen "HRP-humicola". Por otro lado, un plasmido "pJND-c5" (véase la publicacion internacional n.°
W001/090375 (WO 01-090375 A)) se escindié con BamHI para recoger aproximadamente 8 kpb de un fragmento. A
esto, se ligd HRP-humicola usando el kit de ligadura de ADN de TaKaRa Mighty Mix para preparar asi un plasmido
"pNCE2-HRP-humicola". La secuencia del fragmento de ADN insertado clonado en el plasmido "pNCE2-HRP-
humicola" se analizé mediante el método descrito en el Ejemplo comparativo 1 (2). El plasmido "pNCE2-HRP-
humicola” se construy6 para expresar un polipéptido de HRP en el huésped Humicola insolens usando el propio
codon de iniciacion.

(4) Preparacion de transformante de Humicola insolens por el plasmido "pNCE2-HRP_nativo"

Humicola insolens se transformé con el plasmido "pNCE2-HRP-humicola" de acuerdo con el método descrito en el
documento WO 01-090375 A. La transformacion se llevé a cabo usando una cepa MN200-1 de Humicola insolens
como huésped e higromicina como marcador de seleccién. La cepa Humicola insolens MN200-1 se cultivd en un
medio (S) a 37 °C. Después de 24 horas, las células flungicas se recogieron por centrifugacion a 3000 rpm durante
10 minutos. La composicion del medio (S) fue: 3,0 % de glucosa, 2,0 % de extracto de levadura, 0,1 % de peptona,
0,03 % de cloruro de calcio y 0,03% de cloruro de magnesio, con pH 6,8. Las células flingicas obtenidas se lavaron
con sacarosa 0,5 M y se suspendieron en 10 ml de una solucién enzimatica formadora de protoplastos (3 mg/ml de
B-glucuronidasa, 1 mg/ml de quitinasa, 1 mg/ml de zimoliasa, sacarosa 0,5 M) que se habia filtrado a través de un
filtro de 0,45 um. El resultante se agit6 a 30 °C durante 60 a 90 minutos, de modo que la hifa se formé en un
protoplasto. Esta suspension se filtré y luego se centrifugé a 2500 rpm durante 10 minutos para recoger el
protoplasto, que se lavd con un tampén SUTC (sacarosa 0,5 M, cloruro de calcio 10 mM, Tris-HCI 10 Mm (pH 7,5)).

El protoplasto se suspendié en 1 ml de un tampdén SUTC y se afadieron 10 ug del plasmido "pNCE2-HRP-
humicola”. La mezcla se dejo reposar en hielo durante 5 minutos. A continuacion, se afiadieron a la misma 400 ul de
una solucion de PEG (60 % de PEG4000, cloruro de calcio 10 mM, Tris-HCI 10 Mm (pH 7,5)), y se dej6 reposar en
hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadieron a la misma 10 ml de un tampén SUTC y se centrifugé a 2500
rpm durante 10 minutos. El protoplasto asi recogido se suspendié en 1 ml de un tampon SUTC, luego se centrifugé a
4000 rpm durante 5 minutos, y finalmente se suspendié en 100 pl de un tampén SUTC. El protoplasto que se ha
tratado como se describidé anteriormente se superpuso junto con agar blando en un medio de regeneracion YMG
suplementado con higromicina (200 pg/ml) (1 % de glucosa, 0,4 % de extracto de levadura, 0,2 % de extracto de
malta, 17,8 % de rafinosa, 1 % de agar, pH 6,8), seguido de cultivo a 37 °C durante 5 dias. Posteriormente, las
colonias cultivadas se transfirieron de nuevo a un medio YMG de regeneracién suplementado con higromicina (200
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pg/ml). Las colonias cultivadas sobre el mismo se usaron como transformantes.
(5) Cultivo e identificacién de transformante por "pNCE2-HRP_humicola"

Se seleccioné una cepa que se cultivd en el medio YMG de regeneracion suplementado con higromicina después de
la introduccién del plasmido "pNCE2-HRP-humicola”, y se cultivdo de acuerdo con el método descrito en el
documento WO 01-090375 A. A continuacién, con el fin de comprobar si se expresaba HRP o no, el sobrenadante
de cultivo resultante se separé por electroforesis usando gel SDS-PAGE mini al 12 % y se transfirié a una membrana
de PVDF (fabricada por Millipore Corporation). Se realiz6 una transferencia Western usando un anticuerpo anti-
etiqueta His (fabricado por MBL Co., Ltd., nUmero de producto: D291-7) en la membrana de PVDF transferida. La
Figura 4 muestra el resultado obtenido.

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 4, no se detectd ninguna banda procedente de HRP
mediante la transferencia de Western usando el anticuerpo anti-etiqueta His del sobrenadante de cultivo del
transformante por pNCE2-HRP_humicola. Por tanto, se revel6 que no se producia HRP a partir de dicho
transformante obtenido transformando Humicola usando un polinucleétido (polinucleétido de HRP modificado por
codén) modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las tres especies de hongos
filamentosos en Humicola, Aspergillus, y Trichoderma.

(Ejemplo 2)

Examen de expresion de polipéptido HRP en Aspergillus por polinucleétido de HRP modificado teniendo en cuenta
las frecuencias de uso de codones de tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus, y
Trichoderma.

A continuacion, se transformdé Aspergillus (Aspergillus niger) usando el polinucleétido de HRP modificado con codén
descrito anteriormente para examinar una expresion de un polipéptido de HRP en el transformante resultante.

Obsérvese que Aspergillus se transformé usando una cepa de Aspergillus niger pyrl deficiente para un gen de
biosintesis de uracilo (pyr4) como huésped y un gen pyr4 procedente de Trichoderma viride como marcador de
seleccién por el método descrito a continuacion.

(1) Construccion del vector de expresion para Aspergillus niger
(1-1) Construccion de plasmido de expresion de Trichoderma viride Pyr4 "pUC-Pyr4" para el marcador de seleccién

En primer lugar, el gen Trichoderma viride pyr4 usado como marcador de seleccién en la transformacion de
Aspergillus niger se cloné mediante el siguiente método.

(1-1-1) Preparacion de la biblioteca de ADN genémico de Trichoderma viride

A partir de células fungicas de Trichoderma viride, el ADN genémico se aisl6 y se purifico de acuerdo con el método
de Horiuchi et al. (véase H. Horiuchi et al., J. Bacteriol. 1988, vol. 170, pags 272 a 278). El ADN gendmico aislado se
digiri6 parcialmente con una enzima de restriccion Sau3Al. Esto se ligo al brazo BamHI de un vector de fago, kit de
clonacion AEMBL3 (fabricado por Stratagene Corporation) usando el kit de ligadura Ver. 2 (fabricado por Takara
Shuzo Co., Ltd.). Después de la precipitacion con etanol, el resultante se disolvié en un tampon TE. Toda la mezcla
ligada se us6 para formar particulas de fago con un kit de empaquetado MaxPlax A (fabricado por Epicentre
Technologies Co.) para la infeccion de una cepa de Escherichia coli XL1-azul MRA (P2). Mediante este método, la
biblioteca de ADN gendmico se obtuvo con 1,1 x 10* fagos.

(1-1-2) Preparacion de la sonda Trichoderma viride Pyr4

Los siguientes cebadores se prepararon sobre la base de una secuencia divulgada de la region traducida de
Trichoderma reesei.

PYRMET: ATGGCACCACACCCGACG (SEQ ID NO: 7)
PYRSTOP: CTATCGCAGTAGCCGCTC (SEQ ID NO: 8).

Usando estos cebadores y el ADN gendémico aislado y purificado anteriormente como molde, se llevé a cabo la RCP.
La RCP se realiz6 usando LA Taq Polimerasa (fabricada por Takara Bio Inc.). La RCP se realizé mediante un
programa ejecutado en 30 ciclos consistiendo cada uno en "94 °C durante 30 segundos, recocido durante 30
segundos y 72 °C durante 2 minutos”. Aproximadamente 1100 pb de un fragmento de ADN asi amplificado se
insertd en un vector de plasmido pCR2.1-TOPO usando el kit de clonacion TOPO TA (fabricado por Invitrogen
Corporation) de acuerdo con el protocolo adjunto. Por tanto, se obtuvo un plasmido "TOPO-PYR".

La secuencia del fragmento de ADN insertado clonado en el plasmido "TOPO-PYR" se analiz6 mediante el método
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descrito en el Ejemplo comparativo 1 (2). La busqueda de homologia se realiz6 en la secuencia de bases asi
obtenida. Como resultado, la secuencia de bases mostr6 una homologia con el gen Trichoderma PYR4. Por
consiguiente, se determind que este fragmento de ADN era una porcion del gen PYR4. El fragmento de ADN se
amplificd por el mismo método de RCP que antes usando el plasmido "TOPO-PYR" como molde. El producto de
RCP obtenido se marcé usando el sistema ELC directo (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech Inc.) y se us6
como sonda.

(1-1-3) Seleccion mediante hibridacion de placas

Las placas de fago formadas anteriormente se transfirieron a una membrana de transferencia de nailon Hybond-N+
(fabricada por Amersham pic), y se trataron con alcali con hidroxido de sodio 0,4 N para desnaturalizar el ADN de
fago recombinante en la membrana en cadenas simples. Después de lavar con 5 x SSC (1 x SSC: citrato trisédico
15 mM, cloruro de sodio 150 mM), el resultante se seco al aire para fijar el ADN. Después de esto, la sonda
preparada anteriormente se usé para la hibridacion de acuerdo con el manual del kit, seguido de la reaccion de
deteccion. La sensibilizacion se efectud en una pelicula de rayos X médica FUJI (fabricada por Fujifilm Corporation).
Se obtuvieron asi dos clones positivos. EI ADN se preparé a partir de los clones positivos de acuerdo con el método
de Maniatis et al. (J. Sambrook, EF Fritsch, y T. Maniatis, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989). EI ADN de fago se recogioé usando LE392 como huésped de Escherichia coli. EI ADN del fago preparado
como se describié anteriormente se trat6é con Pstl, y la hibridacion se llevé a cabo usando la sonda. Como resultado,
se detectd aproximadamente 0,8 kpb de una banda del clon de fago 1, y se detecté aproximadamente 2,2 kpb de
una banda del clon de fago 2.

(1-1-4) Construccion de plasmido de expresion de Trichoderma viride Pyr4 "pUC-Pyr4"

Aproximadamente 0,8 kpb del fragmento Pstl del clon del fago 1 y aproximadamente 2,2 kpb del fragmento Pstl del
clon del fago 2 se clonaron en pUC118, y se obtuvieron los plasmidos "pUC-PYR-clon 1" y "pUC-PYR-clon 2",
respectivamente. Las secuencias de bases de los plasmidos obtenidos se analizaron mediante el método descrito en
el Ejemplos comparativo 1 (2). El resultado revelé que "pUC-PYR-clonl" contenia el lado del terminador del gen
Pyr4 mientras que "pUC-PYR-clon2" contenia el lado del promotor. "pUC-PYR-clonl" y "pUC-PYR-clon2" se trataron
con Pstl, y se subclonaron en un estado ligado en pUC118. Por tanto, se obtuvo un plasmido "pUC-Pyr4".

(1-2) Construccion del vector de expresion "pAmyB-pyr" para Aspergillus niger

Con el fin de afiadir un sitio Xbal al plasmido "pUC-Pyr4", la RCP se llevo a cabo usando Tricho-pyr-N-xba y Tricho-
pyr-C-xba como cebadores y "pUC-Pyr4" como molde. Aproximadamente 2,5 kpb de un fragmento de ADN asi
amplificado se escindié con Xbal. Por tanto, se obtuvieron aproximadamente 2,5 kpb de un fragmento del gen "Pyr4-
xba".

Tricho-pyr-N-xba: GGTCTAGACTGCAGGCACTTCCAGGCA (SEQ ID NO: 9)
Tricho-pyr-C-xba: GGTCTAGAGCATGACGAATACATATCAAAC (SEQ ID NO: 10).

Por otro lado, un plasmido "pAMY" (véase la publicacion internacional n.° W0O97/000944) se escindi6é con Xbal para
recoger aproximadamente 8,3 kpb de un fragmento. A esto, se ligé Pyr4-xbal usando el kit de ligadura de ADN de
TaKaRa, Mighty Mix para preparar asi un plasmido "pAMY-Pyr4". Con el fin de afiadir un sitio EcoRV al plasmido
"pPAMY-Pyr4 ", la RCP se llevé a cabo usando amyB-P-R5R y amyB-T-R5R como cebadores y "pAMY-Pyr4" como
molde. Por tanto, se obtuvo un vector de expresion "pAmyB-pyr" para Aspergillus niger, que contenia el gen
richoderma viride pyr4.

amyB-P-R5R: GATATCTGTGGGGTTTATTGTTCAGAGAA (SEC ID NO: 11)
amyB-T-R5R: GATATCAGGGTGGAGAGTATATGATGGTA (SEC ID NO: 12).

(2) Construccion del plasmido de expresién de HRP modificado con codén "pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus”" para
Aspergillus

A continuacién, el gen de HRP modificado con codén se insertd6 en el plasmido "pAmyB-pyr" construido
anteriormente. Especificamente, en primer lugar, sobre la base de la secuencia de bases del gen de HRP modificado
con codon, se disefiaron y prepararon adicionalmente los siguientes cebadores para expresar una etiqueta de His
afiadida al lado C-terminal de un polipéptido que se va a codificar por el polinucleétido.

HRP-Aspergillus-F: GGCATTTATGCACTTCTCCAGCTCCTCCA (SEQ ID NO: 13)
HRP-Aspergillus-R: CTAGTGATGGTGATGATGGTGGTGGTGGGAGTTGGAGTTGACGACG (SEQ ID NO: 14).

A continuacion, usando estos cebadores y "pHRP" como molde, se llevé a cabo la RCP. La RCP se realizé usando
PrimeSTAR© Max ADN polimerasa. Aproximadamente 1 kpb de un fragmento de ADN asi amplificado se fosforilo
para asi obtener aproximadamente 1 kpb de un fragmento de gen "HRP-Aspergillus". Por otro lado, el plasmido
"pAmyB-pyr" preparado en el Ejemplo 2 (1-2) se escindié con EcoRYV para recoger aproximadamente 8,9 kpb de un
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fragmento. A esto, se ligo aproximadamente 1 kpb del fragmento del gen "HRP-Aspergillus”" usando el kit de ligacion
de ADN de TaKaRa, para preparar asi un plasmido "pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus". La secuencia del fragmento de
ADN insertado clonado en el plasmido "pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus" se analiz6 mediante el método descrito en el
Ejemplo comparativo 1 (2). El plasmido "pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus" se construyd para expresar HRP en el
huésped Aspergillus niger usando el propio codén de iniciacion.

(3) Creacion de la cepa Aspergillus niger Pyrl

A continuacion, se cre6é una cepa de Aspergillus niger pyrl deficiente para un gen de biosintesis de uracilo (pyr4)
mediante el método descrito a continuacion.

Aproximadamente 10° UFC/ml de una suspension de esporas de una cepa NRRL337 de Aspergillus niger se irradio
con luz UV2 a una altura de 30 cm, mientras se mezclaba suavemente. Esto se aplico a un medio selectivo y se
cultivd a 30 °C durante 7 dias. Se seleccion6 una cepa cultivada y, por tanto, se obtuvo una cepa Aspergillus niger
pyrl. Este medio selectivo se prepar6 afiadiendo 10 ug/ml de uridina y 4 mg/ml de &cido 5-fluoroorético a un medio
minimo.

(4) Preparacion de transformante de Aspergillus niger por el plasmido "pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus"

La transformacion se llevé a cabo usando una cepa de Aspergillus nigerpyrl deficiente para pyr4 como huésped vy el
gen pyrd como marcador de seleccion.

Especificamente, en primer lugar, la cepa Aspergillus niger pyrl se cultivé en un medio(s) a 30 °C. Después de 24
horas, las células fungicas se recogieron por centrifugacién a 3000 rpm durante 10 minutos. La composicion del
medio (S) fue: 3,0 % de glucosa, 2,0 % de extracto de levadura, 0,1 % de peptona, 0,03 % de cloruro de calcio y
0,03 % de cloruro de magnesio, con pH 6,8. Las células fungicas obtenidas se lavaron con 4 % de cloruro de sodio y
se suspendieron en 10 ml de una solucion de enzima formadora de protoplastos (3 mg/ml de B-glucuronidasa, 1
mg/ml de quitinasa, 1 mg/ml de zimoliasa, 4 % de cloruro de sodio) que se habia filtrado a través de un filtro de 0,45
um. El resultante se agité a 30 °C durante 60 a 90 minutos, de modo que la hifa se formé en un protoplasto. Esta
suspension se filtré y luego se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos para recoger el protoplasto, que se lavé
con un tampén SUTC (sacarosa 0,5 M, cloruro de calcio 10 mM, Tris -HCI 10 Mm (pH 7,5)).

El protoplasto se suspendié en 1 ml de un tampén SUTC y se afiadieron 10 ug del plasmido "pAmyB-pyr-HRP-
Aspergillus”. La mezcla se dejé reposar en hielo durante 5 minutos. A continuacion, se afiadieron a la misma 400 pl
de una solucion de PEG (60 % de PEG4000, cloruro de calcio 10 mM, Tris-HCI 10 Mm (pH 7,5)), y se dejo reposar
en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadieron a la misma 10 ml de un tampén SUTC y se centrifugo a
2500 rpm durante 10 minutos. El protoplasto asi recogido se suspendié en 1 ml de un tampén SUTC, luego se
centrifugdé a 4000 rpm durante 5 minutos, y finalmente se suspendié en 100 pl de un tampén SUTC. Cada 200 pl del
protoplasto que se habia tratado como se describié anteriormente se superpuso junto con agar blando en un medio
minimo que contenia 0, 5 mol/l de sacarosa, seguido de cultivo a 30 °C durante 5 dias. Posteriormente, las colonias
cultivadas se transfirieron de nuevo a un medio minimo. Las colonias formadas se usaron luego como
transformantes.

(5) Cultivo e identificacion de transformante por "pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus"

Se seleccioné una cepa que se cultivo en el medio de regeneracion minimo después de la introduccion del plasmido
"pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus”, se inocul6 en un medio de produccién y se cultivd a 30 °C durante 4 dias. El
sobrenadante de cultivo resultante se separé por electroforesis usando gel SDS-PAGE mini al 12 % y se transfirié a
una membrana de PVDF (fabricada por Millipore Corporation). La transferencia Western usando el anticuerpo anti-
etiqueta His se realizé en la membrana de PVDF transferida. La Figura 5 muestra el resultado obtenido.

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 5, se detectaron bandas procedentes de HRP (productos de
degradacion de HRP de aproximadamente 24 kDa, 22 kDa y 15 kDa) mediante transferencia de Western usando el
anticuerpo anti-etiqueta His del sobrenadante de cultivo del transformante por pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus. Por
tanto, se reveld que en el caso en el que Aspergillus se transformaba usando un polinucleétido (polinucleétido de
HRP modificado con codén) modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las tres especies
de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus, y Trichoderma, se produjo un polipéptido HRP de dicho
transformante.

(6) Medicion de la concentracion de HRP en el sobrenadante de cultivo de transformante por pAmyB-pyr-HRP-
Aspergillus

El sobrenadante del cultivo del transformante por pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus se diluy6é segun fuera adecuado. Se
afnadid un reactivo de tetrametilbenzidina (fabricado por Cosmo Bio Co., Ltd.) al sobrenadante del cultivo diluido de
tal manera que la concentracion del transformante era de 9 x 10® UFC/ml. La mezcla se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Después de detener la reaccion afiadiendo acido sulftrico 1 N a la misma, se midié la
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absorbancia a una longitud de onda de 450 nm para calcular la cantidad de HRP. Obsérvese que, para la curva de
calibracion, se us6 un reactivo de HRP (Wako:169-10791) fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd., que se
habia diluido a aproximadamente 0,625 a 10 ng/ml con agua Milli Q. Como resultado, la concentracion de HRP en el
sobrenadante del cultivo del transformante por pAmyB-pyr-HRP-Aspergillus fue de 0,004 mg/l.

(Ejemplo 3)

Examen de expresion de polipéptido HRP en Trichoderma por polinucleétido de HRP modificado teniendo en cuenta
las frecuencias de uso de codones de tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus, y
Trichoderma.

A continuacion, se transformé Trichoderma (Trichoderma viride) usando el polinucleétido de HRP modificado con
codon descrito anteriormente para examinar una expresion de un polipéptido de HRP en el transformante resultante.

(1) Construccién de plasmidos de expresion de polinucledtidos de HRP modificados con codén "pCB1-HRP-tricho" y
"pCB1-HRP(sin His)-tricho"

Sobre la base de la secuencia de bases del polinucleétido de HRP modificado con codoén, se prepararon los
siguientes cebadores.

RP-tricho-F: GGGAGGCCTGCGCATCATGCACTTCTCCAG (SEC ID NO: 15)
HRP-tricho-R: CCCCTCGAGCTAGGAGTTGGAGTTGACGAC (SEQ ID NO: 16)
HRP-tricho-R(sin His): CCCCTCGAGCTAGGAGTTGGAGTTGACGAC (SEQ ID NO: 17).

Usando HRP-tricho-F y HRP-tricho-R o HRP-tricho-F y HRP-tricho-R(sin His) como un conjunto de iniciadores y
pHRP como molde, se llevé a cabo la RCP. La RCP se realiz6 usando PrimeSTAR® Max ADN polimerasa.
Aproximadamente 1 kpb de un fragmento de ADN asi amplificado se escindié con Stul y Xhol para asi obtener
aproximadamente 1 kpb de cada uno de los fragmentos de genes "HRP-N"y "HRP-N (sin His)". Por otro lado, se
escindié un plasmido "pCB1-Eq3X-sin hph" con Stul y Xhol para recoger aproximadamente 6 kpb de un fragmento. A
esto, se ligdo uno de HRP-N y HRP-N (sin His) usando el kit de ligadura de ADN de TaKaRa, Mighty Mix para
preparar plasmidos "pCB1-HRP-tricho" y "pCB1-HRP (sin His)-tricho". Las secuencias de los fragmentos de ADN
insertados clonados en los plasmidos "pCB1-HRP-tricho" y "pCB1-HRP (sin His)-tricho" se analizaron mediante el
método descrito en el Ejemplo comparativo 1 (2). Los plasmidos "pCB1-HRP-tricho" y "pCB1-HRP (sin His)-tricho" se
construyeron cada uno para expresar la HRP en el huésped Trichoderma viride usando el propio codon de iniciacion.

(2) Preparacién de transformante Trichoderma viride por plasmido "pCB1-HRP-tricho" o "pCB1-HRP(sin His)-tricho"

Trichoderma viride se transformdé con el plasmido "pCB1-HRP-tricho" o "pCB1-HRP (sin His)-tricho" mediante el
método descrito en el Ejemplo Comparativo 1 (3).

(3) Cultivo e identificacion de transformante por "pCB1-HRP-tricho" o "pCB1-HRP(sin His)-tricho"

Se selecciond una cepa que se cultivé en el medio minimo después de la introduccién de uno de los plasmidos
"pCB1-HRP-tricho" y "pCB1-HRP (sin His)-tricho", y se cultivd a 28 °C en el medio P, usando un matraz o un
recipiente fermentador de acuerdo con el método descrito en el documento WO 98-11239 A. Con el fin de comprobar
si se expresaba HRP o no, el sobrenadante de cultivo resultante se separd por electroforesis usando gel SDS-PAGE
mini al 12 % y se transfiri6 a una membrana de PVDF (fabricada por Millipore Corporation). La transferencia Western
usando el anticuerpo anti-etiqueta His se realiz6 en la membrana de PVDF transferida en el caso de pCB1-HRP-
tricho, mientras que se realizd transferencia Western usando el anticuerpo anti-HRP en el caso de pCB1-HRP (sin
His)-tricho. Las Figs. 6 y 7 muestran los resultados obtenidos.

A partir de los resultados que se muestran en las Figuras 6 y 7, se detect6 una banda procedente de HRP (HRP de
aproximadamente 32 kDa) tanto del sobrenadante del cultivo del transformante por pCB1-HRP-tricho como del
sobrenadante del cultivo del transformante por pCB1-HRP sin His)-tricho. Por tanto, se revelé que en el caso en el
que Trichoderma se transformaba usando un polinucleétido (polinucleétido de HRP modificado con coddén)
modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las tres especies de hongos filamentosos en
Humicola, Aspergillus y Trichoderma, se produjo un polipéptido HRP de dicho transformante.

(4) Medicion de la concentracion de HRP y actividad de oxidacién de Guayacol en sobrenadante de cultivo de
transformante por "pCB1-HRP-tricho" o "pCB1-HRP (sin His)-tricho"

El sobrenadante del cultivo en el cultivo en matraz del transformante por "pCB1-HRP-tricho" o "pCB1-HRP(sin His)-
tricho" se diluy6 segun fuera adecuado de una manera tal que la concentracion del transformante era de 9 x 108
UFC/ml. La concentracién de HRP se midio de acuerdo con el Ejemplo 2 (6). Como resultado, la concentracion de
HRP en el sobrenadante del cultivo del transformante por pCB1-HRP-tricho fue de 123 mg/l, mientras que la
concentracion de HRP en el sobrenadante del cultivo del transformante por pCB1-HRP(sin His)-tricho fue de 165
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mg/l. De manera similar, el sobrenadante de cultivo en el cultivo del recipiente fermentador del transformante por
"pCB1-HRP-tricho" o "pCB1-HRP(sin His)-tricho" se diluyé segin fuera adecuado de una manera tal que la
concentracion del transformante era de 9 x 10° UFC/mI. La concentracién de HRP se midi6 de acuerdo con el
Ejemplo 2 (6). Como resultado, la concentracién de HRP en el sobrenadante del cultivo del transformante por pCB1-
HRP-tricho fue de 317 mg/l, mientras que la concentracion de HRP en el sobrenadante del cultivo del transformante
por pCB1-HRP(sin His)-tricho fue de 525 mg/I.

Ademas, la actividad de oxidacién de guayacol se midié usando el sobrenadante de cultivo en el cultivo en matraz
del transformante por "pCB1-HRP-tricho" o "pCB1-HRP (Hsin His)-tricho". Especificamente, se afiadieron 0,05 ml del
sobrenadante de cultivo diluido segin fuera adecuado con un tampén de fosfato (pH 7,0) a 3,05 ml de un tampon de
fosfato 0,1 M (pH 7,0) que contenia 1 pumol de guayacol y 0,3 umol de peréxido de hidrogeno. El cambio en la
absorbancia se midié a una longitud de onda de 436 nm durante 10 a 15 minutos en la reaccion. Obsérvese que la
actividad de oxidacion de guayacol se define como una actividad de oxidaciéon de 1 ymol de guayacol en un minuto,
y se expresa como una actividad por mg de un polipéptido contenido en un sobrenadante de cultivo (U/mg de
proteina). Como resultado, la actividad de oxidacion de guayacol en el sobrenadante de cultivo del transformante por
pCB1-HRP-tricho fue de 1,54 U/mg de proteina, mientras que la actividad de oxidacién de guayacol en el
sobrenadante de cultivo del transformante por pCB1-HRP (sin His)-tricho fue de 7,60 U/mg de proteina. De forma
similar, usando el sobrenadante de cultivo en el cultivo del recipiente fermentador del transformante por "pCB1-HRP-
tricho" o "pCB1-HRP (sin His)-tricho", se midioé la actividad de oxidacion de guayacol. Como resultado, la actividad de
oxidacion de guayacol en el sobrenadante de cultivo del transformante por pCB1-HRP-tricho fue de 3,95 U/mg de
proteina, mientras que la actividad de oxidacion de guayacol en el sobrenadante de cultivo del transformante por
pCB1-HRP (sin His)-tricho fue de 5,49 U/mg de proteina.

(Ejemplo 4)

Examen de expresion del polipéptido de fusion entre HRP y Trichoderma CBH1 utilizando polinucledtido de HRP
modificado con cod6n en Trichoderma

Mediante el método descrito mas adelante se examiné si era posible o no expresar un polipéptido de fusion entre
HRP y otro polipéptido en un hongo filamentoso a un alto nivel usando el polinucleétido de HRP modificado con
coddn descrito anteriormente.

(1) Construccion del vector de co-expresion de CBH1 "pCB1-KR" para Trichoderma viride

Con el fin de eliminar un sitio de unién a celulasa CBH1 de un plasmido "pCB1-Eq3X-sin hph" y de insertar un sitio
Hpal y un sitio Pstl en el mismo, la RCP se llevé a cabo usando TrichoCBH1HpaR y aTrichoPstF como cebadores y
"pCB1-Eg3X-sin hph" como molde. Por tanto, se obtuvo un vector de coexpresién de CBH1 "pCB1-KR".

TrichoCBH1HpaR: GGTTAACCTGAGTAGGGCCGGGAGAGGA (SEQ ID NO: 18)
aTrichoPstF: GGCTGCAGTAAGGTACTCGAGCAAAAGCTT (SEQ ID NO: 19).

(2) Construccion del plasmido "pCB1-KR-HRP-tricho" para expresar el polipéptido de fusion entre HRP y CBH1

Sobre la base de la secuencia de bases del polinucleétido de HRP modificado con codén, se prepararon los
siguientes cebadores.

HRPHpaKR: GCTATTGAGAAGCGCCAGCTCACCCCTACCTTCTACGAC (SEQ ID NO: 20)
PERAspglaC: CTAGGAGTTGGAGTTGACGAC (SEQ ID NO: 21).

Usando estos cebadores y "pHRP" como molde, se llevo a cabo la RCP. La RCP se realizé usando PrimeSTAR®
Max ADN polimerasa. Aproximadamente 1 kpb de un fragmento de ADN asi amplificado se fosforilé para asi obtener
aproximadamente 1 kpb de un fragmento de gen "HRP-Hpa". Por otro lado, se escindié el plasmido "pCB1-KR" con
Hpal para recoger aproximadamente 6 kpb de un fragmento. A esto, se ligé HRP-Hpa usando el kit de ligadura de
ADN de TaKaRa, Mighty Mix para preparar asi un plasmido "pCB1-KR-HRP-tricho". La secuencia del fragmento de
ADN insertado clonado en el plasmido "pCB1-KR-HRP-tricho" se analizé mediante el método descrito en el Ejemplo
comparativo 1 (2). El plasmido "pCB1-KR-HRP-tricho" se construyé para expresarse como un polipéptido de fusion
entre CBH1 y HRP en el huésped Trichoderma viride.

(3) Preparacion de transformante de Trichoderma viride por el plasmido "'pCB1-KR-HRP-tricho"

Trichoderma viride se transformé con el plasmido "pCB1-KR-HRP-tricho" mediante el método descrito en el Ejemplo
Comparativo 1 (3).

(4) Cultivo e identificacién de transformante por pCB1-KR-HRP-tricho

Se selecciond una cepa que se cultivé en el medio minimo después de la introduccion del plasmido "pCB1-KR-HRP-
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tricho" y se cultivo a 28 °C en el medio P, usando un matraz de acuerdo con el método descrito en el documento WO
98-11239 A. Con el fin de comprobar si se expresaba HRP o0 no, el sobrenadante de cultivo resultante se separé por
electroforesis usando gel SDS-PAGE mini al 12 % y se transfiri6 a una membrana de PVDF (fabricada por Millipore
Corporation). La transferencia Western usando el anticuerpo anti-HRP se realiz6 en la membrana de PVDF
transferida. La Figura 8 muestra el resultado obtenido.

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 8, una banda de aproximadamente 70 kDa, es decir, el
polipéptido de fusién entre CBH1 y HRP se detectd a partir del sobrenadante de cultivo del transformante mediante
pCB1-KR-HRP-tricho. Por tanto, se revel6 que en el caso en el que Trichoderma se transformaba usando un
polinucleétido (polinucleétido de HRP modificado con coddn) modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso
de codones de las tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus, y Trichoderma, se produjo un
polipéptido de fusién que comprende HRP de dicho transformante.

(5) Medicion de la concentracion de HRP en sobrenadante de cultivo de transformante por pCB1-KR-HRP-tricho

El transformante por pCB1-KR-HRP-tricho se cultivd a 28 °C en el medio P, usando un matraz de acuerdo con el
método descrito en el documento WO 98-11239 A. A continuacién, el sobrenadante de cultivo resultante se diluyé
segun fuera adecuado de tal manera que la concentracion del transformante era de 9 x 10° UFC/ml. La
concentracion de HRP se midié de acuerdo con el Ejemplo 2 (6). la concentracion de HRP en el sobrenadante de
cultivo del transformante por pCB1-KR-HRP-tricho fue de 123 mg/I.

(Ejemplo 5)

Examen de purificacién usando polipéptido de fusion entre HRP y etiqueta His utilizando polinucleétido de HRP
modificado con coddn

(1) Purificacion por columna His Trap HP

Dos ml del sobrenadante de cultivo del transformante por pCB1-HRP-trichoque se cultivd en el Ejemplo 3 (3) se
suministraron a una columna HisTrap HP (fabricada por GE) equilibrada con tamp6n Na;HPO4 0,02 My NaCl 0,5 M
(pH 7,5). Después de lavar la columna con el tampdn usado para la equilibracion, el resultante se diluyé con tampdén
Na;HPOQ4, 0,02 M, NacCl, 0,5 M e imidazol 0,5 M (pH 7,5).

La concentracién de HRP contenida en el eluato se midié de acuerdo con el Ejemplo 2 (6). Como resultado, se
recogié HRP a una concentracion de 103,9 ng/ml.

(Ejemplo 6)

Examen de purificacién usando polipéptido de fusion entre HRP y Trichoderma CBH1 utilizando polinucleétido de
HRP modificado con coddn

(1) Purificacion utilizando actividad de unién a Avicel

Diez pl del sobrenadante de cultivo del transformante por pCB1-KR-HRP-tricho que se cultivé en el Ejemplo 4 (4) se
mezclaron bien con 90 ul de una solucién de Avicel a una concentracion de 2 % (tamp6n de acido acético 20 mM
(pH 5,0), sulfato de amonio 1 M) y se dej6 reposar a 25 °C durante 10 minutos. Después de la centrifugacion, se
eliminé el sobrenadante y se afiadio a la solucién resultante tamp6n de acido acético 20 mM (pH 5,0) y sulfato de
amonio 1 M, seguido de lavado con una solucion de Avicel (realizada dos veces). Después de la centrifugacion final,
el sobrenadante se separd, y el resultante se mezclé con agua Milli Q, se dejé a 37 °C durante 10 minutos y se
separé de Avicel. Después de la separacion, se recogio el sobrenadante. La concentracion de HRP contenida en el
sobrenadante se midié de acuerdo con el Ejemplo 2 (6). Como resultado, se recogié HRP a una concentracién de
12,7 ng/ml.

(Ejemplo 7)

Prueba de degradacion del pigmento achiote en polipéptido recombinante de peroxidasa de rabano picante
expresado en Trichoderma

Se midié una degradacion de pigmento de achiote usando el sobrenadante de cultivo del transformante por pCB1-
HRP-tricho que se cultivd en el Ejemplo 3 (3). Después de afiadir 10 ul del sobrenadante del cultivo a 190 pl de un
tampon de fosfato 0,1 M (pH 6,0) que contiene 1 pmol de un pigmento de achiote (fabricado por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) y 0,14 pmol de peréxido de hidrégeno, la mezcla se dejé reposar a 37 °C durante un
periodo adecuado. A continuacion, se midié el cambio en la absorbancia a 454 nm. Como resultado, se detect6 una
disminucion en la absorbancia después de 30 minutos de la reaccion, lo que revela que la HRP expresada a partir
del gen de HRP modificado con coddn descrito anteriormente mostré una actividad de degradacién del pigmento de
achiote.
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(Ejemplo 8)

Examen de expresién de polipéptido HRP en Trichoderma por polinucleétido de HRP adaptado solo para frecuencias
de uso de coddn de Trichoderma

A partir de los resultados anteriores, con el fin de expresar un polipéptido de HRP a un nivel superior en Trichoderma
que habia mostrado la mayor capacidad de produccion de HRP entre las tres especies de hongos filamentosos, se
preparé un polinucleétido de HRP, que se modifico para tener una secuencia de bases adaptada para el frecuencias
de uso de Trichoderma. A continuacion, se transformé Trichoderma usando este polinucleétido para examinar una
expresion de un polipéptido de HRP en el transformante resultante. En lo sucesivo en este documento, se describira
el método y el resultado obtenido.

(1) Creacion de la Tabla de codones para optimizar la expresién en Trichoderma

Se cre6 una tabla de frecuencia de uso de codones que se muestra en la Tabla 2 teniendo en cuenta las frecuencias
de uso de codones del polipéptido cuya expresion se observo en Trichoderma (Trichoderma viride).

[Tabla 2]
SEGUNDA LETRA
.T. .C. A .G.
Phe Ser Tyr Cys
T. 0 75 0 0 T
T Phe Ser Tyr Cys c
" 100 7,5 100 100 "
Leu Ser Parada Parada
T 0 0 0 0 LA
T Leu Ser Parada Trp G
" 0 0 100 100 ”
Leu Pro His Arg
C.. 0 20 0 0 T
= m
E c Leu Pro His Arg c py)
w " 90 80 100 100 " ,-Q,
)
& 2
< c Leu Pro Gin Arg A h
T " 0 0 0 0 - 5‘
o >
Leu Pro GIn Arg
C. 10 0 100 0 -G
He Thr Asn Ser
A. 0 5 0 0 T
A He Thr Asn Ser C
" 100 95 100 85
He Thr Lys Arg
A. 0 0 0 0 LA
Met Thr Lys Arg
A 100 0 100 0 -G

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2682271 T3

. va A Asp ay T
T
G Vg\l A(I)a G(I)u G(;y A
G.. Vg" A('Ja f‘g‘é G(;y .G

(2) Preparacién de polinucleétido de HRP modificado con coddn para optimizar la expresion en Trichoderma

Con el fin de expresar el gen de HRP como una proteina activa a un alto nivel en Trichoderma (Trichoderma viride),
se modificd un polinucleétido de HRP. Especificamente, sobre la base de las frecuencias de uso de codones
mostradas en la Tabla 2, se disefié una secuencia de bases de SEQ ID NO: 22 a partir de la secuencia de bases del
gen de HRP de tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3) con 29,9 % de bases alteradas. Obsérvese
que, en la secuencia de bases del polinucleétido de HRP modificado asi disefiado, se alteraron 242 codones entre
los 338 codones; en otras palabras, el 71,6 % de todos los codones fueron modificados (mutacion de degeneracion).
A continuacion, sobre la base de la informacidon sobre esta secuencia de bases, se sintetizé artificialmente un
polinucleétido de HRP modificado y se insertd6 en pMA-T, de forma similar a pHRP_nativo, para obtener asi un
plasmido "pHRP-2" en el que se inserto el polinucleétido de HRP modificado con coddén.

(3) Construccién de plasmido de expresion de polinucleétido de HRP modificado con codén "pCB1-HRP(sin His)-
tricho-2"

Sobre la base de la secuencia de bases del polinucleétido de HRP modificado con codén, se prepararon los
siguientes cebadores. HRP-tricho-2-F: GGGAGGCCTGCGCATCATGCACTTCA (SEQ ID NO: 24) HRP-tricho-2-
R(sin His): CCCGTCGACGCTGTTGCTGTTGACGACGCGGCAGTT (SEQ ID NO: 25).

Usando HRP-tricho-2-F y HRP-tricho-R o HRP-tricho-2-R (sin His) como un conjunto de cebadores y pHRP-2 como
molde, se llevé a cabo la RCP. La RCP se realiz6 usando PrimeSTAR® Max ADN polimerasa. Aproximadamente 1
kpb de un fragmento de ADN asi amplificado se escindié con Stul y Sall para asi obtener aproximadamente 1 kpb de
un fragmento de gen "HRP-N (sin His)-2". Por otro lado, se escindié un plasmido "pCB1-Eg3X-sin hph" con Stul y
Xhol para recoger aproximadamente 6 kpb de un fragmento. A esto, se ligd HRP-N (sin His)-2 usando el kit de
ligadura de ADN de TaKaRa, Mighty Mix para preparar asi un plasmido "pCB1-HRP(sin His)-tricho-2". La secuencia
del fragmento de ADN insertado clonado en el plasmido "pCB1-HRP (sin His)-tricho-2" se analiz6 mediante el
método descrito en el Ejemplo comparativo 1 (2). El plasmido "pCB1-HRP (sin His)-tricho-2" se construyé para
expresar HRP en el huésped Trichoderma viride usando el propio codon de iniciacion.

(4) Preparacion de transformante de Trichoderma por el plasmido ""pCB1-HRP (sin His)-tricho-2"

Trichoderma (Trichoderma viride) se transformd con el plasmido "pCB1-HRP(sin His)-tricho-2" mediante el método
descrito en el Ejemplo Comparativo 1 (3).

(5) Cultivo e identificacion de transformante por pCB1-HRP(sin His)-tricho-2"

Se seleccion6 una cepa que se cultivd en el medio minimo después de la introduccién del plasmido "pCB1-HRP(sin
His)-tricho-2" y se cultivd a 28 °C en el medio P, usando un matraz de acuerdo con el método descrito en el
documento WO 98-11239 A. Con el fin de comprobar si se expresaba HRP o no, el sobrenadante de cultivo
resultante se separ6 por electroforesis usando gel SDS-PAGE mini al 12 % y se transfiri6 a una membrana de PVDF
(fabricada por Millipore Corporation). La transferencia Western usando el anticuerpo anti-HRP se realiz6 en la
membrana de PVDF transferida. La Figura 9 muestra el resultado obtenido.

(6) Medicién de la concentracion de HRP en sobrenadante de cultivo de transformante por "pCB1-HRP(Hisless)-
tricho-2"

El sobrenadante del cultivo en el cultivo en matraz del transformante por "pCB1-HRP(sin His)-tricho" se diluyo segin
fuera adecuado de una manera tal que la concentracién del transformante era de 9 x 10® UFC/ml. La concentracion
de HRP se midié de acuerdo con el Ejemplo 2 (6).

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 9, se detecté una banda procedente de HRP1 (HRP de
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aproximadamente 32 kDa) del sobrenadante de cultivo del transformante por pCB1-HRP (sin His)-tricho-2. Sin
embargo, la concentracion de HRP en el sobrenadante de cultivo en el cultivo en matraz del transformante por
pCB1-HRP (sin His)-tricho-2 fue de 24 mg/l y significativamente baja en comparacién con la del transformante por
"pCB1-HRP(sin His)-tricho "(165 mg/l, véase el Ejemplo 3).

Por tanto, se reveld que un polipéptido de HRP se producia en una cantidad mayor en el caso en el que Trichoderma
se transformaba usando el polinucleétido modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las
tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus y Trichoderma que el caso en el que Trichoderma se
transformaba usando el polinucleétido adaptado solo para las frecuencias de uso de codones de Trichoderma.

(Ejemplo 9)

Examen de expresion (2) de polipéptido HRP en Trichoderma por polinucleétido de HRP modificado teniendo en
cuenta las frecuencias de uso de codones de tres especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus, y
Trichoderma.

A partir de los resultados anteriores, con el fin de comprobar la efectividad de la secuencia de bases disefiada
teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las tres especies de hongos filamentosos en Humicola,
Aspergillus, y Trichoderma, se preparé un polinucleétido, que se modifico teniendo en cuenta las frecuencias de uso
de codones de las tres especies de hongos filamentosos y tenian una secuencia diferente de la del polinucleétido de
HRP modificado con coddn descrito en los Ejemplos 1 a 3. A continuacién, se transformé Trichoderma usando el
polinucleétido para examinar una expresion de un polipéptido de HRP en el transformante resultante. En lo sucesivo
en este documento, se describira el método y el resultado obtenido.

(1) Preparacion de polinucleétido de HRP modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de tres
especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus y Trichoderma.

Con el fin de expresar el gen de HRP como una proteina activa a un alto nivel en Trichoderma, se modificé un
polinucleétido de HRP. Especificamente, sobre la base de las frecuencias de uso de codones que se muestran en la
Tabla 1, la secuencia de bases de SEQ ID NO: 26 se disefio a partir de la secuencia de bases del gen de HRP de
tipo silvestre (secuencia de bases de SEQ ID NO: 3) with 28,0% de bases alteradas.

Obsérvese que, en la secuencia de bases del polinucleétido de HRP modificado asi disefiado, se alteraron 245
codones entre los 338 codones; en otras palabras, el 72,5 % de todos los codones fueron modificados (mutacion de
degeneracion) ( véase las Figs 10 y 11). Ademas, el nimero de bases diferentes fue de diez entre la secuencia de
bases del polinucleétido de HRP modificado disefiado en este Ejemplo (1017 bases) y la secuencia de bases del
polinucleétido de HRP modificado con codon descrito en los Ejemplos 1 a 3 (1017 bases), y la homologia fue del 99
% (véase las Figs. 12y 13).

A continuacion, sobre la base de la informacion sobre esta secuencia de bases, se sintetizé artificialmente un
polinucleétido de HRP maodificado y se insertdé en pMA-T, de forma similar a pHRP_nativo, para obtener asi un
plasmido "pHRP-3" en el que se inserto el polinucle6tido de HRP modificado con codén.

(2) Construccion de plasmido de expresion de polinucleétido de HRP modificado con codén "pCB1-HRP(sin His)-
tricho-3"

Los plasmidos "pHRP-3" y "pCB1-Eq3X-sin hph" se escindieron con Stul y Xhol para recoger aproximadamente 1
kpb y aproximadamente 6 kpb de fragmentos. Los dos se ligaron usando el kit de ligadura de ADN de TaKaRa,
Mighty Mix para preparar un plasmido "pCB1-HRP(sin His)-tricho-3". La secuencia del fragmento de ADN insertado
clonado en el plasmido "pCB1-HRP (sin His)-tricho-3" se analiz6 mediante el método descrito en el Ejemplo
comparativo 1 (2). El plasmido "pCB1-HRP (sin His)-tricho-3" se construy6é para expresar HRP en el huésped
Trichoderma viride usando el propio codén de iniciacién.

(4) Preparacioén de transformante de Trichoderma por el plasmido ""pCB1-HRP (sin His)-tricho-3"

Trichoderma (Trichoderma viride) se transformd con el plasmido "pCB1-HRP(sin His)-tricho-3" mediante el método
descrito en el Ejemplo Comparativo 1 (3).

(5) Cultivo e identificacion de transformante por pCB1-HRP(sin His)-tricho-3"

Se selecciond una cepa que se cultivd en el medio minimo después de la introduccién del plasmido "pCB1-HRP(sin
His)-tricho-3" y se cultivd a 28 °C en el medio P, usando un matraz de acuerdo con el método descrito en el
documento WO 98-11239 A. Con el fin de comprobar si se expresaba HRP o no, el sobrenadante de cultivo
resultante se separ6 por electroforesis usando gel SDS-PAGE mini al 12 % y se transfiri6 a una membrana de PVDF
(fabricada por Millipore Corporation). La transferencia Western usando el anticuerpo anti-HRP se realizd en la
membrana de PVDF transferida. La Figura 14 muestra el resultado obtenido.
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A partir de los resultados que se muestran en la Figura 14, se detectd una banda procedente de HRP (HRP de
aproximadamente 32 kDa) del sobrenadante de cultivo del transformante por pCB1-HRP (sin His)-tricho-3.

(6) Medicién de la concentracion de HRP en sobrenadante de cultivo de transformante por "pCB1-HRP(Hisless)-
tricho-3"

El transformante por "pCB1-HRP (sin His)-tricho-3"se cultivé a 28 °C en el medio P, usando un matraz de acuerdo
con el método descrito en el documento WO 98-11239A. A continuacion, el sobrenadante de cultivo se diluyé segun
fuera adecuado de tal manera que la concentracion del transformante fue de 9 x 10® UFC/ml. La concentracion de
HRP se midi6 de acuerdo con el Ejemplo 2 (6). Como resultado, la concentracion de HRP en el sobrenadante de
cultivo del transformante por pCB1-HRP(sin His)-tricho-3 fue de 200 mg/I.

Por tanto, se confirmé, de forma anéaloga a los Ejemplos 2 a 5, que en el caso en el que un hongo filamentoso se
transformaba usando un polinucleétido modificado teniendo en cuenta las frecuencias de uso de codones de las tres
especies de hongos filamentosos en Humicola, Aspergillus y Trichoderma, se produjo un polipéptido HRP de dicho
transformante.

[Aplicabilidad Industrial]

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencion permite producir eficientemente una gran cantidad de un
polipéptido de peroxidasa de rabano picante introduciendo en un hongo filamentoso un polinucleétido modificado
para tener codén(es) cuya secuencia de bases es diferente de una secuencia de bases de tipo silvestre que codifica
un polipéptido de peroxidasa de rabano picante (HPR). La frecuencia de uso del(los) codon(es) modificado(s)
corresponde a las frecuencias de uso de codones de las tres especies de hongos filamentosos en Humicola,
Aspergillus, y Trichoderma.

Por lo tanto, el polinucleétido y el método para producir un polipéptido HRP usando el polinucleétido de la presente
invencion son excelentes para producir eficientemente una gran cantidad de una isoenzima HRP uniforme, y en
consecuencia son utiles en la produccién de enzimas para deteccidn, enzimas para kits de inspeccion clinica y
similares en diversas pruebas tales como el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas, el método
inmunohistoestatico, el método de transferencia de Southern y el método de transferencia de Western.

[Texto libre de la lista de secuencias]

SEQID NOs: 1y 26

<223> Secuencias de polinucleétidos sintetizados artificialmente en las que las frecuencias de uso de codones
estan adaptadas para Trichoderma, Humicola y Aspergillus SEQ ID NO: 2

<223> Polipéptido codificado por el polinucleétido sintetizado artificialmente que tiene la secuencia de bases de
SEQ ID NO: 1 SEQ ID NOs: 5a 21, 24,y 25

<223> Secuencias de cebador sintetizado artificialmente SEQ ID NO: 22

<223> Secuencia de polinucleétidos sintetizados artificialmente en la que las frecuencias de uso de codones
estan adaptadas para Trichoderma SEQ ID NO: 23

<223> Polipéptido codificado por el polinucleétido sintetizado artificialmente que tiene la secuencia de bases de
SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO: 27

<223> Polipéptido codificado por el polinucleétido sintetizado artificialmente que tiene la secuencia de bases de
SEQ ID NO: 26

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Meiji Seika Pharma Co., Ltd.

<120> METODO PARA PRODUCIR PEROXIDASA DE RABANO PICANTE RECOMBINANTE USANDO
HONGOS FILAMENTOSOS

<130> IBPF13-513WO

<150> JP2012/124598

<151> 2012-05-31

<160> 27

<170> Patentln versién 3.1

<210>1

<211> 1017

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencias de polinucleétidos sintetizados artificialmente en las que el uso de codones esta adaptado
para Trichoderma, Humicola y Aspergillus

<220>

<221> CDS
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<222> (1)..(1017)
<223>
<400> 1

atg cac ttc tecc age teocec tee ace cte ttec acg tge atec acc ctec ate 48
Met His Phe Ser Ser Ser Ser Thr Leu Phe Thr Cys Ile Thr Leu Ile
1 5 10 15
cee ckte gte tge cte atec cte cac gect tce ctg tce gac gee cag cte %6
Prc Leu Val Cys Leu Ile Leu His Ala Ser Leu Ser Asp Ala Gln Leu
20 25 30
acc cct ace ttec tac gac aac tce tge cct aac gtc age aac ate gte 144
Thr Pro Thr Phe Tyr Asp Asn Ser Cys Pro Asn Val Ser Asn Ile Val
35 40 45
cgc gac acc atc gtc aac gag ctg cgec teocc gac cecc cgt atc gec gec 192
Arg Asp Thr Ile Val Asn Glu Leu Arg Ser Asp Pro Arg Ile Ala Ala
50 55 60
tcc atc ctec cge ctec cac ttec cac gac tge tte gte aac ggt tgc gac 240
Ser Ile lLeu Arg Leu His Phe His Asp Cys Phe Val Asn Gly Cys Asp
65 70 75 80
gct tec ate cte ctec gac aac ace ace age tte cge ace gag aag gac 288
Ala Ser Ile Leu Leu Asp Asn Thr Thr Ser Phe Arg Thr Glu Lys Asp
85 90 95
gece ttc gge aac gee aac tee got cge gge tte ceoe gte ate gac cge 336
Ala Phe Gly Asn Ala Asn Ser Ala Arg Gly Phe Pro Val Ile Asp Arg
100 105 110
atg aag gcc gcocc gte gag tce geocec tge cct cge ace gte age tgec geoc 384
Met Lys Ala Ala Val Glu Ser Ala Cys Preo Arg Thr Val Ser Cys Ala
115 120 125
gac ctc ctc acg atc gcocec goc cag cag tce gtec ace cte gocc ggt ggco 432
Asp lLeu Leu Thr Ile Ala Ala Gln Gln Ser Val Thr Leu Ala Gly Gly
130 135 140
cee tee tgg egt gttt cet ecte ggt ege cge gac tee cte cag get tte 480
Pro Ser Trp Arg Val Pro Leu Gly Arg Arg Asp Ser Leu Gln Ala Phe
145 150 155 160
cte gac cte gee aac gec aac ctg cee get ceoce tte tte ace etg cee 528
Leu Asp Leu Ala Asn Ala Asn Leu Pro Ala Pro Phe Phe Thr Leu Pro
165 170 175
cag ctc aag gac tcc ttec cge aac gtc gge ctec aac cge tcoce tcoe gac 576
Gln Leu Lys Asp Ser Phe Arg Asn Val Gly Leu Asn Arg Ser Ser Asp
180 185 190
ctc gtt gce cte tee gge ggt cac ace tte ggec aag aac cag tge cgce 624
Leu Val Ala Leu Ser Gly Gly His Thr Phe Gly Lys Asn Gln Cys Arg
195 200 205
tte ate atg gac cge cte tac aac tte tee aac ace gge cte ccoe gac 672
Phe Ile Met Asp Arg Leu Tyr Asn Phe Ser Asn Thr Gly Leu Pro Asp
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ccc
Pro
225
ctc
Leu

ace
Thr

cte
Leu

acg
Thr

aac
Asn
305
ace
Thr

aac
Asn

<210>
<211>

<212> PRT

2190
acc
Thr

aac
Asn

ate
Ile

ate
Ile

atc
Ile
290
gcc
Ala

ggc
Gly

toe
Ser

2
338

ctc
Leu

ggc
Gly

tte
Phe

cag
Gln
275
ccc
Pro

ttc
Phe

ace
Thr

tag

<213> Artificial

<220>

aac
Asn

aac
Asn

gat
Asp
260
tce
Ser

ctyg
gtc
Val

cag
Gln

acc
Thr

ctc
Leu
245
aac
Asn

gac
Asp

gtc
Val

Jag
Glu

ggc
Gly
325

ace
Thr
230
tcc
Ser

aaqg
Lys

cag
Gln

cgc
Arg

gcc
Ala
310
cag
Gln

ES 2682271 T3

215
tac
Tyr

gce
Ala

tac
Tyr

gag
Glu

tcc
Ser
295
atg
Met

ate
Ile

ctg
Leu

ctc
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu
280
ttc
Phe

gac
Asp

cqge
Arg

cag
Gln

gtg
Val

gte
Val
265
tte
Phe

gcc
Ala

cgc
Arg

cte
Leu

acc
Thr

gac
Asp
250
aac
Asn

tce
Ser

aac
Asn

atg
Met

aae
Asn
330

ctc
Leu
235
ttc
Phe

ctg
Leu

tce
Ser

tcc
Ser

ggc
Gly
315
tgce
Cys

220
cgc
Arg

gac
Asp

gag
Glu

ccce
Pro

acc
Thr
300
aac
Asn

cqge
Arg

ggc
Gly

ctc
Leu

gag
Glu

aac
Asn
285
cag
Gln

atc
Ile

gte
Val

<223> Polipéptido codificado por el polinucleétido sintetizado artificialmente
que tiene la secuencia de bases de SEQ ID:1

<400>

2

28

ctc
Leu

cgc
Arg

cag
Gln
270
gce
Ala

acg
Thr

acc
Thr

gte
Val

tgc
Cys

acc
Thr
255
aaqg
Lys

ace
Thr

ttc
Phe

ccc
Pro

aae
Asn
335

[a]als
Pro
240
[a]als
Pro

ggc
Gly

gac
Asp

ttc
Phe

ctc
Leu
320
toe
Ser

720

768

816

864

912

960

1008

1017
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Met His Phe Ser Ser Ser Ser Thr Leu

Pro Leu Val Cys Leu Ile Leu Hig Ala
20 25
Thr Pr¢o Thr Phe Tyr Asp Asn Ser Cys
35 40
Arg Asp Thr Ile Val Asn Glu Leu Arg

Ser Ile Leu Arg Leu His Phe His Asp

65 70

Ala Ser Ile Leu Leu Asp Asn Thr Thr

85

Ala Phe Gly Asn Ala Asn Ser Ala Arg
100 105

Met Lys Ala Ala Val Glu Ser Ala Cys

115 120
Asp Leu Leu Thr Ile Ala 2la Gln Gln
130 135

Pro Ser Trp Arg Val Pro Leu Gly Arg

145 150

Leu Asp Leu Ala Asn Ala Asn Leu Pro

185

Gln Leu Lys Asp Ser Phe Arg Asn Val
180 185

Leu Val Ala Leu Ser Gly Gly His Thr

195 200
Phe Ile Met Asp Arg Leu Tyr Asn Phe
210 215

Pro Thr Leu Asn Thr Thr Tyr Leu Gln

225 230

Leu Asn Gly Asn Leu Ser Ala Leu Val
245

Thr Ile Phe Asp Asn Lys Tyr Tyr Val

260 265
Leu Tle Gln Ser Asp Gln Glu Leu Phe
275 280
Thr Ile Pro Leu Val Arg Ser Phe Ala
290 295

Asn Ala Phe Val Glu Ala Met Asp Arg

305 310

Thr Gly Thr Gln Gly Gln Ile Arg Leu
325

Asn Ser

<210>3

<211> 1014

<212> ADN

<213> Réabano picante
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1014)
<223>

<400> 3

29

Phe
10

Ser
Pro
Ser
Cys
Ser
80

Gly
Pro
Ser
Arg
Ala
170
Gly
Phe

Ser

Thr
Asp
250
Asn
Ser
Asn

Met

Asn
330

Thr
Leu
Asn
Asp
Phe
75

Phe
Phe
Arg
Val
Asp
155
Pro
Leu

Gly

Asn

Leu
235
Phe
Leu
Ser
Ser
Gly

315
Cys

Cys
Ser
Val
Pro
60

vVal
Arg
Pro
Thr
Thr
140
Ser
Phe
Asn
Lys

Thr
220

Arg
Asp
Glu
Pro
Thr
300
Asn

Arg

Ile
Asp
Ser
45

Arg
Asn
Thr
vVal
Val
125
Leu
Leu
Phe
Arg
Asn

205
Gly

Gly
Leu
Glu
Asn
285
Gln

Ile

vVal

Thr
Ala
30

Asn
Ile
Gly
Glu
Ile
110
Ser
Ala
Gln
Thr
Ser
190
Gln

Leu

Leu
Arg
Gln
270
Ala
Thr

Thr

vVal

Leu
15

Gln
Ile
Ala
Cys
Lys
85

Asp
Cys
Gly
Ala
Leu
175
Ser

Cys

Pro

Cys
Thr
255
Lys
Thr
Phe

Pro

Asn
335

Ile
Leu
Val
Ala
Asp
g0

Asp
Arg
Ala
Gly
Phe
160

Pro

Asp

Asp

Pro
240
Pro
Gly
Asp
Phe
Leu

320
Ser



atg
Met

cca
Pro

acc
Thr

cgg
Arg

age
Ser
65

gca
Ala

gcg
Ala

atg
Met

gat
Asp

cct
Pro
145
ctg
Leu

caa
Gln

cte

cat
His

ttg
Leu

cct
Pro

gat
Asp
50

atc
Ile

tcg
Ser

ttt
Phe

aaa
Lys

ttg
Leu
130
tct
Ser

gat
Asp

ctt
Leu

gtt

ttc
Phe

gta
val

acc
Thr
35

act
Thr

ctt
Leau

atc
Ile

gga
Gly

gec
Ala
115
cte
Leu

tgg
Trp

ctt
Leu

aaa
Lys

gca

tct
Ser

tgt
Cys
20

ttc
Phe

att
Ile

cgt
Arg

ttg
Leu

aac
Asn
100
gcg
Ala

acec
Thr

aga
Arg

gct
Ala

gac
Asp
180
ctg

tct
Ser

ctt
Leu

tac
Tyr

gtc
Val

ctt
Leau

tta
Leu
85

gca
Ala

gtg
Val

att
Ile

gtt
val

aat
Asn
165
agce
Ser

tcc

tct
Ser

att
Ile

gac
Asp

aat
Asn

cac
His
70

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

gca
Ala

cct
Pro
150
gca
Ala

ttt
Phe

ad99

tct
Ser

ctt
Leu

aat
Asn

gag
Glu
55

ttc
Phe

aac
Asn

teg
Ser

agt

Ser

gct
Ala
13%
ttg
Leu

aat
Asn

aga
aArg

ggc
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act
Thr

cat
His

tca
Ser
40

cta
Leau

cac
His

aca
Thr

gca
Ala

gca
Ala
120
caa
Gln

ggc
Gly

ctt
Leu

aat
Asn

cac

ttg
Leu

gct
Ala
25

tgt
Cys

aga
Arg

gac
Asp

aca
Thr

aga
Arg
105
tgc
Cys

caa
Gln

aga
Arg

cca
Pro

gtt
Val
18%
aca

ttc
Phe
10

tct
Ser

cct
Pro

tca
Ser

tgc
Cys

tca
Ser
90

gga
Gly

cca
Pro

tct
Ser

aga
Arg

gct
Ala
170
ggc
Gly

ttt

30

act
Thr

ttg
Leu

aat
Asn

gac
Asp

ttt
Phe
75

ttt
Phe

ttt
Phe

aga
aArg

gtc
Val

gat
Asp
155
ceca
Pro

cte
Leu

ggt

tgt
Cys

tct
Ser

gtc
val

cct
Pro
60

gtt
Val

cga
Arg

cca
Pro

acc
Thr

act
Thr
140
age
Ser

tte
Phe

aac
Asn

dad

ata
Ile

gat
Asp

tct
Ser
45

cgt
Arg

aat
Asn

aca
Thr

gtg
val

gtt
Val
125
ttg
Leu

tta
Leu

tte
Phe

egt
aArg

aat

acc
Thr

gct
Ala
30

aac
Asn

att
Ile

ggt
Gly

gag
Glu

att
Ile
110
teca
Ser

gcg
Ala

caa
Gln

aca
Thr

tet
Ser
190
cag

tta
Leau
15

caa
Gln

atec
Ile

gec
Ala

tgt
Cys

aaa
Lys
95

gat
Asp

tgc
Cys

gga
Gly

gca
Ala

ctt
Leu
175
tet
Ser

tgt

atc
Ile

ctt
Leu

gta
val

gcg
Ala

gac
Asp
B8O

gat
Asp

aga
Arg

gca
Ala

ggt
Gly

ttt
Phe
160
aca
Pro

gat
Asp

cyg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



Leu

ttt
Phe

cct
Pro
225
ctc

acg
Thr

ctt
Leun

aca
Thr

aat
Asn
305
aca
Thr

aac
Asn

Val

att
Ile
210
act
Thr

aat
Asn

att
Ile

ate
Ile

ate
Ile
290
gca
Ala

gga
Gly

tct
Ser

<210>4
<211> 338

<212> PRT

Ala
195
atg
Met

cte

ggt
Gly

ttt
Phe

caa
Gln
275
ccot
Pro

ttt
Phe

act
Thr

Leu

gac
Asp

aac
Asn

aat
Asn

gac
Asp
260
age
Ser

ttg
gtg
Val

caa
Gln

<213> Rabano picante
<400> 4

Ser

aga
Arg

act
Thr

cta
Leu
245
aac
Asn

gac
Asp

gtg
Vval

Jgag
Glu

gga
Gly
325

Gly

tta
Leu

act
Thr
230
agce
Ser

aaa
Lys

caa
Gln

aga
Arg

gcg
Ala
310
cag
Gln

Gly

tac
Tyr
215
tat
Tyr

gct
Ala

tac
Tyr

gag
Glu

tca
Ser
295
atg
Met

atc
Ile

ES 2682271 T3

His
200
aac
Asn

tat
Tyr

ttg
Leun
280
ttt
Phe

gat
Asp

agy
Arg

Thr

tte
Phe

caa
Gln

gtg
Val

gtg
Val

265
tte
Phe

gct
Ala

agyg
Arg

ttg
Leun

Phe

age
Ser

act
Thr

gat
Asp
250
aat
Asn

tct
Ser

aat
Asn

atg
Met

aat
Asn
330

31

Gly

aac
Asn

ctt
Leu
235
ttt
Phe

ctc
Leu

age
Ser

age
Ser

gga
Gly
315
tgt
Cys

Lys

ace
Thr
220
cgt
Arg

gat
Asp

gaa
Glu

ccc
Pro

aca
Thr
300
aac
Asn

agy
Arg

Asn
205

ggt
Gly

gga
Gly

cta
Leu

gag
Glu

aat
Asn
285
caa
Gln

att
Ile

gtg
Val

Gln

tta
Leu

cta
Leu

cgt
Arg

caa
Gln
270
goe
Ala

aca
Thr

aca
Thr

gtyg
Val

Cys

ccce
Pro

tgt
Cys

acg
Thr
255
aaa
Lys

act
Thr

tte
Phe

cct
Pro

aac
Asn
335

Arg

gat
Asp

coe
Pro
240
cca
Pro

gga
Gly

gac
Asp

tte
Phe

ctt
Leu
320
tcc
Ser

672

720

768

Ble

864

912

960

1008

1014
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Met His Phe Ser Ser Ser Ser Thr Leu Phe Thr

Pro Leu Val Cys Leu Ile Leu His Ala Ser Leu
20 25
Thr Pro Thr Phe Tyr Asp Asn Ser Cys Pro Asn
35 40
Arg Asp Thr Ile vVal Asn Glu Leu Arg Ser Asp

Ser Ile Leu Arg Leu His Phe His Asp Cys Phe
65 70 15
Ala Ser Ile Leu Leu Asp Asn Thr Thr Ser Phe
85 90
Ala Phe Gly Asn Ala Asn Ser Ala Arg Gly Phe
100 105
Met Lys Ala Ala Val Glu Ser Ala Cys Pro Arg
115 120
Asp Leu Leu Thr Ile Ala Ala Gln Gln Ser Val
130 135
Pro Ser Trp Arg Val Pro Leu Gly Arg Arg Asp
145 150 155
Leu Asp Leu Ala Asn Ala Asn Leu Pro Ala Pro
165 170
Gln Leu Lys Asp Ser Phe Arg Asn Val Gly Leu
180 185
Leu Val Ala Leu Ser Gly Gly His Thr Phe Gly
195 200
Phe Ile Met Asp Arg Leu Tyr Asn Phe Ser Asn
210 215

Pro Thr Leu Asn Thr Thr Tyr Leu Gln Thr Leu

225 230 235

Leu Asn Gly Asn Leu Ser Ala Leu Val Asp Phe
245 250

Thr Ile Phe Asp Asn Lys Tyr Tyr Val Asn Leu

260 265
Leu Ile Gln Ser Asp Gln Glu Leu Phe Ser Ser
275 280
Thr Ile Pro Leu Val Arg Ser Phe Ala Asn Ser
290 295

Asn Ala Phe Val Glu Ala Met Asp Arg Met Gly

305 310 315

Thr Gly Thr Gln Gly Gln Ile Arg Leu Asn Cys
325 330

Asn Ser

<210>5

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400>5

cccggatcct gggacaagat gecacttctce agctectee 39
<210>6

<211>55

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 6

cccggatece tagtgatggt gatgatggtyg gtggtgggag ttggagttga cgacg 55

32

Cys
Ser
Val
Pro
60

Val
Arg
Pro
Thr
Thr
140
Ser
Phe
Asn
Lys
Thr
220
Arg
Asp
Glu
Pro
Thr
300

Asn

Arg

Ile
Asp
Ser
45

Arg
Asn
Thr
Val
Val
125
Leu
Leu
Phe
Arg
Asn

205
Gly

Gly
Leu
Glu
Asn
285
Gln

Ile

Val

Thr
Ala
30

Asn
Ile
Gly
Glu
Ile
110
Ser
Ala
Gln
Thr
Ser
190
Gln

Leun

Leu
Arg
Gln
270
Ala
Thr

Thr

Val

Leu
15

Gln
Ile
Ala
Cys
Lys
95

Asp
Cys
Gly
Ala
Leu
175
Ser

Cys

Pro

Cys
Thr
255
Lys
Thr
Phe

Pro

Asn
335

Ile
Leu
Val
Ala
Asp
g0

Asp

Arg

Ala

Phe
160
Pro
Asp
Arg

Asp

Pro
240
Pro

Gly
Asp
Phe
Leu

320
Ser
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<210>7

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 7

atggcaccac acccgacg 18

<210>8

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 8

ctatcgcagt agccgctc 18

<210>9

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400>9

ggtctagact gcaggcactt ccaggca 27

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 10

ggtctagagc atgacgaata catatcaaac 30
<210> 11

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 11

gatatctgtg gggtttattg ttcagagaa 29

<210> 12

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 12

gatatcaggg tggagagtat atgatggta 29

<210> 13

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 13

ggcatttatg cacttctcca gctcctcca 29

<210> 14

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 14

ctagtgatgg tgatgatggt ggtggtggga gttggagttg acgacg
<210> 15

<211> 30

33
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ES 2682271 T3

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 15

gggaggcctg cgcatcatgc acttctccag 30

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 16

cccctcgagce taggagttgg agttgacgac 30

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 17

cccctcgagce taggagttgg agttgacgac 30

<210> 18

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 18

ggttaacctg agtagggccg ggagagga 28

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 19

ggctgcagta aggtactcga gcaaaagctt 30

<210> 20

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 20

gctattgaga agcgccagct cacccctacc ttctacgac 39
<210>21

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 21

ctaggagttg gagttgacga c 21

<210> 22

<211> 1017

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del polinucledtido sintetizado artificialmente en la que el uso de codones esta adaptado para

Trichoderma <220>
<221> CDS

<222> (1)..(1017)
<223>

<400> 22

34



atg
Met

[nlals:
Pro

acc

cac tte
His Phe

cte gte
Leu Val

cCcCc acc

age age

Ser Ser
5

tge cte

Cys Leu

20

ttc tac

age
Ser

ate
Ile

gac

age
Ser

cte
Leu

aac

ES 2682271 T3

ace
Thr

cac
His

agc

cte
Leu

gco
Ala
25

tgc

tte
Phe
10

age
Ser

cCcC

35

act
Thr

cte
Leu

aac

tge
Cys

age
Ser

gtc

atec
Ile

gac
Asp

agc

ace
Thr

gee
Ala
30

aac

cte
Leu
15

cag
Gln

atc

atec
Ile

cte
Leu

gtc

48

96

144



Thr

cgc
Arg

agc
Ser
65

gee
Ala

gee
Ala

atg
Met

gac
Asp

cct
Pro
145
cte
Leu

cag
Gln

ctc

tte
Phe

falals]
Pro
225
ctc
Leu

acc
Thr

cte
Leu

ace
Thr

aac
Asn
305
acc
Thr

aac
Asn

Pro

gac
Asp

atc
Ile

tee
Ser

tte
Phe

aag
Lys

ctc
Leu
130
age
Ser

gac
Asp

ctc
Leu

gtc
vVal

ate
Ile
210
ace
Thr

aac
Asn

atc
Ile

ate
Ile

ate
Ile
290
gcce
Ala

ggc
Gly

agce
Ser

<210> 23
<211> 338

Thr
35

acc
Thr

ctc
Leu

ate
Ile

ggc
Gly

gce
Ala
115
ctc
Leu

tgg
Trp

cte
Leu

aag
Lys

gcc
Ala
185
atg
Met

cte
Leu

ggc
Gly

ttc
Phe

caqg
Gln
275
falals]
Pro

ttc
Phe

acc
Thr

tag

Phe

atc
Ile

cgc
Arg

cte
Leu

aag
Asn
100
gce
Ala

act
Thr

age
Arg

gee
Ala

gac
Asp
180
ctc

gac
Asgp

aag
Asn

aac
Asn

gat
Aszp
260
agce
Ser

ctg
gtc
val

cag
Gln

Tyr

gtc
val

ctc
Leu

cte
Leu
85

gac
Ala

gtc
val

atc
Ile

gte
Val

aac
Asn
165
agc
Ser

tct
Ser

cge
Arg

ace
Thr

ctc
Leu
245
aac
Asn

gac
Asgp

gte
Val

gag
Glu

ggc
Gly
325

Asgp

aac
Asn

cac
His
70

gac
Asgp

aag
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

cet
Pro
150
gee
Ala

ttc
Phe

ggc
Gly

cte

age
Thr
230
agc
Ser

aag
Lys

cag
Gln

cge
Arg

gcc
Ala
310
cag
Gln

Azn

gag
Glu
55

ttc
Phe

aac
Asn

age
Ser

agc
Ser

gcc
Ala
135
cte
Leu

aag
Asn

cgc
Arg

ggc
Gly

tac
Tyr
215
tac
Tyr

goo
Ala

tac
Tyr

gag
Glu

age
Ser
295
atg
Met

atc
Ile

ES 2682271 T3

Ser
40

ctg
Leu

cac
His

ace
Thr

get
Ala

gcc
Ala
120
cag
Gln

ggc
Gly

ctg
Leu

aac
Asn

cac
His
200
aac
Asn

cte
Leu

ctc
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu
280
tte
Phe

gac
Asp

cgc
Arg

Cys

cgc
Arg

gac
Asp

ace
Thr

cge
Arg
105
tgc
Cys

cag
Gln

age
Arg

cct
Pro

gtc
Val
185
acc
Thr

tte
Phe

cag
Gln

gtc
val

gtc
Val
265
tte
Phe

gee
Ala

cgc
Arg

ctc

Pro

agc
Ser

tgc
Cys

agce
Ser
90

ggc
Gly

cct
Pro

agc
Ser

age
Arg

gee
Ala
170

ggc
Gly

ttc
Phe

agce
Ser

ace
Thr

gat
Asp
250
aac
Aszn

agce
Ser

aag
Asn

atg
Met

aac

Asn
330

36

Azn

gac
Asp

ttc
Phe
75

tte
Phe

tte
Phe

cgc
Arg

gtc
vVal

gag
Aszp
155
falals]
Pro

ctc

ggc
Gly

aac
Asn

cte
Leu
235
ttc
Phe

ctc
Leu

agce
Ser

tet
Ser

ggc
Gly
315
tgc
Cys

Val

ccec
Pro
60

gtt
Val

age
Arg

falals]
Pro

acc
Thr

acc
Thr
140
age
Ser

tte
Phe

aac
Asn

aag
Lys

ace
Thr
220
cge
Arg

gac
Asp

gag
Glu

cce
Pro

age
Thr
300
aac
Asn

cgc
Arg

Ser
45

cge
Arg

aac
Azn

ace
Thr

gte
Val

gtc
Val
125
ctc
Leu

cte
Leu

tte
Phe

cgc
Arg

aac
Aszn
205
ggc
Gly

ggc
Gly

ctc
Leu

gag
Glu

aac
Aszn
285
cag
Gln

atc
Ile

gtc
vVal

Azn

atc
Ile

ggc
Gly

gag
Glu

ate
Ile
110
agc
Ser

gcc
Ala

cag
Gln

ace
Thr

agc
Ser
180
cag
Gln

cte

cte
Leu

cgc
Arg

cag
Gln
270
gee
Ala

ace
Thr

acc
Thr

gtc
vVal

Ile

goo
Ala

tgc
Cys

aag
Lys
95

gac
Asp

tgc
Cys

ggt
Gly

get
Ala

ctg
Leu
175
tce
Ser

tgc
Cys

cce
Pro

tgc
Cys

acc
Thr
255
aag
Lys

ace
Thr

tte
Phe

ccec
Pro

aac
Asn
335

Val

goo
Ala

gac
Asp

gac
Asp

age
Arg

goo
Ala

ggc
Gly

tte
Phe
160
falals]
Pro

gac
Asp

cgc
Arg

gac
Asgp

falals]
Pro
240
ccec
Pro

ggc
Gly

gac
Asgp

tte
Phe

ctc
Leu
320
agc
Ser

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1017



10

15

20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2682271 T3

<223> Polipéptido codificado por el polinucleétido sintetizado artificialmente
gue tiene la secuencia de bases de SEQ ID:22

<400> 23

Met His Phe

1
Pro

Thr
Arg
Ser
65

Ala
Ala
Met
Asp
Pro
145
Leu
Gln
Leu
Phe
Pro
225
Leu
Thr
Leu
Thr
Asn
305

Thr

Asn

<210> 24
<211> 26
<212> ADN

Leu
Pro
Asp
50

Ile
Ser
Phe
Lys
Leu
130
Ser
Asp
Leu
Val
Ile
210
Thr
Asn
Ile
Ile
Ile
290
Ala

Gly

Ser

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente

<400> 24

Val
Thr
35

Thr
Leu
Ile
Gly
Ala
115
Leu
Trp
Leu
Lys
Ala
155
Met
Leu
Gly
Phe
Gln
275
Pro

Phe

Thr

Ser Ser Ser Ser

Cys
20

Phe
Ile
Arg
Leu
Asn
100
Ala
Thr
Arg
Ala
Asp
180
Leu
Asp
Asn
Asn
Asp
260
Ser
Leu

Val

Gln

gggaggcctg cgcatcatge acttca

<210> 25
<211> 36
<212> ADN

5
Leun

Tyr
Val
Leu
Leu
B5

Ala
Val
Ile
Val
Asn
165
Ser
Ser
Arg
Thr
Leu
245
Asn
Asp
Val

Glu

Gly
325

Ile
Asp
Asn
His
70

Asp
Asn
Glu
Ala
Pro
150
Ala
Phe
Gly
Leu
Thr
230
Ser
Lys
Gln
Arg
Ala

310
Gln

26

Leu
Asn
Glu
55

Phe
Asn
Ser
Ser
Ala
135
Leu
Asn
Arg
Gly
Tyr
215
Tyr
Ala
Tyr
Glu
Ser
295

Met

Ile

Thr
His
Ser
40

Leu
His
Thr
Ala
Ala
120
Gln
Gly
Leu
Asn
His
200
Asn
Leu
Leu
Tyr
Leu
280
Phe

Asp

Arg

Leu
Ala
25

Cys
Arg
Asp
Thr
Arg
105
Cys
Gln
Arg
Pro
Val
185
Thr
Phe
Gln
Val
Val
265
Fhe
Ala

Arg

Leu

37

Phe
10

Ser
Pro
Ser
Cys
Ser
- 10]

Gly
Pro
Ser
Arg
Ala
170
Gly
Phe
Ser
Thr
Asp
250
Asn
Ser
Asn

Met

Asn
330

Thr
Leu
Asn
Asp
Fhe
75

Fhe
Phe
Arg
val
Asp
155
Pro
Leu
Gly
Asn
Leu
235
Fhe
Leu
Ser
Ser
Gly

315
Cys

Cys
Ser
val
Pro
60

Val
Arg
Pro
Thr
Thr
140
Ser
Fhe
Asn
Lys
Thr
220
Arg
Asp
Glu
Pro
Thr
300

Asn

Arg

Ile
Asp
Ser
45

Arg
Asn
Thr
val
val
125
Leu
Leu
Fhe
Arg
Asn
205
Gly
Gly
Leu
Glu
Asn
285
Gln

Ile

val

Thr
Ala
30

Asn
Ile
Gly
Glu
Ile
110
Ser
Ala
Gln
Thr
Ser
130
Gln
Leu
Leu
Arg
Gln
270
Ala
Thr

Thr

val

Leu
15

Gln
Ile
Ala
Cys
Lys
95

Asp
Cys
Gly
Ala
Leu
175
Ser
Cys
Pro
Cys
Thr
255
Lys
Thr
Phe

Pro

Asn
335

Ile
Leu
val
Ala
Asp
80

Asp
Arg
Ala
Gly
Fhe
160
FPro
Asp
Arg
Asp
Pro
240
FPro
Gly
Asp
Phe
Leu

320
Ser



10

15

ES 2682271 T3

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador sintetizado artificialmente
<400> 25

cccgtcgacg ctgttgetgt tgacgacgeg geagtt 36

<210> 26

<211> 1017

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencias de polinucleétidos sintetizados artificialmente en las que el uso de codones esta adaptado
para Trichoderma, Humicola y Aspergillus

<220>

<221> CDS

<222>(1)..(1017)

<223>

<400> 26

38



atg
Met

cce
Pro

ace
Thr

cge
Arg

agc
Ser
65

gct
Ala

gcce
Ala

atg
Met

gac
Asp

ccc
Pro
145
cte
Leu

cag
Gln

ctc
Leu

ttc
Phe

coo
Pro
225

cac
His

cte
Leu

cct
Pro

gac
Asp
50

atc
Ile

tcc
Ser

tte
Phe

aag
Lys

ctc
Leu
130
agc
Ser

gac
Asp

cte
Leu

gtt
Val

atc
Ile
210
aco
Thr

tte
Phe

gtc
Val

acc
Thr
35

acc
Thr

cte
Leu

atc
Ile

ggc
Gly

gce
Ala
115
ctc
Leu

tgg
Trp

cte
Leu

aag
Lys

gcc
Ala
185
atg
Met

ctoe
Leu

tce
Ser

tgc
Cys
20

tte
Phe

atc
Ile

cgc
Arg

cte
Leu

aac
Asn
100
gece
Ala

acg
Thr

cgt
Arg

gee
Ala

gac
Asp
180
ctc
Leu

gac
Asp

aac
Asn

agc
Ser

ctec
Leu

tac
Tyr

gtc
val

ctc
Leu

ctc
Leu
85

gcc
Ala

gte
val

atc
Ile

gtt
Val

aac
Asn
165
tee
Ser

tec
Ser

cgc
Arg

acc
Thr

tce
Ser

atec
Ile

gac
Asp

aac
aAsn

cac
His
70

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

cct
Pro
150
gce
Ala

tte
Phe

ggc
Gly

ctc
Leu

ace
Thr
230

tce
Ser

cte
Leu

aac
Asn

gaqg
Glu
55

ttc
Phe

aac
Asn

teoc
Ser

teoco
Ser

gcc
Ala
135
ctc
Leu

aac
Asn

cge
Arg

ggt
Gly

tac
Tyr
215
tac
Tyr

ES 2682271 T3

acc
Thr

cac
His

tcc
Ser
40

cte
Leu

cac
His

acc
Thr

gct
Ala

gcco
Ala
120
cag
Gln

ggt
Gly

ctg
Leu

aac
Asn

cac
His
200
aac
Asn

ctg
Len

cte
Leu

gct
Ala
25

tgc
Cys

cgc
Arg

gac
Asp

acc
Thr

cgo
Arg
105
tgc
Cys

cag
Gln

cgc
Arg

cce
Pro

gte
val
185
acc
Thr

ttc
Phe

cag
Gln

tte
Phe
10

tce
Ser

cct
Pro

tcc
Ser

tgc
Cys

agc
Ser
90

ggc
Gly

cct
Pro

tcc
Ser

cgc
Arg

gct
Ala
170

ggc
Gly

ttc
Phe

tcc
Ser

ace
Thr

39

acg
Thr

ctg
Leu

aac
Asn

gac
Asp

ttc
Phe
75

ttc
Phe

tte
Phe

cge
Arg

gtc
Val

gac
Asp
155
cec
Pro

cto
Leu

ggc
Gly

aac
Asn

cte
Leu
235

tgc
Cys

tce
Ser

gtc
Val

ccoo
Pro
60

gtc
Val

cgc
Arg

ccco
Pro

aco
Thr

acc
Thr
140
tcc
Ser

tte
Phe

aac
Asn

aaqg
Lys

acc
Thr
220
cge
Arg

atec
Ile

gac
Asp

tcc
Ser
45

cgt
Arg

aac
Asn

acec
Thr

gtec
Val

gtec
Val
125
cte
Leu

cte
Leu

tte
Phe

cge
Arg

aac
Asn
205
ggc
Gly

ggc
Gly

acec
Thr

gcc
Ala
30

aac
Asn

atc
Ile

ggt
Gly

gag
Glu

atco
Ile
110
teoco
Ser

gcc
Ala

cag
Gln

ace
Thr

tec
Ser
190
caqg
Gln

cte
Leu

cte
Leu

cte
Leu
15

caqg
Gln

atc
Ile

gcc
Ala

tgc
Cys

aag
Lys
95

gac
Asp

tgc
Cys

ggt
Gly

gct
Ala

ctg
Leu
175
tec
Ser

tgc
Cys

cce
Pro

tge
Cys

atec
Ile

ctg
Leu

gtc
Val

gcc
Ala

gac
Asp
80

gac
Asp

cgc
Arg

goc
Ala

ggc
Gly

ttc
Phe
160
faTalal
Pro

gac
Asp

cgc
Arg

gac
Asp

falulal
Pro
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

48Q

528

576

624

672

720



10

cte
Leu

ace
Thr

ctc
Leu

acg
Thr

aac
Asn
305
ace
Thr

aac
Asn

<210>
<211>

<212> PRT

aac
Asn

ate
Ile

atc
Ile

atc
Ile
290
goe
Ala

ggc
Gly

tcc
Ser

27
338

ggc
Gly

tte
Phe

cag
Gln
275
ccc
Pro

tte
Phe

ace
Thr

tag

<213> Artificial

<220>

aac
Asn

gat
Asp
260
tcc
Ser

ctg
gte
Val

cag
Gln

cte
Leu
245
aac
Asn

gac
Asp

gtc
val

gag
Glu

ggc
Gly
325

tce
Ser

aaqg
Lys

cag
Gln

cgc
Arg

goe
Ala
310
cag
Gln

gce
Ala

tac
Tyr

gag
Glu

tcc
Ser
295
atg
Met

ate
Ile

ES 2682271 T3

cte
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu
280
ttc
Phe

gac
Asp

cqge
Arg

gtg
Val

gte
Val
265
ttc
Phe

gce
Ala

cqge
Arg

cte
Leu

gac
Asp
250
aac
Asn

tcc
Ser

aac
Asn

atg
Met

aae
Asn
330

tte
Phe

ctg
Leu

tcc
Ser

tcc
Ser

ggc
Gly
315
tgce
Cys

gac
Asp

gag
Glu

ccc
Pro

acc
Thr
300
aac
Asn

cqge
Arg

cte
Leu

gag
Glu

aac
Asn
285
cag
Gln

ate
Ile

gte
Val

cge
Arg

cag
Gln
270
gce
Ala

acg
Thr

ace
Thr

gte
Val

ace
Thr
255
aaqg
Lys

acc
Thr

ttc
Phe

ccc
Pro

aae
Asn
335

<223> Polipéptido codificado por el polinucleétido sintetizado artificialmente que tiene
la secuencia de bases de SEQ ID:26

<400>

27

40

ccce
Pro

ggc
Gly

gac
Asp

ttc
Phe

cte
Leu
320
tcoe
Ser

768

816

B64

912

960

1008

1017



ES 2682271 T3

Met His Phe Ser Ser Ser Ser Thr Leu Phe Thr Cys Ile Thr Leu Ile

Pro Leu Val Cys Leu Ile Leu His Ala Ser Leu Ser Asp Ala Gln Leun
20 25 30
Thr Pro Thr Phe Tyr Asp Asn Ser Cys Pro Asn Val Ser Asn Ile Val
35 40 45
Arg Asp Thr Ile Val Asn Glu Leu Arg Ser Asp Pro Arg Ile Ala Ala
50 55 60
Ser Ile Leu Arg Leu Hig Phe Hig Asp Cysg Phe Val Asn Gly Cys Asp
65 70 75 80
Ala Ser Ile lLeu Leu Asp Asn Thr Thr Ser Phe Arg Thr Glu lys Asp
85 90 95
Ala Phe Gly Asn Ala Asn Ser Ala Arg Gly Phe Pro Val Ile Asp Arg
100 105 110
Met Lys Ala Ala Val Glu Ser Ala Cys Pro Arg Thr Val Ser Cys Ala
115 120 125
Asp Leu Leu Thr Ile Ala Ala Gln Gln Ser Val Thr Leu aAla Gly Gly
130 135 140
Pro Ser Trp Arg Val Pro Leu Gly Arg Arg Asp Ser Leu Gln Ala Phe
145 150 155 160
Leu 2sp Leu Ala Asn Ala Asn Leu Pro Ala Pro Phe Phe Thr Leu Pro
165 170 175
Gln Leu Lys Asp Ser Phe Arg Asn Val Gly Leu Asn Arg Ser Ser Asp
180 185 190
Leu Val Ala Leu Ser Gly Gly His Thr Phe Gly LlLys Asn Gln Cys Arg
195 200 205
Phe Ile Met Asp Arg Leu Tyr Asn Phe Ser Asn Thr Gly lLeu Pro Asp
210 215 220
Pro Thr Leu Asn Thr Thr Tyr Leu Gln Thr Leu Arg Gly Leu Cys Pro
225 230 235 240
Leu Asn Gly Asn Leu Ser Ala Leu Val Asp Phe Asp Leu Arg Thr Pro

245 250 255
Thr Ile Phe Asp Asn Lys Tyr Tyr Val Asn Leu Glu Glu Gln Lys Gly
260 265 270
Leu Ile Gln Ser Asp Gln Glu Leu Phe Ser Ser Pro Asn Ala Thr Asp
275 280 285
Thr Ile Pro Leu Val Arg Ser Phe Ala Asn Ser Thr Gln Thr Phe Phe
290 295 300
Asn Ala Phe Val Glu Ala Met Asp Arg Met Gly Asn Ile Thr Pro Leu
305 310 315 320
Thr Gly Thr Gln Gly Gln Ile Arg Leu Asn Cys Arg Val Val Asn Ser
325 330 335
Asn Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucledtido modificado para tener al menos 200 codones cuya secuencia de bases es diferente de una
secuencia de bases de tipo silvestre que codifica un polipéptido de peroxidasa de rabano picante Cla, que tiene
frecuencias de uso de codones en los siguientes porcentajes, y que es capaz de expresar el polipéptido que va a
codificarse en un hongo filamentoso, en el que

en un caso en el que un aminoécido codificado por el codén modificado es alanina, una frecuencia de uso de GCC
es del 77,5 % al 82,5 % y una frecuencia de uso de GCT es del 17,5 % al 22,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es arginina, una frecuencia de uso de CGC
es del 87,5 % al 92,5 % y una frecuencia de uso de CGT es del 7,5 % al 12,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es asparagina, una frecuencia de uso de
AAC es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es acido aspartico, una frecuencia de uso de
GAC del 92,5% al 97,5% y una frecuencia de uso de GAT es del 2,5 % al 7,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es cisteina, una frecuencia de uso de TGC es
del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es glutamina, una frecuencia de uso de CAG
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es acido glutamico, una frecuencia de uso de
GAG es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es glicina, una frecuencia de uso de GGC del
72,5 % al 77,5 % y una frecuencia de uso de GGT es del 22,5 % al 27,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codéon modificado es histidina, una frecuencia de uso de CAC
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es isoleucina, una frecuencia de uso de ATC
es del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es leucina, una frecuencia de uso de CTC es
del 77,5 % al 82,5 % y una frecuencia de uso de CTG es del 17,5 % al 22,5 %;

en un caso en el que el amino&cido codificado por el codéon modificado es lisina, una frecuencia de uso de AAG es
del 100 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es fenilalanina, una frecuencia de uso de
TTC es del 100 %j;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codon modificado es prolina, una frecuencia de uso de CCC es
del 77,5 % al 82,5 % y una frecuencia de uso de CCT es del 17,5 % al 22,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es serina, una frecuencia de uso de AGC es
del 12,5 % al 17,5 % y una frecuencia de uso de TCC es del 82,5 % al 87,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es treonina, una frecuencia de uso de ACC
es del 82,5 % al 87,5 % y una frecuencia de uso de ACG es del 12,5 % al 17,5 %;

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es tirosina, una frecuencia de uso de TAC es
del 100 %; y

en un caso en el que el aminoacido codificado por el codén modificado es valina, una frecuencia de uso de GTC es
del 82,5% al 87,5 %, una frecuencia de uso de GTG es del 2,5 % al 7,5 % y una frecuencia de uso de GTT es del 7,5
% al 12,5 %j;

la secuencia de bases de tipo silvestre que codifica un polipéptido de peroxidasa de rdbano picante es la secuencia
de bases de SEQ ID NO: 3,y

el nimero de aminoacidos con las frecuencias de uso del codén en los porcentajes mencionados anteriormente son
los 18 aminoacidos mencionados anteriormente.

2. El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1, que codifica un polipéptido de peroxidasa de rabano picante
(HRP) Clay tiene al menos una caracteristica seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguientes (i) y (ii):

(i) que comprende una region codificadora de una secuencia de bases de SEQ ID NO: 1; y
(i) que tiene una homologia del 95 % o mas con una secuencia de bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ ID
NO: 1.

3. El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1, que codifica un polipéptido de peroxidasa de rabano picante
(HRP) Clay tiene al menos una caracteristica seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguientes (i) y (ii):

(i) que comprende una regién codificadora de una secuencia de bases de SEQ ID NO: 26; y
(ii) que tiene una homologia del 95 % o mas con una secuencia de bases en las posiciones 91 a 1017 de SEQ
ID NO: 26.

4. Un polinucleétido que comprende el polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, al
gue se afiade un polinucleétido que codifica un polipéptido deseado.

5. Un vector de expresion que comprende el polinucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
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a4.

6. Un transformante de un hongo filamentoso transformado con el vector de expresion de acuerdo con la
reivindicacién 5 introducido.

7. El transformante de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el hongo filamentoso es uno cualquiera de un
hongo perteneciente al género Trichoderma y un hongo perteneciente al género Aspergillus.

8. El transformante de acuerdo con la reivindicacion 6, siendo el hongo filamentoso uno cualquiera de Trichoderma
viride y Aspergillus niger.

9. El transformante de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el hongo filamentoso es Trichoderma viride.

10. Un método de produccion de un polipéptido codificado por el polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, comprendiendo el método las etapas de:

cultivar el transformante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9; y
recoger el polipéptido expresado a partir del transformante cultivado y/o de un cultivo del transformante.
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Fig. 1
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Fig. 2
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61’

61"
1217
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241°
241"
301°
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361
3617
21
421
481’

481"

ATGCATTTCT CTTCTTCTTC TACTTTGTTC ACTTGTATAA CCTTAATCCC ATTGGTATGT
FRREE RRRF % R RF R¥ R RER KR KR RE F RR ¥ RRRER % %k %X

ATGCACTTCT CCAGCTCCTC CACCCTCTTC ACGTGCATCA CCCTCATCCC CCTCGTCTGC

CTTATTCTTC ATGCTTCTTT GTCTGATGCT CAACTTACCC CTACCTTCTA CGACAATTCA
X X% RF O % RRREE R RRE KR B R RE RERE RRERERRRER RRRRRE ¥x

CTCATCCTCC ACGCTTCCCT GTCCGACGCC CAGCTCACCC CTACCTTCTA CGACAACTCC

TGTCCTAATG TCTCTAACAT CGTACGGGAT ACTATTGTCA ATGAGCTAAG ATCAGACCCT
I I 2 T L L e N i s I SR T

TGCCCTAACG TCAGCAACAT CGTCCGCGAC ACCATCGTCA ACGAGCTGCG CTCCGACCCC

CGTATTGCCG CGAGCATCCT TCGTCTTCAC TTCCACGACT GCTTTGTTAA TGGTTGTGAC
FREEE RRRE ¥ RRRREE RE BF RRR RRORERRRER RRER R RX RRRER Eix

CGTATCGCCG CCTCCATCCT CCGCCTCCAC TTCCACGACT GCTTCGTCAA CGGTTGCGAC

GCATCGATCT TGTTAGACAA CACAACATCA TTTCGAACAG AGAAAGATGC GTTTGGAAAC
EIETIE T N I N 1E ST X% ¥% %% % XREE K KX K% Rk REX

GCTTCCATCC TCCTCGACAA CACCACCAGC TTCCGCACCG AGAAGGACGC CTTCGGCAAC

GCAAACTCGG CAAGAGGATT TCCAGTGATT GATAGAATGA AAGCCGCGGT GGAGAGTGCA
IR TI T IR S S SR TIE TN IR TR TN T O SR LI TR SRS I2 0N T T2, £

GCCAACTCCG CTCGCGGCTT CCCCGTCATC GACCGCATGA AGGCCGCCGT CGAGTCCGCC

TGCCCAAGAA CCGTTTCATG CGCAGATTTG CTCACCATTG CAGCTCAACA ATCTGTCACT
FREEE X ¥ ¥RRE % Rkx K% % RRREX Rk F k% R BR R bkERd

TGCCCTCGCA CCGTCAGCTG CGCCGACCTC CTCACGATCG CCGCCCAGCA GTCCGTCACC

TTGGCGGGAG GTCCTTCTTG GAGAGTTCCT TTGGGCAGAA GAGATAGCTT ACAAGCATTT
¥ oFF K% % % R¥ RE RE R R REEREX K X% X ¥ KX ¥ ¥ ¥F bk ¥

CTCGCCGGTG GCCCCTCCTG GCGTGTTCCT CTCGGTCGCC GCGACTCCCT CCAGGCTTTC

CTGGATCTTG CTAATGCAAA TCTTCCAGCT CCATTCTTCA CACTTCCACA ACTTAAAGAC
£ K% F% Kk EF KX X X% BF REX K% RRRRRXE R KR KK KX R% k% d33%

CTCGACCTCG CCAACGCCAA CCTGCCCGCT CCCTTCTTCA CCCTGCCCCA GCTCAAGGAC
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Fig. 3
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541"
541"
601
601
661°
6617
721
721
781
781°
841
841"
901
901°
961

961

AGCTTTAGAA ATGTTGGCCT CAACCGTTCT TCTGATCTCG TTGCACTGTC CGGGGGCCAC
FHEOF X ¥ R RRkRk RRRRER RF Bk RX RRER RERE KR RE ERX K% 3

TCCTTCCGCA ACGTCGGCCT CAACCGCTCC TCCGACCTCG TTGCCCTCTC CGGCGGTCAC

ACATTTGGTA AAAATCAGTG TCGGTTTATT ATGGACAGAT TATACAACTT CAGCAACGACC
T O I N I N I N E L et R BN S S22 T

ACCTTCGGCA AGAACCAGTG CCGCTTCATC ATGGACCGCC TCTACAACTT CTCCAACACC

GGTTTACCCG ATCCTACTCT CAACACTACT TATCTCCAAA CTCTTCGTGG ACTATGTCCC
£ % RREX R R KE KX RRRRER XX X% RX KX %k k¥ Kk Rk F% %% dkd

GGCCTCCCCG ACCCCACCCT CAACACCACC TACCTGCAGA CCCTCCGCGG CCTCTGCCCC

CTCAATGGTA ATCTAAGCGC TTTGGTGGAT TTTGATCTAC GTACGCCAAC GATTTTTGAC
XXRER KX X R X% KRR ¥ REERROEF KX RE X KX BR KK k% %% %%

CTCAACGGCA ACCTCTCCGC CCTCGTGGAC TTCGACCTCC GCACCCCCAC CATCTTCGAT

AACAAATACT ATGTGAATCT CGAAGAGCAA AAAGGACTTA TCCAAAGCGA CCAAGAGTTG
FREEE KEXE ¥ RF KE ER R RRREE R KR RX X RERX RRE ERX KXE X%

AACAAGTACT ACGTCAACCT GGAGGAGCAG AAGGGCCTCA TCCAGTCCGA CCAGGAGCTG

TTCTCTAGCC CCAATGCCAC TGACACAATC CCTTTGGTGA GATCATTTGC TAATAGCACA
FRREE R RREX RERRR RRREE KRR R¥ RXRE Rk RE BR FF k4

TTCTCCTCCC CCAACGCCAC CGACACGATC CCCCTGGTCC GCTCCTTCGC CAACTCCACC

CAAACATTCT TCAATGCATT TGTGGAGGCG ATGGATAGGA TGGGAAACAT TACACCTCTT
FEOBE REER RRRR RE RKE Xk RRRRE RRRER ¥ ¥ RRRE RRRER BF KX %

CAGACGTTCT TCAACGCCTT CGTCGAGGCC ATGGACCGCA TGGGCAACAT CACCCCCCTC

ACAGGAACTC AAGGACAGAT CAGGTTGAAT TGTAGGGTGG TGAACTCCAA CTCT
£ k% KX % % X% RRERE X X ¥ XF R¥ R KX £ % RREREERE RXE

ACCGGCACCC AGGGCCAGAT CCGCCTCAAC TGCCGCGTCG TCAACTCCAA CTCC
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Fig. 10

1
e
61’
61"
121
121
181
181
241
241"
301
3017
3617
361
421
421"
481

481"

ATGCATTTCT CTTCTTCTTC TACTTTGTTC ACTTGTATAA CCTTAATCCC ATTGGTATGT
ERREE KESE B RE RE EX R RRE RE BE BF F % F REEXKE % %% $x

ATGCACTTCT CCAGCTCCTC CACCCTCTTC ACGTGCATCA CCCTCATCCC CCTCGTCTGC

CTTATTCTTC ATGCTTCTTT GTCTGATGCT CAACTTACCC CTACCTTCTA CGACAATTCA
FkOkE k% % % kxkxk F KX R k% R RE BREE RRRRRRRRRR RRERE: kX

CTCATCCTCC ACGCTTCCCT GTCCGACGCC CAGCTGACCC CTACCTTCTA CGACAACTCC

TGTCCTAATG TCTCTAACAT CGTACGGGAT ACTATTGTCA ATGAGCTAAG ATCAGACCCT
¥ ORKEEE ¥ RRRX RRRRE RRE RE KR R BE BRRE B RRXEE F k¥ RRdkX

TGCCCTAACG TCTCCAACAT CGTCCGCGAC ACCATCGTCA ACGAGCTCCG CTCCGACCCC

CGTATTGCCG CGAGCATCCT TCGTCTTCAC TTCCACGACT GCTTTGTTAA TGGTTGTGAC
FEEF FERE K RRRRRERE BF R BRE RRRERRXERE RREX X RR RRREX RE%

CGTATCGCCG CCAGCATCCT CCGCCTCCAC TTCCACGACT GCTTCGTCAA CGGTTGCGAC

GCATCGATCT TGTTAGACAA CACAACATCA TTTCGAACAG AGAAAGATGC GTTTGGAAAC
SIS T B Tt T S ¥XORE XK KEEE KR RX XE KE kX

GCTTCCATCC TCCTCGACAA CACCACCAGC TTCCGCACCG AGAAGGACGC CTTCGGCAAC

GCAAACTCGG CAAGAGGATT TCCAGTGATT GATAGAATGA AAGCCGCGGT GGAGAGTGCA
S RREKE R F O RE XX Kk RE Kk KF X RRRX % RREXE BX BRX %%

GCCAACTCCG CTCGCGGCTT CCCCGTCATC GACCGCATGA AGGCCGCCGT CGAGTCCGCC

TGCCCAAGAA CCGTTTCATG CGCAGATTTG CTCACCATTG CAGCTCAACA ATCTGTGACT
FREEE k% KREE RE RX KRR RE o RERRE RR 3 & KR RE RX 23 RRER

TGCCCTCGCA CCGTCTCCTG CGCCGACCTC CTCACGATCG CCGCCCAGCA GTCCGTCACC

TTGGCGGGAG GTCCTTCTTG GAGAGTTCCT TTGGGCAGAA GAGATAGCTT ACAAGCATTT
£ k% %% % % k% k% & f kREkRk: % 5% % % k% % % %% K kX

CTCGCCGGTG GCCCCAGCTG GCGTGTTCCT CTCGGTCGCC GCGACTCCCT CCAGGCTTTC

CTGGATCTTG CTAATGCAAA TCTTCCAGCT CCATTCTTCA CACTTCCACA ACTTAAAGAC
FEokk ok ok ok bk Rk ok kR Rk k¥ kE RERkkdd ok k% k¥ k% k% k¥ kkx%

CTCGACCTCG CCAACGCCAA CCTGCCCGCT CCCTTCTTCA CCCTGCCCCA GCTCAAGGAC
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Fig. 11

541°
541
601°
601"
6617
661"
721
721
781’
781
841’
841"
901
901"
961’

961’

AGCTTTAGAA ATGTTGGCCT CAACCGTTCT TCTGATCTCG TTGCACTGTC CGGGGGCCAC
£3% % F 5 RX RRXEX RRREXE BX XX XF RXEKE BEXE XX KE REX X Rk¥

TCCTTCCGCA ACGTCGGCCT CAACCGCTCC TCCGACCTCG TTGCCCTCTC CGGCGGTCAC

ACATTTGGTA AAAATCAGTG TCGGTTTATT ATGGACAGAT TATACAACTT CAGCAACACC
FEOER KR R B R¥ RRERE BR R R RRERER X RRRERRRE F O RRRRExk

ACCTTCGGCA AGAACCAGTG CCGCTTCATC ATGGACGGCC TCTACAACTT CTCCAACACC

GGTTTACCCG ATCCTACTCT CAACACTACT TATCTCCAAA CTCTTCGTGG ACTATGTCCC
K%k RERRE F kX kb kx RRERE3E RX RE X RX % X KR R BF R B¥ Hdx

GGCCTCCCCG ACCCCACCCT CAACACCACC TACCTGCAGA CCCTCCGCGG CCTCTGCCCC

CTCAATGGTA ATCTAAGCGC TTTGGTGGAT TTTGATCTAC GTACGCCAAC GATTTTTGAC
R I S L Ny T s L T T LTS

CTCAACGGCA ACCTCTCCGC CCTCGTGGAC TTCGACCTCC GCACCCCCAC CATCTTCGAT

AACAAATACT ATGTGAATCT CGAAGAGCAA AAAGGACTTA TCCAAAGCGA CCAAGAGTTG
FRREE OFREE F R BR BR R¥ RREXE KX R XX ¥ REREX KR REX KX £%

AACAAGTACT ACGTCAACCT GGAGGAGCAG AAGGGCCTCA TCCAGTCCGA CCAGGAGCTG

TTCTCTAGCC CCAATGCCAC TGACACAATC CCTTTGGTGA GATCATTTGC TAATAGCACA
$rE%% R bRy bRERr RRRER RER RE RRE¥ % BR R kB %k i

TTCTCCTCCC CCAACGCCAC CGACACGATC CCCCTGGTCC GCTCCTTCGC CAACTCCACC

CAAACATTCT TCAATGCATT TGTGGAGGCG ATGGATAGGA TGGGAAACAT TACACCTCTT
T I T I I O it I T

CAGACGTTCT TCAACGCCTT CGTCGAGGCC ATGGACCGCA TGGGCAACAT CACCCCCCTC

ACAGGAACTC AAGGACAGAT CAGGTTGAAT TGTAGGGTGG TGAACTCCAA CTCT
$%OKF RX kB k¥ kkak¥ F ok RE RE R RE F ok RRRRRERRE kX

ACCGGCACCC AGGGCCAGAT CCGCCTCAAC TGCCGCGTCG TCAACTCCAA CTCC
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dk ko Rk KAk K
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Fig. 13
541" TCCTTCCGCA ACGTCGGCCT CARCCGCTCC TCCGACCTCG TTIGCCCTCTC CGGCGGTCAC
AR F K EIRE WA ki kkkdhok ik EARRAEE sekbyrwdkkkd wwkkrkhwAh KA AR AEIAAX
541" TCCTTCCGCA ACGTCGGCCT CAACCGCTCC TCCGACCTCG TTGCCCTCTC CGGCGGTCAC
601' ACCTTCGGCA AGAACCAGTSG CCGCTTCATC ATGGACCGCC TCTACAACTT CTCCAACACC
Tk ok kdkkk krkhdhkkkhkow whikhkhkhkwokwk kb kwkuwhdbokk wFkkkkhdwk A hkhkkkowx
601" ACCTTCGGCA AGRACCAGTG CCGCTTCATC ATGGACCGCC TCTACAACTT CTCCAACACC
£61' GGCCTCCCCG ACCCCACCCT CAACACCACC TACCTGCAGA CCCTCCGCGEE CCTCTGCCCC
Fhkuwkk kAt d HArAkkhkrhkdx Frrxdhkkahhd khbrrbddarbd Frhhhdrxuwdk Thkwkrhwdow
661" GGCCTCCCCG ACCCCACCCT CAACACCACC TACCTGCAGA CCCTCCGCGG CCTCTGCCCC
721" CTCRACGGCA ACCTCTCCGC CCTCGTGGAC TTCGACCTCC GCACCCCCAC CATCTTCGAT
FrkFrhkkhhhdk dhkhhhhhkd AAWAAddhhdx FAhkddkkdradr Fhhhdhdddd xXwrdrdkdn
721" CTICAACGGCA ACCTCTCCGC CCTCGTGGAC TTCGACCTCC GCACCCCCAC CATCTTCGAT
78L' AACAAGTACT ACGTCAACCT GGAGGAGCAG AAGGGCCTCA TCCAGTCCGA CCAGGRGCIG
AhkhFER kb xkw FhShohhokwokoh Fhkkddkkkdhkd Fhkhkhhhkihrh kA hkahkwkhhkx khkrxXxxrxix
781" AABCAAGTACT ACGTCAACCT GGAGGAGCAG AAGGGCCTCA TCCAGTCCGA CCAGGAGCTG
841" TTCTCCTCCC CCAACGCCAC CGACACGATC CCCCTGGTCC GCTCCTTCGC CAARCTCCACC
KN EARKEAAR RAAkXAkadhwdk HXFAAAARAR FHrAAAAARNRE FRIEAFFENER A xdk bk dokd
841" TTCTCCTCCC CCAACGCCAC CGACACGATC CCCCTGGTCC GCTCCTTCGC CAACTCCACC
901" CAGACGTTC? TCAACGCCTT CGTOGAGGCC ATGCACCGCA THGGCAACAT CACCCCCCTC
hhhkdhkkkhkdhk FhAkfkhhkbdd HExkARKNERE XAk hdbhdhk Ak rahdkk SCrAAAAkAKkk&
901" CAGACGITCT TCABCGCCTT CGICGAGGCC ATRGACCGCA TGGGCAACAT CACCCCCCTC
961' ACCGGCACCC AGGGCCAGAT CCGCCTCBAC TGCCGCGTCG TCAACTCCAA CTCCTAG
Arhkxrihkhhhkh hhkhwhdhhkird Fdhiwdkhkhbkhhkht Fhaarwedddd wkdhhwarkkhk kxrdkxhx
961" ACCGGCACCC AGGGCCAGAT CCGCCTCAAC TGCCGCCTCG TCAACTCCAA CTCCTAG
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Fig. 14
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