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DESCRIPCION

Nuevas secuencias sefial para mejorar las expresiones de proteinas y la secrecion de enzimas recombinantes y de
otras proteinas

REFERENCIA CRUZADA DE SOLICITUDES RELACIONADAS

Se reivindica la prioridad para la Solicitud de Patente U.S. provisional n® 61/415.926, presentada el 22 de noviembre
de 2010, que se incorpora aqui como referencia y en su totalidad.

CAMPO TECNICO
La expresion y secrecion de enzimas recombinantes y de otras proteinas para usos terapéuticos y otros usos.
ANTECEDENTES

En eucariotas, la sintesis de proteinas para casi todas las proteinas comienza en el citoplasma via complejos
megaproteinicos denominados ribosomas. Diversas proteinas completan su sintesis y se pliegan en el citoplasma, y
permanecen alli, donde funcionan. Sin embargo, muchas otras son exportadas fuera del citoplasma y al reticulo
endoplasmatico (RE), donde adquieren las modificaciones post-traduccionales necesarias (por ejemplo, enlaces de
disulfuro, glicosilacion, etc.) para lograr su estructura proteica apropiada y actividad bioldgica antes de exportarlas a
sus localizaciones celulares pretendidas (por ejemplo, proteinas de Golgi, peroxisémicas y lisosémicas) o a la
superficie celular (por ejemplo, receptores, canales de iones, etc.), o ser segregadas fuera de las células (por
ejemplo, anticuerpos, factores de coagulacion, hormonas, etc.). Las proteinas destinadas a exportarlas fuera del
citoplasma se distinguen de las proteinas citoplasmicas por un elemento proteico especializado en el término amino
(N-) denominado la secuencia sefial.

Las secuencias sefial (también denominadas péptidos sefal) no tienen ninguna secuencia de aminoacidos de
consenso o longitud, pero tipicamente comprenden los 15-40 restos iniciales en el término N con 7-20 restos de
aminoacidos hidréfobos contiguos que forman una estructura secundaria a-helicoidal que a menudo esta flanqueada
por restos cargados. Las secuencias sefial se identifican en el citoplasma por un complejo de proteina:ARN de
multiples subunidades especializado, denominado la particula de reconocimiento de sefal (SRP), que dirige estas
proteinas nacientes hacia poros especializados dentro de la membrana del RE, denominados translocones, en los
que estas proteinas son transportadas a través de la membrana del RE a la luz del RE - un proceso conocido como
translocacion proteica.

La translocacién proteica se produce concurrentemente durante la sintesis de proteinas (es decir,
cotraduccionalmente) en mamiferos, mientras que en otras eucariotas (por ejemplo, levadura) este proceso puede
ser co- o post-traduccional. La translocaciéon proteica mediada por secuencias sefial se utiliza también en bacterias
para dirigir proteinas fuera del citoplasma y al periplasma. En mamiferos, las secuencias sefial se identifican
mediante SRP a medida que emergen de ribosomas que pausan temporalmente la traduccion de proteinas para
permitir dirigir todo el complejo de SRP-proteina naciente-ribosoma hacia translocones via el receptor de SRP
asociado. La sintesis proteica se reanuda después de que se libera la SRP y el complejo de ribosoma-proteina
naciente esta apropiadamente alojado en el translocon.

La mayoria de los tratamientos enzimaticos y otros tratamientos proteicos se producen mediante tecnologia
recombinante que se disefia para segregar estas proteinas recombinantes fuera de las células y en el cultivo celular
para simplificar la purificacion aguas abajo. Estas enzimas y otras proteinas recombinantes deben utilizar por lo
tanto secuencias sefial y esta misma ruta celular para la secrecion. La produccion a alto nivel de estas proteinas
requiere por lo tanto secuencias sefial que pueden mediar la seleccion eficiente del RE y la translocacion proteica a
través de la membrana del RE. Sin embargo, las secuencias sefial no son equivalentes para facilitar la seleccion del
RE y la translocacion. Se cree que la identificacion de secuencias sefial mediante SRP se produce rapida y
eficientemente, pero las etapas subsiguientes de seleccion del RE y translocacion son muy dispares entre proteinas.
Debido a que las secuencias sefial son reconocidas dos veces, primero por SRP para dirigir el complejo de proteina
naciente-ribosoma hacia el RE, y subsiguientemente mediante proteinas translocones (es decir, proteinas Sec61) y
otras proteinas del RE asociadas a translocones, para iniciar la translocacién, ambos son sitios potenciales para la
regulacion. Se ha mostrado que esta ultima etapa es mucho mas restrictiva y menos eficiente, y de este modo, es un
cuello de botella importante en este proceso. Sorprendentemente, la mayoria de secuencias sefial son
intrinsecamente ineficientes para facilitar la translocacion proteica. Consiguientemente, muchos complejos de
proteina naciente-ribosoma dirigidos al RE se disocian de la membrana del RE y la sintesis proteica se aborta,
reduciendo de ese modo su expresion y secrecion de proteinas.

SUMARIO

La presente invencién proporciona una secuencia sefial polipeptidica, que comprende un fragmento modificado de
proteina de unién a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip), en la que el fragmento modificado de proteina
de unién a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 20; la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; o la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23.

La presente invencion también proporciona una proteina de fusibn que comprende esta secuencia sefal
polipeptidica operablemente enlazada a un polipéptido heterélogo.

El polipéptido heterdlogo puede comprender una o mas enzimas, uno o mas modificadores de la respuesta
bioldgica, una o mas toxinas, uno o mas anticuerpos, uno o mas fragmentos del polipéptido heterdlogo, o cualquier
combinacién de los mismos.

El polipéptido heterélogo puede comprender uno o mas de los siguientes: B-glucocerebrosidasa acida, a-glucosidasa
acida, proinsulina, hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-2), interferon, anticuerpo terapéutico, y una
hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-1).

La presente invencion también proporciona vector de expresion de proteinas, que comprende: (a) un promotor
enlazado operablemente a una primera secuencia de ADN, en el que dicha primera secuencia de ADN codifica la
secuencia sefial polipeptidica, y (b) una segunda secuencia de ADN que esta fusionada en el marco a dicha primera
secuencia de ADN, en el que dicha segunda secuencia de ADN codifica un polipéptido heterélogo.

La segunda secuencia de ADN puede codificar B-glucocerebrosidasa acida, a-glucosidasa acida, proinsulina,
hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-2), interferén, anticuerpo terapéutico, o una hormona 1 del
crecimiento similar a insulina (IGF-1).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los aspectos anteriores y otros aspectos de la presente invencion son manifiestos a partir de la siguiente
descripcion detallada de la invencion cuando se considera junto con los dibujos que se acompafan. Con el fin de
ilustrar la invencion, se muestran en los dibujos realizaciones que se prefieren actualmente, entendiéndose, sin
embargo, que la invencion no esta limitada a los instrumentos especificos descritos. Los dibujos no estan dibujados
necesariamente a escala. En los dibujos:

La Figura 1 muestra el efecto funcional de secuencia sefial para la expresién y secrecion de j-
glucocerebrosidasa acida humana de tipo salvaje recombinante a lo largo de un periodo de alrededor de 72
horas.

La Figura 2 muestra la expresion y secrecion preferente de B-glucocerebrosidasa acida humana de tipo
salvaje recombinante a lo largo de un periodo de alrededor de 63 horas a una densidad celular elevada y sin
nutrientes.

La Figura 3 muestra el efecto funcional de secuencias sefial para la expresion y secrecion de a-glucosidasa
acida humana de tipo salvaje recombinante a lo largo de un periodo de alrededor de 43 horas.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

Como se usa aqui, un “polipéptido heterdlogo” es cualquier polipéptido que no es un fragmento modificado de
proteina de unién a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip).

Como se usa aqui, “Bip” es una abreviatura para proteina de unién de cadena pesada de inmunoglobulina.

Las secuencias sefial polipeptidicas adecuadas comprenden un fragmento modificado de proteina de unién a
cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip), que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, 0 SEQ ID NO: 23.

Las proteinas de fusién adecuadas comprenden un fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
inmunoglobulina humana (Bip) operablemente enlazado a un polipéptido heterdlogo. El fragmento modificado de
proteina de union a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23. Todas estas proteinas de fusién se pueden
caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular. Los cultivos celulares también pueden ser en
condiciones de cultivo celular no 6ptimas. Las condiciones no 6ptimas de cultivo celular pueden ser densidad celular
elevada y sin nutrientes. El polipéptido heterélogo puede ser una o mas enzimas, uno o mas modificadores de la
respuesta biolégica, una o mas toxinas, uno o mas anticuerpos, uno o mas fragmentos del polipéptido heterdélogo, o
cualquier combinacion de los mismos. El polipéptido heterdlogo puede ser B-glucocerebrosidasa acida. El
polipéptido heterdlogo puede ser también a-galactosidasa acida. El polipéptido heterélogo puede ser también a-
glucosidasa acida. El polipéptido heterdlogo puede ser también proinsulina. El polipéptido heterélogo puede ser
también la hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-2). El polipéptido heterélogo puede ser también
interferon. El polipéptido heterélogo puede ser también un anticuerpo terapéutico. El polipéptido heterélogo puede
ser también la hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-1).

Otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
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inmunoglobulina humana (Bip) pueden comprender la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23, y el polipéptido heterdlogo puede comprender B-glucocerebrosidasa. Esas
proteinas de fusion se pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en comparacion con -
glucocerebrosidasa de tipo salvaje (B-glucocerebrosidasa con la secuencia sefial de B-glucocerebrosidasa nativa).
La mayor expresion en cultivo celular se puede medir evaluando la actividad de B-glucocerebrosidasa a lo largo de
un periodo de alrededor de 3 dias. El cultivo celular también puede ser en condiciones no éptimas de cultivo celular.
Las condiciones no optimas de cultivo celular pueden ser densidad celular elevada y sin nutrientes. La mayor
expresion en cultivo celular con densidad celular elevada y sin nutrientes se puede medir evaluando la actividad de
B-glucocerebrosidasa a lo largo de alrededor de un periodo de 3 dias.

En otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
inmunoglobulina humana (Bip) que consisten en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23, el polipéptido heterélogo puede comprender a-galactosidasa. Esas proteinas de fusion
se pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en comparacién con a-galactosidasa de tipo
salvaje (a-galactosidasa con la secuencia sefial de a-galactosidasa nativa). La mayor expresion en cultivo celular se
puede medir evaluando la actividad de a-galactosidasa a lo largo de un periodo de alrededor de 3 dias. El cultivo
celular también puede ser en condiciones no 6ptimas de cultivo celular. Las condiciones no éptimas de cultivo
celular pueden ser densidad celular elevada y sin nutrientes. La mayor expresion en cultivo celular con densidad
celular elevada y sin nutrientes se puede medir evaluando la actividad de a-galactosidasa a lo largo de alrededor de
un periodo de 3 dias.

En otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
inmunoglobulina humana (Bip) que consisten en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23, el polipéptido heterélogo puede comprender a-glucosidasa acida. Esas proteinas de
fusion se pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en comparacion con a-glucosidasa
acida de tipo salvaje (a-glucosidasa acida con la secuencia sefial de a-glucosidasa acida nativa). La mayor
expresion en cultivo celular se puede medir evaluando la actividad de a-glucosidasa acida a lo largo de un periodo
de alrededor de 3 dias. El cultivo celular también puede ser en condiciones no 6ptimas de cultivo celular. Las
condiciones no éptimas de cultivo celular pueden ser densidad celular elevada y sin nutrientes. La mayor expresion
en cultivo celular con densidad celular elevada y sin nutrientes se puede medir evaluando la actividad de o-
glucosidasa acida a lo largo de alrededor de un periodo de 3 dias.

En otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
inmunoglobulina humana (Bip) que consisten en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23, el polipéptido heterdlogo puede comprender proinsulina. Esas proteinas de fusién se
pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en comparacion con proinsulina de tipo salvaje
(proinsulina con la secuencia sefal de proinsulina nativa). La mayor expresion en cultivo celular se puede medir
evaluando la actividad de proinsulina a lo largo de un periodo de alrededor de 3 dias. El cultivo celular también
puede ser en condiciones no 6ptimas de cultivo celular. Las condiciones no éptimas de cultivo celular pueden ser
densidad celular elevada y sin nutrientes. La mayor expresion en cultivo celular con densidad celular elevada y sin
nutrientes se puede medir evaluando la actividad de proinsulina a lo largo de alrededor de un periodo de 3 dias.

En otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de uniéon a cadena pesada de
inmunoglobulina humana (Bip) que consisten en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23, el polipéptido heterélogo puede comprender la hormona 2 del crecimiento similar a
insulina (IGF-2). Esas proteinas de fusion se pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en
comparacion con la hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-2) de tipo salvaje (la hormona 2 del
crecimiento similar a insulina (IGF-2) con la secuencia sefal de la hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-
2) nativa). La mayor expresion en cultivo celular se puede medir evaluando la actividad de la hormona 2 del
crecimiento similar a insulina (IGF-2) a lo largo de un periodo de alrededor de 3 dias. El cultivo celular también
puede ser en condiciones no 6ptimas de cultivo celular. Las condiciones no éptimas de cultivo celular pueden ser
densidad celular elevada y sin nutrientes. La mayor expresion en cultivo celular con densidad celular elevada y sin
nutrientes se puede medir evaluando la actividad de la hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-2) a lo largo
de alrededor de un periodo de 3 dias.

En otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
inmunoglobulina humana (Bip) que consisten en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23, el polipéptido heterélogo puede comprender interferén. Esas proteinas de fusion se
pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en comparacion con interferon de tipo salvaje
(interferén con la secuencia sefal de interferon nativa). La mayor expresion en cultivo celular se puede medir
evaluando la actividad de interferén a lo largo de un periodo de alrededor de 3 dias. El cultivo celular también puede
ser en condiciones no dptimas de cultivo celular. Las condiciones no 6ptimas de cultivo celular pueden ser densidad
celular elevada y sin nutrientes. La mayor expresion en cultivo celular con densidad celular elevada y sin nutrientes
se puede medir evaluando la actividad de interferén a lo largo de alrededor de un periodo de 3 dias.

En otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
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inmunoglobulina humana (Bip) que consisten en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, 0 SEQ ID NO: 23, el polipéptido heterdlogo puede comprender un anticuerpo terapéutico. Esas proteinas
de fusion se pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en comparacién con un anticuerpo
terapéutico de tipo salvaje (un anticuerpo terapéutico con la secuencia sefial de un anticuerpo terapéutico nativa). La
mayor expresion en cultivo celular se puede medir evaluando la actividad de un anticuerpo terapéutico a lo largo de
un periodo de alrededor de 3 dias. El cultivo celular también puede ser en condiciones no éptimas de cultivo celular.
Las condiciones no optimas de cultivo celular pueden ser densidad celular elevada y sin nutrientes. La mayor
expresion en cultivo celular con densidad celular elevada y sin nutrientes se puede medir evaluando la actividad del
anticuerpo terapéutico a lo largo de alrededor de un periodo de 3 dias.

En otras proteinas de fusion adecuadas con el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada de
inmunoglobulina humana (Bip) que consisten en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23, el polipéptido heterdlogo puede comprender hormona 1 del crecimiento similar a
insulina (IGF-1). Esas proteinas de fusion se pueden caracterizar por tener una mayor expresion en cultivo celular en
comparacion con hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-1) de tipo salvaje (hormona 1 del crecimiento
similar a insulina (IGF-1) con la secuencia sefial de hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-1) nativa). La
mayor expresion en cultivo celular se puede medir evaluando la actividad de hormona 1 del crecimiento similar a
insulina (IGF-1) a lo largo de un periodo de alrededor de 3 dias. El cultivo celular también puede ser en condiciones
no optimas de cultivo celular. Las condiciones no 6ptimas de cultivo celular pueden ser densidad celular elevada y
sin nutrientes. La mayor expresion en cultivo celular con densidad celular elevada y sin nutrientes se puede medir
evaluando la actividad de hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-1) a lo largo de alrededor de un periodo
de 3 dias.

Un vector de expresion proteica adecuado puede comprender un promotor enlazado operablemente a una primera
secuencia de ADN que codifica una secuencia sefial polipeptidica, que comprende un fragmento modificado de
proteina de unién a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) que consiste en la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, 0 SEQ ID NO: 23, y una segunda secuencia de ADN que codifica
un polipéptido heterélogo, que esta fusionada en el marco a la primera secuencia de ADN. La segunda secuencia de
ADN puede codificar B-glucocerebrosidasa.

Un vector de expresion proteica adecuado puede comprender un promotor enlazado operablemente a una primera
secuencia de ADN que codifica una secuencia sefial polipeptidica, que comprende un fragmento modificado de
proteina de unién a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) que consiste en la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, 0 SEQ ID NO: 23, y una segunda secuencia de ADN que codifica
un polipéptido heterélogo, que esta fusionada en el marco a la primera secuencia de ADN. La segunda secuencia de
ADN puede codificar a-glucosidasa acida.

Un vector de expresion proteica adecuado puede comprender un promotor enlazado operablemente a una primera
secuencia de ADN que codifica una secuencia sefial polipeptidica, que comprende un fragmento modificado de
proteina de unién a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) que consiste en la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, 0 SEQ ID NO: 23, y una segunda secuencia de ADN que codifica
un polipéptido heterélogo, que esta fusionada en el marco a la primera secuencia de ADN. La segunda secuencia de
ADN puede codificar a-galactosidasa acida. El polipéptido heterélogo también puede ser proinsulina. El polipéptido
heterélogo también puede ser hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-2) u hormona 1 del crecimiento
similar a insulina (IGF-1). El polipéptido heterélogo también puede ser interferén. El polipéptido heterélogo puede ser
también un anticuerpo terapéutico. El polipéptido heterélogo también puede ser cualquier otra proteina que se
segregue fuera de células.

Un método adecuado para producir un polipéptido puede comprender expresar una proteina de fusion con el
fragmento modificado de la proteina de uniéon a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) enlazada
operablemente a un polipéptido heterdlogo, y recuperar dicho polipéptido heterélogo. EI método para producir un
polipéptido se puede llevar a cabo en células cultivadas. Las células cultivadas pueden ser células de levadura o
células de mamifero. El método para producir un polipéptido se puede llevar a cabo en un sistema transgénico. Ese
sistema transgénico puede comprender vacas, cabras, ovejas, conejos, o cualquier combinacion de los mismos. La
recuperacion desde el sistema transgénico puede ser desde la leche. El sistema transgénico también puede
comprender pollos. La recuperacion desde el sistema transgénico puede ser a partir de huevos.

Un método adecuado para obtener un vector de expresion proteica puede comprender enlazar operablemente un
promotor a una primera secuencia de ADN que codifica una secuencia sefal polipeptidica que comprende un
fragmento modificado de la proteina de union a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip), y fusionar en el
marco una segunda secuencia de ADN que codifica un polipéptido heterélogo a la primera secuencia de ADN. El
método para obtener un vector de expresion proteica también puede tener una primera secuencia de ADN que
codifica la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, o SEQ ID NO: 23. El método
para obtener un vector de expresion proteica también puede tener una segunda secuencia ADN que codifica p-
glucocerebrosidasa acida, a-galactosidasa acida, a-glucosidasa acida, proinsulina, hormona 2 del crecimiento
similar a insulina (IGF-2), interferdn, anticuerpo terapéutico, o una hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-
1), u otras proteinas que son segregadas fuera de células.
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Un método adecuado para incrementar la expresion proteica puede comprender expresar una proteina de fusién que
comprende un fragmento modificado de una proteina de union a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) y
una proteina heterdloga, y recuperar la proteina heteréloga.

Un método adecuado para incrementar la secrecién proteica puede comprender expresar una proteina de fusién que
comprende un fragmento modificado de la proteina de unién a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) y
una proteina heterdloga, y recuperar la proteina heteréloga.

EJEMPLO 1
Reactivos

El ADNc de pB-glucocerebrosidasa (“GlcCerasa”) humana de tipo salvaje (NM_000157.3), el ADNc de a-
galactosidasa A acida (GLA) humana de tipo salvaje (NM_000169.2), el ADNc de a-glucosidasa acida (GAA)
humana de tipo salvaje (NM_000152.2), y el ADNc del factor 2 de crecimiento similar a insulina (IGF-2) humano de
tipo salvaje (NM_000612.4) se adquirieron todos ellos de Origene™ (Rockville, MD), mientras que todos los
cebadores oligonucleotidicos y minigenes sintéticos procedieron de Integrated DNA Technologies™ (IDT™;
Coralville, 1A). El vector de expresion de mamiferos pEF6/V5-HisA, el medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM), el suero fetal bovino (FBS), y otros reactivos de cultivo tisular se obtuvieron de Invitrogen™ (Carlsbad, CA).
Las endonucleasas de restriccion, Phusion-HF DNA polymerase™, T4 ADN ligasa, fosfatasa antartica, E. coli
quimicamente competente (células DH5a) se adquirieron todas ellas de New England Biolabs™ (lpswich, MA). Los
sustratos fluorogénicos para diversas glicosidasas se adquirieron de Research Products International™ (Mt.
Prospect, IL), los kits de extraccion en gel de ADN y de ADN Miniprep procedieron de QIAGEN™ (Valencia, CA), el
kit PureYield Maxiprep DNA™ procedié de Promega™ (Madison, WI). Excepto que se sefiale de otro modo, todas
las sustancias quimicas procedieron de Sigma™ (St. Louis, MO), el reactivo de transfeccion Fugene-HD™ procedio
de Roche™ (Indianapolis, IN), las células de rifidn embrionario humano transformadas con el antigeno T (HEK293T)
procedieron de ATCC™,

EJEMPLO 2
Construccién del plasmido

Se construyeron plasmidos de ADN para codificar diversas proteinas modelo que contienen sus secuencias sefal
nativas o que se reemplazaron por secuencias sefial de Bip humana modificadas, para evaluar el efecto de estas
secuencias sefial sobre la expresion y secrecion de proteinas de ensayo.

Para evaluar B-glucocerebrosidasa acida humana (GlcCerasa, EC 3.2.1.45), se construyeron varios plasmidos de
ADN diferentes para codificar GlcCerasa de tipo salvaje con su secuencia sefal nativa o con la secuencia sefal de
Bip humana, o una secuencia sefial de Bip modificada. Para generar GlcCerasa humana de tipo salvaje con su
secuencia sefial nativa, el ADNc de GlcCerasa humana completo se amplificé mediante PCR via Phusion-HF DNA
polymerase™ usando Cebadores 1 y 2 (Tabla I) y un clon de ADNc de GlcCerasa (NM_000157.3, Origene). El
cebador 1 se construyd para contener un sitio de restriccion 5’ Bgl Il y un sitio de restriccion de EcoRI interno que
precedié inmediatamente a la secuencia de Kozak de GlcCerasa nativa, mientras que el cebador 2 contenia los
sitios de restriccion 3’ Nhel y Notl, que sucedieron al codén de parada, para permitir la clonacion del producto de la
PCR en vectores de expresion de mamifero. El producto de la PCR de ~1,6 kilobases (kb) (A) se separd y se cort6 a
partir de gel preparativo de agarosa al 1% (p/v), y se aislé usando el kit de extraccion en gel de QIAGEN™. El
producto de la PCR A se digirié subsiguientemente toda la noche con las endonucleasas de restriccion Bgl Il y Notl a
37°C, se volvié a purificar y se ligd en el vector de expresién de mamifero pEF6/V5-HisA (Invitrogen™), que se habia
digerido previamente con BamHI y Not | y desfosforilado con fosfatasa antartica usando T4 ADN ligasa. El sitio de
restriccion Bgl Il se incorpord en el cebador 1 de manera que la ligacion del producto de la PCR de GlcCerasa
digerido con Bgl Il en el sitio de BamHI compatible del vector pEF6/V5-HisA eliminé el sitio de restriccion de BamHI
dentro del sitio de clonacion multiple, y este vector de expresion modificado se denominara aqui en lo sucesivo como
pEF6'. Este constructo de ADN, denominado pHD101, se us6 para transformar células de E. coli quimicamente
competentes, y las colonias bacterianas individuales resistentes a ampicilina se expandieron y se cribaron mediante
reacciones de digestion con enzimas de restriccion usando EcoRI y Nhel y con BamHI, respectivamente. Un ADN
plasmidico correcto procedente del clon 4 (denominado pHD101.4) se verificé adicionalmente mediante
secuenciacion de ADN, y se escogio para la expresion de GlcCerasa de tipo salvaje. pHD101.4 se us6 para construir
otros plasmidos que codifican GlcCerasa de tipo salvaje con la secuencia sefial de Bip humana o versiones
modificadas de esta secuencia sefial de Bip en lugar de la secuencia sefial de GlcCerasa nativa. De forma breve, se
construy6 un minigén de ADN bicatenario (denominado minigén 1 en la Tabla Il) (y se sintetizé mediante Integrated
DNA Technologies™, IDT™) para contener la secuencia de Kozak nativa procedente del gen de alcohol oxidasa 1
(AOX1) de levadura, el gen para toda la secuencia sefial de Bip humana nativa de 18 restos (incluyendo su
secuencia de reconocimiento de peptidasa sefial natural: Ser-Ala-Ala-Arg-Ala; SAARA (SEQ ID NO:24)) y los restos
de 123 aminoacidos N-terminales de GlcCerasa humana de tipo salvaje madura (nucledtidos 118-490). EI minigén 1
también contenia un sitio de restriccion de 5’ EcoRI, que precedio a la secuencia de Kozak de AOX1, y un sitio de
Ncol natural dentro del gen de GIcCerasa en el extremo 3’, para permitir la clonacién en pHD101.4 para sustituir la
secuencia sefial de GlcCerasa nativa por la secuencia sefial de Bip humana. Ademas, esta estrategia permite la
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construccion de plasmidos de ADN para la expresion de GlcCerasa de tipo salvaje (con la secuencia sefal de Bip)
en sistemas de mamiferos o de levaduras (que estan bajo el control del promotor de AOX1 inducible). El disefio de
esta y de otras proteinas de fusion utilizo el programa de analisis SignalP 4.0™ para predecir si la secuencia sefial
de Bip seria escindida de la proteina de ensayo.

Se afadieron restos de aminoacidos adicionales a los constructos segun sea necesario para facilitar la escision de
las secuencias sefial, y solamente las secuencias que se predice que tienen una escision de la secuencia sefal
apropiada se escogieron para generar aquellas proteinas de ensayo de fusion. Para la expresion en sistemas de
mamifero, el fragmento de ADN de Bip-GlcCerasa, que contiene la secuencia de Kozak de Bip humana nativa, se
sintetizé via PCR usando los Cebadores 3 y 4 y el molde de ADN del minigén 1. Este producto de la PCR de ~440
pb (B) se separ6 y se cort6 a partir de gel preparativo de agarosa al 1% (p/v), y se aislé usando el kit de extraccién
en gel de QIAGEN. El producto de la PCR B se digiri6 toda la noche con las endonucleasas de restriccion EcoRI y
Nco |, se volvié a purificar y se ligd con el fragmento de ADN Ncol—Not | a partir de pHD101.4 que codifica los
restos de aminoacidos 124-497 de GlcCerasa de tipo salvaje madura (que carece de las secuencias sefial de
GlcCerasa nativa) y el fragmento de ADN del vector EcoRI—Not | pEF6’ de ~5,8 kb como se describe previamente.
Este constructo de ADN, denominado pHD201, se comprobd mediante digestion con enzimas de restriccion usando
EcoRI-Xba I, y un clon correcto (pHD201.2) se verificé mediante secuenciacion de ADN y subsiguientemente se usé
para evaluar los efectos de la secuencia sefial de Bip humana sobre la expresién y secrecion de GlcCerasa de tipo
salvaje. De forma similar, se construyé una version modificada de la secuencia sefial de Bip (minigén 2) y se
sintetiz6 mediante IDT™ para que contenga la secuencia de Kozak nativa del gen de levadura de AOX1, los
primeros 13 restos de la secuencia sefial de Bip humana nativa seguido de una repeticion de restos de aminoacidos
4-13, la secuencia de reconocimiento de peptidasa sefial de Bip nativa (restos 14-18) y los 123 restos N-terminales
de GlcCerasa humana de tipo salvaje madura (nucleétidos 118-490). Esta modificacion de la secuencia sefial de Bip
(denominada como secuencia sefial de Bip modificada 1) expandio el dominio hidréfobo de manera que abarcé toda
la membrana del RE y alargd la secuencia sefial de 18 a 28 restos. Para la expresion en sistemas de mamifero, la
secuencia sefial de Bip modificada 1-ADN de GlcCerasa, que contiene el fragmento de la secuencia de Kozak de
Bip humana nativa, se sintetizd via PCR usando los Cebadores 3 y 4 y el molde de ADN de minigén 2. Este producto
de la PCR de ~470 pb (C) se aislé a partir de gel preparativo de agarosa al 1% (p/v), se digiri6 con EcoRl y Nco |, se
volvié a purificar y se ligéo con el fragmento de ADN Nco |I->Not | de pHD101.4 que codifica los restos de
aminoacidos 124-497 de GlcCerasa de tipo salvaje madura (que carece de la secuencia sefial de GlcCerasa nativa)y
el fragmento de ADN del vector EcoRI—»>Not | pEF6’ de ~5,8 kb, como antes. Este constructo de ADN, denominado
pHD204, se comprobd mediante digestion con enzimas de restriccion usando EcoRI y Xba I, y se confirmd un clon
correcto (pHD204.1) mediante secuenciacion de ADN, y se us6 subsiguientemente para evaluar los efectos de esta
secuencia sefial de Bip modificada sobre la expresion y secrecion de GlcCerasa de tipo salvaje.

Los cebadores usados aqui para obtener los constructos de ADN se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1

Cebador | Hebra Secuencia oligonuclectidica (5'—3’) SEQ ID NO:

1 (+) ¥ ggcaagatctgaattcgggatggagttttcaagtccttccagag SEQ ID NO: 1
2 (-) ® tcgagcggcecgceaagcetagcttatcactggcgacgccacaggtag SEQ ID NO:2
3 (+) ¢ ccacgaattccaagatgaagctctcectggtgge SEQ ID NO:3
4 () ctggccatgggtacccggatgatgttatatc SEQ ID NO:4
5 (+) ccacgaattcgacaatgcagctgaggaacc SEQ ID NO:5
6 (-) ctcgaagcggcecgcttaaagtaagtcttitaatgacatctgcat SEQ ID NO:6
7 (+) 9 P-gcactggacaatggattgg SEQ ID NO:7
8 (+) ccacgaattcaaccatgggagtgaggce SEQ ID NO:8
9 (-) ctcgaagcggcecgcectaacaccagctgacgagaaac SEQ ID NO:9
10 (+) P-gctgcactcctgggg SEQ ID NO:10
11 (+) P-gctcagcagggagccagce SEQ ID NO:11
12 (+) P-gcagtgcccacacagtg SEQ ID NO:12

@ El coddn de partida ATG se muestra en el texto en negrita dentro de la secuencia de consenso de Kozak de
GlcCerasa nativa (subrayada). Las secuencias de reconocimiento de las endonucleasas de restriccion se muestran
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en cursiva.

® El codon de parada esta en cursiva y en negrita.

° El codén de partida ATG se muestra en el texto en negrita dentro de la secuencia de consenso de Kozak de Bip
humana nativa (subrayada). Las secuencias de reconocimiento de las endonucleasas de restriccion se muestran en

cursiva.

¢ Los cebadores fosforilados se designan con el simbolo 5’ “P”.

La secuencia sefial de Bip modificada 1 se anexé subsiguientemente a otras proteinas para evaluar su efecto sobre
su expresion y secrecion. De forma breve, se construy6 el minigén 3 (Tabla Il) para que contenga los primeros 13
restos de la secuencia sefial de Bip humana nativa seguido de una repeticién de los restos de aminoacidos 4-13 y
restos 14-17 de la secuencia de reconocimiento de peptidasa sefial de Bip nativa. EI minigén 3 contenia la
secuencia de Kozak nativa procedente de Bip humana, asi como los sitios de restriccion de 5’ EcoRl y 3’ Stu | y Not
I. Stu | se incorpord en el minigén 3 debido a que esta enzima de restriccion produce un extremo romo en 3’ tras
AGG (cododn para arginina, Arg; R), que sirve como la Arg natural en el resto 17 de la secuencia de escision de
peptidasa sefial de Bip nativa. Por lo tanto, cualquier proteina se puede ligar a este fragmento de la secuencia sefal
de Bip modificada, con la condiciéon de que se afiada una alanina adicional a la secuencia proteica en el término N
para completar la secuencia de reconocimiento de peptidasa sefial SAARA (SEQ ID NO: 24).

En la Tabla 2 se resumen las secuencias nucleotidicas de ADN de minigenes para las secuencias sefial de Bip y Bip
modificada.

Tabla 2
* Minigen 1 (Bip humana nativa-GlcCerasa) SEQ ID NO:13:
Secuencia nucleotidica (hebra sentido, 5' — 3)):

acggaaticgaaacgatgaagetctecctggtggecgegatgctgetgctgctcagegeggegegggecgeccgeecctgea
tccctaaaagettcggetacagetcggtegtgatgtetctgcaatgecacatactgtgactectttgacceceegacctttecctgeect
tggtaccttcageecgetatgagagtacacgcagtggecgacggatggagetgagtatgggacccatccaggctaatcacacgg
gcacaggcectgctactgaccctgcagecagaacagaagticcagaaagtgaagggatttggagggaccatgacagatgetget
getctcaacatecttgecctgtcacceectgeccaaaatttgctacttaaatcgtacttctctgaagaaggaatcggatataacatca
tcegggtaccearggece

Minigen 2 (secuencia sefial de Bip modificada 1-GlcCerasa) SEQ ID NO:14:
Secuencia nucleotidica (hebra sentido, 5' — 3)):

acggaattcgaaacgatgaagetctcectggtggccgegatgotgetgetgctcagectggtggecgegatgetgctgetgctcageg
cggegegggecgeccgeccctgeatecctaaaagettcggctacagetcggtggtgtetotctgcaatgecacatactgtgact
cctttgaccececcgacctttecctgeccttggtaccttcagecgetatgagagtacacgeagtgggegacggatggagetgagtat
ggggcccatccaggcetaatcacacgggeacaggectgetactgaccctgcagecagaacagaagticcagaaagtgaaggg
atttggagggoccatgacagatgctgctgctcetcaacatecttgecctgtcacceectgeccaaaatttgctacttaaatcgtactte
tctgaagaaggaatcggatataacatcatccgggtacccarggcec

Minigen 3 (secuencia sefial de Bip modificada 1) SEQ ID NO:15:
Secuencia nucleotidica (hebra sentido, 5' — 3)):

acggaattcgcaagatgaagetctcectggtggecgegatgctectectgetcagectggtggccgegatgctgctgctgetca
gegeggcegaggeceigeggeege

Minegen 4 (secuencia sefial de Bip modificada 2) SEQ ID NO:16:
Secuencia nucleotidica (hebra sentido, 5° — 3)):

ggtaccgaaticgetggcaagatgaagetctecctggtggeegegatgetgetgetgetctgggteocactgetgetgeteage
gcggegaggcectictaga

Minegen 5 (secuencia sefial de Bip modificada 3) SEQ ID NO 17:

Secuencia nucleotidica (hebra sentido, 5° — 3)):
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ggtaccgaattcgetggeaagatgaagetetecctggtggecgegatgetgetgetgetetecctggtggecctgetgetgctca
gegeggcegaggcectictaga

Minegen 6 (secuencia sefial de Bip modificada 4) SEQ ID NO 18:
Secuencia nucleotidica (hebra sentido, 5° — 3)):

ggtaccgaattcgetggeaagatgaagetetcectggtggeegegatgetgetgetgetegeactggtggecctgetgetgcete
agegeggcgaggecttetaga

* El coddén de partida ATG se muestra en texto en negrita, mientras que la secuencia de consenso de Kozak esta
subrayada. Las secuencias de reconocimiento de endonucleasas de restriccion se muestran en cursiva.

Para evaluar a-galactosidasa acida A (GLA, EC 3.2.1.22), la enzima de tipo salvaje con su secuencia sefal nativa se
amplificé mediante PCR usando los Cebadores 5 y 6 con el ADN molde del clon de ADNc de GLA (NM_000169.2,
Origene™). Este producto de la PCR de ~1,3 kb se aislé mediante gel preparativo de agarosa, se digirié con EcoRl y
Not I, y se ligé al pEF6’ desfosforilado, digerido con EcoRI-Not I. Este constructo de ADN se denominé pHD214, y se
uso6 para evaluar la expresion de GLA. Para construir GLA con la secuencia seial de Bip modificada 1, la enzima
GLA madura se sintetizé mediante PCR usando los Cebadores 6 y 7 con el ADN molde del clon de ADNc de GLA.
Este producto de la PCR de ~1,2 kb (D) se digirié con Not |, se aisl6 a partir de gel preparativo de agarosa, y se ligd
al fragmento de ADN del minigén 3 EcoRI—-Stu | y al vector pEF6’ digerido con EcoRI—Not |, como antes. Este
constructo de ADN se denomin6é pHD215, y se usé para evaluar los efectos de esta secuencia sefial de Bip
modificada sobre la expresion y secrecion de GLA de tipo salvaje.

Para evaluar a-glucosidasa acida (GAA, EC 3.2.1.0), toda la enzima GAA de tipo salvaje (con su secuencia sefal
nativa) se amplific6 mediante PCR usando los Cebadores 8 y 9 con el ADN molde del clon de ADNc de GAA
(NM_000152.2, Origene). Este producto de la PCR de ~3 kb (E) se aislé6 mediante gel preparativo de agarosa, se
digiri6 con EcoRl y Not I, y se ligé al pEF6’ desfosforilado, digerido con EcoRI-Not |. Este constructo de ADN se
denomindé pHD217, y se uso6 para evaluar la expresion de GAA con su secuencia sefal nativa. Puesto que GAA es
expresada con multiples prosecuencias que preceden a la enzima madura (Moreland et al., 2005), se sintetizaron
proteinas de GAA diferentes con longitudes variables y se anexaron a la secuencia sefial de Bip modificada 1 para el
ensayo. Un fragmento de ADN de GAA, que carece de su secuencia sefal nativa pero que contiene los restos 24-
952, se sintetizd mediante PCR usando los Cebadores 9 y 10. Este producto de la PCR de ~3 kb (F) se aislo6 a partir
de gel preparativo de agarosa, y se digirié con Not | y se ligo al fragmento de ADN del minigén 3 EcoRI—>Stu | y al
vector pEF6’ digerido con EcoRI—Not I. Este constructo de ADN, que contiene la secuencia sefial de Bip modificada
1y GAA (24-952), se denominé pHD218. De forma similar, un fragmento de ADN de GAA, que carece de su
secuencia sefal nativa pero que contiene los restos 57-952, se sintetizé mediante PCR usando los Cebadores 9 y
11. Este producto de la PCR de ~2,9 kb (G) se aisl6 a partir de gel preparativo de agarosa, y se digirié con Not | y se
ligd al fragmento de ADN del minigén 3 EcoRI—Stu | y al vector pEF6’ digerido con EcoRI—Not |, como antes. Este
constructo de ADN, que contiene la secuencia sefial de Bip modificada 1 y GAA (57-952), se denomindé como
pHD219. Un fragmento de ADN de GAA, que carece de su secuencia sefal nativa pero que contiene los restos 78-
952, se sintetizd6 mediante PCR usando los Cebadores 9 y 12. Este producto de la PCR de ~2,8 kb (H) se aisl6 a
partir de gel preparativo de agarosa, y se digirié con Not | y se ligo al fragmento de ADN del minigén 3 EcoRI—Stu |
y al vector pEF6’ digerido con EcoRI—Not |. Este constructo de ADN, que contiene la secuencia sefial de Bip
modificada 1 y GAA (78-952), se denomin6 como pHD220. Los efectos de esta secuencia sefial de Bip modificada 1,
asi como de las prosecuencias sobre la expresion y secrecion de GAA, se pueden por lo tanto examinar
cuidadosamente usando los constructos de ADN pHD217-220.

Se disefiaron ofras secuencias sefial de Bip modificadas (Tabla lll), derivadas de la secuencia sefial de Bip
modificada 1, y se evaluaran para estudiar si estas modificaciones adicionales pueden mejorar adicionalmente la
expresion y secrecion proteicas. Estas modificaciones incluyen sustituir los restos de serina y de leucina en las
posiciones 14 y 15 por un Unico resto de triptéfano, y suprimir los restos de alanina y metionina en las posiciones 18
y 19 dentro del dominio hidréfobo (denominado secuencia sefial de Bip modificada 2), suprimir los restos de alanina
y metionina en las posiciones 18 y 19 dentro del dominio hidréfobo (denominado secuencia sefial de Bip modificada
3), y sustituir un resto de serina en la posicion 14 por alanina y suprimir los restos de alanina y metionina en las
posiciones 18 y 19 dentro del dominio hidréfobo (secuencia sefial de Bip modificada 4). Estas modificaciones
estaban destinadas a incrementar la hidrofobia del dominio hidréfobo, que puede potenciar adicionalmente
interacciones de estas secuencias sefial con proteinas ribosémicas y translocones del RE claves, y crear un sitio de
escision de peptidasas sefial mas eficiente para mejorar la translocacion y secrecion proteicas para proteinas
recombinantes.

Otras proteinas de ensayo, incluyendo insulina humana, factor 2 de crecimiento similar a insulina (IGF-2),
anticuerpos, interferones, apolipoproteinas, etc., también se evaluaran para determinar si estas secuencias sefial de
Bip modificadas mejorarian su expresion y secrecion.
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En la Tabla 3 se resumen las secuencias de aminoacidos para las secuencias sefial de Bip modificadas.

Tabla 3
Secuencia sefal (“s”) Secuencia de aminoacidos primaria SEQ ID NO:
Native human Bip ss 9 MKLSLVAAML LLLSAARA SEQ ID NO:19
Mod. Bip ss-1 ° MKLSLVAAML LLLSLVAAMLLLLSAARA SEQ ID NO:20
Mod. Bip ss-2 MKLSLVAAML LLLWVALLLLSAARA SEQ ID NO:21
Mod. Bip ss-3 MKLSLVAAMLLLLSLVALLLLSAARA SEQ ID NO:22
Mod. Bip ss-4 MKLSLVAAML LLLALVALLLLSAARA SEQ ID NO:23

9 La secuencia de escisién de peptidasas sefial de Bip nativa (SAARA) (SEQ ID NO: 24) se muestra en texto
subrayado.

¢ Las modificaciones especificas para la secuencia sefial de Bip se muestran en texto negrita para cada secuencia
sefal de Bip modificada.

EJEMPLO 3
Expresion transitoria de proteinas de ensayo

Para los experimentos de expresion transitoria, células HEK293T se colocaron en placas de cultivo tisular de 12
pocillos con 1 ml de medio DMEM suplementado con 10% de FBS, y se incubaron a 37°C con una atmosfera de
CO2 al 5%. Cuando las células HEK293T alcanzaron el 70-100% de confluencia, el medio gastado se sustituyd por
1 ml de medio DMEM/10% de FBS reciente, y cada pocillo se transfecté con 1 ug de ADN plasmidico para proteinas
de ensayo individuales o PBS (para un control negativo transfectado de forma simulada) y 3 ul del reactivo de
transfeccion Fugene™-HD, segun el protocolo del fabricante. Las células transfectadas se incubaron durante 24-72
horas y se comprobaron diariamente para la expresion de la enzima recombinante individual (segregada en el
medio) via ensayos de actividad enzimatica y/o mediante transferencia Western y ELISA.

EJEMPLO 4
Ensayos de actividad enzimatica

La expresion y secrecion en el medio de cultivo de B-glucocerebrosidasa acida humana recombinante (GlcCerasa)
se evalué mediante ensayos de actividad enzimatica usando medio acondicionado procedente de experimentos de
transfeccion transitoria tras 24, 48 o a alrededor de 72 h, y el sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-3-D-
glucopiranésido (4-MU-B-Glc). De forma breve, se recogieron 20 ul de medios acondicionados procedentes de cada
muestra en los puntos de tiempo indicados, y se diluyeron con 80 ul de amortiguador Mcllvane (amortiguador MI: 50
mM de citrato de sodio/fosfato de sodio (pH 5,2)/0,25% (v/v) de Triton X-100/0,25% (p/v) de taurocolato de sodio) en
tubos de minicentrifugadora de 0,5 ml. Veinticinco ul de cada muestra diluida se distribuy6 en alicuotas en pocillos
individuales de placas negras de fondo transparente de 96 pocillos (realizado por triplicado), y se afiadieron a cada
pocillo 50 ul de sustrato de 4-MU-B-Glc 6 mM (preparado en amortiguador MI) via un pipeteador de multiples
canales. Las placas se cerraron entonces herméticamente con cinta de recubrimiento, y se incubaron a 37°C durante
1 h. Las reacciones enzimaticas se detuvieron afiadiendo 125 pl de NaOH 0,1 M, y la fluorescencia de 4-MU liberada
se leyo en un lector de placas de fluorescencia usando longitudes de onda de 355 nm de excitacion y 460 nm de
emision, respectivamente. La fluorescencia de 4-MU de |la muestra transfectada de forma simulada sirvi6 como el
control “de fondo”, y se resto de todas las muestras de GlcCerasa.

La expresion y secrecion de a-glucosidasa acida humana recombinante (GAA) se midieron mediante ensayos de
actividad enzimatica usando medio acondicionado procedente de experimentos de transfeccion transitoria tras 24,
48 o 72 h y el sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-a-D-glucopiranodsido (4-MU-a-Glc). Especificamente, se
cosecharon 20 ul de medio acondicionado de cada muestra en los diferentes puntos de tiempo, y se diluyeron con
80 wl de amortiguador de acetato sédico 50 mM (pH 4,0) en tubos de microcentrifugadora de 0,5 ml. Se distribuyeron
en forma de alicuotas veinticinco pul de cada muestra diluida en pocillos individuales de placas negras de fondo
transparente de 96 pocillos (por triplicado), y se afiadieron a cada pocillo via un pipeteador de multiples canales 50
pl de sustrato 4-MU-a-Glc 6 mM (preparado en amortiguador de acetato soédico 50 mM, pH 4,0). Las placas se
cerraron entonces herméticamente con una cinta de recubrimiento, y se incubaron a 37°C durante 1 h. Las
reacciones enzimaticas se detuvieron afiadiendo 125 pl de NaOH 0,1 M, y la fluorescencia de 4-MU liberada se leyo
en un lector de placas de fluorescencia usando longitudes de onda de 355 nm de excitaciéon y 460 nm de emision,
respectivamente. La fluorescencia de 4-MU de la muestra transfectada de forma simulada sirvié6 como el control de
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“fondo”, y se resto6 de todas las muestras de GAA.

La expresion y secrecion de a-galactosidasa acida humana recombinante (GLA) se midieron mediante ensayos de
actividad enzimatica usando medio acondicionado procedente de experimentos de transfeccion transitoria tras 24,
48 o 72 h y el sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-o-D-glucopiranodsido (4-MU-a-Glc). Especificamente, se
cosecharon 20 ul de medio acondicionado de cada muestra en los diferentes puntos de tiempo, y se diluyeron con
80 ul de amortiguador de citrato de sodio/fosfato de sodio 50 mM (pH 4,6) en tubos de microcentrifugadora de 0,5
ml. Se distribuyeron en forma de alicuotas veinticinco pl de cada muestra diluida en pocillos individuales de placas
negras de fondo transparente de 96 pocillos (por triplicado), y se afiadieron a cada pocillo via un pipeteador de
multiples canales 50 pl de sustrato 4-MU-o-Glc 8 mM (preparado en amortiguador de citrato de sodio/fosfato de
sodio 50 mM, pH 4,6). Las placas se cerraron entonces herméticamente con una cinta de recubrimiento, y se
incubaron a 37°C durante 1 h. Las reacciones enzimaticas se detuvieron afiadiendo 125 ul de NaOH 0,1 M, y la
fluorescencia de 4-MU liberada se ley6 en un lector de placas de fluorescencia usando longitudes de onda de 355
nm de excitacién y 460 nm de emision, respectivamente. La fluorescencia de 4-MU de la muestra transfectada de
forma simulada sirvié como el control de “fondo”, y se restd de todas las muestras de GLA.

EJEMPLO 5

Esta reconocido que ciertas proteinas son expresadas de forma natural en niveles muy elevados, mientras que otras
apenas son expresadas. Aunque la abundancia y estabilidad del ARNm son factores importantes al nivel
transcripcional que pueden afectar a la expresion proteica, cada vez estd mas claro que las secuencias sefial
también desempefian papeles criticos a nivel proteico, y contribuyen a esta expresion proteica dispar. La proteina de
union a cadena pesada de inmunoglobulina humana (Bip) tiene caracteristicas especificas que serian
particularmente ventajosas para desarrollar secuencias sefal superiores para mejorar la expresion y secrecion
proteicas para proteinas recombinantes. Una vez que se obtuvo una secuencia sefial de Bip modificada, se anexo a
una proteina modelo para determinar si esta secuencia sefial no natural mejoraria la expresion y secrecion proteicas
para la proteina modelo. Especificamente, el nlcleo hidréfobo se alargé para formar una estructura de hélice a mas
larga. Se predice que este alargamiento del dominio hidréfobo en la secuencia sefial de Bip modificada 1 tendria
varias ventajas. En primer lugar, el primer dominio hidré6fobo modificado (el mas largo) formaria una hélice a mas
larga y abarcaria todo el tunel de salida ribosémico que se puede identificar por la proteina ribosémica Rpl17 para
facilitar mejores interacciones con otras proteinas claves del RE, tales como las subunidades Sec61, y RAMP4. En
segundo lugar, un dominio hidréfobo helicoidal o mas largo puede permitir que esta secuencia sefial de Bip
modificada interaccione con proteinas translocones clave, tales como las subunidades TRAM y Sec61, para ayudar
a orientar eficientemente al polipéptido naciente en el poro del translocén para promover la orientacion necesaria del
bucle competente para la translocacion proteica. En tercer lugar, un dominio hidréfobo helicoidal o mas largo puede
permitir que esta secuencia sefial de Bip modificada se mueva fuera del poro del translocon acuoso y hacia el
interior de la bicapa lipidica de forma mas eficiente, de manera que se puede escindir mediante peptidasa sefial a
una velocidad mas rapida. En cuarto lugar, una secuencia sefial de Bip modificada se puede alejar del translocén a
una velocidad mas rapida para permitir que la proteina recombinante interaccione con otras proteinas importantes,
tales como oligosacariltransferasa, proteinas chaperonas del RE tales como Bip, proteina disulfuro isomerasa y
calnexina, de forma mas pronto durante su sintesis para mejorar el plegamiento de la proteina. Todos y cada uno de
estos beneficios potenciales mejoraria la velocidad de expresion proteica, el plegamiento y la exportacion fuera de
las células.

Se pueden hacer otras modificaciones, incluyendo afadir restos cargados a regiones de flanqueo del dominio
hidréfobo extendido para potenciar adicionalmente su hidrofobia y ayudar a orientar apropiadamente la secuencia
sefal en el translocon. Estas modificaciones estan destinadas a potenciar las interacciones de las secuencias sefial
con ciertas proteinas ribosémicas, particularmente Rpl17, que a su vez incrementarian las interacciones con
proteinas translocones Sec61p, RAMP4 y TRAM para mejorar la translocacion de proteinas, la expresion y secrecion
de proteinas.

Se generaron varios constructos de ADN diferentes, que codifican GlcCerasa de tipo salvaje, para que contengan la
secuencia sefal de GlcCerasa nativa (WT GicCerasa) o la secuencia sefial de Bip humana (CBP201 GlcCerasa), o
la secuencia sefial de Bip modificada 1 (CBP204 GlcCerasa) nueva. Estos constructos (1 pg) se ensayaron
mediante experimentos de expresion transitoria en la estirpe celular humana (HEK293T), que estaba en una
confluencia del ~80%. El medio de cultivo celular acondicionado (20 pl) se coseché diariamente durante el
transcurso de tiempo de 72 h y se evalud para determinar la actividad enzimatica de GlcCerasa usando el sustrato
fluorogénico 4-MU-B-glucosa para evaluar los efectos de las secuencias sefial sobre la expresion y secrecion de
GlcCerasa. Como se puede observar en la Figura 1, ambas secuencias sefial pueden promover la expresion y
secrecion de GlcCerasa en el medio de cultivo celular. Sin embargo, se observd que la secuencia sefial de Bip
modificada 1 manipulada (en CBP204 GlicCerasa) produce una actividad de GlcCerasa 2 veces superior con
respecto a WT GlcCerasa 72 h tras la transfeccion. Se observé actividad basal para el control negativo transfectado
de forma simulado (vector vacio), y se confirmé que el incremento de actividad enzimatica resulté de la expresién de
GlcCerasa recombinante. Los multiples experimentos de transfeccion (n >3) confirmaron que la nueva secuencia
sefial incrementd la expresion y secrecion de GlcCerasa.
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EJEMPLO 6

La sintesis proteica se ve muy afectada por la disponibilidad de nutrientes (es decir, ATP, aminoacidos, hidratos de
carbono, etc.) asi como otros componentes celulares esenciales (por ejemplo, factores de iniciacion y de
alargamiento, ARNt, chaperonas proteicas, etc.). Los primeros se pueden incrementar o reponer con medio de
cultivo celular durante el reabastecimiento, mientras que los Ultimos componentes estan limitados en las células y no
se pueden suplementar durante la produccion de proteinas. El agotamiento de estos componentes vitales provoca
un estrés celular significativo, lo que da como resultado la reduccién o incluso suspension de nueva sintesis proteica
para la mayoria de las proteinas. De forma interesante, la expresiéon de algunas proteinas se mantiene y de hecho
aumentd durante estos periodos estresantes como parte de una respuesta celular adaptativa para ayudar a las
células a volver a la homeostasis. No esta completamente claro como estas proteinas selectas son distinguidas por
la maquinaria de sintesis proteica celular para permitir su expresion preferente, pero se cree que las secuencias
sefial desempefian un papel importante en este proceso. Puesto que Bip es una proteina chaperona del RE
importante cuya expresion se mantiene durante este periodo estresante para ayudar a restablecer la homeostasis
celular, predecimos que esta secuencia sefal de Bip modificada permitiria la expresion preferente de la proteina
recombinante heterdéloga para que se mantenga en condiciones en las que la expresion de otras proteinas se reduce
o se suprime. Para probar esta hipétesis, transfectamos cultivos de células KEK293T a una densidad celular elevada
(~100% confluente) con WT GicCerasa y CBP204 GicCerasa, y se monitorizo la expresion y secrecion a lo largo de
un periodo de 63 h. Ademas, el medio de cultivo celular no se cambié durante el experimento para agotar nutrientes
(durante las ultimas etapas del experimento para imitar periodos de pocos nutrientes durante aplicaciones por lotes
antes del reabastecimiento), para determinar si la expresion de WT GicCerasa y CBP204 GicCerasa cambia en
respuesta al agotamiento de los nutrientes.

Nuestros resultados muestran que, en estas condiciones experimentales, CBP204 GlcCerasa, que contiene la
secuencia sefal de Bip modificada 1, se expresé mejor que WT GicCerasa con su secuencia sefial nativa a lo largo
del periodo de 63 h, como se muestra en la Figura 2. Los niveles de CBP204 GlcCerasa fueron 1,9 veces mayores
que WT GlcCerasa tras 24 h, 2,1 veces mayores tras 48 h, y 2,5 veces mayores tras 63 h. Cuando se extrapola a 72
h, CBP204 GlicCerasa seria 3,3 veces mayor que WT GlcCerasa. De forma importante, la expresion de CBP204
GlcCerasa se mantuvo a una velocidad casi constante en la que hubo una duplicacién de la proteina segregada
después de cada dia. Por el contrario, la velocidad de expresién para WT GlcCerasa se ralentiz6 significativamente
en los puntos de tiempo mas tardios. Esta diferencia fue muy evidente cuando se compara la forma de las curvas de
expresion para estas dos enzimas — una curva casi lineal para CBP204 GicCerasa y una curva no lineal para WT
GlcCerasa a medida que la velocidad de expresion se estabilizé en los puntos de tiempo mas tardios. Estos datos
muestran la expresion diferencial de CBP204 GlcCerasa y WT GicCerasa, presumiblemente en respuesta al
agotamiento de nutrientes, y esta divergencia se incrementaria ain mas con incubaciones mas largas. Puesto que la
Unica diferencia entre CBP204 GicCerasa'y WT GlcCerasa es la secuencia sefial, estos datos apoyan la hipotesis de
que la secuencia sefial de Bip modificada 1 permitié la expresion preferente durante condiciones de cultivo celular no
6ptimas.

EJEMPLO 7

Para estudiar los efectos de la secuencia sefal de Bip modificada 1 sobre la expresién y secrecion de una proteina
modelo diferente, se construyeron plasmidos de ADN para codificar a-glucosidasa acida humana de tipo salvaje
(GAA) que contiene su secuencia sefial de GAA nativa (WT GAA) o la secuencia sefal de Bip 1 manipulada y los
restos de aminoacidos 24-952 de GAA (denominado como CBP218 GAA). Estos constructos de ADN se estudiaron
mediante expresion transitoria en HEK293T a lo largo de un periodo de ~2 dias para comparar directamente los
efectos de estas secuencias sefial sobre la expresion y secrecion de GAA de tipo salvaje. Como se puede observar
en la Figura 3, CBP218 GAA tuvo una actividad de GAA segregada 2,5 veces mayor en medio que WT GAA 43 h
tras la transfeccion. Se observé actividad basal para el control negativo transfectados de forma simulada (vector
vacio), y se confirmé que la actividad enzimatica observada en el medio resulté de la expresion de GAA
recombinante. Estos resultados muestran que la secuencia sefial de Bip modificada 1 (en CBP218 GAA) incremento
significativamente la expresion y secrecion de GAA en las mismas condiciones experimentales, puesto que la Unica
diferencia entre CBP218 GAA y WT GAA es sus secuencias sefial respectivas.

EJEMPLO 8
Ensayos de transferencia Western y de ELISA

La expresion y secrecion de proteinas de ensayo se evaluaran mediante analisis de transferencia Western. De forma
breve, se recogera medio de cultivo celular acondicionado procedente de experimentos de transfeccion transitoria
tras 24, 48 0 72 h, y se sometera a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y
se transferira subsiguientemente a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloqueara con 4% (p/v) de
leche desnatada en disolucion salina amortiguada con TRIS/0,1% (v/v) de Tween-20 (TBST) durante 1 h a
temperatura ambiente con agitacion. La membrana se incubara entonces con el anticuerpo primario (por ejemplo,
anti-IGF-2 humano de conejo) que se habia diluido apropiadamente (por ejemplo, 1:5000) en 4% (p/v) de leche
desnatada en TBST durante 1 h a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C con agitacion. La mancha se
lavara entonces con TBST a temperatura ambiente con agitaciéon y multiples cambios de amortiguador a lo largo de
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1 h. La mancha se incubara entonces con un anticuerpo secundario enlazado a enzima (por ejemplo, anticuerpos
anti-conejo de cabra conjugados con peroxidasa de rabano picante) que se habia diluido apropiadamente (por
ejemplo, 1:20.000) en 4% (p/v) de leche desnatada en TBST durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion. La
mancha se lavara entonces con TBST a temperatura ambiente con agitacién y multiples cambios de amortiguador a
lo largo de 1 h. La mancha se incubara entonces con sustrato quimioluminiscente durante 5 min. a temperatura
ambiente, y se visualizara mediante un sistema de formacion de imagenes o mediante pelicula, para evaluar el nivel
de expresion de la proteina de ensayo.

De forma similar, la expresion de las proteinas de ensayo se puede evaluar mediante ensayos inmunosorbentes
ligados a enzima (ELISA). De forma breve, placas inmunosorbentes de 96 pocillos se revestiran con 50 ul de
anticuerpos primarios (por ejemplo, anti-IGF-2 humano de conejo) a una concentracion de proteina de 5 pug/ml en
disolucion salina amortiguada con TRIS (TBS). Estas placas se bloquearan entonces con 200 pl de 4% (p/v) de
leche desnatada en TBST durante 1 h a temperatura ambiente. Se recogera medio de cultivo celular acondicionado
procedente de experimentos de transfeccion transitoria tras 24, 48 o0 72 h, y se incubara en estas placas durante 1 h
a temperatura ambiente. Estas placas se lavaran entonces con 200 ul de TBST a temperatura ambiente con
agitacion y multiples cambios de amortiguador durante 1 h. Estas placas se incubaran entonces con un anticuerpo
secundario enlazado a enzima (por ejemplo, anticuerpos anti-conejo de cabra conjugados con peroxidasa de rabano
picante) que se habia diluido apropiadamente (por ejemplo, 1:20.000) en TBST durante 1 h a temperatura ambiente.
Estas placas se lavaran entonces con TBST con multiples cambios de amortiguador a lo largo de 1 h a temperatura
ambiente. Estas placas se incubaran entonces con un sustrato colorimétrico (por ejemplo, 3,3.,5,5-
tetrametilbencidina, TMB) durante 5-15 min. a temperatura ambiente, y se detendran con acido sulfarico 0,1 M, y se
leeran en un lector de placas a una longitud de onda apropiada (por ejemplo, 450 nm) para evaluar la expresion de
la proteina de ensayo.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DO, Hung

<120> Nuevas secuencias sefal para mejorar las expresiones de proteinas y la secreciéon de enzimas
recombinantes y de otras proteinas

<130> CALL-0014

<150> US 61/415,926
<151>2010-11-22

<160> 24

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador sintético
<400> 1

ggcaagatct gaattcggga tggagttttc aagtccttcc agag 44
<210> 2

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador sintético

<400> 2
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tcgagcggcec gcaagctagc ttatcactgg cgacgccaca ggtag

<210> 3

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 3

ccacgaattc caagatgaag ctctccctgg tgge 34
<210> 4

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 4

ctggccatgg gtacccggat gatgttatat ¢ 31
<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 5

ccacgaattc gacaatgcag ctgaggaacc 30
<210> 6

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 6

ctcgaagcgg ccgcttaaag taagtctttt aatgacatct gcat
<210>7

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

45

44
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<220>

<223> Cebador sintético
<220>

<221> caracteristica diversa
<223> Cebador fosforilado
<400> 7

gcactggaca atggattgg 19
<210> 8

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador sintético
<400> 8

ccacgaattc aaccatggga gtgaggc 27
<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador sintético
<400> 9

ctcgaagcgg ccgcctaaca ccagctgacg agaaac
<210> 10

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador sintético
<220>

<221> caracteristica diversa
<223> Cebador fosforilado
<400> 10

gctgcactcc tgggg 15
<210> 11

<211> 18

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> Cebador fosforilado

<400> 11

gctcagcagg gagccagc

<210> 12
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> Cebador fosforilado

<400> 12

gcagtgccca cacagtg

<210> 13
<211> 441
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

18
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<223> Minigen 1 (Bip humana nativa-GlcCerasa)

<400> 13

acggaattcg
gcgegggecg
tgcaatgcca
agccgctatg
gctaatcaca
gtgaagggat
ccecectgece
atcatccggg

<210> 14

aaacgatgaa
cccgecectg
catactgtga
agagtacacg
cgggcacagg
ttggagggge
aaaatttgct

tacccatgge

gctctceectg
catccctaaa
ctcectttgac
cagtgggcga
cctgctactg
catgacagat
acttaaatcg

c

gtggccgcga
agcttcgget
cccecgaccet
cggatggage
accctgcagce
gctgcetgete

tacttctctg

16

tgctgectget
acagctcggt
ttcectgecect
tgagtatggg
cagaacagaa
tcaacatcct

aagaaggaat

gctcagecgeg
ggtgtgtgtc
tggtaccttc
gcccatccag
gttccagaaa
tgcecctgtceca

cggatataac

60

120

180

240

300

360

420

441
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Minigen 2 (secuencia sefial de Bip modificada 1-GlcCerasa)

<400> 14
acggaattcg
gtggccgega
agcttcgget
cccecgacct
cggatggagce
accctgecage
gctgetgete
tacttctetg
<210> 15
<211> 106
<212> ADN

aaacgatgaa
tgctgetgcet
acagctcggt
ttcectgecect
tgagtatggg
cagaacagaa
tcaacatcct

aagaaggaat

<213> Secuencia artificial

<220>

gctctceectg
gctcagegeg
ggtgtgtgtc
tggtaccttce
gcccatccag
gttccagaaa
tgccetgtea

cggatataac

gtggccgcga
gcgcgggecg
tgcaatgcca
agccgctatg
gctaatcaca
gtgaagggat
cccectgece

atcatccggg

<223> Minigen 3 (secuencia sefial de Bip modificada 1)

<400> 15

tgctgetget
ccecgecectg
catactgtga
agagtacacg
cgggcacagg
ttggagggge
aaaatttgcet

tacccatgge

gctcagcectg
catccctaaa
ctcctttgac
cagtgggcga
cctgctactg
catgacagat
acttaaatcg

c

acggaattcg caagatgaag ctctccctgg tggccgcgat gctgectgetg ctcagcectgg

tggcegegat gctgetgetg ctcagegegg cgaggectge ggecge

<210> 16
<211> 102
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Minigen 4 (secuencia sefial de Bip modificada 2)

<400> 16

ggtaccgaat tcgctggcaa gatgaagctc tcecctggtgg cecgegatget getgetgete

tgggtggcac tgctgctgct cagecgeggeg aggcecttcta ga

<210> 17
<211> 105
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

17
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<220>

<223> Minigen 5 (secuencia sefial de Bip modificada 3)

<400> 17

ggtaccgaat tcgctggcaa gatgaagctc tccctggtgg ccgecgatget getgetgetce
tcecectggtgg ccctgetget getcagegeg gecgaggectt ctaga

<210> 18

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Minigen 6 (secuencia sefial de Bip modificada 4)

<400> 18

ggtaccgaat tcgctggcaa gatgaagctc tccctggtgg ccgecgatget getgetgetce
gcactggtgg ccctgetget getcagegeg gcgaggectt ctaga

<210>19

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> Secuencia sefal de Bip humana nativa

<400> 19

Met Lys Leu Ser Leu Val Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Ser Ala Ala
1 5 10 15
Arg Ala

<210> 20

<211>28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ss-1 de Bip modificada

<400> 20

Met Lys Leu Ser Leu Val Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Ser Leu Val
1 5 10 15

Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Ser Ala Ala Arg Ala
20 25

<210> 21
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<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ss-2 de Bip modificada
<400> 21
Met Lys Leu Ser Leu Val Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ala
1 5 10 15
Leu Leu Leu Leu Ser Ala Ala Arg Ala
20 25
<210> 22
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ss-3 de Bip modificada
<400> 22
Met Lys Leu Ser Leu Val Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Ser Leu Val
1 5 10 15
Ala Leu Leu Leu Leu Ser Ala Ala Arg Ala
20 25
<210> 23
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ss-4 de Bip modificada
<400> 23

Met Lys Leu Ser Leu Val Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Ala Leu Val
1 5 10 15

Ala Leu Leu Leu Leu Arg Ser Ala Ala Arg Ala
20 25

<210> 24

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> caracteristica diversa

19
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<223> Secuencia de reconocimiento de peptidasa sefial para Bip nativa humana
<400> 24

Ser Ala Ala Arg Ala
1 5

20
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia sefal polipeptidica, que comprende un fragmento modificado de una proteina de unién a cadena
pesada de inmunoglobulina humana (Bip), en la que el fragmento modificado de proteina de unién a cadena pesada
de inmunoglobulina humana (Bip) consiste en la secuencia de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20; la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; o la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 23.

2. Una proteina de fusiébn que comprende una secuencia sefal polipeptidica segun la reivindicacion 1,
operablemente enlazada a un polipéptido heteroélogo.

3. La proteina de fusién de la reivindicacion 2, en la que el polipéptido heterélogo comprende una o mas enzimas,
uno o mas modificadores de la respuesta biolégica, una o mas toxinas, uno o mas anticuerpos, uno o mas
fragmentos del polipéptido heterélogo, o cualquier combinacion de los mismos.

4. La proteina de fusion de la reivindicacion 2, en la que el polipéptido heterdlogo comprende uno o mas de los
siguientes: B-glucocerebrosidasa acida, a-glucosidasa acida, proinsulina, hormona 2 del crecimiento similar a
insulina (IGF-2), interferén, anticuerpo terapéutico, y una hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-1).

5. Un vector de expresion proteica, que comprende: (a) un promotor enlazado operablemente a una primera
secuencia de ADN, en el que dicha primera secuencia de ADN codifica una secuencia sefial polipeptidica segun la
reivindicacion 1, y (b) una segunda secuencia de ADN que esta fusionada en el marco a dicha primera secuencia de
ADN, en el que dicha segunda secuencia de ADN codifica un polipéptido heterélogo.

6. El vector de expresion proteica de la reivindicacion 5, en el que la segunda secuencia de ADN codifica p-
glucocerebrosidasa acida, a-glucosidasa acida, proinsulina, hormona 2 del crecimiento similar a insulina (IGF-2),
interferon, anticuerpo terapéutico, o una hormona 1 del crecimiento similar a insulina (IGF-1).
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