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DESCRIPCION

Método para producir oxalato oxidasas que tienen actividad optica cerca de pH fisiologico y uso de tales oxalato
oxidasas recombinantes en el tratamiento de enfermedades relacionadas con oxalato

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al tratamiento de enfermedades relacionadas con oxalato y proporciona oxalato
oxidasas (OxOx) que tienen una actividad adecuada cerca de pH fisiologico (7,4). Las propiedades de estas OxOx
hacen que sean posibles candidatos a farmaco para su uso en la reduccion de la concentracion de oxalato en
pacientes que presentan exceso de oxalato. Especialmente debido a la alta actividad a pH fisiologico, las OxOx son
candidatos a farmaco adecuados para administracién parenteral, es decir para reducir la concentracién de oxalato
en el plasma.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de calculos en las vias urinarias/renales (urolitiasis) es un problema sanitario importante en todo el
mundo. La mayor parte de los calculos asociados con urolitiasis se componen de oxalato de calcio solo u oxalato de
calcio mas fosfato de calcio.

Muchos estados patolégicos se asocian con una cantidad en exceso de oxalato en el cuerpo, incluyendo:
hiperoxaluria primaria, hiperoxaluria secundaria, autismo, vulvodinia, oxalosis asociada con enfermedad renal en
fase terminal, trastornos de la conductancia cardiaca, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria del intestino,
colitis, urolitiasis, oxalosis asociada con enfermedad renal en fase terminal, sarcoidosis, asma, EPOC, fibromialgia,
sindrome de Zellweger, cirugia bariatrica y otros estados patoldgicos entéricos.

El oxalato puede absorberse a través de todo el tracto gastrointestinal incluyendo el estdmago y el intestino delgado
y grueso. Por tanto, la retirada de oxalato de la dieta en estos 6rganos es eficaz en la prevencion de la absorcion de
oxalato. La absorcion de oxalato de la dieta contribuye al 10-70% de la secrecion de oxalato en orina. Se cree que el
exceso de las concentraciones de oxalato de calcio es responsable de la formacion de calculos. Por tanto, al reducir
la concentracion de oxalato, disminuira el riesgo de formacion de calculos.

Existen muy pocas, si hay alguna, estrategias de tratamiento que se sepa que disminuyen significativamente el
riesgo de formacion de calculos. Los principales enfoques han sido limitar la absorcién de oxalato de la dieta
mediante la administracién por via oral de bacterias o enzimas degradadoras de oxalato, que entran en contacto con
el contenido del estémago y el intestino. El reto al proporcionar tal tratamiento es el duro entorno acido del
estomago, que puede degradar la enzima de modo que se vuelve ineficaz a bajo pH y en un entorno de alta
actividad pepsina. El intestino también representa un reto debido a la presencia de tripsina y quimiotripsina y debido
a un pH que se aproxima a pH neutro. La mayor parte de las enzimas degradadoras de oxalato conocidas tienen
actividad éptima a pH que es un pH é&cido. El reto cuando se usan bacterias degradadoras de oxalato es pasar por el
entorno gastrico sin perder la actividad de las bacterias y tener las bacterias colonizadas en el intestino. Se ha hecho
un intento para administrar por via oral una composicién con recubrimiento entérico.

Todas las oxalato oxidasas de tipo germinal notificadas en la bibliografia son activas en acido y no se ha confirmado
la oxalato oxidasa notificada con actividad a pH mayor de 7 como una Unica proteina purificada con secuencia
génica. El documento WO 2011/066282 describe enzimas degradadoras de oxalato derivadas de hongos. El ejemplo
5 del documento WO 2011/066282 no ha aislado la enzima y no se proporciona informacién sobre la secuencia de
proteina. Los presentes inventores han tratado de purificar cierta cantidad de esta enzima, pero fracasaron.

Makoto K. et al. en Journal of the Institute of Brewing, vol. 115, 2009, 232-237 describen enzimas derivadas de
cebada y malta, pero concluyen que la enzima parece ser una flavoproteina (véase la pagina 235, 12 columna). Los
presentes inventores han repetido el experimento descrito en Makoto et al. Usando exactamente la misma semilla de
cebada, pero fracasaron en hallar actividad oxidasa a pH 7,4.

Sin embargo, todavia existe la necesidad de estrategias de tratamiento, que reduzcan eficazmente la concentracion
de oxalato en el cuerpo.

Descripcion de la invencion

La presente invencidn proporciona una estrategia de tratamiento novedosa para disminuir la concentracion de
oxalato en el cuerpo. La estrategia se basa en el hallazgo de oxalato oxidasas que tienen actividad dptima o
suficiente a pH 7,4 y, por tanto, pueden reducir la concentracion de oxalato en la sangre después de administracion
parenteral. Usando la ruta de administracién parenteral, se evitan problemas relacionados con la degradacion de las
enzimas en el tracto gastrointestinal combinada con la necesidad de tener un pH en el que la enzima es activa. Sin
embargo, un prerrequisito para la estrategia de tratamiento es que la(s) enzima(s) sea(n) activa(s) a pH fisiolégico
(pH 7,4). Hasta ahora solo se ha descrito una oxalato oxidasa, que tiene cierta actividad a pH 7,4 y que es una
actividad oxalato oxidasa asociada con tejido sélido vegetal de hojas de Bougainvillea spectabilis (Biochem. J.,1962,
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85, 33).

La presente invencién también se refiere a oxalato oxidasas (o variantes de las mismas) con actividad suficiente
aproximadamente a pH 7,5 asi como a los polinucleétidos que codifican para las variantes. La invencién también se
refiere a una célula huésped recombinante que comprende los polinucleétidos asi como a un método para producir
las variantes de oxalato oxidasas. Especialmente, la invencién se refiere a oxalato oxidasas recombinantes que
tienen una actividad suficiente a pH 7,5, es decir pueden degradar oxalato a pH 7,4 de tal manera que la actividad
relativa es de al menos el 20%. Se calcula la actividad relativa como (actividad observada (pH 7,5)/actividad max.) *
100%. Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima requerida para producir 1 umol de formiato a
partir de oxalato en las condiciones descritas en el ejemplo 6 en el presente documento.

Tal como puede observarse a partir de los ejemplos en el presente documento, se han producido oxalato oxidasas
recombinantes, que tienen una actividad relativa a pH 7,5 de al menos el 60%. En particular, se han producido
oxalato oxidasas con una actividad relativa de al menos el 80% o al menos el 90%. Para ello, es importante observar
que este hallazgo es Unico ya que no se ha dado a conocer ninguna oxalato oxidasa con tal actividad a pH 7,5
(intervalo de pH 7,0 - 8,0). La mayor parte de las oxalato oxidasas descritas tienen actividad max. a pH &cido. Las
oxalato oxidasas que tienen una actividad relativa adecuada a pH 7,5 o en el intervalo de pH7,0 - 8,0 se basan todas
en el hallazgo de oxalato oxidasas de material vegetal especifico, en el que se halla sorprendentemente que las
oxalato oxidasas tienen actividad a pH neutro/basico. Tal como puede observarse a partir de la tabla en los
ejemplos, muchas plantas diferentes de una variedad de familias de plantas se han sometido a prueba y sélo unas
pocas de ellas dieron un resultado positivo con respecto a la actividad a pH 7-8.

Una importante consecuencia de este hallazgo es la posibilidad de desarrollar una oxalato oxidasa recombinante
terapéutica adecuada para su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el exceso de oxalato tal
como se describe en el presente documento. Especialmente el hallazgo abre camino a un enfoque novedoso,
concretamente i) administraciéon por via parenteral (es decir, degradaciéon de oxalato en el plasma/la sangre) o ii)
administracion por via oral usando material con recubrimiento entérico y suministro de las enzimas recombinantes al
intestino, en el que el pH es de aproximadamente 6-8, es decir a un pH en el que las oxalato oxidasas tienen una
actividad adecuada.

La invencién también se refiere al uso de variantes de oxalato oxidasa novedosas para el tratamiento o la profilaxis
de enfermedades relacionadas con oxalato y a composiciones que comprenden las variantes de oxalato oxidasa.

Pacientes con situaciones de oxalato graves. El oxalato en orina y plasma se origina a partir de dos fuentes: sintesis
hepatica y absorcion de la dieta y se elimina principalmente por los rifiones. En determinados estados patolégicos,
incluyendo hiperoxaluria primaria (HP) (7-4), hiperoxaluria secundaria (HS) (5-7), trastornos del espectro de
Zellweger (TEZ) (8) e insuficiencia renal cronica (IRC) o insuficiencia renal en fase terminal (IRFT) (9-17), las
concentraciones de oxalato en orina y oxalato en plasma pueden aumentar hasta concentraciones muy altas, que
provocan graves enfermedades relacionadas con oxalato.

HP, incluyendo tipo I, Il y Ill, son trastornos genéticos raros del metabolismo de glioxilato en los que deficiencias de
enzimas hepaticas especificas dan como resultado la sobreproduccion de oxalato en el higado. El tipo | pertenece a
la falta de alanina:glioxilato aminotransferasa (AGT) hepatica y el tipo Il a la falta de glioxilato/hidroxipiruvato
reductasa (GR/HPR) (2). HP de tipo Il resulta de defectos en la enzima mitocondrial especifica del higado 4-hidroxi-
2-oxo-glutarato aldolasa (HOGA). Hay otro tipo de HP, denominado no | o no Il, que muestra un fenotipo similar a
HP, pero que tiene las enzimas mencionadas anteriormente representadas en el higado (7). HP es la forma mas
grave de hiperoxaluria y los pacientes que presentan HP pueden producir oxalato en concentraciones en plasma
mayores de 100 umol/l si han desarrollado insuficiencia renal cronica o en fase terminal (3, 9). La supersaturacion de
CaOx en la sangre de pacientes con HP conducira a oxalosis sistémica: depositandose cristales de CaOx en
multiples érganos incluyendo los rifiones, la tiroides, el miocardio, hueso, la piel, los vasos y ojos. La deposicién de
cristales de CaOx y las altas concentraciones de oxalato en los rifiones conduciran en Ultima instancia a IRFT y
muerte si no se trata (12).

Los pacientes con TEZ tienen altas tasas de incidencia (83%) de hiperoxaluria (8). TEZ se caracteriza por una
pérdida general de funciones peroxisémicas provocada por un ensamblaje peroxisomico deficiente. Aunque el
mecanismo de sintesis de oxalato en los pacientes con TEZ esta poco claro, los niveles de oxalato en orina en
algunos pacientes con TEZ son comparables a los de pacientes con HP.

La hiperoxaluria secundaria (HS) esta provocada por la sobreabsorcion de oxalato o precursores de oxalato de la
dieta o bien debido a enfermedades gastrointestinales (Gl), tales como enfermedades inflamatorias del intestino
(EIN), fibrosis quistica (FQ), sindrome del intestino corto y cirugia bariatrica, o ingestién de una dieta rica en oxalato o
precursores de oxalato (6, 13, 74). HS es muy frecuente y generalmente menos grave que HP, pero las altas
concentraciones de oxalato en orina y plasma pueden producirse en estos casos debido al consumo de dietas ricas
en oxalato, grandes dosis ingeridas de vitamina C (un precursor de oxalato), o bien en pacientes con insuficiencia
renal cronica o en fase terminal (6, 13, 14).

Es probable que los pacientes con IRC e IRFT sometidos a hemodidlisis crénica desarrollen hiperoxaluria (9-77). Los
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rifiones de estos pacientes en combinacion con hemodidlisis no pueden eliminar oxalato suficientemente, debido a
complicaciones de IRC o IRFT. Ademas, a menudo se inyecta vitamina C por via intravenosa como antioxidante
durante la hemodidlisis, que se metaboliza después para dar oxalato en el cuerpo humano (175). Las concentraciones
de oxalato en plasma en estos pacientes pueden encontrarse entre 30-90 umol/l. En 2006, hubo 345.000 pacientes
sometidos a hemodialisis en los Estados Unidos (76) y esta cifra estd aumentando. Asi, la cifra de pacientes con
riesgo de oxalosis es significativa.

Efectos toxicos de altas concentraciones de oxalato y CaOx. La supersaturacién de CaOx en sangre puede conducir
a oxalosis. Se han observado ampliamente cristales de CaOx depositados en multiples 6rganos de pacientes con
HP (2, 12) y cristales de CaOx depositados en 6rganos de pacientes con HS (15, 17-20) y también se ha notificado
en pacientes que se someten a hemodidlisis crénica en muchos casos (11, 21-23). La deposicion de cristales de
CaOx en estos dérganos puede dar como resultado disfuncion organica. La oxalosis primaria y secundaria son a
menudo uno de los factores criticos que afectan al desenlace de érganos trasplantados (771, 24-26). Muchos casos
de disfuncién de un trasplante estan provocados por hiperoxaluria primaria o secundaria (18, 27).

Los pacientes que se someten a hemodidlisis cronica experimentan aterosclerosis acelerada y muerte prematura
(28). Se propone el oxalato en plasma como toxina aterogénica debido a su contribucién a los niveles elevados de
calcio intracelular, exclusivamente en células endoteliales, y asi a la prevencion de la reendotelizacion.

Los efectos toxicos mas significativos de oxalato y CaOx son sus papeles en el desarrollo de IRC e IRFT (13, 14, 29-
31). Los cristales de CaOx se depositan en los rifiones de manera mas frecuente que cualquier otro 6rgano. Se
propone que los cristales de CaOx y/o altas concentraciones de oxalato evocan una respuesta inmunitaria e inducen
dafo tubulointersticial, que conduce a fibrosis, pérdida de nefronas, y eventualmente a IRC e IRFT. La deposicién de
CaOx en los rifiones puede acelerar la formacion y el crecimiento de calculos renales. Debido a la capacidad de los
célculos de CaOx para obstruir y producir dafo fisico a los rifiones, los célculos renales también son un riesgo
conocido para el desarrollo de insuficiencia renal (32).

Tratamientos actuales para situaciones de oxalato graves. Puesto que no existe actualmente ninguna cura para HP,
se desarrollara IRFT y el trasplante de rifidn o el trasplante combinado de higado/rifién es la eleccion eventual (33).

Para pacientes con HS grave, es beneficioso limitar la ingesta en la dieta de oxalato y sus precursores. Sin embargo,
si se ha desarrollado IRFT, la didlisis crénica y el trasplante de rifidn seran las elecciones siguientes (27).

Para pacientes que presenta IRC o IRFT que se someten a didlisis cronica, se ha observado ampliamente la
acumulacion de oxalato en sangre debido a la capacidad limitada para eliminar oxalato mediante las técnicas de
didlisis actuales. Ademas, la situacion se empeora a menudo mediante la administracién de grandes dosis de
vitamina C, un antioxidante usado habitualmente para la hemodidlisis. Se ha encontrado la deposicién de cristales
de CaOx en 6rganos en muchos casos (71, 27-23) y la hiperoxaluria o formacién de calculos renales es muy
frecuente entre estos pacientes (70).

Enzimas de degradacion de oxalato. Existen dos enzimas de degradacion de oxalato importantes: oxalato
descarboxilasa y oxalato oxidasa (www.brenda-enzimas.org/). Sin embargo, no se han hallado oxalato
descarboxilasas con actividad a pH fisiolégico (pH 7,4) (www.brenda-enzimas.org/). Se ha notificado hojas de
Bougainvillea spectabilis (Biochem. J., 1962, 85, 33) con cierta actividad oxalato oxidasa a pH 7,4. Sin embargo, no
se detect6 actividad oxalato oxidasa en disolucion.

La presente invenciéon se basa en examinar mas de 1000 especies de plantas para detectar actividad oxalato
oxidasa. Se recogieron los materiales vegetales en condiciones de crecimiento y categorias de clasificacion
significativamente diferentes.

Se analizé el material vegetal para detectar actividad oxalato oxidasa a pH 7,4 tal como se describe en el ejemplo 1
en el presente documento.

En aquellos casos en los que el material vegetal contenia oxalato oxidasa con una actividad de pH 7,4, se intent6
obtener pequefias cantidades de las enzimas. Estas oxalato oxidasas se asocian habitualmente con la pared celular
y constituye un verdadero reto disolverlas. El procedimiento de purificacién incluye la homogeneizacion de tejido
vegetal para dar particulas de menos de 100 micrémetros, y la suspension de las particulas en un tensioactivo que
las contiene y alta concentracion de sales o azucar para extraer durante 2-5 dias. El extracto en bruto se carga
entonces en una columna de Q-Sepharose después de didlisis para retirar el tensioactivo y las sales. La enzima
purificada parcialmente se carga entonces en SDS-PAGE o SDS-PAGE nativa. En la SDS-PAGE nativa, la enzima
es todavia activa y puede tenirse con disolucion de ensayo de actividad. La banda en SDS-PAGE puede recortarse y
usarse el andlisis de la secuencia de aminoacidos de segmentos peptidicos de la proteina mediante espectrometria
de masas o usarse para andlisis de aminoacidos N-terminales. So6lo se han purificado las oxalato oxidasas de
platano y remolacha dulce.

Especialmente, OxOx de cascara de Musa acuminate (platano), tallo de Beta vulgaris (remolacha), hojas de
Bougainvillea spectabilis, hoja joven de Mirabilis jalapa, hoja de Telosma cordatum (Brum. f.) Merr, hoja de Jatropha
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gossypiifolia Linn. var. elegans Mueller y hoja de Sauropus androgynus(L.)Merr muestra actividad significativa a pH
7,5.

Por tanto, la presente invencion se refiere a oxalato oxidasas derivadas de material vegetal y que tienen una
actividad suficiente (tal como se define en el presente documento) a pH 7,5. Mas especificamente, la invencion se
refiere a una oxalato oxidasa recombinante que tiene una actividad suficiente a pH 7,5 (tal como se define en el
presente documento) y que tiene secuencias de aminoacidos con una identidad de al menos el 60% con las oxalato
oxidasas descritas en el presente documento, es decir SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, o una identidad
de secuencia de al menos el 99% con SEQ ID NO:8. En particular la identidad es de al menos el 70%, al menos el
75%, al menos el 80% o al menos el 85%. Especificamente, la identidad es de al menos el 90%, al menos el 95%, al
menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 100%.

El uso de oxalato oxidasas recombinantes con secuencias de aminoacidos que tienen una identidad de secuencia
de al menos el 60% con SEQ ID NO: 2, 4 6 6, o una identidad de secuencia de al menos el 99% con SEQ ID NO: 8.
y con aquellas oxalato oxidasas aisladas o que pueden aislarse de cascara de Musa acuminate (platano), tallo de
Beta wvulgaris (remolacha), hojas de Bougainvillea spectabilis, hoja joven de Mirabilis jalapa, hoja de Telosma
cordatum (Brum. f.) Merr, hoja de Jatropha gossypiifolia Linn. var. elegans Mueller y hoja de Sauropus
androgynus(L.)Merr para el tratamiento o la profilaxis de enfermedad relacionada con oxalato es objeto de la
presente invencion.

Se ha notificado OxOx de cascaras de platano (Clinical Chemistry, 1985; 31(4): 649) y tallos de remolacha (Clinical
Chemistry, 1983; 29(10):1815-1819) en la bibliografia, pero sin actividad alrededor de pH 7,4. Se sugiere que la
OxOx notificada en la bibliografia puede ser diferente de las descritas en el presente documento. Tal como se
demuestra en los ejemplos, se han aislado tres genes de OxOx (5100, 5102 y 5601) de remolacha dulce y todos
tienen diferentes secuencias de aminoacidos y secuencias de ADN, y muestran también diferentes propiedades.
5100 y 5102 muestran actividad muy alta (mayor del 80% de la actividad maxima) a pH 7,5, pero 5601 muestra
solamente el 22% de la actividad maxima a pH 7,5. Por tanto, parece probable que ninguna de estas OxO sea la
misma que las notificadas en la bibliografia. Aunque sélo se ha clonado un gen de OxOx de platano en este trabajo,
existen docenas proteinas relacionadas con una similitud de mas del 50% denominadas proteinas germinas o
similares a germinas en una Unica planta (Critical Reviews in Plant Sciences, 2008; 27 (5): 342-375). Se ha
notificado la presencia de una oxalato oxidasa de hojas de Bougainvillea spectabilis (Biochem. J.,1962, 85, 33) en la
bibliografia. OxOx de las otras cuatro plantas se descubren por primera vez en este trabajo.

Por tanto, la presente invencidn se refiere a oxalato oxidasas o fragmentos o variantes de las mismas aislados de
platano, remolacha dulce, hoja joven de Mirabilis jalapa, hoja de Telosma cordatum (Brum. f.) Merr, hoja de Jatropha
gossypiifolia Linn. var. elegans Mueller y hoja de Sauropus androgynus(L.)Merr y que tienen una identidad de
secuencia de al menos el 60% con SEQ ID NO: 2, 4 6 6, o una identidad de secuencia de al menos el 99% con SEQ
ID NO: 8.

Las secuencias de proteina de 5100, 5102, 5601 y 30640 se proporcionan en el ejemplo 2. 5100 y 5102 tienen 6
aminoacidos de diferente manera. 5102 comparte el 69% de identidades de aminoacidos con 5601. Las cuatro
proteinas comparten solamente identidades del 37%. Tal como se muestra en el ejemplo 6, los perfiles de actividad
de 5100 y 5102 de OxOx en el intervalo de pH de 4,5 a 8,0 son muy similares, mostrando alta actividad a pH 7,0-8,0.
Sin embargo, el perfil de actividad de 5601 de OxOx del intervalo de pH de 4,5 a 8,0 es diferente de los de 5100 y
5102, pero similar al de 30640, mostrando poca actividad a pH neutro.

Polinucleétidos

La presente invencion también se refiere a polinucleétidos aislados que codifican para las oxalato oxidasas segun la
invencion, es decir oxalato oxidasas que tienen una actividad adecuada (tal como se define en el presente
documento) a pH 7-8.

Por tanto, en otro aspecto la invencion se refiere a un nucleétido que tiene una secuencia de acido nucleico con una
identidad de una identidad de secuencia de al menos el 60% con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, o al
menos el 99% con SEQ ID NO: 7. En particular la identidad es de al menos 70%, al menos el 75%, al menos el 80%
o al menos el 85%. Especificamente, la identidad es de al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 98%, al
menos el 99% o al menos el 100%.

Tal como se muestra en el ejemplo 2, los genes 5100 y 5102 tienen 8 nuclettidos de diferente manera. 5102
comparte el 69% de identidades con 5601. Los 4 genes comparten solamente identidades del 43%.

Constructos de &cido nucleico

La presente invencion se refiere a constructos de acido nucleico que comprenden un polinucleétido que codifica para
una oxalato oxidasa de la presente invencién operativamente unida a una o0 mas secuencias de control que dirigen la
expresion de la secuencia codificante en un huésped adecuado en condiciones compatibles con la secuencia de
control.
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El polinucleétido puede manipularse en una variedad de modos para proporcionar la expresién de una oxalato
oxidasa. La manipulaciéon del polinucleétido antes de su insercién en un vector puede ser deseable o necesaria
dependiendo del vector de expresién. Las técnicas para modificar polinucleotidos utilizando ADN recombinante las
conoce bien un experto en la técnica.

La secuencia de control puede ser un promotor, un polinucleétido reconocido por una célula huésped para la
expresion de un polinucleétido que codifica para una oxalato oxidasa de la presente invencion. El promotor puede
ser cualquier polinucleétido que muestra actividad transcripcional en la célula huésped incluyendo promotores
mutantes, truncados e hibridos, y puede obtenerse de genes que codifican para polipéptidos extracelulares o
intracelulares o bien homélogos o bien heterdlogos para la célula huésped.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripciéon de los constructos de acido nucleico de la presente
invencion en una célula bacteriana son promotores obtenidos de bacterias, virus u otros, tales como Lac, Trp, Tac,
T7, PLo Pg.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acido nucleico de la presente
invencion en una célula huésped fangica son promotores obtenidos de levaduras tales como AOX1, GAP.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acido nucleico de la presente
invencion en una célula huésped de levadura son promotores obtenidos de levaduras tales como AOX1, GAP.

La secuencia de control también puede ser un terminador de la transcripcion, que lo reconoce una célula huésped
para terminar la transcripcion. El terminador de une operativamente al extremo 3’-terminal del polinucleétido que
codifica para una oxalato oxidasa. Puede usarse cualquier terminador que sea funcional en la célula huésped tal
como TAA, TGA, TAG.

La secuencia de control también puede ser una secuencia lider de una region no traducida de un ARNm que es
importante para la traduccién por la célula huésped. La secuencia lider se une operativamente al extremo 5-terminal
del polinucleétido que codifica para una oxalato oxidasa de la invencion. Puede usarse cualquier secuencia lider que
sea funcional en la célula huésped.

Ejemplos adecuados de secuencias lider pueden ser sefial de secrecién de factor de apareamiento alfa, PHO1,
PHA-E, secuencia sefal de alfa-amilasa (An-amyS), secuencia sefal de glucoamilasa (Aa-GluS), secuencia senal
de inulinasa (Km-InuS), secuencia senal de invertasa (Sc-InvS). Otros ejemplos son HFB1, HFB2, Scw, Dse, Exg,
XPR2pre o Lip2prepro.

Vectores de expresion

La presente invencidén también se refiere a vectores de expresion recombinantes que comprenden un polinucleétido
que codifica para una oxalato oxidasa de la presente invencion, un promotor y sefiales de terminacién de la
transcripcion y la traduccién. Las diversas secuencias de control y nucleétidos pueden unirse entre si para producir
un vector de expresién recombinante que puede incluir uno o mas sitios de restriccion convenientes para permitir la
insercién o sustitucion del polinucleétido que codifica para la oxalato oxidasa en tales sitios. Alternativamente, el
polinucleétido puede expresarse insertando el polinucleétido en un constructo de acido nucleico que comprende el
polinucleétido en un vector apropiado para la expresion. En la creacion del vector de expresion, la secuencia
codificante esta ubicada en el vector de modo que la secuencia codificante se une operativamente con las
secuencias de control apropiadas para la expresion.

El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plasmido o virus) que puede
someterse convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresion del
polinucleétido. La eleccion de vector dependera normalmente de la compatibilidad del vector con la célula huésped
en la que va a introducirse el vector. El vector puede ser un plasmido lineal o circular cerrado.

El vector puede contener uno o mas marcadores seleccionables que permiten la facil seleccion de células
transformadas, transfectadas, transducidas, o similares. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto
proporciona resistencia tanto biocida como viral, resistencia a metales pesados, y similares.

Marcadores adecuados pueden ser ampicilina, kanamicina o neomicina.

Para la integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede basarse en la secuencia del polinucleétido
que codifica para la oxalato oxidasa o cualquier otro elemento del vector para la integracion en el genoma mediante
recombinacion homoéloga o no homéloga. Alternativamente, el vector puede contener polinucledtidos adicionales
para dirigir la integracion mediante recombinacién homoéloga en el genoma de la célula huésped en una(s)
ubicacién/ubicaciones precisa(s) en el/los cromosomag(s).

Para replicacion autbnoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion que permite que se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2694 667 T3

replique el vector de manera autbnoma en la célula huésped en cuestion. El origen de replicacion puede ser
cualquier replicador de plasmido que medie en la replicacion autbnoma que funciona en una célula. El término
“origen de replicacion” o “replicador de plasmido” significa un polinucleétido que permite que se replique un plasmido
o0 vector in vivo.

Ejemplos de origenes de replicacion adecuados para su uso en el presente contexto son pUC y p15A.

Mas de una copia de polinucleétido de la presente invencién puede insertarse en una célula huésped para aumentar
la produccion de oxalato oxidasa. Un aumento del nimero de copias del polinucleétido puede obtenerse integrando
al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen marcador
seleccionable amplificable con el polinucleétido en el que pueden seleccionarse las células que contenian copias
amplicadas del gen marcador seleccionable y de ese modo copias adicionales del polinucleétido, cultivando las
células en presencia del agente seleccionable apropiado.

Los procedimientos usados para ligar los elementos descritos anteriormente para construir los vectores de expresion
recombinantes de la presente invencién lo conoce bien un experto en la técnica.

Células huésped

La presente invencion también se refiere a células huésped recombinantes, que comprenden un polinucleétido que
codifica para una oxalato oxidasa de la presente invencion operativamente unida a una o mas secuencias de control.
Un constructo o vector que comprende un polinucleétido se introduce en una célula huésped de modo que el
constructo o vector se mantiene como integrante cromosdmico o como vector extracromosomico de autorreplicacién.
El término “célula huésped” engloba cualquier progenie de una célula parental que no es idéntica a la célula parental
debido a mutaciones que se producen durante la replicacién. La eleccion de la célula huésped dependera en gran
medida del gen que codifica para la oxalato oxidasa y su fuente.

La célula huésped puede ser cualquier célula util en la producciéon recombinante de una oxalato oxidasa, por ejemplo
una procariota o una eucariota.

La célula huésped procariota puede ser una bacteria tal como E.coli o Bacillus subtilis
La célula huésped eucariota puede ser una célula de mamifero, de insecto, vegetal o fungica. La célula fungica
puede ser una célula de levadura. Ejemplos adecuados son Pichia pastoris X-33, GS115, Yarrowia lipolitica, Lactuca

sativa L., Pisum sativumy Nicotiana benthamiana.

Métodos para producir oxalato oxidasas

La presente invencion también se refiere a métodos de produccién de oxalato oxidasas recombinantes de la
presente invencion, comprendiendo el método i) cultivar una célula huésped recombinante de la presente invencion
en condiciones propicias para la produccion de la oxalato oxidasa, y ii) opcionalmente recuperar la oxalato oxidasa.

Las células huésped se cultivan en un medio de nutrientes adecuado para la produccién de la oxalato oxidasa
usando un método bien conocido en la técnica Por ejemplo, las células pueden cultivarse en placas de mdltiples
pocillos, cultivo en frascos de agitacion o fermentacion a pequefa escala o a gran escala (incluyendo fermentacion
continua, discontinua, semicontinua o en estado sélido) en fermentadores de laboratorio o industriales en un medio
adecuado y en condiciones que permiten que la oxalato oxidasa se exprese y/o aisle. El cultivo tiene lugar en un
medio de nutrientes adecuado que comprende fuentes de carbono y nitrégeno y sales inorganicas, usando
procedimientos conocidos en la técnica.

Medios adecuados son: medios de cultivo a pequeia escala: LB+MnCl, 2 mM

Medios de fermentacion a gran escala:

Medio base (por I): 13,5 g de KH2POQOy4, 0,85 g de acido citrico.H20, 10 g de polvo de levadura, 1 g de MgSQ4.7H20,
2,5 ml de disolucion de metales traza, Antifoam 204: 400 microlitros, 1 ml de Amp. 100 mg/ml. Fijar el pH a 6,85
después de esterilizacion en autoclave. (la disolucion de metales traza y Antifoam 204 se afiaden después de
esterilizacion en autoclave.)

Disolucién de metales traza (por I):

0,5 ml de H2SO4, 25 mg de CuS04.5H,0, 2,28 g de MnSQO4, 25 mg de NaxMoO4-2H20, 0,5 g de ZnS0O4,7H-0, 45 mg
de CoCl>'6H20, 0,5 g de H3BOs, 3,25 g de CaCly-2H20, 5 g de FeSO4-7H20.

Medio de alimentacion (por I): 300 g de glicerol, 60 g de polvo de levadura.

La oxalato oxidasa puede detectarse usando métodos conocidos en la técnica que son especificos para oxalato
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oxidasas. Estos métodos de deteccién incluyen, pero no se limitan a ensayo colorimétrico, método de HPLC.

La oxalato oxidasa puede purificarse mediante una variedad de procedimientos conocidos en la técnica incluyendo,
pero sin limitarse a, cromatografia, didlisis, técnicas de separacion en gel, etc.

Usos

Tal como se mencioné en el presente documento anteriormente, puede usarse una enzima recombinante o un
derivado adecuado de la misma segun la invencién en el tratamiento de enfermedades asociadas con la presencia
de un exceso de oxalato (en comparacion con los niveles normales). Se proporcionaron anteriormente ejemplos de
tal enfermedad.

Composiciones de oxalato oxidasa

Se prevé que las oxalato oxidasas recombinantes tal cual o, si es necesario, en una forma que reduzca la posibilidad
de reacciones inmunoldgicas no deseadas en un paciente, o que prolongue por ejemplo la semivida de la enzima en
un liquido corporal tal como sangre o plasma. Un método general es someter la enzima a pegilacion.

La presente invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento o la
prevencion de enfermedades asociadas con oxalato en exceso, en la que la composicidon contiene una oxalato
oxidasa recombinante o un derivado de la misma (por ejemplo, una oxalato oxidasa pegilada) que tiene una
actividad adecuada a pH 7-8 (tal como se describi6é anteriormente).

Las composiciones pueden disefarse para la administracién oral, parenteral o mucosa. Por tanto, la administracion
puede ser oral, sublingual, aplicacion a la mucosa oral, o puede ser intravenosa, subcutanea, intramuscular,
intraperitoneal, intratecal etc. o puede aplicarse a la piel o una superficie mucosa incluyendo mucosa ocular, bucal,
nasal, vaginal y rectal.

La composicién puede estar en forma sélida, semisoélida o liquida.

Las composiciones sélidas adecuadas incluyen polvos, granulos, microgranulos, capsulas, comprimidos (incluidos
comprimidos recubiertos), sobres, implantes, etc.

Las composiciones semisélidas adecuadas incluyen geles, pastas, cremas, pomadas, pesarios, supositorios, etc.

Las composiciones liquidas o fluidas adecuadas composiciones incluyen disoluciones, dispersion, emulsiones,
suspension, lociones, pulverizaciones, aerosoles.

Las composiciones pueden presentarse de manera conveniente en forma de dosificacion unitaria y pueden
prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Tales métodos incluyen
la etapa de poner en asociacién la enzima con el portador que constituye uno 0 mas componentes auxiliares. En
general, las composiciones se preparan poniendo en asociacion de manera uniforme e intima el principio activo con
portadores liquidos o portadores solidos finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario, conformando el
producto.

Tal como se mencioné anteriormente, la oxalato oxidasa recombinante puede administrarse por via oral en forma de
una formulacién farmacéutica con recubrimiento entérico o una composicion farmacéutica que se protegen mediante
otros medios frente a la degradacion de la enzima en el estbmago. La formulaciéon farmacéutica comprende la
enzima recombinante en una forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del trastorno y
paciente que van a tratarse, asi como de la via de administracién, las composiciones pueden administrarse en dosis
variables.

Por ejemplo, las enzimas recombinantes de la invencién pueden administrarse por via oral, por via bucal o por via
sublingual en forma de comprimido, capsulas, 6vulos, elixires, disoluciones o suspensiones, que pueden contener
agentes aromatizantes o colorantes, para aplicaciones de liberacién inmediata, retardada o controlada. Para
administracion por via oral, deben tomarse medidas para evitar la liberacion o degradacién de la enzima en el
estomago.

Tal comprimido puede contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, carbonato
de calcio, fosfato dibasico de calcio y glicina, disgregantes tales como almidon (preferiblemente almidon de maiz,
patata o tapioca), glicolato sodico de almidon, croscarmelosa sddica y determinados silicatos complejos, y
aglutinantes de granulacion tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxi-propilcelulosa
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arabiga. Adicionalmente, pueden incluirse agentes lubricantes tales como
estearato de magnesio, &cido estearico, behenato de glicerilo y talco.

También pueden emplearse composiciones solidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina. Los
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidén, una celulosa, lactosa o polietilenglicoles de alto
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peso molecular. Para suspensiones y/o elixires acuosos, los compuestos de la invencién pueden combinarse con
diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o tintes, con agentes emulsionantes y/o de
suspensién y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Puede prepararse un comprimido mediante compresién o moldeo, opcionalmente con uno o mas componentes
auxiliares. Puede prepararse un comprimido sometido a compresion mediante la compresiéon en una maquina
adecuada de un principio activo en una forma fluida tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un
aglutinante (por ejemplo povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante,
disgregante (por ejemplo, glicolato sddico de almiddn, povidona reticulada, carboximetilcelulosa sédica reticulada),
agente tensioactivo o dispersante. Puede producirse un comprimido moldeado mediante moldeo en una maquina
adecuada de una mezcla del compuesto pulverulento humedecido con un diluyente liquido inerte. EI comprimido
puede recubrirse opcionalmente, por ejemplo, con un recubrimiento entérico y puede formularse de modo que se
proporcione la liberacién lenta o controlada del principio activo en el mismo usando, por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberacion deseado.

Las composiciones para su uso segun la presente invencidon adecuadas para administracién oral pueden
presentarse como unidades diferenciadas tales como capsulas, sellos 0 comprimidos, que contienen cada uno una
cantidad predeterminada del principio activo; como polvo o granulos; como disolucién o suspension en un liquido
acuoso o un liquido no acuoso; o como emulsion liquida de aceite en agua o como emulsion liquida de agua en
aceite.

Debe entenderse que ademas de los componentes mencionados particularmente antes, las formulaciones de esta
invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de formulacién en
cuestion, por ejemplo las adecuadas para administracion oral pueden incluir agentes aromatizantes.

Ventajosamente, los agentes tales como conservantes y agentes tamponantes pueden disolverse en el vehiculo.
Para mejorar la estabilidad, la composicion puede congelarse después de llenarse en el vial y eliminarse el agua a
vacio. El polvo liofilizado seco se sella entonces en el vial y puede suministrarse un vial acompafante de agua para
inyeccién para reconstituir el liquido antes de su uso.

La composicién también puede disefiarse para administracion parenteral. Tales composiciones pueden contener
excipientes, que son farmacéuticamente aceptables para una composicion que va a inyectarse. Estas pueden ser en
particular soluciones salinas isotonicas, estériles (fosfato, cloruro de sodio) o composiciones secas, especialmente
secadas por congelacién, que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada o solucion salina
fisiologica, se reconstituyen para dar una composicion lista para usar.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyeccion incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles.
Las composiciones pueden incluir disolventes como agua o etanol, aceite de sésamo, aceite de cacahuete o similar,
glicerol o propilenglicol. Puede afiadirse un agente de ajuste del pH para ajustar el pH de la composicion y también
pueden afnadirse conservantes.

Un experto en la técnica podra preparar una composicion que es adecuada para su uso segun la presente invencion
basandose en la divulgacion del presente documento y/o con la orientacion de Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 18?2 ed. Mack Publishing Company, 1990 o ediciones mas recientes.

La dosificacion que ha de administrarse de una oxalato oxidasa variara segun la enfermedad particular implicada, el
sujeto, y la naturaleza y gravedad de la enfermedad y el estado fisico del sujeto, y la via de administracion
seleccionada.

La dosificacion apropiada puede determinarla facilmente un experto en la técnica.

Las composiciones pueden contener desde el 0,1% en peso, preferiblemente desde el 5-90%, mas preferiblemente
desde el 10-80% en peso, de una oxalato oxidasa de invencién, dependiendo de la composiciéon y el método de
administracion particulares.

Un experto en la técnica reconocera que la cantidad y separacion Optimas de dosificaciones individuales de un
compuesto de la invencién estaran determinadas por la naturaleza y extension del estado que esté tratdndose, la
forma, via y el sitio de administracion, y la edad y el estado del sujeto particular que esté tratandose, y que un
médico determinara en ultima instancia las dosificaciones apropiadas que han de usarse. Esta dosificacién puede
repetirse de manera tan frecuente como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios la cantidad y/o
frecuencia de la dosificacién puede alterarse o reducirse, segun la practica clinica normal.

Definiciones
ADNc: El término “ADNc” significa una molécula de ADN que puede prepararse mediante transcripcion inversa de

una molécula de ARNm madura, sometida a corte y empalme obtenida de una célula. EI ADNc carece de
secuencias intronicas que pueden estar presentes en el ADN gendmico correspondiente. El transcrito de ARN
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primario, inicial es un precursor del ARNm que se procesa a través de una serie de etapas, incluyendo corte y
empalme, antes de aparecer como ARNm maduro sometido a corte y empalme.

Secuencia codificante: El término “secuencia codificante” significa un polinucleétido, que especifica directamente la
secuencia de aminoacidos de la enzima o variante de la enzima. Los limites de la secuencia codificante estan
determinados generalmente por un marco de lectura abierto, que empieza con un coddn de iniciacion tal como ATG,
GTG o TTG y termina con un coddn de terminacion tal como TAA, TAG o TGA. La secuencia codificante puede ser
ADN genémico, ADNc, ADN sintético, o una combinacién de los mismos.

Secuencias de control: El término “secuencias de control” significa secuencias de acido nucleico necesarias para la
expresion de un polinucleétido que codifica para una oxalato oxidasa o variante de la presente invencién. Cada
secuencia de control debe ser nativa (es decir, procedente del mismo gen) o foranea (es decir, procedente de un
gen diferente) para el polinucleétido que codifica para la oxalato oxidasa o variante de la misma o nativa o foranea
entre si. Tales secuencias de control incluyen un promotor, y sefiales de terminacion de la transcripcion y la
traduccion. Las secuencias de control pueden estar dotadas de ligadores con el fin de introducir sitios de restriccion
especificos que facilitan el ligamiento de la secuencia de control con la regién codificante del polinucleé6tido que
codifica para la oxalato oxidasa o variante de la misma.

Expresion: El término “expresién” incluye cualquier etapa implicada en la produccién de una oxalato oxidasa o
variante de la misma incluyendo, pero sin limitarse a, transcripcién, modificacion postranscripcional, traduccion,
modificacion postraduccional y secrecién.

Vector de expresion: El término “vector de expresion” significa una molécula de ADN lineal o circular que comprende
un polinucledtido que codifica para una oxalato oxidasa o variante de la misma y esta operativamente unida a
secuencias de control que proporcionan su expresion.

Fragmento: El término “fragmento” significa un polipéptido que tiene uno o mas (por ejemplo, varios) aminoacidos
ausentes del extremo amino y/o carboxilo-terminal del polipéptido del mismo, en el que el fragmento tiene actividad
oxalato oxidasa. El fragmento puede tener al menos el 85% de los residuos de aminoacido, por ejemplo al menos el
90% o al menos el 95% de los residuos de aminoacido del polipéptido maduro.

Célula huésped: El término “célula huésped” significa cualquier tipo de célula que es susceptible de transformacién,
transfeccion, transduccion, o similar, con un constructo de acido nucleico o vector de expresién que comprende un
polinucledtido tal como se describe en el presente documento.

Aislado: El término “aislado” significa una sustancia en una forma o un entorno que no se produce en la naturaleza.
Los ejemplos no limitativos de sustancias aisladas incluyen i) cualquier sustancia que se produce de manera no
natural, ii) cualquier sustancia incluyendo, pero sin limitarse a, cualquier enzima, variante, &cido nucleico, proteina,
péptido o cofactor, que se retira al menos parcialmente de uno o mas o la totalidad de los constituyentes que se
producen de manera natural con los que esta asociado en la naturaleza, iii) cualquier sustancia modificada por la
mano del hombre con relacién a aquella sustancia que se encuentra en la naturaleza, o iv) cualquier sustancia
modificada aumentando la cantidad de la sustancia con relacion a otros componentes con los que se asocia de
manera natural.

Mutante: El término “mutante” significa un polinucleétido que codifica para una variante.

Constructo de acido nucleico: El término “constructo de acido nucleico” significa una molécula de acido nucleico, o
bien monocatenaria o bien bicatenaria, que se aisla de un gen que se produce de manera natural o se modifica para
que contenga segmentos de acidos nucleicos de una manera que no existiria si no en la naturaleza o que es
sintético, que comprende una 0 mas secuencias de control.

Operativamente unida: El término “operativamente unida” significa una configuraciéon en la que una secuencia de
control se coloca en una posicién apropiada con relaciéon a la secuencia codificante de un polinucleétido, de tal
manera que la secuencia de control dirige la expresién de la secuencia codificante.

pH o6ptimo: El término “pH 6ptimo” significa el valor de pH en el que la actividad enzimatica esta en su nivel maximo
o al menos al 80%, por ejemplo al 85%, al 90%, al 95% o al 98% de su nivel maximo.

Enfermedad relacionada con oxalato: El término “enfermedad relacionada con oxalato” significa una enfermedad o
un estado provocado por un exceso de oxalato en el cuerpo en comparacién con el nivel normal. Tal enfermedad o
estado incluyen, pero no se limitan a, hiperoxaluria primaria (HP), hiperoxaluria secundaria (HS), trastorno del
espectro de Zellweger (TEZ) e insuficiencia renal crénica o insuficiencia renal en fase terminal (IRFT), autismo,
vulvodinia, oxalosis asociada con enfermedad renal en fase terminal, trastornos de la conductancia cardiaca,
enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria del intestino, colitis, urolitiasis, oxalosis asociada con enfermedad
renal en fase terminal, sarcoidosis, asma, EPOC, fibromialgia, sindrome de Zellweger, cirugia bariatrica y otros
estados patoldgicos entéricos.
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Identidad de secuencia: El término “identidad de secuencia” significa la relaciéon entre dos secuencias de
aminoacidos o entre dos secuencias de nucleotidos. Se usé el algoritmo Blast. Se proporciona por pubmed.gov, es
decir, el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica.

Actividad especifica: El término “actividad especifica se refiere a las actividades enzimaticas por mg de proteina.

Unidad: una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima requerida para producir 1 umol de formiato a
partir de oxalato en las condiciones descritas en el ejemplo 6 en el presente documento.

Variante: El término “variante” significa un polipéptido que tiene actividad oxalato oxidasa que comprende una
alteracion, es decir una sustitucién, insercion y/o delecién, en una o méas (por ejemplo, varias) posiciones. Una
sustitucion significa el reemplazo del aminoacido que ocupa una posicién por un aminoacido diferente; una delecién
significa la retirada de un aminoacido que ocupa una posicién; y una insercion significa afiadir un aminodacido
adyacente a e inmediatamente tras el aminoacido que ocupa la posicion. Las variantes de la presente invencion
tienen al menos el 20%, por ejemplo al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al
menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95% o el 100% de la actividad oxalato oxidasa de la oxalato oxidasa
parental.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Modificaciones del vector pET-32 para generar el pladsmido pAT. La secuencia de ADN destacada en
amarillo se deleciond en un vector pET-32 (SEQ ID NO. 23) para generar el plasmido pAT (SEQ ID NO. 24).

Figura 2 Diagrama esquematico del plasmido de expresion en Pichia Za-5102.
Figura 3 Diagrama esquemaético del plasmido de expresién en Pichia GAPZa-5102.
Figura 4 Diagrama esquemaético del plasmido de expresién en Pichia Zo-5601.
Figura 5 Diagrama esquemaético del plasmido de expresién en Pichia GAPZa-5601.
Figura 6 Diagrama esquemaético del plasmido de expresién en Pichia Zo-30640.
Figura 7 Diagrama esquemaético del plasmido de expresién en Pichia GAPZa-5102.

Figura 8 Analisis mediante SDS-PAGE de la expresion de OxO de remolacha en P. pastoris. M: marcador de
proteina; M: marcador de proteina; carriles 1-10, X-33 (ZaA-5102).

Figura 9 Analisis mediante SDS-PAGE de la expresion de OxO de remolacha en P. pastoris. M: marcador de
proteina; carriles 1-9, X-33(Za-5601).

Figura 10 Analisis mediante SDS-PAGE de la expresion de platano OxO en P. pastoris. M: marcador de proteina;
carriles 1-10, X- 33(ZaA-30640).

Figura 11 Analisis mediante SDS-PAGE de la expresién de OxO de remolacha en P. pastoris. M: marcador de
proteina; carriles 1-9, X-33(GAPZa- 5601).

Figura 12 Amplificacion por PCR de los genes de OxO de la biblioteca de ADNc de remolacha azucarera. M.
marcador de ADN; carriles 1-4, 5601; carriles 5-8, 5102

Figura 13 Amplificacion por PCR del gen de OxO de la biblioteca de ADNc de platano. M. marcador de ADN; carriles
1-3, 30640

Figura 14 Diagrama esquematico del vector de expresion vegetal

Figura 15 Ensayo histoquimico de la actividad oxalato oxidasa después de incubacién durante la noche en tampdn
histol6gico de OxOx

Figura 16 Deteccion de actividad OxO de la fraccion de pared celular purificada de plantas de guisante mediante
ensayo colorimétrico, pH 7,4. El tubo izquierdo contenia &cido oxalico 2 mM; el tubo derecho no contenia acido
oxalico.

Figura 17 Deteccion de actividad OxOx de las fracciones de 5102 purificadas de plantas de guisante.

Figura 18 Purificacion de 5102 de OxOx de remolacha recombinante. M, marcador de proteina; carril 1, muestra
antes de purificarse mediante columna de Q Sepharose; carril 2, la muestra de lavado; carril 3, muestra eluida n.? 13;
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carril 4, muestra eluida n.2 14; carril 5, muestra eluida n.2 15.

Figura 19 Actividad relativa de oxalato oxidasas recombinantes.

Figura 21 Curva de concentracién de oxalato en suero del ejemplo 12.

Figura 22 Curva de oxalato en orina total de 24 h del ejemplo 12.

Figura 23 Deteccion de titulo de anticuerpos de OxOx-B5102 de diferentes PEG-OxOx-B5102 del ejemplo 12.
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Ejemplos

Cepas y plantas

E.coli BL21(DE3), E.coli Origami B(DE3), P. pastoris, plantas de N. benthamiana de tipo natural, plantas de P.
sativum.

Ejemplo 1
Examen de plantas y pruebas para determinar la actividad de oxalato oxidasa

Recogida de especies vegetales: se recogieron mas de 1000 especies vegetales para someter a prueba. A
continuacion se presenta una lita de las plantas que se han sometido a prueba.

Vitis vinifera Lanrus nobilis Linn

Fragaria ananassa Duchesne Parakmeria Latungensis
Eriobotrya japonica Parakmeria Yunnanensis
Coriandrum sativum L. Eucommia ulmoides Oliver
Chrysanthemum coronarium Loropetalum chinensis (R. Br.) Oliv
Brassica rapa chinensis Celtis sinensis Pers

Brassica rapa pekinensis Tulipa gesneriana

Brassica campestris pekinensis Sinojackia xylocarpa Hu

Brassica pekinensis Osmanthus armatus Diels

Lactuca sativa Malus hupehensis(Pamp.)Rehd
Vicia faba Linn Sloanea hemsleyana ligustrum japonicum
Pisum sativum Linn Thunb.var rvtundifolium B1
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Solanum tuberosum L
Solanum tuberosum L

Colocasia esculenta

Lactuca sativa L. var. capitata L.

Bamboo Shoot

Brassica parachinensis
Toona sinensis.A.Juss.
Pisum sativum Linn

Allium sativum L.

Apium graveolens L.
Hordeum vulgare L.
Hordeum vulgare L.
Hordeum vulgare L.
Cruciferae Brassica

Allium epa L.

Alliaceae Allium A. tuberosum
Dioscorea opposita

Vigna radiata

Momordica charantia
Cucumis sativus Linn
Benincasa hispida

Ananas comosus

Ananas comosus

Prunus ceraifera cv. Pissardii
Alliaceae Allium A. tuberosum
Pisum sativum Linn

Benincasa hispida

Benincasa hispida

Vigna radiata

Cruciferae Brassica
Momordica charantia

Ananas comosus

Alliaceae Allium A. tuberosum
Alliaceae Allium A. tuberosum
Benincasa hispida

Vigna radiata

Giycine max(L)Merrill
Eleocharis dulcis

Alliaceae Allium A. tuberosum
Sorghum bicolor

Brassic campestris

Galium aparine
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Pittosporum tobira

Acer palmatum

E.pungens Thunb

Prunus ceraifera

Taiwania cryptomerioides Hayata
Chaenomeles sinensis Koehne
Taxus wallichiana Zucc

Ormosia henryi Prain

Pyracantha fortuneana

Mallotus repandus (Willd.) Muell. Arg
Distylium racemosum Sieb.et Zucc
Viburnum setigerum Hance
Jasminum mesnyi

Chimonanthus praecox(L.)Link
Hovenia acerba Lindl.

Mahonia fortunei (Lindl.)Fedde
Cercis chinensis Bge

Chionanthus retusus

Fraxinus hupehensis

Alpinia zerumbet

Asparagus myriocladus

Cerasus conradinae (Koehne) YU et Li
Juniperus chinensis cv. kaizuka
Brunfelsia acuminata(Pohl.)Benth
Bambusa ventricosa McClure
Hedera nepalensis
Dendrobeaathamia capitata(Wall.)

Hutoh.var.emeiensis (Fang et Hsieh)
et.W.K.Hu

Cyperus papyrus L.

Pilea nummulariifollia (Sw.) Wedd.
Syngonium podophyllum

:Iresine herbstii Hook.f

Simlax China L

Gleditsia japonica

Euonymus grandiflorus Wall.
Planch.cv.Fenghongpeier

llex cornuta Lindl. et Paxt.
Berchemia sinica Scheid
Symplocos sununtia Buch.-Ham.ex.D.Don
Dianthus chinensis L.

Olea europaea L

Begonia masoniana
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Geranium carolinianumL.
Euphorbia helioscopia
Portulaca oleracea L.

Oxalis corniculata

Vicia sepium linn.

Eugenia javanica Lam [hojas]
Eugenia javanica Lam [fruta]
Reineckea carnea
Bougainvillea spectabilis wind
Bougainvillea spectabilis wind
Sinojackta huanamelensis
Neolitsea sericea
Heptacodium Miconiodes rehd
banana

Populus bonatii Levl

Vitis vinifera

Prunus armeniaca L.

Mirabilis jalapa Linn

Mirabilis jalapa Linn

Gordonia axillaris

Lindera aggregata (Sims) Kosterm
Lllicium henryi

PhoebechekiangensisC.B.Shang

Fokienia hodginsii (Dunn) Henry et

Thomas

Viburnum macrocephalum f.keteleeri
Zanthoxylum simullans Hance
Cinnamomum camphora

Acer albopurpurascens Hayata
Daphniphyllum macropodum Miq
Camellia sasanqua
Sinocalycanthus chinensis

Bulbus Fritillaria

Costus tonkinensis Gagnep
Disporum bodinieri (Levl. et Vaniot.)
Podocarpus fleuryi

Tetracentron sinense

Reinwardtia trigyna

Valeriana hardwickii

Fagopyrum dibotrys (D.Don) Hara
Thalia dealbata

Muscari botryoides Mill.

Fagus longipetiolata Seem
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Marsilea quadrifolia

Hibiscus rosa-sinensis L.

Dracaena cochinchinen

Common Rush

Manilkara zapota van Royen
Ligustrum lucidum Ait

Begonia thurstonin

Nephrolepis biserrata (Sw.) Schott
Quisqualis indica

Asystasia gangetica

Podocarpus macrophyllus
Artabotrys hexapetalus (L.f.) Bhandari
Telosma cordatum (Brum. f.) Merr
Forsythia viridissima

Osmanthus matsumuranus Hayata
Phoebe zhennan S.Lee et F.N.Wei
Davidia involucrata Baill
Neolepisorus ovatus

Setcreasea pallida

Clerodendron japonicum (Thunb.) Sweet
Hydrangea macrophylla (Thunb.)Ser
Psidium littorale Raddi

Savia miltiorrhiza Bunge

Fagraea ceilanica
Paeonia suffruticosa™"
Sycopsis sinensis Oliver
Aesculus wilsonii Rehd
Edyeworthia chrysantha Lindl
Pilea peperomioides Diels
Helleborus thibetanus Franch.
Euonymus fortunei Hand.-Mazz.
Dicliptera chinensis

Stevia rebaudiana

Rhizoma Alpiniae Officinarum
Asarum forbesii Maxim
Sarcandra glabra

Peristrophe baphica
Peperomia tetraphylla
Erythrina crista-galli L

Rumex japonicus Houtt
Melodinus hemsleyanus Diels.

Tibouchina aspera
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Jussiaea reppens L.

Podocarpus fleuryi

Ardisia crenata Sim

Torreya fargesii Franch
Aesculus wangii Hu ex Fang
Nerium oleander

Strobilanthes cusia

Drynaria fortunei

Belamcanda chinensis

Kalimeris indica (Linn.) Sch.)
Rhoeo discolor

Fiveleaf Gynostemma Herb
Sterculia nobililis
Choerospondias axillaris

Citrus medica L.var.sarcodactylis
Gynostemma compressum
Chrysanthemum indicum
SpilsheS acmella (Linn) Murr
llex kudmcha C. J. Tseng
Cinnamomum cassia

Rumex crispus L. var. japonicus
Clerodendranthus spicatus (Thunb.)
Glechoma longituba
HymenocallisSpciosa

Agrimonia pilosa Ledeb
Dimocarpus longgana Lour.
Lxora chinensis

Rhapis excelsa (Thunb.)
Eranthemum pulchellum Andrews
Hypericum perforatum L

Hippeastrum rutilum(Ker-Gawl.)Herb.

Pogonatherum crinitum (Thunb.) Kunth

Echinacea purpurea Moench

Pseudocalymma alliaceum(Lam.)Sandwith

Sanguisorba officinalis L.
desmodium triquetrum

Rabdosia japonica (Burm. f.) Hara
Tadehagi pseudotriquetrum (DC.)
Houttuynia cordata Thunb.
Gynura procumbens (Lour.) Merr.
Vinca major Linn

Zephyranthes carinata Herb
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Rumex hastatus

Hibiscus Sabdariffa Linn
Catharanthus roseus
Tragopogon porrifolius Linn
Mussaenda pubescens Ait. f.
Sedum sarmentosum Bunge
Pilea cavaleriei Levl
Sauropus rostrata Miq
Acorus gramineus
Euphorbia neriifolia L.
Euphorbia tirucalli Linn
Dianthus serotinus
Codariocalyx motorius
Acalypha hispida

Acalypha hispida

Garcinia oblongifolia
Cynanchum stauntonii
Aloe vera var. chinensis
Polygonum capitatum

Iris japonica

Acanthopanax gracilistylus
Dicranostigma leptopodum
Iris wilsonii

Solanum mammosum Linn.
Rheum officinale

Rabdosia nervosa (Hemsl.)
Plumbago zeylanica L
Desmodium styracifolium
Salvia substolonifera Stib.
Aspidistra elatior Bl.
Achyranthes bidentata Bl
Achyranthes bidentata Bl
Pandanus tectorius
Lygodium scandens (L.) Sw.
Asparagus cochinchinensis
Lonicera dasystyla
Zanthoxylum nitidum
Billbergia pyramidalis

Ficus sarmentosa

Pyrrosia drakeana

Ardisia pusilla A. DC.

Boehmeria nivea
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Platycodon grandiflorus
Aquilaria sinensis

Salvia cavaleriei

Datura innoxia Mill.
Codariocalyx gyroides

Aerva sanguinolenta

Aster novi-belgii

Colocasia antiquorum Schott
Heteropanax fragrans
Thunbergia laurifolia Lindl.

Iris germanica

Alocasia macrorrhiza
Gelsemium elegans

Cocculus laurifolius DC.
Podocarous macrophyllus
Syzygium jambos (L.) Alston
Buddleja asiatica Lour.
Buddleja davidii

Caesalpinia decapetala
Jatropha gossypiifolia
Peucedanum praeruptorum Dunn
Carpesium abrotanoides Linn.
Euphorbia heberophylla L
Coleus amboinicus Lour
Lycoris aurea

Sauropus androgynus(L.)Merr
Houttuynia emeiensis
Sophora flavescens

Salvia coccinea Linn

a plant in Tadehagi
Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz
Ardisia japonica (Thunb) Blume
Trachelospermum jasminoides
Wisteria sinensis

Duchesnea indica

Ajuga decumbens Thunb
Potentilla kleiniana

Pteris semipinnata L.

Senecio cannabifolius Less
Ophitopogin japonicum
Polygonum hydropiper L.

Pueraria lobata
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Artemisia japonica Thunb
Forsythia suspensa

Ardisia gigantifolia stapf

Tacca chantrieri Andre

Morinda officinalis How.

Ardisia villosa

Hemerocallis citrina Baroni
Goodyera procera

Fallopia multiflora

Campsis radicans (L.) Seem.
Piper longum Linn.

Passionfora edulis

Prunella vulgaris

Jasminum nudiflorum

Kadsura longipedunculata
Mentha haplocalyx

Evodia lepta (Spreng.) Merr
Acacia confusa Merr

Stephania kwangsiensis
Tetrastigma hemsleyanum
Herba Cayratica Jeponicae
Asarum maximum Hemsl.
Argyreia acuta Lour.

Solallum nigrum L.ver
Curculigo capitulata

Fructus Amomi

Polygonum chinense L.

Rosa chinensis

selaginella moellendorfii hieron
Herba Aristolochiae

Rubus cochinchinensis Tratt
Rosa multiflora Thunb.
Rhododendron pulchrum Sweet
Dichotomanthus tristaniaecarpa Kurz
Cyclobalanopsis glaucoides Schotky
Rhododendron anthopogonoides Maxim
Malus halliana (Voss.) Koehne
Pistacia weinmannifolia

Ginkgo biloba

Melaleuca bracteata
Rhododendron fuyuanense Z. H. Yang

Ligustrumx Vicaryi
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Mentha spicata Linn.
Lonicera fulvotomentosa
Acacia confusa Merr
Erythropalum scandens Bl.
Caryota mitis Lour.
Cirsium segetum

Curcuma kwangsiensis
Artemisia argyi

Limnophila sessiliflora
Alpinia katsumadai Hayata
Blumea balsamifera DC
Ficus pumila L
Bryophyllum pinnatum
Agastache rugosa
Polygonum chinense L
Jasminum amplexicaule
Gnetum montanum Markgr
Rhododendron pachypodum
Parakmeria yunnanensis
Sinocalycanthus chinensis
Cerasus campanulata
Quercus variabilis Blume
Rhododendron 'Wanxia'
Spiraea japonica L. f.
Eucommia ulmoides Oliver
Hovenia acerba
Rhododendron fortunei
Rhododendron leptothrium
magnolia grandiflora linn
Rhododendron pachypodum
Barleria cristata

Vitex negundo Linn
Viburnum opulus L
Spiraea japonica L. f.
Cotoneaster salicifolius
Rhododendron albersenianum
Eriobotrya bengalensis
Cerasus clarofolia
Rhododendron vialii
Amygdalus persica Linn
Ailanthus altissima

Rhododendron taronense
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Euonymus Japonicus

Cerasus cerasoides
Rhododendron 'nanhai’
Rhododendron 'suimohua’
Rhododendron delavayi Franch
Exochorda racemosa (Lindl.) Rehd
Rosmarinus officinalis
Cotoneaster franchetii

Prunus serrulata

Pinus armandii Franch

Pittosporum brevicalyx (Oliv.) Gagnep

Osyris wightiana Wall. ex Wight
Rhododendron 'mayingtao’
Rhododendron hancockii Hemsl.
Rhododendron ciliicalyx Franch.
Amygdalus persica

Abelia parvifolia Hemsl.

Lonicera nitida 'Baggesens
Rhodedenron schlippenbachii
Amygdalus persica f. atropurpurea
Pyracarltha fortuneana
Trigonobalanus verticillata
Rhododendron 'kunming'

Acer cappadocicum
Rhododendron mucronatum
Rhododendron 'fenpao’

Dianthus plumarius

Musella lasiocarpa
Rhododendron irroratum Franch
Pistacia chinensis

Hovenia acerba Lindl.

Michelia lacei W. W. Smith
Distylium pingpienense (Hu) Walk.
Sedum Nicaeense All.

Aglaia odorata

llex crenata cv. Convexa Makino
Rhododendron 'wanxia’

Spiraea cantoniensis

Lorpetalum chindensevar.rubrum
Photinia serrulata
Rhododendron rigidum Franch

Rhododendron annae Franch.
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Rhododendrin davidii
Sapiumsebiferum (L.) Roxb
Michelia maudiae Dunn
Rhododendron spinuliferum
Machilus yunnanensis
Liquidambarformosana Hance
Davidia involucrata Baill
Prunus salicina Lindl.
Sinomanglietia glauca
Liquidambar formosana Hance
Acer negundo L.

Magnolia soulangeana Soul.

Vinca minor Linn.

Rhododendron ciliatum Hook. f.

magnolia grandiflora linn
Trigonobalanus doichangensis
Hedera nepalensis
Quercus variabilis
Rhododendron simsii

llex cornuta

Fatsia japonica

Lindera communis

Pistacia weinmannifolia
Alstonia yunnanensis Diels
Machilus thunbergii
Bischofia polycarpa
Cercidiphyllum japonicum
Viburnum odoratissimum
Lamium galeobdolon
Chaenomele japonica
Spiraea blumei
Agapanthus africanus
Musella lasiocarpa
Cryptomeria fortunei
Weigela florida

Paeonia lactiflora
Parthenocissus tricuspidata
Acer palmatum'Dissectum’
Bougainvillea spectabilis
Aesculus wangii

Mahonia fortunei

Osmanthus fragrans
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Rhododendron sinogrande
Cotoneaster horizontalis Dcne
Rhododendron aberconwayi Cowan
Podocarpus macrophyllus var. maki
Rhododendron decorum Fr
Itea yunnanensis Franch.
Lonicera nitida'Maigrun’
Michelia figo

Liriodendron chinensis (Hemsl.) Sarg
Olea ferruginea Royle
Eriobotrya japonica

Luculia intermedia Hutch
Rhododendron 'jinzhizhu'
Sect.Dacrycarpus Endl
Ophiopogon japonicus cv. 'Nanus'
Ligustrum japonicum'Howardii'
Rhododendron pulchrum
Pvracantha angustifolia
Chamaecyparis lawsoniana
Cedrus deodara

Thujopsis dolabrata

Ehretia dicksonii Hance

Acer cappadocicum

Camellia sasanqua

Araucaria araucana

Ficus curtipes Corner
Manglietia duclouxii
Stranvaesia davidiana
Rhamnus gilgiana Heppl.
Agrimonia pilosa Ledeb.
Caragna fruten (L) koch
Euonymus fortunei

Pieris formosa

Fraxinus retusifoliolata
Sapindus delavayi
Elaeocarpus sylvestris
Carayaillinoensis
Micheliamacclurel

Eurya loquaiana Dunn

Ficus virens

Buxus microphylla

Lithocarpus henryi
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Exbucklandia populnea
Cinnamomum bodinieri
Machilus longipedicellata
Ficus virens Ait.

Duranta repens Linn.
Manglietia grandis

Olea europaea L.
Parakmeria yunnanensis
Tamarix chinensis

pyrus pyrifolia

Prunus serrulata

Iris confusa

Iris wilsonii

Bambusa multiplex
Senecio scandens
Neolitsea sericea
Fokienia hodginsii
Viburnum odoratissimum
Cerasus pseudocerasus
llex cornuta

Fatsia japonica

Lindera communis

Pistacia weinmannifolia

Alstonia yunnanensis Diels

Machilus thunbergii
Bischofia polycarpa
Cercidiphyllum japonicum
Viburnum odoratissimum
Lamium galeobdolon
Chaenomele japonica
Spiraea blumei
Agapanthus africanus
Musella lasiocarpa
Cryptomeria fortunei
Weigela florida

Paeonia lactiflora

Parthenocissus tricuspidata

Acer palmatum'Dissectum’
Hypoestes sanguinolenta
Aesculus wangii

Mahonia fortunei

Osmanthus fragrans
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Ficus religiosa Linn
Ligustrum lucidum
Disporopsis pernyi
Manglietiainsignis

Olea cuspidata
Hypoestes sanguinolenta
Cornus officinalis
Daphniphyllum longeracemosum
Reineckia carnea

Acorus gramineus
Cerasus cerasoides
Dipteronia dyeriana Henry
Lindera megaphylla
Liquidambar formosana Hance
Podocarpus fleuryi

Morus alba L
Zanthoxylum acanthopodium
Ficus altissima Bl.

Iresine herbstii

Cedrus deodara
Thujopsis dolabrata
Ehretia dicksonii Hance
Acer cappadocicum
Camellia sasanqua
Araucaria araucana
Ficus curtipes Corner
Manglietia duclouxii
Stranvaesia davidiana
Rhamnus gilgiana Heppl.
Agrimonia pilosa Ledeb.
Caragna fruten (L) koch
Euonymus fortunei

Pieris formosa

Fraxinus retusifoliolata
Sapindus delavayi
Elaeocarpus sylvestris
Carayaillinoensis
Micheliamacclurel

Eurya loquaiana Dunn
Ficus virens

Buxus microphylla

Lithocarpus henryi
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Exbucklandia populnea
Cinnamomum bodinieri
Machilus longipedicellata
Ficus virens Ait.

Duranta repens Linn.
Manglietia grandis

Uva

Loquat

Sarcocarpio de pifia

Pepino
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Ficus religiosa Linn
Ligustrum lucidum
Disporopsis pernyi
Manglietiainsignis
Olea cuspidata
Rhododendren simsii
Fresa

Hojas de pifia
Calabaza blanca

Brote de ajo joven

Flores de cebollino Repollo morado

Hoja tierna de toon chino Flor de repollo morado

Brotes de bambu Lechuga de repollo

Patata Brote de papa

Lechuga china Frijol de caballo

Brotes de guisante Taro

Flor de repollo Pak Choi Pak Choi repollo

Crisantemo corona de margarita Hierba de cilantro

Ensayo de actividad OxOx (método de HPLC): se analizaron por separado las diferentes partes de los materiales
vegetales tales como hoja, raiz, tallo, fruto y flor. Se homogeneizaron los materiales vegetales con agua. Se
recogieron las fracciones solubles e insolubles mediante centrifugaciéon. Se resuspendi6 la parte insoluble con agua
DI para andlisis de la actividad de OxOx. Se incubaron 40 ul de disolucion o suspension con 360 pl de oxalato
12 mM en tampdn fosfato 50 mM, pH 7,4, a 37°C durante 48 horas. Se extinguid la reaccion mediante la adicion de
100 wl de H>SO4 1,5 N (suficiente para reducir el pH por debajo de 1,0, un pH al que la enzima es inactiva). Se
centrifugdé inmediatamente la mezcla de reaccion y se analizé el sobrenadante transparente mediante un método de
HPLC para detectar oxalato. Se define una unidad de actividad como la cantidad de enzima requerida para degradar
1 umol de oxalato en un minuto en las condiciones anteriores.

Ensayo de actividad OxOx (método colorimétrico): se mezclan 20 pl de muestra de disolucion en 580 pl de
disolucion que contiene acido oxalico 10 mM, &cido hidroxibencenosulfénico de sodio 4 mM, 2 unidades peroxidasa
del rdbano y 4-anti-aminoantipirina 1 mM en tampdn fosfato de potasio 50 mM, pH 6,0 o 7,4, y se hicieron reaccionar
a 37°C durante 10-30 minutos. Se monitoriza el color a 492 nm. Se define una unidad de actividad como la cantidad
de enzima requerida para degradar 1 umol de oxalato en un minuto en las condiciones anteriores.

Este ensayo es especifico para oxalato oxidasa puesto que una oxidasa genera perdxido de hidrégeno que puede
detectarse mediante el desarrollo de color en presencia de peroxidasa, mientras que la descarboxilasa no produce
peroxido de hidrégeno.

Resultados

OxOx de cascara de platano, tallo de remolacha, hojas de Bougainvillea spectabilis, hoja joven de Mirabilis jalapa,
hoja de Telosma cordatum (Brum. f.) Merr, hoja de Jatropha gossypiifolia Linn. var. elegans Mueller y hoja de
Sauropus androgynus(L.) Merr muestra actividad significativa a pH 7,4. Todas las demas contienen o bien actividad
oxalato oxidasa, pero a pH &cido, o bien ninguna actividad oxalato oxidasa.

En la bibliografia se han notificado OxOx de cascaras de platano (Clinical Chemistry, 1985; 31(4):649), tallo de
remolachas (Clinical Chemistry, 1983; 29(10):1815-1819), pero ninguna actividad alrededor de pH 7,4. Se sugiere
que las OxOx notificadas en la bibliografia pueden ser diferentes de las descritas en este caso. Tal como se
demuestra en los ejemplos, se han aislado tres genes de OxOx (5100, 5102 y 5601) a partir de remolacha dulce y
todos tienen diferente secuencia de aminodcidos y secuencia de ADN, y también muestran diferentes propiedades.
Por tanto, es probable suponer que ninguna de estas OxOx es la misma que la notificada en la bibliografia. Aunque
s6lo se ha clonado un gen de OxOx a partir de platano en este trabajo, existen docenas de proteinas similares con
mas del 50% de similitud, denominadas germina o proteinas de tipo germina en una Unica planta (Critical Reviews in
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Plant Sciences, 2008; 27 (5): 342-375). En la bibliografia se ha notificado OxOx de hojas de Bougainvillea spectabilis
(Biochem. J.,1962, 85, 33) y también se ha identificado una OxOx en estos experimentos. Se descubren por primera
vez en este trabajo OxOx de las otras cuatro plantas.

Ejemplo 2

Genes que codifican para OxOx de platano y remolacha dulce
Clonacién de genes de oxalato oxidasa de azucar de remolacha y platano

Se han probado varios enfoques para clonar los genes de OxOx de estas plantas. El primero es buscar la base de
datos publica para encontrar si cualquier gen de OxOx se ha publicado en la planta. Se encuentran genes que se
reivindica que codifican para OxOx en remolacha dulce (GenBank: AAG36665.1) y un gen de proteina de tipo
germina de platano (GenBank: AAL05886.1). Estos genes se han sintetizado y expresado mediante E. coli y
levadura, y se ha encontrado que estos genes codifican para SOD, no OxOx. No es sorprendente, porque SOD de
germina y OxOx (también una germina) comparten a menudo mas del 50% de similitud. El segundo enfoque es
disefar cebadores de degeneracion segun las secuencias conservadas de estas OxOx que se notifica que clonan el
gen seleccionado como diana de todas las 7 plantas anteriores con actividad OxOx a pH neutro. Sin embargo, no se
clond ningln gen que codifica para proteina con actividad OxOx. El tercer enfoque es buscar el genoma de platano y
remolacha dulce que estaba disponible en el texto provisional. Se analizaron todos los genes de proteina de tipo
germina y germina y se recogieron de los datos de genoma de platano y remolacha dulce. Se ha notificado que un
aminoacido, la asparagina en la posicién 75 en OxOx de cebada, es la clave para la actividad OxOx (véase la
referencia J BIOL CHEM VOL. 281, NO. 10, pags. 6428-6433, 2006). S6lo se ha encontrado un gen de este tipo de
platano (el gen 1013, SEQ ID. 15) y remolacha dulce (el gen 108, SEQ ID. 9), respectivamente. Por tanto, los genes
de germina que contienen este aminoacido clave en esa posicion correspondiente se clonaron y se expresaron
mediante E. coli, levadura y planta, pero tampoco se detecté ninguna actividad OxOx. Después de estos
experimentos, se plantea la pregunta de si estas OxOx con alguna actividad a pH neutro son germina o proteinas de
tipo germina. Por tanto, el cuarto enfoque es obtener una pequefa cantidad de OxOx mediante purificacién y usar la
proteina para ayudar a encontrar los genes. Se han llevado a cabo diversos esfuerzos para purificar niveles a escala
miligramo de OxOx de estos materiales vegetales: cascara de platano, tallo de remolacha, hojas de Bougainvillea
spectabilis, hoja joven de Mirabilis jalapa, hojas de Telosma cordatum (Brum. f) Merr, hojas de Jatropha
gossypiifolia Linn. var. elegans Mueller y hojas Sauropus androgynus( L.)Merr, que muestran actividad significativa a
pH 7,4. Sin embargo, sélo se han purificado OxOx de cascara de platano y tallo de remolacha. La OxOx de las dos
plantas muestra tamafo similar y composiciones subunitarias como otra germina, lo que indica que todavia son
posibles germina o proteinas de tipo germina. Se usé la OxOx purificada para analizar la secuencia de aminoacidos
de péptidos generada a partir de las enzimas mediante espectrometria de masas. Entonces, usando las secuencias
de aminodcidos buscar la base de datos publica, pero no produjo ningun resultado significativo. Sin embargo, usar
estas secuencias de aminoacidos para disefiar cebadores degenerados para clonar genes de remolacha dulce y
platano. Se clonaron el gen 303 (SEQ ID 13) y 122 (SEQ ID 11) de remolacha dulce, pero ninguno de platano. Los
dos genes se han clonado y expresado mediante E. coli, levadura y planta, pero no se detect6é actividad OxOx de
ninguna. Entonces, se us6 la OxOx purificada de platano y remolacha dulce para la determinacién de las secuencias
N-terminales de las proteinas. Se usaron las secuencias N-terminales para buscar genomas provisionales de
remolacha dulce y platano para encontrar posibles genes, no se encontré ningun gen significativo. Entonces, se
analizaron todos los segmentos coincidentes o parcialmente coincidentes y la siguiente secuencia de ADN hasta
varios miles de pares de base mediante delecién de cualquier posible intron o error de secuencia. Se encontrd
finalmente un gen de cada planta (5601 de remolacha dulce y 30640 de platano). Se disefiaron cebadores para
clonar los genes a partir de ARNm. Un gen se ha clonado de platano, pero tres genes similares se han clonado de
remolacha dulce. Se insertaron los genes clonados en vector simple pMD19T (Takara) y se secuenciaron para
confirmar su exactitud.

Resultados
Secuencias de ADN y proteina de remolacha OxOx 5100, 5102, 5601 y platano OxOx 30640.

SEQID 1 - ADN de 5100:
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ATGGTCTTTGCAATGAGCTTTACTTCTCATATTTAC-
GTGGCTTCGGCCTCTGATCCTGGTCTCCTACAGGATTTTTGTGTGGGTG-
TAAATGACCCTGATTCAGCAGTGTTTGTAAATGGAAAATTCTGCAAGAACCCAAAA-
GACGTGACAATCGACGATTTCTTATACAAAGGGTTTAATATTCCCTCAGA-
CACAAACAACACTCAAAGAGCAGAAGCCACACTAGTAGATGTCAATCGAT-
TTCCAGCACTTAACACATTAGGTGTAGCCATGGCTCGTGTAGACTTT-
GCGTCCTTTGGCCTAAACACACCTCATTTGCACCCTCGTGGTTCTGAGA-
TATTCGCGGTCCTAGAGGGGACTTTATATGCCGGCATTGTCACCACCGATAATAA-
GCTTTTCGACACGGTGTTGA-
GAAAGGGTGACATGATTGTTTTCCCTCAAGGCTTAATCCACTTCCAGCTTAATCTT-
GGCAAGACAGATGCTCTTGCTATTGCCTCTTTTGGGAGCCAATTTCCTGGACGAG-
TTAATGTTGCTAATGGTGTCTTTGGAACTACGCCACAAATTTT-
GGATGATGTACTTACCCAAGCGTTTCAGGTAGATAAGATGGTGATTGAG-
CAACTTCGATCTCAGTTTTCAGGTCCAAACACATCAATCAACACTGGAA-
GATCTATTCTTAAACTCTTAACTGATGTTGCT

SEQ ID 2 - proteina de 5100:

MVFAMSFTSHIYVASASDPGLLQDFCVGVNDPD-
SAVFVNGKFCKNPKDVTIDDFLYKGFNIPSDTNNTQRAEATLVDVNRFPAL-
NTLGVAMARVDFASFGLNTPHLHPRGSEIFAVLEGTLYAGIVTT-
DNKLFDTVLRKGDMIVFPQGLIHFQLNLGKT-
DALAIASFGSQFPGRVNVANGVFGTTPQILDDVLTQAFQVDKMVIEQLRSQFSGPN-
TSINTGRSILKLLTDVA

SEQ ID 3 - secuencia de ADN de 5102 (sin secuencia de péptido de sefal N-terminal, 648 pb):

TCTGATCCTGGTCTCCTACAGGATTTTTGTGTGGGTGTAAATGACCCTGATTCAG-
CAGTGTTTGTAAATGGAAAATTCTGCAAGAACCCAAAAGACGTGACAATCGAC-
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GATTTCTTATACAAAGGGTTTAATATTCCCTCAGACACAAACAACACTCAAAGAG-
CAGAAGCCACACTAGTAGATGTCAATCGATTTCCAGCACTTAACACATTAGCTG-
TAGCCATGGCTCGTGTAGACTTTGCGTCCTTTGGCCTAAACACACCTCATTT-
GCACCCTCGTGGTTCTGAGATATTCGCGGTGCTAGAGGGGACTTTATATGCCGG-
CATTGTCACCACCGATTACAAGCTTTTCGACACGGTGTTGA-
GAAAGGGTGACATGATTGTTTTCCCTCAAGGCTTAATCCACTTCCAGCTTAATCTT-
GGCAAGACAGATGCTCTTGCTATTGCCTCTTTTGGGAGCCAATTTCCTGGACGAG-
TTAATGTTGCTAATGGTGTCTTTGGAACTACGCCACAAATTTT-
GGATGATGTACTTACCCAAGCGTTTCAGGTAGATGAGATGGTGATTCAG-
CAACTTCGATCTCAGTTTTCAGGTCAAAACATATCAATCAACACTGGAA-
GATCTATTCTTAAACTCTTAACTGATGTTGCT

SEQ ID 4 - secuencia de proteina de 5102 (sin secuencia de péptido de sefial N-terminal, 216 aa):

SDPGLLQDFCVGVNDPDSAVFVNGKFCKNPKDVTIDDFIYKGF-

NIPSDTNNTQRAEATLVDVNRFPALNTLGVAMARVDFASFGLNTPHLHPRGSEI-

FAVLEGTLYAGIVTTDNKLFDTVLRKGDMIVFPQGLIHFQLNLGKT-

DALAIASFGSQFPGRVNVANGVFGTTPQILDDVLTQAFQVDEMVIQQLRSQFSGPN-
5  TSINTGRSILKLLTDVA

SEQ ID 5 - secuencia de ADN 5601 (sin secuencia de péptido de sefial N-terminal, 648 pb):

TCCGATCCTGCACCCCTTCAAGATTTTTGTATTGCTGTAAATGATCCCAATTCTG-
CAGTGCTTGTGAATGGAAAGCTTTGTAAGAACCCAAAAGAAGTGACAA-
TAGATGATTTCTTGTACAAAGGGTTTAATATACCTGCAGACACAAACAACAC-
TCAAGGAGCAAGTGCCACACTAGTGGACATTACTCTATTCCCTGCAG-
TTAACACACAAGGAGTCTCCATGGCTCGTGTGGACTTTGCGCCATTT-
GGACTAAACACCCCTCATTTACATCCTCGTGGCTCAGAGGTTTTCGCAG-
TGATGGAAGGGATTATGTATGCTGGTTTTGTGACCACTGATTATAAGCTCTATGATA-
CAATTATAAAAAAGGGTGA-
TATTATTGTGTTTCCACAAGGTCTAATTCATTTCCAACTTAATCTTGGGAAGA-
CAGATGCTTTAGCAATTGCCTCATTTGGGAGCCAAAATCCAGGGAGAATTAA-
TATCGCTGACAGTGTGTTTGGTACTACTCCGCGTGTTCTAGATGATGTGCTTAC-
CAAAGGATTTCAAATCGATGAGTTGTTGGTCAAGCAACTTCGTTCTCAGTTTTC-
TACTGATAATATATCAACAAGCACTGGAAGGTCATTTTTGAAATTGC-
TATCTGAAACTTAT

10 SEQ ID 6 — secuencia de proteina de 5601 (sin secuencia de péptido de sefal N-terminal, 216 aa):
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SDPAPLQDFCIAVNDPNSAVLVNGKLCKNPKEVTIDDFLYKGFNIPADTNNTQGA-
SATLVDITLFPAVNTQGVSMARVDFAPYGLNTPHLHPRGSEVFAVMEGIMYAGFVTT-
DYKLYDTHKKGDIVFPQGLIHFQLNLGKTDALAIASFGSQNPGRINI-
ADSVFGTTPRVLDDVLTKGFQIDELLVKQLRSQFSTDNISTSTGRSFLKLLSETY

SEQ ID 7 - secuencia de ADN 30640 (sin secuencia de péptido de sefal N-terminal, 642 pb):

TTTGATCCGAGTCCTCTCCAAGACTTTTGCGTTGCTGACTACGACTCCAAC-
GTGTTTGTGAACGGATTCGCCTGCAAGAAAGCTAAGGATGTCACGG-
CAGATGACTTCTACTTCACCGGCTTAGACAAGCCCGCGAGCACCGCCAAC-
GAGCTTGGCGCAAACATCACTCTCGTCAACGTGGAAC-
GACTCCCAGGCCTCAACTCCCTTGGCGTCGCCATGTCTCGCATCGACTAC-
GCGCCCTTCGGTCTCAACCCTCCTCACTCGCATCCACGATCGTCGGAGATACTG-
CACGTGGCGGAAGGAACGCTCTACGCCGGCTTCGTCACCTCCAACAC-
GGAAAACGGCAACCTTCTCTTCGCTAAGAAGCTGAAGAAGGGCGACGCGTTT-
GTGTTCCCCAGGGGCCTCATACACTTCCAGTTCAACATCGGGGACAC-
CGATGCGGTGGCGTTCGCTACCTTCGGCAGCCAGAGCCCGGGTCTCGTCAC-
CACCGCCAACGCACTGTTCGGATCGAAGCCGCCCATCGCTGATTACATTCTT-
GCCCAGGCCGTGCAGCTTAGCAAGACGACCGTGGGCTGGCTTCAGCAGCAG-
CAGTGGTTGGACATCGCTCAAGAATATGGACAACGCTTAGTTCAAGCTAAT

SEQ ID 8 - secuencia de proteina 30640 (sin secuencia de péptido de serial N-terminal, 213 aa):

FDPSPLQDFCVADYDSNVFVNGFACKKAKDVTADDFYFTGLDKPASTANELGA-
NITLVNVERLPGLNSLGVAMSRIDYAPFGLNPPHSHPRSSEILHVAEGTLYAGFV-
TSNTENGNLLFAKKLKKGDAFVFPRGLIHFQFNIGDTDAVAFATFGSQSPGLVT-
TANALFGSKPPIADYILAQ AVQLSKTTVGWLQQQQWLDIAQEYGQRLVQAN

ADN y secuencias de proteinas de proteinas de remolacha de tipo germina 108, 122, 303 y proteina de tipo germina
de platano 1013.

SEQ ID NO: 9 secuencia de ADN 108
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ATGGCTCCCCTACTCTACCTTGTAGTATTCTTGCTT-
GCTCCTTTTCTCTCCCATGCTGCGGATCCCGATCCTTTGCTAGATTTTTGTG-
TAGCGGACCTTAATGCCTCTCCCTCATTTGCTAATTTCCCTTGCAAACAAAC-
CTCAAATGTGACCTCTGAAGATTTCTTCTTT-
GATGGGTTTATGAATGAGGGAAACACATCAAACTCGTTT-
GGATCAAGGGTCACACCCGGAAACGTCCTCACATTTCCTGCCCTTAA-
TATGCTCGGGATTTCAATGAATCGGGTTGATCTTGCTGTGGATGG-
GATGAACCCGCCCCATTCCCACCCACGAGCAAGTGA-
GAGCGGTGTGGTGATGAAGGGGAGAGTTCTAGTAGGGTTCGTAACCACGGG-
GAATGTGTACTATTCAAAGGTGTTGGTTCCAGGACAGATGTTT-
GTAATCCCAAGGGGGTTGGTTCATTTTCAAAAGAATGTTGGACAAAATAAGGCAC-
TCATCATTACAGCTTTCAATAGTCAGAATCCAGGAGTAG-
TGTTATTATCCTCAACCCTGTTTGGTACAAACCCTTCAATTCCAGATGATGTTTTAA-
GCCAAACTTTCCTAGTGGACCAGAGCATTGTCGAAGGAATAAAATCCAACTTTTGA

SEQ ID NO: 10 proteina secuencia 108

MAPLLYLVVFLLAPFLSHAADPDPLLDFCVADLNASPSFANFPCKQTSNV-
TSEDFFFDGFMNEGNTSNSFGSRVTPGNVLTFPALNMLGISMNRVDLAVDGMNP-
PHSHPRASESGVVMKGRVLVGFVTTGNVYYSKVLVPGQMFVIPR-
GLVHFQKNVGQNKALIITAFNS-
QNPGVVLLSSTLFGTNPSIPDDVLSQTFLVDQSIVEGIKSNF*

SEQ ID NO: 11 secuencia de ADN 122:
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Atggaagtcgtcgcagetg-
tatcttttctggcecgtgttattggctctggtttccectgecctcgecaatgatectga-
tatgctccaagatgtttgtgtcgetgattccacctctggagtgaaattgaatggattt-
gcatgcaaggatgcagcaagcattacaccagaagacticttctitgctggaa-
tatccaaacccggaatgacaaacaatacaatgaaatccctagtaaccggagcetaac-
gtcgaaaagataccgggtttaaacacactcggagtgtccatgggtcg-
tatcgacttcggcccaggtggtcttaacccacctcacactcacccac-
gagccacagaaatggtctttgtgttatatggagaattggacgttggtttcctaac-
tacttctaataagctcattictaagcatattaaaactggtgaaacttttgtttttccta-
gagggttagtccactttcagaaaaataatggggataaacctgctgctttagtcac-
tgcttttaatagtcagttgcctggcacccaatcaatagctgccacgttgtttac-
gtcgaccccacctgttccagataatgttttaactatgactttccaagtecggtacta-
aacaagtccagaagatcaaggctaggctcgetectaagaagtaa

SEQ ID NO: 12 proteina secuencia 122:

mevvaavsflavllalvspalandpdmlgdvcvadstsgvkingfackdaasitped-
fffagiskpgmtnntmkslviganvekipglntigvsmgridfgpgglnp-
phthpratemvfvlygeldvgfittsnkliskhiktgetfvfprglvhfgknngdk-
paalvtafnsqlpgtqsiaatlftstppvpdnvitmtfqvgtkqvgkikarlapkk

SEQ ID NO: 13 secuencia de ADN 303:
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Atggcggctgtttgggtagtettggtggtgetageggeggettttgetgttggggtettt-
gccagcegatcctgatatgcttcaagatgtttgtgttgctgategtacatctggaatattag-
tgaatggattcacatgtaaaaatatgaccatgataacccctgaagacticttcticaccg-
gaatttcacaaccaggccaaatcacaaataaaatcecttggttctcgagtcaccg-
gagcgaatgtgcaggacatccctggtctcaacaccttgggag-
tctcgatggctegtgtcgactttactccctacggtctaaacccacctcacattcacccta-
gaatcgtccaccctegtgecactgaaatgatctatgticttaagggtgaattgtacgtt-
ggttttataacgaccgacaataagctcatticcaaggttgttaaagctggagaagtattt-
gttttccctagaggtttggctcactttcagaaaaacatgtigaaatatccagctgctgcatt-
agctgccttcaacagccaacttccaggcactcaacaattt-
gcagctgctctctttacttccaatcctectgtgtctaatgatgtgtt-
ggctcaggctittaacattgacgaacacaatgtcaaaaagattagggetggcecttactccatag

SEQ ID NO: 14 secuencia de proteina 303:

MAAVWVVLVVLAAAFAVGVFASDPDMLQDVCVADRTSGILVNGFTCKNMTMITPED-
FFFTGISQPGQITNKILGSRVTGANVQDIPGLNTLGVSMARVDFTPYGLNP-
PHIHPRATEMIYVLKGELYVGFITTDNKLISKVVKAGEVFVFPRGLAH-
FQKNMLKYPAAALAAFNSQLPGTQQFAAALFTSNPPVSNDVLAQAFNIDEHNVK-
KIRAGLTP

SEQ ID NO: 15 secuencia de ADN 1013
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ATGGAGTCGCACTACACGAAGAGACCATTCCTCCTCTTTCTCTCCTTCAC-
CGTCCTCCTCGTGTTGATCCGCGCTGACCCTGATCCTCTCCAG-
GACTTCTGCGTCGCCGACCTCGGAGCTACTGTGGTCGTCAATGGGTTCCCGTG-
CAAGCCCGCGTCCGGAGTCACGTCCGACGACTTCTTCTTCGCCG-
GACTGTCCAGGGAGGGCAACACCAGCAATATCTTCGGGTCCAACGTGACCAAC-
GCCAACATGCTCAGCTTCCCGGGGCTCAACACCCTCGGCGTCTCCATGAAC-
CGCGTCGACGTCGCCCCCGGCGGCAC-
CAACCCGCCCCACAGCCACCCGAGGGCTAC-
CGAGCTCATCATCCTCCTCAAGGGCCGGCTGCTGGTGGGGTTCATCAGCACCAG-
TAACCAGTTCTTCTCCAAGGTCTTGAACCCCGGCGA-
GATGTTCGTGGTGCCCAAGGGGCTCATCCACTTCCAGTACAACGTCGGCAAGGA-
GAAGGCGCTCGCCATCACCACCTTCGACAGCCAGCTCCCCGGAGTAG-
TGATCGCCTCCACCACCCTGTTCGCATCGAATCCGGCGATTCCCGAC-
GATGTGCTGGCCAAAGCTTTTCAGGTGGAC-
GCGAAGGTCGTCGCTCTCATCAAGTCCAAGTTTGAGAGATAA

SEQ ID NO: 16 secuencia de proteina 1013

MESHYTKRPFLLFLSFTVLLVLIRADPDPLQDFCVADLGATVVVNGFPCKPASGV-
TSDDFFFAGLSREGNTSNIFGSNVTNANMLSFPGLNTLGVSMNRVDVAPGGTNP-
PHSHPRATELIILLKGRLLVGFISTSNQFF-
SKVLNPGEMFVVPKGLIHFQYNVGKEKALAITTFDSQLPGVVIASTTL-
FASNPAIPDDVLAKAFQVDAKVVALIKSKFER*

Ejemplo 3

Expresion recombinante de oxalato oxidasa mediante E. coli
Parte 1. Construccién de plasmido y expresion de proteina
Construccién de plasmido de expresion:

Se produjo el plasmido pAT delecionando la secuencia de ADN entre el 212° pb y el 7292 pb del vector pET-32.
Entonces se ligaron los genes 5102, 5100, 5601 y 30640 en el vector pET-32 modificado (pAT) usando los sitios de
restriccion Ncol y Xhol. Entonces se transformaron los plasmidos resultantes en células competentes E.coli Origami
B, que se disenan para ser favorables para la formacién de enlaces disulfuro de proteinas expresadas, puesto que
hay un enlace disulfuro dentro de cada monémero de OxOx y es esencial para la estructura nativa de la proteina asi
como actividad enzimatica. Véase la figura 1.

Produccién de proteinas a pequefa escala:

Se hicieron crecer células a 37°C en 200 ml de medio LB (10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, y 10 g de
NaCl en 950 ml de agua desionizada) complementadas con ampicilina 100 ug/ml. Cuando la DOgqo alcanzé 0,6~0,8,
se indujo la expresion durante 4 h a 37°C tras la adicion de IPTG y MnCl; hasta una concentracion final a 0,6 mM y
1 mM, respectivamente. Se recogieron las células mediante centrifugacién a 9.500 rpm durante 10 min y se
suspendieron en tampoén arginina 50 mM y luego se sonicaron sobre hielo. Se lavd dos veces la materia insoluble
con arginina 50 mM, y se recogié mediante centrifugacion durante 15 min a 9.500 rpm. El material insoluble contiene
aproximadamente el 80% del cuerpo de inclusién de OxOx.
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Produccién de proteinas a gran escala:

Para la produccion a gran escala de proteinas de OxOx, se hicieron crecer células de E.coli Origami B en un
fermentador de 7 | (volumen de trabajo de 3,5 I) en medio LB complementado con ampicilina 100 pg/ml y MnCl;
5 mM. Las concentraciones iniciales de glicerol y extracto de levadura fueron de 12 g/l. Se llevd a cabo la
fermentacion a 30-37°C con aireacion vigorosa y agitacion y se mantuvo el pH del medio a 6,85 mediante la adicién
de amoniaco al 10%. Después de 8 h de crecimiento discontinuo, se hicieron crecer las células en un modo
semicontinuo con un suministro continuo de glicerol y extracto de levadura. Se indujo el cultivo a DOgyo de 20 con
IPTG 0,8 mM, se cultiv durante otras 20 h, y luego se recogio.

Parte 2. Replegamiento de proteina

Se rompieron células de E. coli mediante homogeneizador o sonicacion. Se obtuvo el cuerpo de inclusion de OxOx
lavando las células rotas y se recogié mediante centrifugacién a baja velocidad, que la conocen bien los cientificos
en el campo. Se disolvi6 el cuerpo de inclusién purificado en urea 8 M, pH 8,0. Se obtuvo la fraccion soluble tras
incubacién a temperatura ambiente durante 20 min seguido por centrifugacion.

Se replegaron las proteinas mediante dilucion rapida:

Se disolvieron cuerpos de inclusion en urea 8 M, pH 8,0. Se logrd dilucion rapida afiadiendo la disolucion de OxOx
de urea 8 M gota a gota en tampon de replegamiento con agitacion rapida.

Los tampones de replegamiento que se han usado:

1. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl> 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, pH 8,0

2. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl; 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, arginina 400 mM, pH 8,0

3. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnClz 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, a-ciclodextrina 100 mM, pH 8,0

4. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl, 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, b-ciclodextrina al 2%, pH 8,0

5. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl, 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, sacarosa al 40%, pH 8,0

6. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl; 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, glucosa al 40%, pH 8,0

7. Tris 20 mM, MnClz 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, pH 8,0

8. Tris 20 mM, MnClz 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, arginina 400 mM, pH 8,0

9. Tris 20 mM, MnClz 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, betaina 50 mM, pH 8,0

10. Tris 20 mM, MnCl; 1 mM, betaina 50 mM, pH 8,0

11. Tris 20 mM, MnCl; 0,5-5 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, betaina 50 mM, pH 8,0

12. Tris 20 mM, MnCl> 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, betaina 50 mM, pH 4,0-10,0

13. Tris 20 mM, MnCl, 1 mM, betaina 50 mM, 1-hexanol 0,05 mM, acetamida 50 mM, KCI 300 mM, pH 8,0
Resultados:

1. Se expresa OxOx de platano como cuerpo de inclusion con un rendimiento en el intervalo de 0,2-0,6 gramos por
litro de cultivo en un matraz, 2-6 gramos por litro de cultivo en un fermentador. El rendimiento de produccion puede
mejorarse tras la optimizacion de las condiciones. Los cuerpos de inclusion muestran habitualmente un poco de
actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene facilmente una actividad especifica en el intervalo de 0,1 a 10
unidades por mg de proteina tras purificacién con columna Phenyl-Sepharose.

2. Se expresa OxOx 5100 de remolacha dulce como cuerpos de inclusién con un rendimiento en el intervalo de 0,1-
0,5 gramos por litro de cultivo en un matraz, 1-5 gramos por litro de cultivo en un fermentador. El rendimiento de
produccion puede mejorarse tras la optimizacion de las condiciones. Los cuerpos de inclusidn muestran
habitualmente un poco de actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene facilmente una actividad especifica

en el intervalo de 0,1 a 15 unidades por mg de proteina tras purificacion con columna Phenyl-Sepharose.

3. Se expresa OxOx 5102 de remolacha dulce como cuerpos de inclusiéon con un rendimiento en el intervalo de 0,1-
0,5 gramos por litro de cultivo en un matraz, 1-5 gramos por litro de cultivo en un fermentador. El rendimiento de
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produccion puede mejorarse tras la optimizacion de las condiciones. Los cuerpos de inclusidn muestran
habitualmente un poco de actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene facilmente una actividad especifica
en el intervalo de 0,1 a 10 unidades por mg de proteina tras purificacion con columna Phenyl-Sepharose.

4. Se expresa OxOx 5601 de remolacha dulce como cuerpos de inclusion con un rendimiento en el intervalo de 0,1-1
gramos por litro de cultivo en un matraz, 1-10 gramos por litro de cultivo en un fermentador. El rendimiento de
produccion puede mejorarse tras la optimizacion de las condiciones. Los cuerpos de inclusidn muestran
habitualmente un poco de actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene facilmente una actividad especifica
en el intervalo de 0,1 a 10 unidades por mg de proteina tras purificacion con columna Phenyl-Sepharose.

5. Las condiciones de replegamiento no se han optimizado, pero se ha observado que replegar el pH a 8,0,
estabilizadores o potenciadores de la solubilidad incluyendo betaina, NaCl o KCI, acetamida y 1-hexanol, y la
concentracién de MnCl, alrededor de 1 mM son importante para un replegamiento eficaz.

Ejemplo 4

Expresion recombinante de oxalato oxidasa mediante P. pastoris
Construccién de vector de expresion

Se amplificaron los genes de remolacha 5102 y 5601 y platano 30640 de un vector simple pMD18-T que contenia
estos genes usando un par de cebadores disefiados para introducir un sitio Xho | seguido por un sitio de escision de
proteasa Kex2 en el extremo 5’ y un sitio de restriccion Not | en el extremo 3’ (tabla 1). Se digirieron los productos de
PCR con Xho 'y Not I'y se clonaron en los vectores pPICZaB y pGAPZoA digeridos con las mismas enzimas de
restriccion, dando como resultado los plasmidos recombinantes de Za-5102, GAPZa-5102, Za-5601, GAPZa-5601,
Z0-30640 y GAPZa-30640 (figuras 2-7). Los plasmidos recombinantes de Za-5102, Zo-5601 y Zo-30640 se
linealizaron con Pme | (Mss ) y GAPZa-5102, GAPZa-5601 y GAPZa-30640 se linealizaron con Bin | (Avr 1l).
Entonces, todos los vectores linealizados se electrotransformaron en P. pastoris X-33 segun los métodos de
transformacién de alta eficacia de P. pastoris pretratada con acetato de litio y ditiotreitol, que los recomendaron Wu
Sy Letchworth GJ (2004 Protein Expression).

Tabla 1. Cebadores usados para construir vectores de expresion

SEQ Oligonucleétidos Secuencia (de 5’ a 3))

ID

NO:

17 5102F CCGCTCGAGAAAAGATCTGATCCTGGTCTCCTACAG

18 5102R AAATATGCGGCCGCTCAAGCAACATCAGTTAAGAGTT
19 5601F CCGCTCGAGAAAAGATCCGATCCTGCACCCCTT

20 5601R AAATATGCGGCCGCTCAATAAGTTTCAGATAGCAATTTC
21 30640F CCGCTCGAGAAAAGATTTGATCCGAGTCCTCTCCA

22 30640R AAATATGCGGCCGCTCAATTAGCTTGAACTAAGCGTTG

Expresion de proteina

Se seleccionaron inicialmente clones positivos mediante placas de medio YPDS (extracto de levadura 10 g/l
peptona 20 g/l, dextrosa 20 g/l, sorbitol 1 My agar 20 g/l) que contenian Zeocin 100 ug/ml. Entonces, se examinaron
adicionalmente transformantes de multiples copias mediante placas de resistencia de YPDS que contenian Zeocin a
una concentracion final de 1 mg/ml. En primer lugar se comprobaron las colonias seleccionadas con PCR y después
se secuenciaron para verificar un gen correcto insertado en el cromosoma de levadura. Se seleccionaron los clones
de alta resistencia a Zeocin para comprobar su expresién mediante fermentacion en matraz con agitacion.

Los medios de crecimiento e induccion en el matraz con agitacion fueron BMGY (extracto de levadura al 1% (p/v),
peptona al 2% (p/v), tampén fosfato de potasio 100 mM a pH 6,0, base nitrogenada de levadura sin aminoacidos al
1,34% (p/v), glicerol al 1% (p/v), biotina al 0,04% (p/v)) y BMMY (su composicién es similar a BMGY, pero con
metanol al 1,0 % (v/v) en lugar de glicerol). Se inocul6 en primer lugar una Unica colonia de una cepa seleccionada
en una botella de 20 ml con 4 ml de medio YPD y se hizo crecer a 28°C durante 18-20 h. Entonces, se inoculé el 4%
(v/v) del cultivo en un matraz de 500 ml que contenia 50 ml de (o matraz de 250 ml que contenia 25 ml de) BMGY.
Se hicieron crecer las células a 28°C, agitando a 220 rpm, durante 18-20 h para alcanzar una DOgg de 3,0-6,0,
luego se recogieron mediante centrifugacién y se resuspendieron en 50 ml de medio BMMY que contenia MnCly
5 mM para induccién con metanol. Se fij6 la temperatura de induccion a 28°C, y se anadid6 metanol al 100%
diariamente para alcanzar concentraciones de metanol al 1,0% (v/v). Tras 96-120 h de inducciéon con metanol, se
recogio el sobrenadante del cultivo mediante centrifugacion a 9500 rpm durante 5 min a 4°C, y se us6 para el ensayo
de actividad OxO y SDS-PAGE. Se tifieron las proteinas con azul brillante Coomassie R-250. Se concentraron todas
las muestras de sobrenadante mediante precipitacion con TCA. Todas las muestras usadas para andlisis SDS-
PAGE son 30 ul de sobrenadante concentrado. Para la expresion constructiva del promotor GAP, el crecimiento fue
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medio BYPD (extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, glucosa 20 g/I, biotina 400 pg/l, MnCl, 5 mM y tampon
fosfato de potasio 100 mM, pH 6,0) y se hicieron crecer las células a 28°C, con agitacién a 220 rpm. Afadir glucosa
al 2% en medio BYPD después de 48 h de cultivo. Después de 72 h de cultivo, se recogié y se analizd el
sobrenadante del cultivo como en las condiciones anteriores.

Fermentacion semicontinua: se produjo el inéculo (cualquier cultivo de levadura recombinante descrito
anteriormente) a 30°C en un matraz de 2 | que contenia 400 ml de medio YPD agitado a 220 rpm durante 18 h.
Entonces, se inoculd el 10% (v/v) del in6culo en el fermentador de 7 | que contenia 2,8 | de medio FM22 (KH2POy,
42,9 g/l; (NH4)2SOs4, 5 g/l; CaS04+2H20, 1,0 g/l; K2SO4, 14,3 g/l; MgSO4+7H-0, 11,7 g/l; glicerol, 40 g/l y disolucion de
sal traza PTM4 2,5 ml/l). Disolucion de sal traza PTM4. La disolucion PMT4 se componia de (g/l): CuSO4+5H-0, 2,0;
Nal, 0,08; MnSO4-H20, 3,0; NazMOO4'2H20, 0,2; HsBO:;, 0,02; CaSO4-2H20, 0,5; COC|2, 0,5; ZnC|2, 7; FeSO4-7H20,
22; biotina 0,2 y H2SO4 concentrado 1 ml/l [18]. La disolucién semicontinua de glicerol contenia (I"): 500 g de glicerol
(100%) y 4 ml de disolucién madre PTM4. La disolucién semicontinua de metanol consistia en 4 ml de disolucion
madre PTM4 y 1 | de metanol puro. Una vez se agoto el glicerol del caldo de cultivo, se inicié una fase semicontinua
exponencial con glicerol de 8 h a una velocidad de crecimiento de 0,16 h™'. Se llevd a cabo la estrategia
semicontinua limitada con metanol al final de la fase de transicién del glicerol. Se regulé la velocidad de
administracion de metanol para mantener DO por encima del punto establecido en el caldo de cultivo segun las
recomendaciones de las Pautas del Procedimiento de Fermentacion con Pichia (Invitrogen). Se fij6 la temperatura a
30°C en las fases discontinuas y semicontinuas de glicerol, y entonces se disminuy6 hasta 25°C al inicio de la
induccion con la fase de metanol. Se mantuvo el valor de pH a 5,5 mediante la adicién de hidréxido de amonio al
28% (p/p). Se mantuvo el nivel de DO al 20-50% de saturacion de aire mediante un control en cascada de la
velocidad de agitacién a 500-800 rpm con una velocidad de flujo de aire de 150-400 I/h. Se controlé la espumacién
mediante la adicion de agente antiespumante (Dowfax DF103, EE.UU). Se bombe6 el medio de alimentacion
semicontinuo en el fermentador segn un protocolo predeterminado.

Purificacion de proteina recombinante

Se realizé el procedimiento de purificacion basicamente tal como sigue: se concentrd y se dializd el caldo de
fermentacion libre de células que contenia la enzima secretada durante la noche contra tampén acido citrico y
fosfato de potasio 50 mM pH 3,5 y luego se carg6 en una columna de intercambio catiénico, o se dializdé durante la
noche contra tampoén &cido citrico y fosfato de potasio 50 mM pH 7,5 y luego se cargd en una columna de
intercambio aniénico. Si no fuera suficiente, se aplica una columna Phenyl-Sepharose. Se agruparon las fracciones a
través del flujo y se concentraron mediante ultrafiltracion para SDS-PAGE y ensayo de actividad.

Resultados
Se han expresado satisfactoriamente los tres genes de oxalato oxidasa de 5102, 5601 y 30640 en P. pastoris con un
rendimiento en un intervalo de 0,01-1 mg por litro de cultivo, tal como se muestra mediante SDS-PAGE con una

banda a un peso molecular de 24 kD (figuras 8-11). Las oxalato oxidasa purificadas a partir del caldo, mostraron
todas ellas una actividad de degradacién de oxalato a pH 7,4.

Ejemplo 5

Produccion de oxalato oxidasas en plantas mediante expresion transitoria

Construccién de vectores de expresion

Se amplificaron los genes para la expresién transitoria (5601 y 5102 de remolacha azucarera, 30640 de platano)
mediante cebadores especificos de gen flanqueados por los sitios de restriccion Xbal y Kpnl. Tras la digestion con
Xbal y Kpnl, se clonaron los fragmentos amplificados (figuras 12-13) en pHTE para producir pHTE-5601, pHTE-5102
y pHTE-30640 (figura 14), respectivamente. Se seleccionaron todos los plasmidos recombinantes positivos mediante
PCR de colonias o mediante digestién enzimatica y se introdujeron por separado en la cepa de A. tumefaciens
GV3101 mediante el método de congelacién/descongelacion.

5.1 Expresion transitoria en hojas de tabaco

Materiales de plantas

Se hicieron crecer plantas de N. benthamiana de tipo natural en un invernadero con un ciclo de luz/oscuridad de
16/8 h a 25°C durante de 5 a 8 semanas.

5.1.1 Preparacién de suspensiones y cultivos bacterianos
1. Se prepararon precultivos 2 dias antes de la infiltraciéon inoculando 3 ml de medio LB (10 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura y 10 g NaCl en 950 ml de agua desionizada) que contenia rifampicina 25 mg/l y kanamicina

50 mg/l con colonias aisladas de cepas de Agrobacterium que albergan plasmidos de expresién, durante la noche a
28°C bajo agitacion constante a 220 rpm para crecer preferentemente hasta una DO (600 nm) >1,2.
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2. Inocular medio LB nuevo que contiene rifampicina 25 mg/l, kanamicina 50 mg/l y acetosiringona 20 uM con
precultivo a una razén de 1:100. Para cada planta que va a infiltrarse, deben prepararse 20 ml de cada cepa. Se
incubaron los cultivos a 28°C bajo agitacion constante a 220 rpm hasta una DO (600 nm) de 0,8-1,2 (~18 h).

3. Centrifugar los cultivos (5000 rpm; 5 min) y desechar el sobrenadante.

4. Resuspender los sedimentos bacterianos en 5 volumenes de disolucién de resuspension de bacterias (acido 2-N-
morfolinoetanosulfénico (MES) 10 mM) pH 5,5, MgSO4 10 mM y acetosiringona 100 mM), e incubar durante 4 h a
temperatura ambiente antes de su uso.

5.1.2 Infiltracién con jeringa e incubacion de plantas

1. Llenar una jeringa de 1 ml o 3 ml (sin aguja) con suspensién bacteriana, y sujetar la hoja que va a infiltrarse entre
el dedo indice y la jeringa, estando la jeringa sobre el lado abaxial de la hoja. Empujar suavemente el émbolo para
forzar a la suspension bacteriana a entrar en la hoja y mantener una presiéon uniforme durante la infiltracion. Se
observa humectacién de la hoja alrededor del punto de infiltracion ya que la suspension entra en el tejido en el
espacio apoplastico. Para cada punto de infiltracién, debe llenarse una superficie ~7 cm®. Pueden ser necesarios
varios puntos de infiltracion para inocular completamente cada hoja.

2. Infiltrar un nimero maximo de hojas en cada planta y retirar todas las hojas sin infiltrar asi como las yemas
apicales y auxiliares para evitar el crecimiento de hojas sin infiltrar durante el periodo de incubacién.

3. Incubar las plantas infiltradas en el invernadero durante 7 dias, regar las plantas segun se necesite y continuar la
fertilizacion con nitrégeno.

5.1.3 Ensayo de actividad de OxOx en disco de hoja

Se recogieron hojas de tabaco agroinfiltradas 7 dias tras la infiltracién (dpi) para los ensayos de actividad de OxOx.
Se llevo a cabo un ensayo histoquimico de la actividad de OxOx. El tampén histoquimico contiene succinato 40 mM,
acido oxalico 2,5 mM, peroxidasa del rdbano 5 U/ml, 4-cloro-1-naftol 0,6 mg/ml, etanol al 60% (V/V), pH 5,0. Se
anadieron discos de hojas al tampon y se observaron tras la incubacién a temperatura ambiente durante la noche. El
control son los discos de hojas producidos del mismo modo que los discos de hojas sometidos a prueba excepto
porgue no se agroinfilird gen de OxOx en las hojas de tabaco.

Los resultados se facilitan a continuacion junto con los resultados de los experimentos que se refieren a la expresion
transitoria en guisante.

5.2 Expresion transitoria en guisante
5.2.1 Materiales de plantas

Se obtuvieron las semillas de la planta de guisante (P. sativum) del mercado local. Se sembraron las semillas y se
hicieron crecer las plantas en una camara de crecimiento de plantas a 25°C bajo un ciclo de 16 h de luz fluorescente
fria/8 h de oscuridad.

5.2.2 Cultivo bacteriano, preparacion de la suspensién e infiltracion a vacio

Se hicieron crecer cultivos de Agrobacterium GV3101, que llevaban vectores binarios, en medios YEB modificados
(extracto de levadura 6 g/l, peptona 5 g/l, sacarosa 5 g/l, MgSO4 2 mM) con antibiéticos (100 mg/ml de kanamicina,
50 mg/ml de rifampicina,) durante 2 dias a 28°C. Para el crecimiento a escala aumentada final, se diluyeron cultivos
de 2 dias iniciales 1:100 en el mismo medio YEB complementado con antibiéticos, MES 10 mM, pH 5,6, 20 uM de
acetosiringona y se permiti6 que crecieran 18-24 h hasta una DOsgs nm de aproximadamente 2,4. Se
complementaron las células bacterianas con 55 g/l de sacarosa y acetosiringona 200 uM y se incubd la suspension
durante 1 h a 22°C. Se anadié Tween20 hasta concentraciones finales del 0,005% y se usoé la suspension para la
infiltracién a vacio. Se colocd una cantidad de 1,2 | de suspensiéon de Agrobacterium pretratada en un vaso de
precipitados de vidrio de 2 | dentro de un vacio. Se sumergieron las plantas de guisante completas en la suspension
y se mantuvieron durante 1 min a vacio (0,07-0,1 MPa) y se liber6 rapidamente el vacio. Se enjuagaron las raices de
las plantas de guisante en agua y se dejaron durante 5-7 dias a 20-22°C con 16 h de luz cada dia. Tras 5-6 dias de
incubacién, se cortaron las plantas de guisante desde la base y se homogeneizaron para la extraccion de proteinas.

5.2.3 Ensayo enzimatico
Para el andlisis de los niveles de expresion de proteina, se extrajo la proteina con tampén de extraccién (acido
citrico - fosfato 50 mM, pH 7,0). El tampdn de extraccién y las plantas de guisante recogidas estaban en una razén

1:1 (v/p). Se cortaron los tejidos desde la base y se homogeneizaron en una mezcladora a alta velocidad durante 1
min. Se centrifugd el homogenado durante 15 min a 7000 g. Se centrifugd el sobrenadante durante 15 min a 14.000
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g y se analizaron los sobrenadantes resultantes mediante gel de SDS-PAGE al 12%. Se lav6 el sedimento dos
veces mediante resuspension en 10 vol. del medio de homogenizacion que contenia Triton X-100 al 1% (p:v) y
cuatro veces con 30 vol. del mismo medio sin Triton X-100. Tras cada lavado se recogié el sedimento mediante
centrifugacién a 1000 g durante 10 min. Se considerdé que el sedimento final era la fraccion de pared celular
purificada, y se usé para someter a prueba la actividad de OxOx mediante ensayo colorimétrico. Para la purificacion
de OxOx, se precipitdé el sobrenadante de homogenado centrifugado con sulfato de amonio saturado al 80%. Se
redisolvié el sedimento en 50 ml de tamp6n A (&cido citrico-fosfato 50 mM, pH 6,0, NaCl 2 M), y se centrifug6 la
suspensioén resultante durante 20 min a 14.000 g. Se cargd el sobrenadante resultante sobre una columna de Phenyl
Sepharose HP previamente equilibrada con tampén A. Se eluyé la proteina con un gradiente lineal de NaCl (2-0 M)
en el mismo tampén y se recogieron las fracciones a una velocidad de 0,5 ml/min. Se detect6 en las fracciones
recogidas la actividad de OxOx mediante ensayo colorimétrico. Entonces se mezclaron entre si las fracciones que
tenian actividad de OxOx y volvieron a cargarse sobre una columna de Q Sepharose. Se eluyd OxOx con un
gradiente lineal de NaCl (0-2 M) en tampén A. Se sometieron a prueba todas las fracciones recogidas para
determinar la actividad de OxO mediante el método colorimétrico.

Resultados

1. Se han amplificado los genes de OxOx 5102, 5601 y 30640 (figuras 12-13)

2. El vector de expresién de plantas para OxOx 5102, 5601 y 30640 (figura 14)

3. Los genes para OxOx 5102, 5601 y 30640 se expresan con actividad de en hojas de tabaco (figuras 15)

4. Los genes para OxOx 5102, 5601 y 30640 se expresan con actividad de OxOx en hojas de guisante (figuras 16)
5. OxOx 5102 expresada por hojas de guisante se ha purificado y muestra actividad (figuras 17 y 18)

6. Los niveles de expresion de OxOx 5102, 5601 y 30640 por hojas de guisante en el intervalo de 0,01-5 mg por
gramo hojas nuevas, pero la mayoria de la OxOx expresada esta asociada con el material sélido (figura 16)

Ejemplo 6

La actividad de oxalato oxidasas expresadas por E. coli a diferente pH

Ensayo de actividad: 1a disolucion de enzima de 10 pul se afade a 190 ul de 4-aminoantipirina 800 mg/I, 3,5-dicloro-2-
hidroxibencenosulfonato de sodio 4,8 mM, 10 unidades por ml de peroxidasa del rdbano, oxalato 5 mM, fosfato
50 mM.

Se coloca la mezcla a 37°C durante 10-60 min en un lector de placas para leer la DOggo. Una unidad de actividad se
define como la cantidad de enzima requerida para producir 1 umol de formiato a partir de oxalato en las condiciones
anteriores.

Perfil de pH de actividad: se sometieron a prueba muestras tal como se describié anteriormente usando una serie de
tampones dentro de un intervalo de pH de 4,5-8,0 (citrato 50 mM para pH 4,5-6,0 y fosfato de potasio 50 mM para
pH 6,0-8,0).

Esta prueba se usa para someter a prueba las oxalato oxidasas para determinar la actividad de degradacion de
oxalato tal como se le hace referencia en las reivindicaciones.

Resultados

La actividad maxima es de 18,2 unidades por mg para 5100, 19,5 unidades por mg para 5102, 18,7 unidades por mg
para 5601 y 14 unidades por mg para 30640. Para una comparacion facil, se facilita la actividad para cada enzima a
diferente pH en la tabla 1 y la figura 19 como actividad relativa, que se calcula mediante la actividad dividida entre la
actividad maxima.

Tabla 1. La actividad relativa de OxOx a pH 4,5-8

pH 5100 5102 5601 30640
4,5 69,23 83,42 45,10 45,52
5 88,08 91,23 79,34 69,11

55 92,95 94,30 100,00 80,37
6,0 99,99 96,17 77,60 97,92
6,5 92,60 100,00 49,20 99,99
7,0 90,69 95,10 36,73 92,56
7,5 82,00 92,60 21,78 65,33
8,0 81,75 87,50 18,17 42,17

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2694 667 T3

Ejemplo 7

Lavado de cuerpos de inclusién - OxOx-B5102

Se resuspendieron los sedimentos celulares recogidos en una razén de 30 g de pasta de células por 1 | de tampén
de lavado (Tris-HCI 50 mM, urea 2 M, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, pH 8,0). Se anadié nucleasa
benzonasa (100 unidades por litro con MgCl> 0,5 mM) a la suspensién de células para digerir acido nucleico de E.
coli (incluyendo ADN y ARN), se incub6 a 37°C durante 15 min. Se hicieron pasar las células pretratadas a través de
un homogeneizador preenfriado (NTI, EE.UU.) 4 veces a 1100 bares de presién, luego se centrifugaron a 8000 g
durante 10 min en botellas de 500 ml a 4°C. Se resuspendieron los sedimentos y se lavaron con tampén de lavado 3
veces y agua desionizada dos veces. Se analiz6 la pureza de los cuerpos de inclusion mediante SDS-PAGE. La
pureza de los cuerpos de inclusion alcanz6 habitualmente mas del 80%.

Ejemplo 8

Purificacién mediante Q-sepharose de cuerpos de inclusidén

Se disolvieron los cuerpos de inclusion lavados del ejemplo 7 con una pureza >80% en tampo6n de urea (Tris-HCI
20 mM, urea 8 M, pH 8,0) y se centrifugaron a 13000 g durante 10 min. Se cargd el sobrenadante sobre una
columna de Q-sepharose preequilibrada con el tampdn de urea y se lavo adicionalmente con volimenes de 5
columna (CV) con el mismo tampén. Se eluyeron las impurezas mediante tampon de elucién B (urea 8 M, NaCl 30
g/l, Tris-HCI, pH 8,0) con 6 CV. Se eluyd la proteina OxOx-B5102 mediante el tamp6n de elucion C (urea 8 M, NaCl
160 g/l, Tris-HCI, pH 8,0). La pureza de los cuerpos de inclusion de OxOx-B5102 tras la purificacién en columna de
Q-sephrose alcanz6 habitualmente mas del 95%. Se concentrd la disolucion de cuerpos de inclusion de OxOx-
B5102 purificados hasta 5 mg/ml para el replegamiento de proteina mediante tubos de ultrafiltracion 10K.

Ejemplo 9

Replegamiento de cuerpos de inclusién

Se realiz6 el replegamiento tal como se describo anteriormente en el presente documento.

Ejemplo 10

Purificacién en Phenyl Sepharose de OxOx-B5102

Se afadié NaCl a la mezcla de OxOx-B5102 replegada hasta una concentracién final de 500 mM, y luego se hizo
pasar a través de una membrana de 0,45 um. Se cargo6 la disolucion de OxOx-B5102 clarificada en una columna de
Phenyl Sepharose preequilibrada con 5 CV de tampon de equilibrio (Tris-HCI 10 mM, NaCl 500 mM, pH 8,0). Se lavé
adicionalmente la columna con 1,5 CV de tamp6n de lavado (Tris-HCI 10 mM, NaCl 250 mM, pH 8,0), y luego se
eluydo OxOx-B5102 mediante tampén de elucion (Tris-HCI 10 mM, isopropanol al 20%, pH 7,0). Se precipité la
proteina diana anadiendo NaCl a la disolucién hasta 50 mM y se recogié mediante centrifugacién a 12000 g durante
10 min, 4°C. Se redisolvieron los sedimentos en tampdn borato (Na2B4O7~H3BOs 10 mM, pH 9,0) para la pegilacion.
Se analizé la pureza de la muestra de OxOx-B5102 recogida mediante SDS-PAGE, se analiz6 la actividad de OxOx-
B5102 mediante el ensayo de actividad.

Ejemplo 11

Peqilacién y purificacién de PEG-OxOx

Se ajusté la concentracion de OxOx-B5102 en tamp6n borato hasta 2 mg/ml para la pegilacion. Se us6 una razén 10
veces de moléculas de PEG con respecto al numero de residuos de lisina sobre la superficie de OxOx para la
reaccion de pegilacion. Se sometieron a prueba uno a uno diferentes tamafos de éster succinimidilcarboximetilico
de metoxi-PEG (mPEG-SC) a 2 kD, 5 kD, 10 kD, 20 kD, 20 kD de 4 brazos, 30 kD, 40 kD y 40 kD de 4 brazos. Se
anadi6 gradualmente el mPEG-SC en disolucién de OxOx-B5102 y se mezclé suavemente usando un agitador
magnético. Se mantuvo la reaccion durante 6 h a 28°C, y luego se detuvo afiadiendo glicina.

Se carg6 la muestra de OxOx-B5102 pegilada sobre cromatografia de exclusion molecular (GE HiLoad Superdex

16/600GL, EE.UU.) preequilibrada con tampén fosfato (K2HPO4s~KH2PO4 10 mM, pH 7,4) y se eluyd mediante el
mismo tampdn a una velocidad de elucidén de 1 ml/min. Se recogié la proteina diana.

Ejemplo 12

Reduccién de oxalato en plasma y oxalato en orina en modelo de rata

Se adquirieron 30 ratas Sprague Dawley (SD) macho, que pesaban aproximadamente alrededor de 130-150 g y
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menos de 5 semanas del centro experimental animal local. Se alojaron las ratas en un sistema de jaula ventilada
individual (IVC) de plastico (temperatura 18~26°C, humedad del 40-70%) y se alimentaron con agua destilada y
alimento de ratas regular cada dia. Tras 1 semana de aclimatizacion, se dividieron las ratas aleatoriamente en un
grupo de control y 4 grupos experimentales (seis ratas por grupo) y se transfirieron a jaulas metabdlicas con una
Unica ocupacion. Las ratas en el grupo de control se alimentaron con agua y alimento regular; los grupos
experimentales se alimentaron con alimento regular y etilenglicol al 1% como agua potable. Se recogi6é una muestra
de sangre (aproximadamente 0,3 ml) de la vena de la cola y se afadié heparina a la sangre como anticoagulante. Se
obtuvo suero inmediatamente a partir de la muestra de sangre nueva mediante centrifugacién a 5000 g durante 5
min a 4°C. Se recogié una muestra de orina del tubo recogida de orina de la jaula metabdlica cada 12 h (8:30 y
20:30) y se acidific6 usando HCI 2 M inmediatamente hasta pH 1,5~2,0. Se detect6 oxalato en suero y orina de
todas las ratas y se monitorizé hasta que el nivel de oxalato era estable, luego se inyect6 PEG-OxOx-B5102 a través
de la vena.

Se analizé el oxalato en suero usando el método de fluorescencia de 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (rojo Amplex).
El procedimiento: se acidificaron las muestras de suero nuevas hasta pH 2,0 y se eliminaron las proteinas séricas
mediante filtracion con tubos de ultrafiltracién 10K. Se afadié el filtrado (10 wl) a una multiplaca de 96 pocillos para 6
pocillos. Se anadié el tamp6n de reaccion que contenia oxalato oxidasa (tampén citrato 100 mM, pH 5,4, rojo
Amplex 10 uM, HRP 1 U/ml, OxOx-B5102 0,1 U/ml) a 3 pocillos y se afadié el tampdn de reaccién de fondo sin
OxOx (tampo6n citrato 100 mM, pH 5,4, rojo Amplex 10 uM, HRP 1 U/ml) a los otros 3 pocillos. Se incubaron todas
las reacciones a 25°C durante 30 min, luego se detectd la fluorescencia de cada pocillo usando un lector de
multiplacas de fluorescencia (longitud de onda de excitacion: 538 nm; longitud de onda de emisién: 590 nm). La
fluorescencia de una muestra es el valor promedio de los tres pocillos tras restar el promedio de los tres pocillos de
control de fondo. Se calcul6 la concentracién de oxalato mediante el valor de fluorescencia, que se calibr6 mediante
la curva patrén de oxalato.

Se detect6 la concentracion de oxalato en orina usando el ensayo colorimétrico (kit de oxalato Trinity disponible
comercialmente adoptado). El procedimiento de operacion se realizé segin el manual del kit.

Tras el periodo de aclimatacion, se administré6 OxOx-B5102 pegilado con 3 pesos moleculares diferentes de PEG
(PEG de 20 kD, 30 kD y 40 kD) a las ratas en 3 grupos experimentales, respectivamente, 0,2 mg de OxOx cada vez
por rata, durante 3 dias consecutivos. Se administré solucién salina a las ratas en el cuarto grupo experimental,
registrado como grupo de control de placebo a la misma dosis. Se alimentaron las ratas en el control regular como
habitualmente sin ningun tratamiento. Se monitorizaron cada dia el oxalato en suero y oxalato en orina. Los
resultados mostraron que PEG-OxOx-B5102 podia reducir el 40~50% del oxalato en suero y el 20~40% del oxalato
en orina en comparacion con el grupo de placebo (figura 21 y figura 22).

Ejemplo 13
Evaluacién de la inmunogenicidad de PEG-OxOx-B5102

Se inyectaron por via intravenosa OxOx-B5102 y OxOx-B5102 pegilados con diferentes pesos moleculares de PEG
(2 kD, 5 kD, 10 kD, 20 kD, 30 kD y 40 kD) en ratas SD para la evaluacion de la inmunigenicidad, respectivamente, a
través de las venas de la cola cada semana durante 4 semanas. La dosis era de 0,2 mg de OxOx cada vez. Se
recogieron muestras de suero y se detecto el titulo de anticuerpo usando el método de ELISA.

El procedimiento del método de ELISA: (1) se recogieron muestras de suero de rata a diferentes puntos de tiempo (0
d,7d,14d, 21 d, 28 d, 45 d, 60 d) tras la inyeccion de PEG-OxOx-B5102 y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
(2) Diluir OxOx-B5102 hasta una concentracion final de 10 ug/ml en tampén de recubrimiento (tampon
carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6) y transferir 100 ul a cada pocillo de una placa de ELISA de union a proteina,
de alta afinidad. Cubrir la placa con papel de aluminio e incubar a 4°C durante la noche. (3) Llevar la placa hasta
temperatura ambiente, retirar la disolucién de anticuerpo de captura, lavar 3 veces con tampéon PBS-T (KH2PO4
1,5 mM; NazHPO4:12H20 8,1 mM; NaCl 136 mM; KCI 2,7 mM; Tween-20 al 0,05%) y bloquear los sitios de union
inespecifica afiadiendo 300 pl de disolucién de bloqueo (KH2PO4 1,5 mM; NazHPO4-12H20 8,1 mM; NaCl 136 mM;
KCI 2,7 mM; leche en polvo desnatada al 5%) a cada pocillo. (4) Sellar la placa e incubar a 37°C durante 1~2 horas.
(5) Lavar 3 veces con tamp6n PBS-T y golpear la placa firmemente contra toallitas de papel limpias. (6) Diluir
muestras de suero usando tampén PBS-T hasta 50 veces, 100 veces, 200 veces, 400 veces, 800 veces (realizar las
diluciones en tubos de polipropileno) y afiadir 100 pl por pocillo a la placa de ELISA. (7) Sellar la placa e incubar a
una temperatura de 37°C durante 1 hora o a 4°C durante la noche. Lavar > 3 veces con tampén PBS-T. Los lavados
pueden lograrse eficazmente rellenando los geles con un pipeteador de multiples canales. Para una rigurosidad
aumentada, tras cada lavado, dejar la placa reposar brevemente, retirar el tampén y golpear las placas sobre
toallitas de papel antes de volver a llenarlas. (8) Diluir el anticuerpo de cabra anti-rata marcado con HRP hasta su
concentracién Optima predeterminada en tampén PBS-T (habitualmente entre 1/5000-1/20000). Anadir 100 ul por
pocillo. (9) Sellar la placa e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora. Lavar > 5 veces con tampén PBS-T. (10)
Para cada placa, mezclar 6 ml de reactivo de TMB A (EDTA-Na 0,5 mM; &cido citrico 5 mM; glicerol al 10%;
tetrametilbencidina al 0,04%) con 6 ml de reactivo de TMB B (acetato de sodio 165 mM; acido citrico 8,3 mM; H2O»
al 0,06% 30%) inmediatamente antes de su uso. Trasferir 100 ul a cada pocillo e incubar a temperatura ambiente
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durante 30 min. Para detener la reaccion, afiadir 100 pl de disolucién de parada (H2SO4 2 M). (11) Leer la densidad
optica (DO) para cada pocillo con un lector de microplacas ajustado a 450 nm.

El titulo de anticuerpos frente a OxOx alcanzé un pico a los 28 dias tras la inyeccién (datos no mostrados). Los
resultados en 28 dias (figura 23) mostraron que el titulo de anticuerpos frente a OxOx-B5102 disminuyd
significativamente cuando OxOx estaba pegilada, y disminuyé ademas cuando estaba pegilada con un tamafno
grande de PEG. Habia poco anticuerpo detectado contra OxOx-B5102 cuando OxOx estaba pegilada con PEG de
10K, 20K, 30 Ky 40 K.
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<120> Método para producir oxalato oxidasas

<130> P013552PCTH1

<160> 24

<170> BiSSAP 1,2

<210> 1
<211> 696
<212> DNA

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente
<222> 1..696
<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 1

atggtctttg
ctectacagg
aaattctgca
attccctceag
tttccagcac
ctaaacacac
ttatatgeceg
gacatgattg
gctcttgeta
gtctttggaa
aagatggtga

ggaagatcta

<210>2
<211> 232
<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris

<400> 2

Met Val Phe Ala Met Ser Phe Thr

1

Ser Asp Pro Gly Leu Leu Gln Asp
Asp Ser Ala Val Phe Val Asn Gly

Val Thr Ile Asp Asp Phe Leu Tyr

35

caatgagctt
atttttgtgt
agaacccaaa
acacaaacaa
ttaacacatt
ctcatttgca
gcattgtcac
ttttcecctca
ttgecctettt
ctacgccaca
ttgagcaact

ttcttaaact

5

20

tacttctcat
gggtgtaaat
agacgtgaca
cactcaaaga
aggtgtagcc
ccctegtggt
caccgataat
aggcttaatc
tgggagccaa
aattttggat
tcgatctcag

cttaactgat

40

atttacgtgg
gacccetgatt
atcgacgatt
gcagaagcca
atggctcgtg
tctgagatat
aagctttteg
cacttccagce
tttcctggac
gatgtactta
ttttcaggtc

gttgct

cttcggecte
cagcagtgtt
tcttatacaa
cactagtaga
tagactttge
tcgeggtcect
acacggtgtt
ttaatcttgg
gagttaatgt
cccaagcegtt

caaacacatc

tgatcctggt
tgtaaatgga
agggtttaat
tgtcaatcga

gtcectttgge

agaggggact
gagaaagggt
caagacagat
tgctaatggt
tcaggtagat

aatcaacact

Ser
Phe
25

Lys

Lys

40

His Tle Tyr Val Ala Ser Ala
10 15
Cys Val Gly Val Asn Asp Pro
30
Phe Cys Lys Asn Pro Lys Asp
45
Gly Phe Asn Ile Pro Ser Asp

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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Phe Pro

Ala Ser

Ile Phe

Asn

Ala

Phe

Ala

Thr Gln

Asn
85
Leu

Leu

Gly
100

Val Leu

115

Asn
130
Pro

Asp

Phe
145
Ala Leu

Val Ala

Leu Thr

Lys
Gln
Ala
Asn

Gln

Leu Phe

Gly Leu

Ile Ala
165
Gly Vval
180

Ala Phe

195

Gln
210
Lys

Ser

Leu
225

<210> 3
<211> 648
<212> DNA

<213> Beta vulgaris subsp.

<220>
<221> fuente
<222>1..648

Phe

Leu

Ser Gly

Leu Thr
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55
Arg Ala
70
Thr Leu

Asn Thr

Glu Gly

Glu
Gly
Pro

Thr

Ala Thr

Val Ala
90
His Leu
105

Leu Tyr

120

Thr
135
His

Asp

Ile
150
Ser Phe

Phe Gly

Gln Val

Val
Phe
Gly
Thr

Asp

Leu Arg

Gln Leu

Gln
170
Pro

Ser

Thr
185

Lys Met

200

Asn
215
Val

Pro

Asp
230

vulgaris

Thr

Ser Ile

Ala

60
Leu Val
75
Met Ala

His Pro

Ala Gly

Asp
Arg
Arg

Ile

Val Asn

Val Asp
95
Gly Ser
110

Val Thr

125

Lys Gly
140
Asn Leu
155
Phe Pro

Gln Ile

val Ile

Asp

Gly
Leu

Glu

Met Ile

Lys Thr
Val
175
Asp

Arg

Asp
190

Gln Leu

205

Thr
220

Asn

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris’

<400> 3

tctgatccetg
tttgtaaatg
aaagggttta
gatgtcaatc
gcgtcecetttg
ctagagggga
ttgagaaagg
ggcaagacag
gttgctaatg
tttcaggtag

tcaatcaaca

gtctcctaca
gaaaattctg
atattcccte
gatttccage
gcctaaacac
ctttatatgce
gtgacatgat
atgctcttge
gtgtctttgg
atgagatggt

ctggaagatc

ggatttttgt
caagaaccca
agacacaaac
acttaacaca
acctcatttg
cggcattgtce
tgttttcect
tattgcctct
aactacgcca
gattcagcaa

tattcttaaa

gtgggtgtaa
aaagacgtga
aacactcaaa
ttaggtgtag
caccctegtg
accaccgatt
caaggcttaa
tttgggagce
caaattttgg
cttecgatcete

ctcttaactg

41

atgaccctga
caatcgacga
gagcagaagc
ccatggctcg
gttctgagat
acaagetttt
tccacttcca
aatttcctgg
atgatgtact
agttttcagg

atgttgct

Gly

Arg Ser

ttcagcagtg
tttcttatac
cacactagta
tgtagacttt
attcgeggtg
cgacacggtg
gcttaatctt
acgagttaat
tacccaageg

tcaaaacata

Arg
80
Phe

Glu
Thr
Val

Asp
160
Asn

Val
Arg

Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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<210> 4
<211> 216

<212>

PRT

<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris

<400> 4

Ser
1
Asp
Val
Thr
Phe
65
Ala
Ile
Asp
Phe
Ala
145
Val
Leu

Ser

Leu

Asp
Ser
Thr
Asn
50

Pro
Ser
Phe
Asn
Pro
130
Leu
Ala
Thr

Gln

Lys
210

<210>5
<211> 648
<212> ADN
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente
<222>1..648
<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 5

Pro
Ala
Ile
35

Asn
Ala
Phe
Ala
Lys
115
Gln
Ala
Asn
Gln
Phe

195
Leu

Gly
Val
20

Asp
Thr
Leu
Gly
Val
100
Leu
Gly
Ile
Gly
Ala
180

Ser

Leu

Leu
Phe
Asp
Gln
Asn
Leu
85

Leu
Phe
Leu
Ala
Val
165
Phe

Gly

Thr

Leu
Val
Phe
Arg
Thr
70

Asn
Glu
Asp
Ile
Ser
150
Phe
Gln

Pro

Asp

ES 2694 667 T3

Gln
Asn
Ile
Ala
55

Leu
Thr
Gly
Thr
His
135
Phe
Gly
Val

Asn

Val
215

Asp
Gly
Tyr
40

Glu
Gly
Pro
Thr
Val
120
Phe
Gly
Thr
Asp
Thr

200
Ala

Phe
Lys
25

Lys
Ala
Val
His
Leu
105
Leu
Gln
Ser
Thr
Glu

185
Ser

42

Cys
10

Phe
Gly
Thr
Ala
Leu
90

Tyr
Arg
Leu
Gln
Pro
170
Met

Ile

Val
Cys
Phe
Leu
Met
75

His
Ala
Lys
Asn
Phe
155
Gln

vVal

Asn

Gly
Lys
Asn
Val
60

Ala
Pro
Gly
Gly
Leu
140
Pro
Ile

Ile

Thr

Val
Asn
Ile
45

Asp
Arg
Arg
Ile
Asp
125
Gly
Gly
Leu

Gln

Gly
205

Asn
Pro
30

Pro
Val
Val
Gly
Val
110
Met
Lys
Arg
Asp
Gln

190
Arg

Asp
15

Lys
Ser
Asn
Asp
Ser
95

Thr
Ile
Thr
Val
Asp
175

Leu

Ser

Pro
Asp
Asp
Arg
Phe
80

Glu
Thr
Val
Asp
Asn
160
Val

Arg

Ile



10

tcecgatectg
cttgtgaatg
aaagggttta
gacattactc
gcgceccatttg
atggaaggga
ataaaaaagg
gggaagacag
atcgctgaca

tttcaaatcg

tcaacaagca

<210>6
<211> 216
<212> PRT

caccccttca
gaaagctttg
atatacctgce
tattccctge
gactaaacac
ttatgtatgce
gtgatattat
atgctttage
gtgtgtttgg

atgagttgtt

ctggaaggte

ES 2694 667 T3

agatttttgt
taagaaccca
agacacaaac
agttaacaca
ccctcattta
tggttttgtg
tgtgtttcca
aattgcctca
tactactccg

ggtcaagcaa

atttttgaaa

<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris

<400> 6

Ser
1
Asn

Asp
Ser

Val Thr

Pro

Ala

ITle

Ala

Val
20
Asp

35

Thr Asn
50
Phe Pro
65
Ala Pro

Val Phe

Asp Tyr

Asn
Ala
Tyr
Ala

Lys

Thr
Val
Gly
Val

100
Leu

115

Phe Pro
130
Ala Leu
145
Ile Ala

Leu Thr

Ser Gln

Gln
Ala
Asp
Lys

Phe

Gly
Ile

Ser

Pro
Leu
Asp
Gln
Asn
Leu
85

Met
Tyr
Leu

Ala

Val

Leu Gln

Val Asn

Phe Leu
Ala
55

Gln

Gly

Thr
70
Asn Thr

Glu Gly

Asp Thr
His
135
Phe

Ile

Ser
150

Phe Gly

165

Gly
180
Ser

195

Leu Lys

210

Leu

Leu

Phe

Thr

Ser

Gln Ile

Asp Asn

Glu Thr

215

attgctgtaa
aaagaagtga
aacactcaag
caaggagtct
catcctegtg
accactgatt
caaggtctaa
tttgggagcce
cgtgttctag

cttcgttctce

ttgctatectg

Asp Phe

Cys

atgatcccaa
caatagatga
gagcaagtgc
ccatggctcg
gctcagaggt
ataagctcta
ttcatttcca
aaaatccagg
atgatgtgcect

agttttctac

aaacttat

Ile

10

Gly Lys
25
Tyr Lys
40

Ser Ala

Gly val

Pro His

Leu
Gly
Thr
Ser

Leu

Cys
Phe
Leu
Met

75
His

90

Ile Met
105
Ile Ile
120
Phe Gln

Gly Ser

Thr Thr

Tyr
Lys
Leu
Gln

Pro

Ala
Lys

Asn

Ala
Lys
Asn
val
60

Ala
Pro
Gly

Gly

Leu

ttctgecagtg
tttcttgtac
cacactagtg
tgtggacttt
tttcgecagtg
tgatacaatt
acttaatctt
gagaattaat
taccaaagga

tgataatata

Val Asn

Pro
30
Pro

Asn

Ile
45
Asp Ile

Arg Val

Arg Gly

Phe Val
110
Asp Ile
125

Gly Lys

140

Asn
155
Arg

170

Glu
185
Ser

Asp
Ile

200
Tyr

43

Leu

Thr

Leu

Ser

Pro

Val

Val

Thr

Gly Arg

Leu Asp
Gln
190
Arg

Lys

Gly
205

Asp
15

Lys
Ala
Thr
Asp
Ser
95

Thr
Ile
Thr
Ile
Asp
175

Leu

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

648

Pro
Glu
Asp
Leu
Phe
80

Glu
Thr
Val
Asp
Asn
160
Val

Arg

Phe
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<210>7
<211> 639
<212> ADN

<213> Musa acuminata

<220>
<221> fuente
<222>1..639

ES 2694 667 T3

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Musa acuminata”

<400>7

tttgatcecga
aacggattcg
ttagacaagc
gaacgactcc
ttcggtctca
ggaacgctct
aagaagctga
aacatcgggg
gtcaccaccg
caggcegtge
atcgctcaag
<210>8

<211> 213
<212> PRT

gtecteteca
cctgcaagaa
ccgegagcac
caggcctcaa
accctcectcea
acgccggcett
agaagggcga
acaccgatgc
ccaacgcact
agcttagcaa

aatatggaca

<213> Musa acuminata

<400> 8

agacttttge
agctaaggat
cgccaacgag
ctceecttgge
ctcgecatccea
cgtcacctcce
cgegtttgtg
ggtggcgttce
gttecggatceg
gacgaccgtg

acgcttagtt

gttgctgact
gtcacggcag
cttggcgecaa
gtcgceccatgt
cgatcgtcgg
aacacggaaa
ttcececcaggg
gctaccttcg
aagccgcecca
ggctggette

caagctaat

44

acgactccaa
atgacttcta
acatcactct
ctcgcatcga
agatactgca

acggcaacct

gcctcataca
gcagccagag
tcgetgatta

agcagcagca

cgtgtttgtg
cttcaccgge
cgtcaacgtg
ctacgcgcecece
cgtggcggaa
tctectteget
cttccagttce
ccegggtcete
cattettgee

gtggttggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

639
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15

Phe
Asn
Ala
Asn
Gly
65

Phe
His
Glu
Phe
Thr
145
val
Tyr
Leu
Leu

<210>

<211>
<212>

Asp
vVal
Asp
Glu
50

Leu
Gly
Val
Asn
Vval
130
Asp
Thr
Ile

Gln

val
210

9
639
ADN

Pro
Phe
Asp
35

Leu
Asn
Leu
Ala
Gly
115
Phe
Ala
Thr
Leu
Gln

195
Gln

Ser
Val
20

Phe
Gly
Ser
Asn
Glu
100
Asn
Pro
Val
Ala
Ala
180
Gln

Ala

Pro
Asn
Tyr
Ala
Leu
Pro
85

Gly
Leu
Arg
Ala
Asn
165
Gln

Gln

Asn

Leu
Gly
Phe
Asn
Gly
70

Pro
Thr
Leu
Gly
Phe
150
Ala

Ala

Trp

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

Gln
Phe
Thr
Ile
55

Val
His
Leu
Phe
Leu
135
Ala
Leu

Val

Leu

ES 2694 667 T3

Asp
Ala
Gly
40

Thr
Ala
Ser
Tyr
Ala
120
Ile
Thr
Phe

Gln

Asp
200

Phe
Cys
25

Leu
Leu
Met
His
Ala
105
Lys
His
Phe
Gly
Leu

185
Ile

Cys
10

Lys
Asp
Val
Ser
Pro
90

Gly
Lys
Phe
Gly
Ser
170

Ser

Ala

Val
Lys
Lys
Asn
Arg
75

Arg
Phe
Leu
Gln
Ser
155
Lys
Lys

Gln

Ala
Ala
Pro
Val
60

Ile
Ser
Val
Lys
Phe
140
Gln
Pro

Thr

Glu

Asp
Lys
Ala
45

Glu
Asp
Ser
Thr
Lys
125
Asn
Ser
Pro

Thr

Tyr
205

Tyr
Asp
Ser
Arg
Tyr
Glu
Ser
110
Gly
Ile
Pro
Ile
Val

190
Gly

Asp
15

Val
Thr
Leu
Ala
Ile
95

Asn
Asp
Gly
Gly
Ala
175
Gly

Gln

Ser
Thr
Ala
Pro
Pro
80

Leu
Thr
Ala
Asp
Leu
160
Asp

Trp

Arg

<221> fuente
<222>1..639

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400>9

atggctecece tactctacet tgtagtatte ttgettgete cttttetete

gatcccgatc
aatttccett

atgaatgagg
acatttcctg
gggatgaacc
agagttctag
ggacagatgt
aaggcactca
accctgtttg

gaccagagca

ctttgctaga
gcaaacaaac

gaaacacatc
cccttaatat
cgccccatte
tagggttegt
ttgtaatccc
tcattacage
gtacaaaccc

ttgtcgaagg

tttttgtgta
ctcaaatgtg

aaactcgttt
gctegggatt

ccacccacga

aaccacgggg

aagggggttg

tttcaatagt
ttcaattcca

aataaaatcc

gcggacctta
acctctgaag

ggatcaaggg
tcaatgaatc
gcaagtgaga
aatgtgtact
gttcattttc
cagaatccag
gatgatgttt

aacttttga

45

atgcctctcec
atttcttett

tcacacccegg
gggttgatct
gcggtgtggt
attcaaaggt
aaaagaatgt
gagtagtgtt

taagccaaac

ccatgetgeg

ctcatttgcet
tgatgggttt

aaacgtcctce
tgctgtggat
gatgaagggg
gttggttcca
tggacaaaat
attatcctca

tttcctagtg

60

120
180

240

300

360

420

480

540

600

639
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<210> 10

<211> 212
<212> PRT
<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris

<400> 10

Met
1
Ser
Leu
Asn
Asn
65
Thr
Leu
Glu
Thr
Val
145
Lys
Leu

Val

Lys

Ala
His
Asn
Vval
50

Thr
Phe
Ala
Ser
Gly
130
Ile
Ala
Leu

Leu

Ser
210

<210> 11
<211> 660
<212> ADN

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente
<222>1..660

Pro
Ala
Ala
35

Thr
Ser
Pro
Val
Gly
115
Asn
Pro
Leu
Ser
Ser

195
Asn

Leu
Ala
20

Ser
Ser
Asn
Ala
Asp
100
Vval
Val
Arg
Ile
Ser
180
Gln

Phe

Leu
Asp
Pro
Glu
Ser
Leu
85

Gly

val

Gly
Tle
165
Thr

Thr

Tyr
Pro
Ser
Asp
Phe
70

Asn
Met
Met
Tyr
Leu
150
Thr

Leu

Phe

ES 2694 667 T3

Leu
Asp
Phe
Phe
55

Gly
Met
Asn
Lys
Ser
135
Val
Ala

Phe

Leu

VvVal
Pro
Ala
40

Phe
Ser
Leu
Pro
Gly
120
Lys
His
Phe

Gly

val
200

val
Leu
25

Asn
Phe
Arg
Gly
Pro
105
Arg
Val
Phe

Asn

Thr
185
Asp

Phe
10

Leu
Phe
Asp
Vval

Ile
90
His

val
Leu
Gln
Ser
170

Asn

Gln

Leu
Asp
Pro
Gly
Thr
75

Ser
Ser
Leu
Val
Lys
155
Gln

Pro

Ser

Leu
Phe
Cys
Phe
60

Pro
Met
His
val
Pro
140
Asn
Asn

Ser

Ile

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 11

46

Ala
Cys
Lys
45

Met
Gly
Asn
Pro
Gly
125
Gly
val
Pro

Ile

val
205

Pro
Vval
30

Gln
Asn
Asn
Arg
Arg
110
Phe
Gln
Gly
Gly
Pro

190
Glu

Phe
15

Ala
Thr
Glu
val
Val
95

Ala
Vval
Met
Gln
val
175
Asp

Gly

Leu
Asp
Ser
Gly
Leu
80

Asp
Ser
Thr
Phe
Asn
160
Val

Asp

Ile
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atggaagtcg
ctcgcecaatg
aaattgaatg
gctggaatat
aacgtcgaaa
ggcccaggtg
ttatatggag
attaaaactg
ggggataaac
atagctgcca

ttccaagtcg

<210> 12
<211> 219
<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp

<400> 12

Met
1
val

Glu

Ser

Val Ala

Val
Pro

Asp

tcgcagcetgt
atcctgatat
gatttgcatg
ccaaacccgg
agataccggg
gtcttaaccce
aattggacgt
gtgaaacttt
ctgetgettt
cgttgtttac

gtactaaaca

Val

Ala
20
Ser

35

Ala
50
Pro

Asp

Lys
65
Asn Val

Arg Ile

Arg Ala

Ala
Gly
Glu
Asp

Thr

Ser
Met

Lys

85
Phe
100
Glu

115

Phe Leu
130
Glu Thr
145
Gly Asp

Gly Thr

Pro Asp

Thr
Phe
Lys
Gln

Asn

Thr

Val

Pro

Ala
Leu
Thr
Ile
Thr
Ile
Gly
Met
Ser
Phe

Ala

ES 2694 667 T3

atcttttcectg
gctccaagat
caaggatgca
aatgacaaac
tttaaacaca
acctcacact
tggtttccta
tgtttttect
agtcactget
gtcgacccca

agtccagaag

. Vulgaris

Ala Val

Ala Asn

Ser Gly

Thr Pro
55
Asn Asn
70
Pro Gly

Pro Gly

Vval Phe

Asn Lys
135
Pro Arg
150

Ala Leu

165

Ser
180
val

185

Gln Lys

210

<210> 13
<211> 669

Ile

Lys

Tle

Leu

Ala

Ala Ala

Thr Met

Leu
215

Arg

gcegtgttat
gtttgtgteg
gcaagcatta
aatacaatga
ctcggagtgt
cacccacgag
actacttcta
agagggttag
tttaatagte
cctgttceccag

atcaaggcta

Ser Phe

Leu

tggctctggt
ctgattccac
caccagaaga
aatccctagt
ccatgggtcg
ccacagaaat
ataagctcat
tccactttca
agttgecetgg
ataatgtttt

ggctcgcetcec

Ala Val

10

Pro
25
Lys

Asp

val
40
Glu Asp

Thr Met

Leu Asn

Asp
Leu
Phe
Lys

Thr

Met Leu

Asn Gly

Phe Phe
60
Ser Leu
75

Leu Gly

90

Leu
105
Leu

Gly

val
120
Leu Ile

Gly Leu

Val Thr

Asn
Tyr
Ser
Val

Ala

Pro Pro

Gly Glu
His
140
Phe

Lys

His
155

Phe Asn

170

Thr Leu
185
Thr Phe
200

Ala Pro

47

Phe
Gln

Lys

Thr Ser

Val Gly

Lys

ttcececetgee
ctetggagtg
cttcttcttt
aaccggagct
tatcgacttc
ggtctttgtg
ttctaagcat
gaaaaataat
cacccaatca
aactatgact

taagaagtaa

Leu Leu

Gln Asp
30
Phe Ala
45
Ala Gly

Val Thr

Val Ser

Thr
110
Asp

His

Leu
125
Ile Lys

Gln Lys

Ser Gln

Thr Pro
190
Thr Lys
205

Ala
15

Val
Cys
Ile
Gly
Met
95

His
Val
Thr
Asn
Leu
175

Pro

Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

Leu
Cys
Lys
Ser
Ala
80

Gly
Pro
Gly
Gly
Asn
160
Pro

Val

val
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<212> ADN

ES 2694 667 T3

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>
<221> fuente
<222>1..669

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 13
atggcggetg
gcecagegate
gtgaatggat
ggaatttcac
aatgtgcagg
actccctacg
gaaatgatct
ctcatttcca
tttcagaaaa
ccaggcactc
gtgttggectce
actccatag

<210> 14
<211> 217
<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp

<400> 14

Met
1
Val

Ala
Gly

Ala Asp

Ala val
Val

Arg

tttgggtagt
ctgatatget
tcacatgtaa
aaccaggcca
acatccctgg
gtctaaaccc
atgttcttaa
aggttgttaa
acatgttgaa
aacaatttgce

aggcttttaa

Trp
5
Phe Ala
20

Thr Ser

35

Met Thr
50
Pro Gly
65
Asn Val

Arg Val

Arg Ala

Met
Gln
Gln
Asp

Thr

Ile Thr

Ile Thr
Ile
85

Thr

Asp

Phe
100

Glu Met

115

Ile
130

Phe

Thr

Thr Asp

cttggtggtyg
tcaagatgtt
aaatatgacc
aatcacaaat
tctcaacacc
acctcacatt
gggtgaattg
agctggagaa
atatccagcet
agctgctcete

cattgacgaa

. Vulgaris

val val

Ser Asp

Gly Ile

Leu

Pro

Leu

ctagcggegyg
tgtgttgetg
atgataaccc
aaaatccttg
ttgggagtct
caccctagaa
tacgttggtt
gtatttgttt
gctgcattag
tttacttcca

cacaatgtca

val val
10
Asp Met
25

Val Asn

40

Glu
55
Lys

Pro

Asn
70
Pro Gly

Pro Tyr

Ile Tyr

Asp
Ile
Leu
Gly

Val

Phe Phe

Leu Gly

Thr
90
Asn

Asn

Leu
105

Leu Lys

120

Asn Lys

135

Leu

Ile Ser

48

cttttgetgt
atcgtacatce
ctgaagactt
gttctcgagt
cgatggectceg
tecgtccacce
ttataacgac
tccctagagg
ctgccttcaa
atcctceccetgt

aaaagattag

Leu Ala

Leu Gln

Gly Phe

Ala
Asp

Thr

tggggtcttt
tggaatatta
cttcttcacce
caccggagcg
tgtcgacttt
tecgtgecact
cgacaataag
tttggctcac
cagccaactt
gtctaatgat

ggctggecett

Ala Phe
15
Val Cys
30

Cys Lys

45

Phe Thr
60
Ser Arg
75
Leu

Pro Pro

Gly Glu

Gly
Val
Val
His

Leu

Ile Ser

Thr Gly
Met
95

His

Ser

Ile
110

Tyr Val

125

val
140

Lys

val

Lys Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

669

Ala
Val
Asn
Gln
Ala
80

Ala
Pro

Gly

Gly
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Glu Val Phe Val Phe Pro Arg Gly Leu Ala His Phe Gln Lys Asn Met
145 150 155 160
Leu Lys Tyr Pro Ala Ala Ala Leu Ala Ala Phe Asn Ser Gln Leu Pro
165 170 175
Gly Thr Gln Gln Phe Ala Ala Ala Leu Phe Thr Ser Asn Pro Pro Val
180 185 190
Ser Asn Asp Val Leu Ala Gln Ala Phe Asn Ile Asp Glu His Asn Val
185 200 205
Lys Lys Ile Arg Ala Gly Leu Thr Pro
210 215
<210> 15
<211> 660
<212> ADN
<213> Musa acuminata
<220>
<221> fuente
<222> 1..660
<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Musa acuminata”
<400> 15
atggagtcgce actacacgaa gagaccattc ctcctcettte tectcecttcac cgtectecte 60
gtgttgatcec gegetgacee tgatcctete caggacttet gegtegecga ceteggaget 120
actgtggtcg tcaatgggtt ccecgtgcaag cccgegtecg gagtcacgtce cgacgacttce 180
ttecttegecg gactgtccag ggagggcaac accagcaata tcecttcecgggtc caacgtgacce 240
aacgccaaca tgctcagctt ccecggggcectce aacaccctceg gegtcectccat gaaccgegtce 300
gacgtcgeece ccggcggcac caacccgccc cacagccacce cgagggctac cgagcectceate 360
atcctcctca agggccgget getggtgggg ttcatcagca ccagtaacca gttcttcetcee 420
aaggtcttga accccggcga gatgttcecgtg gtgcccaagg ggctcatcca cttccagtac 480
aacgtceggeca aggagaagge getcegecate accacctteg acagecaget ceceggagta 540
gtgatcgcct ccaccaccct gttcgcatcg aatccggcga ttcccgacga tgtgetggec 600
aaagcttttc aggtggacgc gaaggtcgtc gctctcatca agtccaagtt tgagagataa 660
<210> 16
<211> 219
<212> PRT

<213> Musa acuminata

<400> 16

49
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15

20

25

30

35

Met Glu
Thr Val
Phe Cys

Cys Lys
50
Leu Ser

65
Asn Ala

Met Asn
His Pro
Val Gly

130
Pro Gly

145
Asn Val

Leu Pro
Ala Ile
Val Vval

210

<210> 17
<211> 36
<212> ADN

Ser
Leu
Val
35

Pro

Arg

Asn
Arg
Arg
115
Phe
Glu

Gly

Pro
195
Ala

His
Leu
20

Ala
Ala

Glu

Met
Val
100
Ala
Ile
Met
Lys
Val
180
Asp

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..36

Tyr
vVal
Asp
Ser

Gly

Leu
85

Asp
Thr
Ser
Phe
Glu
165
Val
Asp

Ile

Thr
Leu
Leu
Gly

Asn

70
Ser

Val
Glu
Thr
val
150
Lys
Ile

Val

Lys

ES 2694 667 T3

Lys
Ile
Gly
val

55
Thr

Phe
Ala
Leu
Ser
135
Val
Ala
Ala

Leu

Ser
215

Arg
Arg
Ala
40

Thr
Ser
Pro
Pro
Tle
120
Asn
Pro
Leu
Ser
Ala

200
Lys

Pro
Ala

25
Thr

Ser
Asn
Gly
Gly
105
Tle
Gln
Lys
Ala
Thr
185

Lys

Phe

Phe
10

Asp
Val
Asp

Ile

Leu
90

Gly
Leu
Phe
Gly
Ile
170
Thr
Ala

Glu

Leu
Pro
vVal
Asp

Phe

75
Asn

Thr
Leu
Phe
Leu
155
Thr
Leu

Phe

Arg

Leu
Asp
Val
Phe

60
Gly

Thr
Asn
Lys
Ser
140
Ile
Thr

Phe

Gln

Phe
Pro
Asn
45

Phe

Ser
Leu
Pro
Gly
125
Lys
His
Phe

Ala

Val
205

Leu
Leu
30

Gly
Phe
Asn
Gly
Pro
110
Arg
Val
Phe
Asp
Ser

130
Asp

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 510F”/organismo="Secuencia artificial’

<400> 17

ccgcetcgaga aaagatctga tcetggtete ctacag

<210> 18
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..37

36

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador510R"/organismo="Secuencia artificial”’

<400> 18

aaatatgcgg ccgctcaage aacatcagtt aagagtt

<210> 19
<211> 33
<212> ADN

50

37

Ser
15

Gln
Phe
Ala
val

Val
95

His
Leu
Leu
Gln
Ser
175

Asn

Ala

Phe
Asp
Pro
Gly

Thr

80
Ser

Ser
Leu
Asn
Tyr
160
Gln

Pro

Lys
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45
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55

60
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 560F"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 19
ccgetcgaga aaagatccga tcctgeacce cit 33

<210> 20

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 5601R"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 20
aaatatgcgg ccgctcaata agtttcagat agcaatttc 39

<210> 21

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 30640F"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 21
ccgetcgaga aaagatttga tccgagtect cteca 35

<210> 22

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 30640R"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 22
aaatatgcgg ccgctcaatt agettgaact aagegttg 38

<210> 23

<211> 5900

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..5900

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="secuencia de plasmido pET-32a(+)"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 23

51



tggcgaatgg
cagcgtgacc
ctttctcgece
gttcegattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tccgetecatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcece
tgagtactca
cagtgctgec
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgcagcaatg
ccggcaacaa
ggccctteceg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc

ccaccacttce

gacgecgecect
gctacacttg
acgttcgeccg
agtgctttac
ccatcgeect
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgecggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagctga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgce

aagaactctg
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gtagcggege
ccagcgcecect
gctttcceceg
ggcacctecga
gatagacggt
tccaaactgg
tgeccgatttce
ttaacaaaat
ccectatttg
cctgataaat
tcgcecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtceg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttectgeg
gtttgececgga
agataccaaa

tagcaccgcc

attaagcgeg
agcgeccgcet
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttegeeccet
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgttt
tttattttte
gcttcaataa
tccetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatgge
tgcggceccaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggce
ggataaagtt
taaatctgga
taagccectce
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctgce
tcaagagcta
tactgtccett

tacatacctc

52

gcgggtgtgg
cctttegett
aatcgggggce
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgcgg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactecttt
ctagtgtage

gctctgectaa

tggttacgceg
tetteecette
tccetttagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattce
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttecetgt
tgggtgcacg
ttcgeececga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgcc
ctctagette
ttectgegete
gtgggtctcg
ttatctacac
taggtgecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttcecgaaggt
cgtagttagg

tectgttacce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



agtggctget
accggataag
gcgaacgacc
tcececgaaggg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttectgeg
taccgctcge
gcegectgatg
tgcactctca
cgctacgtga
gacgggcttg
gcatgtgtca
catcagcegtg
tgagtttctc
ttttttectg
tgataccgat
ggttactgga
aaatcactca
gccagcagca
tttcecagact
acgttttgca
cagtaaggca
ccegtgggge
gaccagtgac
cgatcatcgt
gcacctgtce
tgececeecgege
atccecggtge

tccagteggg

gccagtggcg
gcgcagcggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttcecagggg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatccectg
cgcagccgaa
cggtatttte
gtacaatctg
ctgggtcatg
tctgeteceg
gaggttttca
gtecgtgaage
cagaagcgtt
tttggtcact
gaaacgagag
acgttgtgag
gggtcaatgc
tcctgegatg
ttacgaaaca
gcagcagtcg
accccgcecag
cgccatgeeg
gaaggcttga
cgcgctccag
tacgagttgc
ccaccggaag
ctaatgagtg

aaacctgtceg
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ataagtecgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcect
attctgtgga
cgaccgagcg
tccttacgea
ctctgatgece
gctgegecee
gcatcecgett
ccgtcatcac
gattcacaga
aatgtctgge
gatgectecg
aggatgctca
ggtaaacaac
cagcgcetteg
cagatccgga
cggaaaccga
cttcacgttc
cctageecggg
gcgataatgg
gcgagggcegt
cgaaagcggt
atgataaaga
gagctgactg
agctaactta

tgccagetge

tecttacecggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcggc
gtatctttat
ctecgtcaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
tetgtgeggt
gcatagttaa
gacacccgcece
acagacaagc
cgaaacgcgce
tgtctgectg
ttctgataaa
tgtaaggggg
cgatacgggt
tggcggtatg
ttaatacaga
acataatggt
agaccattca
gctcgcgtat
tcctcaacga
cctgettcte
gcaagattcc
cctcgecgaa
agacagtcat
ggttgaaggce
cattaattgc

attaatgaat
53

ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
gggcggagcece
tggcettttg
accgectttg
gtgagcgagg
atttcacacc
gccagtatac
aacacccgcet
tgtgaccgtc
gaggcagctg
ttcatcegeg
gcgggccatg
atttctgtte
tactgatgat
gatgcggcgg
tgtaggtgtt
gcagggcgcet
tgttgttget
cggtgattca
caggagcacg
gccgaaacgt
gaataccgca
aatgacccag
aagtgcggcg
tctcaaggge
gttgegetcea

cggccaacgce

gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacgcet
caggagagcg
ggtttcgecca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcatatatgg
actcecgetat
gacgegecct
tccgggaget
cggtaaagcet
tccagetegt
ttaagggcgg
atgggggtaa
gaacatgccc
gaccagagaa
ccacagggta
gacttcegeg
caggtcgcag
ttctgctaac
atcatgcgca
ttggtggcgg
agcgacaggce
agcgctgcecceg
acgatagtca
atcggtcgag
ctgcecegett

gcggggagag

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



gcggtttgeg
tgattgeccect
cccagcaggce
teggtategt
atggcgcgcea
atgccctceat
tcecegtteeg
cgcagacgcg
aatgcgacca
ttgatgggtg
tccacagcaa
tgegecgagaa
gacaccacca
gacggcgegt
gccagttgtt
tttteceegeg
taagagacac
ctgaattgac
atggtgtccg
tagtaggttg
gcccaacagt
gagcccgaag
aaccgcacct
cgatctcgat
ttccecctcta
attattcacc
ctcgtcecgatt
gaaatcgctg
cctggcactg
ggtgaagtgg
gacgctaacc

ggtetggtge

tattgggege
tcaccgectg
gaaaatcctg
cgtatccecac
ttgcgcecag
tcagcatttg
ctatcggcetg
ccgagacaga
gatgctccac
tctggtcaga
tggcatcctg
gattgtgcac
cgctggcacce
gcagggccag
gtgccacgeg
ttttcgecaga
cggcatactce
tctcttecgg
ggatctcgac
aggeccgttga
ccececcggeca
tggcgagccc
gtggcgeegg
cccgcgaaat
gaaataattt
tgactgacga
tctgggcaga
acgaatatca
cgccgaaata
cggcaaccaa
tggcecggttce

cacgeggtte
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cagggtggtt
gccctgagag
tttgatggtg
taccgagatg
cgccatctga
catggtttgt
aatttgattg
acttaatggg
gcccagtege
gacatcaaga
gtcatccage
cgecegettta
cagttgatcg
actggaggtg
gttgggaatg
aacgtggcetg
tgcgacatceg
gcgctatcat
gctctceectt
gcacecgecge
cggggcctge
gatcttcccc
tgatgccgge
taatacgact
tgtttaactt
cagttttgac
gtggtgcggt
gggcaaactg
tggcatecgt
agtgggtgca
tggttctgge

tggtatgaaa

tttctttteca
agttgcagca
gttaacggcg
tacgeaccaa
tcgttggcaa
tgaaaaccgg
cgagtgagat
cccgctaaca
gtaccgtett
aataacgccg
ggatagttaa
caggcttcga
gcgcgagatt
gcaacgccaa
taattcagcet
gcctggtteca
tataacgtta
gccataccgce
atgcgactce
cgcaaggaat
caccataccc
atcggtgatg
cacgatgcgt
cactataggg
taagaaggag
acggatgtac
ccgtgcaaaa
accgttgcaa
ggtatcccga
ctgtctaaag
catatgcacc

gaaaccgctg

54

ccagtgagac
agcggtccac
ggatataaca
cgegeagecoe
ccagcatcgce
acatggcact
atttatgcca
gcgegatttg
catgggagaa
gaacattagt
tgatcagccce
cgecegetteg
taatcgecege
tcagcaacga
ccgecatege
ccacgcggga
ctggtttcac
gaaaggtttt
tgcattagga
ggtgcatgca
acgccgaaac
tcggcgatat
ccggcegtaga
gaattgtgag
atatacatat
tcaaagcgga
tgatcgcceccece
aactgaacat
ctetgetget
gtcagttgaa
atcatcatca

ctgctaaatt

gggcaacagc
gctggtttge
tgagctgtct
ggacteggta
agtgggaacg
ccagtcgcct
gccagccaga
ctggtgacce
aataatactg
gcaggcagct
actgacgcgt
ttctaccatc
gacaatttgce
ctgtttgcce
cgctteccact
aacggtctga
attcaccacc
gcgccattcg
agcagcccag
aggagatggce
aagcgctcat
aggcgccagc
ggatcgagat
cggataacaa
gagcgataaa
cggggcgatc
gattctggat
cgatcaaaac
gttcaaaaac
agagttcctc
tcattcttct

cgaacgccag

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640



10

15

cacatggaca
tccgaattceg
ctgagatccg
gcaataacta

aggaggaact

<210> 24
<211> 5423
<212> ADN
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gcccagatct gggtaccgac gacgacgaca aggccatggce tgatatcgga

agctcecgtcg acaagcettgce ggccgcactc gagcaccacc accaccacca

gctgctaaca aagcccgaaa ggaagctgag ttggectgetg ccaccgetga

gcataaccce ttggggcctc taaacgggtce ttgaggggtt ttttgcectgaa

atatccggat

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..5423

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="plasmido pAT"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 24
tggcgaatgg

cagcgtgacce
ctttctegee
gttccgattt
acgtagtggyg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tcegetcecatg
gagtattcaa
ttttgctcecac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcece
tgagtactca
cagtgctgce
aggaccgaag

tcgttgggaa

gacgcgccct
gctacacttg
acgttcgcceg
agtgctttac
ccatcgecct
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgecggaa
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagce
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg

ccggagcectga

gtagcggege
ccagcgccct
gctttceeeg
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgcecgattte
ttaacaaaat
ccecctatttg
cctgataaat
tcgececttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea

atgaagccat

attaagcgeg
agcgccecegcet
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttcgeect
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgttt
tttattttte
gcttcaataa
tccetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatgge
tgcggccaac
caacatgggg

accaaacgac

55

gcgggtgtgg
cctttegett
aatcgggggc
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa

gagcgtgaca

tggttacgcg
tcttececctte
tcectttagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgcacg
ttcgeccega
tattatceccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecettga

ccacgatgcecce

5700

5760

5820

5880

5900

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



tgcagecaatg
ccggcaacaa
ggccetteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
accgctacca
aactggcttce
ccaccacttc
agtggctgcet
accggataag
gcgaacgacc
tceccgaaggg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttectgeg
taccgectcege
gcgcctgatg
tgcactctca
cgctacgtga
gacgggcttg
gcatgtgtca
catcagegtg
tgagtttcte
ttttttectg
tgataccgat
ggttactgga

aaatcactca

gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatccett
gcggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gccagtggeg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgyg
cttccagggg
gagcgtcgat
geggectttt
ttatcceetg
cgcagccgaa
cggtattttc
gtacaatctg
ctgggtcatg
tctgctcecg
gaggttttca
gtcgtgaage
cagaagcgtt
tttggtcact
gaaacgagag
acgttgtgag

gggtcaatgc
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tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegttceca
tttttetgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgece
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcet
attctgtgga
cgaccgagceg
tccttacgca
ctctgatgec
gctgegeccee
gcatccgcett
ccgtecatcac
gattcacaga
aatgtctggce
gatgcctceeg
aggatgctca
ggtaaacaac

cagcgctteg

attaactggce
ggataaagtt
taaatctgga
taageccetee
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtcea
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtoctt
tacataccte
tecttaccggg
ggggggtteg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
tctgtgcggt
gcatagttaa
gacacccgec
acagacaagc
cgaaacgcgce
tgtectgectg
ttctgataaa
tgtaaggggg
cgatacgggt
tggcggtatg
ttaatacaga
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gaactactta
gcaggaccac
gceggtgage
cgtategtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagce
gctetgcectaa
ttggactcaa
tgcacacagce
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
gggcggagcc
tggocttttg
accgcctttg
gtgagcgagg
atttcacacc
gccagtatac
aacacccget
tgtgaccgtc
gaggcagctg
ttcatecegeg
gcgggccatg
atttctgttce
tactgatgat
gatgcggcgg

tgtaggtgtt

ctectagette
ttctgegetce
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgcctc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tecetgttace
gacgatagtt
ccagcettgga
gcgccacget
caggagagcg
ggtttcgcceca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcatatatgg
actccgetat
gacgegeccet
tccgggaget
cggtaaagct
tccagetegt
ttaagggcgg
atgggggtaa
gaacatgccce
gaccagagaa

ccacagggta

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



gccagcagca
tttccagact
acgttttgca
cagtaaggca
ccegtgggge
gaccagtgac
cgatcategt
gcacctgtcce
tgceecegege
atceccecgatge
tccagtcggg
gcggtttgeg
tgattgcect
cccagcaggce
tcggtategt
atggcgcgcea
atgccctceat
tccegttecg
cgcagacgcg
aatgcgacca
ttgatgggtg
tccacagcaa
tgcgcgagaa
gacaccacca
gacggcgegt
gccagttgtt
ttttececegeg
taagagacac
ctgaattgac
atggtgtccg

tagtaggttg

tcctgegatg
ttacgaaaca
gcagcagtcg
accccgecag
cgccatgeceg
gaaggcttga
cgcgcetecag
tacgagttgce
ccaccggaag
ctaatgagtg
aaacctgtcg
tattgggcgce
tcaccgecetg
gaaaatcctg
cgtatcccac
ttgcgeccag
tcagcatttg
ctatcggetg
ccgagacaga
gatgctccac
tctggtcaga
tggcatcctg
gattgtgcac
cgctggcacc
gcagggccag
gtgccacgeg
ttttcgcaga
cggcatacte
tctetteegg
ggatctcgac

aggccgttga
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cagatccgga
cggaaaccga
cttcacgttc
cctagcecggg
gcgataatgg
gcgagggegt
cgaaagcggt
atgataaaga
gagctgactg
agctaactta
tgccagctge
cagggtggtt
gccctgagag
tttgatggtg
taccgagatg
cgccatctga
catggtttgt
aatttgattg
acttaatggg
gcccagtege
gacatcaaga
gtcatccage
cgeccgettta
cagttgatcg
actggaggtyg
gttgggaatg
aacgtggctg
tgcgacatceg
gcgctatcecat
gctctcecett

gcaccgccgce

acataatggt
agaccattca
gctcgegtat
tcctcaacga
cctgettete
gcaagattcc
cctegecgaa
agacagtcat
ggttgaagge
cattaattgce
attaatgaat
tttcttttca
agttgcagca
gttaacggcg
tcecgecaccaa
tcgttggcaa
tgaaaaccgg
cgagtgagat
cccgctaaca
gtaccgtctt
aataacgcceg
ggatagttaa
caggcttcga
gcgcgagatt
gcaacgccaa
taattcagct
gcctggttca
tataacgtta
gccatacecge
atgcgactcc

cgcaaggaat
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gcagggcgcet
tgttgttgcet
cggtgattca
caggagcacg
gccgaaacgt
gaataccgca
aatgacccag
aagtgcggeg
tctcaaggge
gttgcgetca
cggccaacgc
ccagtgagac
agcggtecac
ggatataaca
cgcgcagecce
ccagcatcgce
acatggcact
atttatgcca
gcgcgatttg
catgggagaa
gaacattagt
tgatcagcce
cgeccegetteg
taatcgeccge
tcagcaacga
ccgccatcge
ccacgcggga
ctggtttcac
gaaaggtttt
tgcattagga

ggtgcatgca

gacttcecgeg
caggtcgcag
ttctgctaac
atcatgcgca
ttggtggegg
agcgacaggce
agcgcetgeceg
acgatagtca
atcggtcgag
ctgecegett
gcggggagag
gggcaacagc
gctggtttge
tgagctgtct
ggactcggta
agtgggaacg
ccagtcgecet
gccagcecaga
ctggtgaccc
aataatactg
gcaggcagct
actgacgcgt
ttctaccate
gacaatttgc
ctgtttgecece
cgcttceccact
aacggtctga
attcaccacc
gcgccatteg
agcagcccag

aggagatggc

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



gcccaacagt
gagcccgaag
aaccgcacct
cgatctcgat
ttcecectcta
ggatccgaat
ccactgagat

tgagcaataa

gaaaggagga

ccececeggeca
tggcgagcecce
gtggcgcegg
cccgcecgaaat
gaaataattt
tcgagcectecg
ccggcetgceta
ctagcataac

actatatccg
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cggggcectge
gatcttccce
tgatgcecgge
taatacgact
tgtttaactt
tcgacaagcect
acaaagcccg
ccettgggge

gat

caccataccc
atcggtgatg
cacgatgcgt
cactataggg
taagaaggag
tgcggcecgea
aaaggaagct

ctctaaacgg
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acgccgaaac
tcggcgatat
ccggecgtaga
gaattgtgag
atatacccat
ctcgagcacc
gagttggctg

gtcttgaggg

aagcgctcat
aggcgccagce
ggatcgagat
cggataacaa
ggctgatatc
accaccacca
ctgccaccge

gttttttgct

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5423
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REIVINDICACIONES

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Oxalato oxidasa recombinante que tiene una identidad de secuencia de al menos el 60% con los
polipéptidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 6, o una identidad de secuencia de al menos el
99% con el polipéptido de SEQ ID NO: 8, y en la que la oxalato oxidasa recombinante puede degradar
oxalato con una actividad relativa de al menos el 20% a pH 7,5, en la que se calcula la actividad relativa
como (actividad observada (pH 7,5)/actividad max.) * 100%.

Oxalato oxidasa recombinante segun la reivindicacion 1 que tiene una identidad de secuencia de al menos
el 70%, al menos el 75% al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos
el 98%, al menos el 99% o el 100% con los polipéptidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 6,
0 una identidad de secuencia del 100% con el polipéptido de SEQ ID NO: 8.

Oxalato oxidasa recombinante segun la reivindicacion 1 é 2, que tiene una actividad relativa de al menos el
60%.

Oxalato oxidasa recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene una actividad
relativa de al menos el 80%.

Oxalato oxidasa recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores en forma pegilada.

Oxalato oxidasa recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para su uso como
medicamento.

Oxalato oxidasa recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso en el
tratamiento o la prevencion de enfermedades asociadas con oxalato en exceso, en la que la enfermedad se
selecciona de hiperoxaluria primaria, hiperoxaluria secundaria, autismo, vulvodinia, oxalosis asociada con
enfermedad renal en fase terminal, trastornos de la conductancia cardiaca, enfermedad de Crohn,
enfermedad inflamatoria del intestino, colitis, urolitiasis, sarcoidosis, asma, EPOC, fibrimialgia, sindrome de
Zellweger y cirugia bariatrica.

Polinucleétido aislado que codifica para la oxalato oxidasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

Polinucleétido segun la reivindicacién 8 que tiene una identidad de secuencia de al menos el 60% con los
nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 5, o una identidad de al menos el 99% con los
nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

Polinucleétido segun la reivindicacion 8 6 9, que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, al
menos el 75%, al menos el 80% o al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 98%, al
menos el 99% o el 100% con los nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 5, o una
identidad de secuencia del 100% con los nucle6tidos de SEQ ID NO: 7.

Vector de expresion recombinante que comprende un polinucleétido segin cualquiera de las
reivindicaciones 8-10.

Célula huésped recombinante transformada con un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones
8-10.

Método para producir una oxalato oxidasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende
cultivar la célula huésped recombinante segun la reivindicacién 12 en condiciones adecuadas para la
expresion de la oxalato oxidasa.

Célula vegetal, parte de planta o planta transgénica transformada con un polinucleétido segln cualquiera de
las reivindicaciones 8-10.

Composicion farmacéutica que comprende una oxalato oxidasa recombinante segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.

Oxalato oxidasa recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para su uso en el
tratamiento de hiperoxaluria primaria, hiperoxaluria secundaria, trastorno del espectro de Zellweger o
insuficiencia renal crénica mediante la administracién de la oxalato oxidasa recombinante por via parenteral
a la circulacion sistémica para degradar oxalato en el cuerpo.
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Figura 1

Promotor T7 . Operador lac Xbal ths
TARTACGACTCACTATAGGEGAATTGTGABC BEATAACAATTCLCCTCTABAAATAATTTTETTTAACTTTAAGARGRAGA
Etiqueta Trx Mscl Etiqueta His

TATACATATGAGE .- 315bp. . CTGGCCEGTTCTGGTTCTGGCCATATGLACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGETGCCACGCEETTET
HetSer 105aa . . .L.euhlaS.yS-.b-SIyS-.beIyFlisHet--ins!-I-Eliélél_hslll sghi.:nﬂe*Se‘S yleuValProArglh | ySar

i - badar ueta S n. " T

Etigueta S Nsp Y Bglll Kpnl trombina

GETATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGRACAGCCCAGATCTRGGTACCGACGACGACGACAAG
GlyMetlyasGluThrAlaAlcAlaLysPheGlubrgl InHisHetAspSerProdspleuGlyThrasphsplsplhapl ya t )
PET-328(+] Farl  Aval Et———_LI' o enterocinasa
Neo| EcoRV BamH| EcoR| Sacl  Sail Hindll _Notl  Xhel_ quela s
GLCATGLCTGATATCGCATCCCAATTCEAGCTCCGTCCACAAGLTTGCGGLCGCACTCCAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLTGELTAA
AloMetAlohspl leGlySerGiluPneGlubeuhrgArgGinAlalysGlyargThrArghlaP roProProProProledArgSerGlylysEnd

GCCATGLCGATATCEGATCCGAATTCEAGLTCCGTCGACAAGL T TECGGLCCLAC TCGAGCACCACCACCALCACCALTGAGATLCGELTELTAA pET-32b(+
AloMetAlalleSerAspProAsnSerSerSerValAsplyslevdlohladlaleuGluHisHisHIsHisH i sHisEnd

GCCATGRGATATCTRTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCLRACAAGL TTGLGRCCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLETGLTAA PET-32¢(+
AlaHetGlyTyrleuTrpl lefrgl lebrghlgProSerThrSerieulrgProHigSerSerThrTheThrTherTheThrGlul leArgleul euThr

8pu11021 Terminador T7
ARG GAAAGGAAG L TRAGTTGGCTGL TG LA ToAGCAATAALTAGLATAACCCCTTGAGGCCTCTAALCGGRTCTTGAGGGRTTTTTTSG
LysProGluArglysleulSerTrpleuleuProProleuSerAsnAsnEnd

Cebador de terminador T7 n.® 69337-3

Modificaciones del vector pET-32 para generar el plasmido pAT.
La secuencia de ADN resaltada en amarillo se deleciond en un vector

pET-32 para generar el plasmido pAT.
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Figura 2

Diagrama esquematico del plasmido de expresion en
Pichia Za-5102

Figura 3

CYC1TT

GAPZa-5102
37 Kb 5102

PTEFT soxiTT

—Mot |

BamH | —

Diagrama esquematico del plasmido de expresion en
Pichia GAPZa-5102
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Figura 4

—Xha |
BamH 1~/ L —noll
—Xba |
Diagrama esquematico del plasmido de expresion en
Fichia Za-5601
Figura 5
Bglll
factor a - EeaR |

CYC1TT

GAPZa-5601
3.7 Kb

PTEFT pox1 1T

BamH | —

Diagrama esquematico del plasmido de expresion en
Pichia GAPZa-5601
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Figura 6

—Xha |
BamH | —/ I —Mall

Xbal
Diagrama esquematico del plasmido de expresion en
Pichia Za-306840
Figura 7

Bglll

factor a’  EcoR|

CYC1TT

GAPZa-30640
37 Kb 30640

PTEFT pox1TT

BamH | —

Diagrama esquematico del plasmido de expresion en
Pichia GAPZa-30640
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Figura 8

kDa 1 M2 3 4 5 6 7 8 9 10

97

66
53

36

24 —

Analisis SDS-PAGE de la expresion de Ox0 de remolacha en
P. pastoris.M: marcador de proteina; M: marcador de proteina;
carriles 1-10, X-33{ZaA-5102).

Figura 9

24 D

Andlisis SDS-PAGE de la expresiéon de Ox0O de remolacha en
P. pastoris.M: marcador de proteina; carriles 1-9, X-33(Za-5601).
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Figura 10

kDa 1 2 3 4 M5 6 7 8 9 10

Analisis SDS-PAGE de la expresion de Ox0 de platano en
P. pastoris.M: marcador de proteina; carriles 1-10, X-33(ZaA-30640)

Figura 11

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Andlisis SD5-PAGE de la expresion de Ox0 de remolacha en
P. pastoris.M: marcador de proteina; carriles 1-9, X-33(GAPZa-5601)
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Figura 12

M 1 2 3 4 5 6 7 8

FU——

1000pb— &=

W G oot G e o
500pb— —

A W A

Amplificaciéon por PCR de los genes de OxO de la
biblioteca de ADNc de remolacha azucarera. M.
Marcador de ADN; carril 1-4, 5601; carril 5-8, 5102

Figura 13

Amplificacién por PCR del gen de OxO de la biblioteca

de ADNc de platano. M. Marcador de ADN; carril 1-3,
30640.
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Figura 14

Bl borde iZquierda

ony ' r/ ‘ NPT
tria % Terminador 358

THE-5102(5601,30640
P ( ) '.,ﬂhm{'rasv]

11692 bl
NPT T P35S(CaMv)
\ L
NGS polyA
E:nIEI M:Jni (4210)
BD; borde damchn 5102{6601,30640)
Fromaotor 2x325 |calml'] Xbal {5zo5)
‘UTR(CPNMV)

Diagrama esquematico del vector de expresién vegetal

Figura 15

30640

5102

5601

Control

Ensayo histogquimico de actividad oxalato oxidasa tras incubacion
durante |la noche en tampdén histolégico de Ox0x
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Figura 16

30640 5601 5102

Deteccién de |la actividad OxO de |a fraccién de pared celular purificada de
plantas de guisante mediante ensayo colorimétrico, pH 7,4. El tubo izquierdo
contenia acido oxalico 2 mM; el tubo derecho no contenia acido oxalico.

Figura 17

1 2 o4 5 6 7T 8 9% 10 1 o2

Deteccion de la actividad OxOx de las fracciones 5102 purificadas de
plantas de guisante.
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Figura 18

S3KDa

Purificacion de 5102 de Ox0Ox de remolacha recombinante.

M, marcador de proteina; carril 1, muestra antes de purificarse mediante
columna Q Sepharose; carril 2, la muestra de lavado; carril 3; muestra eluida
n.? 13; carril 4, muestra eluida n.° 14; carril 5, muestra eluida n.® 15.

Figura 19
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Figura 20
?1.' g
=
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m
5
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g ==fll= 20K PEG-Ox0x-B5102
S —4—30K PEG-Ox0x-B5102
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Figura 21
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Figura 22

Titulo de anticuerpos de OxOx

Titulo de anticuerpos de OxOx
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Figura 23

Lista de secuencias

<110> Nxt2b

<120> Método para producir oxalato oxidasas
<130> P013552PCTH1

<160> 24

<170> BiSSAP 1,2

<210> 1

<211> 696

<212> DNA

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris
<220>

<221> fuente

<222>1..696

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 1
atggtctttg caatgagctt tactictcat atttacgtgg cttcggcectc tgatectggt 60

ctcctacagg atttitgtgt gggtgtaaat gaccctgatt cagcagtgtt tgtaaatgga 120

aaattctgca agaacccaaa agacgtgaca atcgacgatt tcttatacaa agggtttaat 180

attccctcag acacaaacaa cactcaaaga gcagaagceca cactagtaga tgtcaatcga 240

tttccagcac ttaacacatt aggtgtagec atggetcgtg tagactttge gtecttigge 300
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ctaaacacac ctcatttgca ccctegtggt tctgagatat tcgeggteet agaggggact 360
ttatatgceg geattgtcac caccgataat aagcttticg acacggtgtt gagaaagggt 420
gacatgattg ttttccctca aggcttaatc cacttccage ttaatcttgg caagacagat 480
getcttgeta ttgecetcttt tgggagecaa titcetggac gagttaatgt tgctaatggt 540
gtctttggaa ctacgccaca aattttggat gatgtactta cccaagegtt tcaggtagat 600
aagatggtga ttgagcaact tcgatctcag ttticaggic caaacacatc aatcaacact 660

ggaagaicta ticttaaact cttaactgat gttgct 696

<210>2

<211> 232

<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<400> 2

Met Val Phe Ala Met Ser Phe Thr Ser His lle Tyr Val Ala Ser Ala

1 5 10 15

Ser Asp Pro Gly Leu Leu Gin Asp Phe Cys Val Gly Val Asn Asp Pro

20 25 30
Asp Ser Ala Val Phe Val Asn Gly Lys Phe Cys Lys Asn Pro Lys Asp
35 40 45
Val Thr lle Asp Asp Phe Leu Tyr Lys Gly Phe Asn lle Pro Ser Asp
50 55 60

Thr Asn Asn Thr Gin Arg Ala Glu Ala Thr Leu Val Asp Val Asn Arg

65 70 75 80

Phe Pro Ala Leu Asn Thr Leu Gly Val Ala Met Ala Arg Val Asp Phe
85 90 95

Ala Ser Phe Gly Leu Asn Thr Pro His Leu His Pro Arg Gly Ser Gilu
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100 105 110
lle Phe Ala Val Leu Glu Gly Thr Leu Tyr Ala Gly lle Val Thr Thr
115 120 125

Asp Asn Lys Leu Phe Asp Thr Val Leu Arg Lys Gly Asp Met lle Val
130 135 140
Phe Pro Gin Gly Leu lle His Phe Gin Leu Asn Leu Gly Lys Thr Asp

145 150 155 160
Ala Leu Ala lle Ala Ser Phe Gly Ser Gin Phe Pro Gly Arg Val Asn
165 170 175
Val Ala Asn Gly Val Phe Gly Thr Thr Pro Gin lle Leu Asp Asp Val
180 185 190
Leu Thr GiIn Ala Phe GlIn Val Asp Lys Met Val lle Glu GIn Leu Arg
195 200 205
Ser GIn Phe Ser Gly Pro Asn Thr Ser lle Asn Thr Gly Arg Ser lle
210 215 220
Leu Lys Leu Leu Thr Asp Val Ala
225 230
<210>3
<211> 648
<2125 DNA

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente

<222>1..648

<223> /mol_tipo="ADN no asignhado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 3
tCtg atcctg gtctcctaca ggatttttgt gtgggtgtaa atgaccctga ttcagcagtg 60

tttgtaaatg gaaaattctg caagaaccca aaagacgtga caatcgacga tticttatac 120

aaaggottta atattccctc agacacaaac aacactcaaa gagcagaagce cacactagta 180
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gatgtcaatc gatticcage acttaacaca ttaggtgtag ccatggctcg tgtagacttt 240
gegtectttg gectaaacac accteatttg cacectegtg gtictgagat attcgeggtg 300
ctagagggga ctttatatgc cggcattgtc accaccgatt acaagctttt cgacacggtg 360
ttgagaaagg gtgacatgat tgttticcct caaggcttaa tccacticca gettaatctt 420
ggcaagacag atgctcttge tatigectct titgggagcec aatticclgg acgagttaat 480
gttgctaatg gtgtctitgg aactacgeca caaatitigg atgatgtact tacccaageg 540
tttcaggtag atgagatggt gattcagcaa cttcgatctc agttttcagg tcaaaacata 600

tcaatcaaca ctggaagatc tattcttaaa ctcttaactg atgttgct 648

<210> 4

<211> 216

<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<400> 4

Ser Asp Pro Gly Leu Leu Gin Asp Phe Cys Val Gly Val Asn Asp Pro

1 5 10 15

Asp Ser Ala Val Phe Val Asn Gly Lys Phe Cys Lys Asn Pro Lys Asp

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

Phe Pro Ala Leu Asn Thr Leu Gly Val Ala Met Ala Arg Val Asp Phe

65 70 75 80

Ala Ser Phe Gly Leu Asn Thr Pro His Leu His Pro Arg Gly Ser Glu
85 90 95
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lle Phe Ala Val Leu Glu Gly Thr Leu Tyr Ala Gly lle Val Thr Thr

100 105 110
Asp Asn Lys Leu Phe Asp Thr Val Leu Arg Lys Gly Asp Met lle Val
115 120 125

Phe Pro GiIn Gly Leu lle His Phe Gin Leu Asn Leu Gly Lys Thr Asp
130 135 140

Ala Leu Ala lle Ala Ser Phe Gly Ser Gin Phe Pro Gly Arg Val Asn

145 150 155 160

Val Ala Asn Gly Val Phe Gly Thr Thr Pro Gin lle Leu Asp Asp Val

165 170 175
Leu Thr Gin Ala Phe Gin Val Asp Glu Met Val lle Gin Gin Leu Arg
180 185 190
Ser GIn Phe Ser Gly Pro Asn Thr Ser lle Asn Thr Gly Arg Ser lle
195 200 205

Leu Lys Leu Leu Thr Asp Val Ala

210 215

<210>5

<211> 648

<212> ADN

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente

<222>1..648

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris’

<400> 5
tccgatectg cacccecttca agattttigt attgetgtaa atgatcccaa ttetgecagtg 60

ctigtgaatg gaaagctitg taagaaccca aaagaagtga caatagatga tticttgtac 120

aaagggttta atatacctge agacacaaac aacactcaag gagcaagtge cacactagtg 180

gacattactc tattccctge agttaacaca caaggagtct ccatggceteg tgtggacttt 240
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gcgccatttg gactaaacac ccctcattta catcetegtg getcagaggat tttcgecagtg 300

atggaaggga ttatgtatgc tggtttigtg accactgatt ataageicta tgatacaatt 360

ataaaaaagg gtgatattat tgtgtticca caaggtctaa ttcatitcca acttaatctt 420

gggaagacag atgctttage aattgcctca titgggagec aaaatccagg gagaattaat 480

atcgctgaca gtgtgtttgg tactactceg cgtgttctag atgatgtget taccaaagga 540

tttcaaatcg atgagttgtt ggtcaagcaa cttegtictc agtitictac tgataatata 600

tcaacaagca ctggaaggtc atitttgaaa tigctatctg aaacttat 648

<210> 6

<211> 216

<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<400> 6
Ser Asp Pro Ala Pro Leu Gin Asp Phe Cys lle Ala Val Asn Asp Pro

1 5 10 15
Asn Ser Ala Val Leu Val Asn Gly Lys Leu Cys Lys Asn Pro Lys Glu
20 25 30
Val Thr lle Asp Asp Phe Leu Tyr Lys Gly Phe Asn lle Pro Ala Asp
35 40 45
Thr Asn Asn Thr Gin Gly Ala Ser Ala Thr Leu Val Asp lle Thr Leu
50 55 60

Phe Pro Ala Val Asn Thr GIn Gly Val Ser Met Ala Arg Val Asp Phe

65 70 75 80

Ala Pro Tyr Gly Leu Asn Thr Pro His Leu His Pro Arg Gly Ser Glu
85 90 95

Val Phe Ala Val Met Glu Gly lle Met Tyr Ala Gly Phe Val Thr Thr
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100 105 110
Asp Tyr Lys Leu Tyr Asp Thr lle lle Lys Lys Gly Asp lle lle Val
115 120 125

Phe Pro Gin Gly Leu lle His Phe Gin Leu Asn Leu Gly Lys Thr Asp
130 135 140
Ala Leu Ala lle Ala Ser Phe Gly Ser Gin Asn Pro Gly Arg lle Asn

145 150 155 160
lle Ala Asp Ser Val Phe Gly Thr Thr Pro Arg Val Leu Asp Asp Val
165 170 175
Leu Thr Lys Gly Phe Gin lle Asp Glu Leu Leu Val Lys GIn Leu Arg
180 185 190
Ser GiIn Phe Ser Thr Asp Asn lle Ser Thr Ser Thr Gly Arg Ser Phe
195 200 205
Leu Lys Leu Leu Ser Glu Thr Tyr
210 215
<210>7
<211> 639
<212> ADN

<213> Musa acuminata

<220>

<221> fuente

<222>1..639

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Musa acuminata”

<400>7
tttgatccga gtCCtCtCC& agacttttgc gttgctgaot acgactccaa ogtgtttgtg 60

aacggattcg cctgcaagaa agctaaggat gtcacggcag atgacticta cttcaccgge

ttagacaagc ccgcgagcac cgcecaacgag cttggcgceaa acatcactct cgtcaacgtg

gaacgactcc caggcectcaa cteecttgge gtegecatgt ctegeatega ctacgegece

78

120

180

240



ES 2694 667 T3

ticggtctca accetectea ctegeateea cgatcgicgg agatactgea cgtggeggaa 300
ggaacgctct acgccggcett cgtcacctce aacacggaaa acggceaacct tetettcget 360
aagaagctga agaagggcga cgegtitgtg ticcccaggg gectecataca cticcagtic 420
aacatcgggg acaccgatge ggtggcegttc getaccticg gcagecagag cecgggtete 480
gtcaccaccg ccaacgcact gttcggatcg aagecgeeca tegetgatta cattettgee 540
caggeegtge agettagcaa gacgaccegtg ggcetggetic agcageagea gtggttggac 600

atcgctcaag aatatggaca acgcttagtt caagctaat 639

<210>8

<211> 213

<212> PRT

<213> Musa acuminata

<400> 8
Phe Asp Pro Ser Pro Leu Gin Asp Phe Cys Val Ala Asp Tyr Asp Ser

1 5 10 15

Asn Val Phe Val Asn Gly Phe Ala Cys Lys Lys Ala Lys Asp Val Thr
20 25 30

Ala Asp Asp Phe Tyr Phe Thr Gly Leu Asp Lys Pro Ala Ser Thr Ala

35 40 45
Asn Glu Leu Gly Ala Asn lle Thr Leu Val Asn Val Glu Arg Leu Pro
50 55 60

Gly Leu Asn Ser Leu Gly Val Ala Met Ser Arg lle Asp Tyr Ala Pro

65 70 75 80

Phe Gly Leu Asn Pro Pro His Ser His Pro Arg Ser Ser Glu lle Leu

85 90 95

His Val Ala Glu Gly Thr Leu Tyr Ala Gly Phe Val Thr Ser Asn Thr

100 105 110
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Glu Asn Gly Asn Leu Leu Phe Ala Lys Lys Leu Lys Lys Gly Asp Ala
115 120 125
Phe Val Phe Pro Arg Gly Leu lle His Phe Gin Phe Asn lle Gly Asp
130 135 140
Thr Asp Ala Val Ala Phe Ala Thr Phe Gly Ser Gin Ser Pro Gly Leu

145 150 155 160
Val Thr Thr Ala Asn Ala Leu Phe Gly Ser Lys Pro Pro lle Ala Asp
165 170 175
Tyr lle Leu Ala Gin Ala Val GiIn Leu Ser Lys Thr Thr Val Gly Trp
180 185 190
Leu GIn GIn Gin Gin Trp Leu Asp lle Ala GIn Glu Tyr Gly Gin Arg
195 200 205
Leu Val GiIn Ala Asn
210
<210>9
2125 ADN

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente

<222>1..639

<223> /mol_tipo="ADN no asignhado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400>9
atggctcccec tactctacct tgtagtatic ttgcttgcete ctittctetc ccatgetgeg 60

gatccegatc citigetaga titttgigta geggacctta atgectcice cicatitget 120

aatttccctt gcaaacaaac ctcaaatgtg acctctgaag atttcttctt tgatgggttt 180

atgaatgagg gaaacacatc aaactcgttt ggatcaaggg tcacacccgg aaacgtectc 240

acatttcctg cecttaatat getcgggatt icaatgaate gggttgatct tgctgtggat 300
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gggatgaacc cgcecccatte ccacccacga gcaagtgaga geggtgtgat gatgaagggg 360

agagtictag tagggttcgt aaccacgggg aatgtgtact aticaaaggt gttggttcca 420

ggacagatgt tigtaatccc aagggggttg gttcatttic aaaagaatgt tggacaaaat 480

aaggcactca tcattacagc tttcaatagt cagaatccag gagtagtgtt attatccica 540

accctgtttg gtacaaaccc ttcaattcca gatgatgttt taagccaaac tttcctagtg 600

gaccagagca ttgtcgaagg aataaaatcc aactttiga 639
<210> 10
<211> 212
<212> PRT
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris
<400> 10
Met Ala Pro Leu Leu Tyr Leu Val Val Phe Leu Leu Ala Pro Phe Leu
1 5 10 15
Ser His Ala Ala Asp Pro Asp Pro Leu Leu Asp Phe Cys Val Ala Asp
20 25 30
Leu Asn Ala Ser Pro Ser Phe Ala Asn Phe Pro Cys Lys Gin Thr Ser
35 40 45

Asn Val Thr Ser Glu Asp Phe Phe Phe Asp Gly Phe Met Asn Glu Gly
50 55 60

Asn Thr Ser Asn Ser Phe Gly Ser Arg Val Thr Pro Gly Asn Val Leu

65 70 75 80

Thr Phe Pro Ala Leu Asn Met Leu Gly lle Ser Met Asn Arg Val Asp

85 90 95

Leu Ala Val Asp Gly Met Asn Pro Pro His Ser His Pro Arg Ala Ser
100 105 110

Glu Ser Gly Val Val Met Lys Gly Arg Val Leu Val Gly Phe Val Thr

81
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115 120 125
Thr Gly Asn Val Tyr Tyr Ser Lys Val Leu Val Pro Gly Gin Met Phe
130 135 140
Val lle Pro Arg Gly Leu Val His Phe GiIn Lys Asn Val Gly GIn Asn
145 150 155 160
Lys Ala Leu lle lle Thr Ala Phe Asn Ser GiIn Asn Pro Gly Val Val
165 170 175
Leu Leu Ser Ser Thr Leu Phe Gly Thr Asn Pro Ser lle Pro Asp Asp
180 185 190
Val Leu Ser Gin Thr Phe Leu Val Asp GiIn Ser lle Val Glu Gly lle
195 200 205
Lys Ser Asn Phe
210
<210> 11
<211> 660
<2125 ADN

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente

<222>1..660

<223> /mol_tipo="ADN no asignhado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 11
atggaagtcg thcagCtgt atCttttCtg gccgtgttat tggCtCtggt ttCCCCthC 60

ctcgecaatg atcctgatat getccaagat gtttgtgteg ctgaticcac cictggagtg 120

aaattgaatg gatttgcatg caaggatgca gcaagcatta caccagaaga cticticttt 180

gctggaatat ccaaacccgg aatgacaaac aatacaatga aatccctagt aaccggaget 240

aacgtcgaaa agataccggg tttaaacaca ctcggagtgt ccatgggteg tatcgacttc 300
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ggcccaggtg gicttaacce acctcacact cacccacgag ccacagaaat ggotctttgtg 360
ttatatggag aatiggacgt tggtttccta actacticta ataagctcat tictaagcat 420
attaaaactg gtgaaacttt tgtttticct agagggttag tccacttica gaaaaataat 480
ggggataaac ctgetgcettt agtcactget tttaatagtc agttgectgg cacccaatca 540
atagctgcca cgtigtitac gtcgacceca cctgticcag ataatgtttt aactatgact 600

ttccaagtcg gtactaaaca agtccagaag atcaaggcta ggctcgetee taagaagtaa 660

<210> 12

<211> 219

<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<400> 12

Met Glu Val Val Ala Ala Val Ser Phe Leu Ala Val Leu Leu Ala Leu
1 5 10 15
Val Ser Pro Ala Leu Ala Asn Asp Pro Asp Met Leu GiIn Asp Val Cys
20 25 30
Val Ala Asp Ser Thr Ser Gly Val Lys Leu Asn Gly Phe Ala Cys Lys
35 40 45
Asp Ala Ala Ser lle Thr Pro Glu Asp Phe Phe Phe Ala Gly lle Ser
50 55 60
Lys Pro Gly Met Thr Asn Asn Thr Met Lys Ser Leu Val Thr Gly Ala
65 70 75 80
Asn Val Glu Lys lle Pro Gly Leu Asn Thr Leu Gly Val Ser Met Gly
85 90 95
Arg lle Asp Phe Gly Pro Gly Gly Leu Asn Pro Pro His Thr His Pro
100 105 110
Arg Ala Thr Glu Met Val Phe Val Leu Tyr Gly Glu Leu Asp Val Gly
115 120 125
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Phe Leu Thr Thr Ser Asn Lys Leu lle Ser Lys His lle Lys Thr Gly
130 135 140

Glu Thr Phe Val Phe Pro Arg Gly Leu Val His Phe Gin Lys Asn Asn

145 150 155 160

Gly Asp Lys Pro Ala Ala Leu Val Thr Ala Phe Asn Ser Gin Leu Pro

165 170 175
Gly Thr GiIn Ser lle Ala Ala Thr Leu Phe Thr Ser Thr Pro Pro Val
180 185 190
Pro Asp Asn Val Leu Thr Met Thr Phe Gin Val Gly Thr Lys Gin Val
195 200 205

GiIn Lys lle Lys Ala Arg Leu Ala Pro Lys Lys

210 215

<210> 13

<211> 669

<212> ADN

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..669

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Beta vulgaris subsp. vulgaris”

<400> 13

atggcggctg tttgggtagt cttggtggtg ctageggegg cttttgetgt tggggtettt 60

gccagegatc ctgatatgcet tcaagatgtt tgtgttgetg atcgtacate tggaatatta 120

gtgaatggat tcacatgtaa aaatatgacc atgataaccc ctgaagacit cticticace

ggaatticac aaccaggcca aatcacaaat aaaatccttg gttctcgagt caccggageg

aatgtgcagg acatccctgg tctcaacacc ttgggagtct cgatggeteg tgtcgacttt

actccctacg gtctaaaccc acctcacatt caccctagaa tegtccaccc tegtgecact
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gaaatgatct atgticttaa gggtgaattg tacgttggtt ttataacgac cgacaataag 420
ctcatttcca aggttgttaa agctggagaa gtattigtit tccctagagg tttggetcac 480
tttcagaaaa acatgttgaa atatccagct getgcattag ctgecttcaa cagccaactt 540
ccaggcactc aacaattige agcetgcetctc tttacticca atcctcetgt gtctaaigat 600
gtgttggctc aggcttttaa cattgacgaa cacaatgtca aaaagattag ggctggectt 660

actccatag 669

<210> 14

<211> 217

<212> PRT

<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris

<400> 14
Met Ala Ala Val Trp Val Val Leu Val Val Leu Ala Ala Ala Phe Ala

1 5 10 15

Val Gly Val Phe Ala Ser Asp Pro Asp Met Leu Gin Asp Val Cys Val
20 25 30

Ala Asp Arg Thr Ser Gly lle Leu Val Asn Gly Phe Thr Cys Lys Asn

35 40 45
Met Thr Met lle Thr Pro Glu Asp Phe Phe Phe Thr Gly lle Ser Gin
50 55 60

Pro Gly Gin lle Thr Asn Lys lle Leu Gly Ser Arg Val Thr Gly Ala

65 70 75 80

Asn Val GIn Asp lle Pro Gly Leu Asn Thr Leu Gly Val Ser Met Ala

85 90 95

Arg Val Asp Phe Thr Pro Tyr Gly Leu Asn Pro Pro His lle His Pro
100 105 110

Arg Ala Thr Glu Met lle Tyr Val Leu Lys Gly Glu Leu Tyr Val Gly
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115 120 125
Phe lle Thr Thr Asp Asn Lys Leu lle Ser Lys Val Val Lys Ala Gly
130 135 140
Glu Val Phe Val Phe Pro Arg Gly Leu Ala His Phe Gin Lys Asn Met
145 150 155 160
Leu Lys Tyr Pro Ala Ala Ala Leu Ala Ala Phe Asn Ser Gin Leu Pro
165 170 175
Gly Thr GiIn GiIn Phe Ala Ala Ala Leu Phe Thr Ser Asn Pro Pro Val
180 185 190
Ser Asn Asp Val Leu Ala GIn Ala Phe Asn lle Asp Glu His Asn Val
195 200 205
Lys Lys lle Arg Ala Gly Leu Thr Pro
210 215
<210> 15
<211> 660
<212> ADN

<213> Musa acuminata

<220>

<221> fuente

<222> 1..660

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/organismo="Musa acuminata”

<400> 15
atggagtcgc actacacgaa gagaccattc ctcctctite tectecttcac cgtcctcctc 60

gtgttgatee gegetgacee tgatectete caggactict gegtegeega ceteggaget 120

actgtgoteg tcaatgggtt cecegtgcaag cecgegteeg gagtcacgic cgacgacttc 1

80

ttcttcgeeg gactgtccag ggagggceaac accagcaata tettcgggtc caacgigace 240

aacgccaaca tgetcagett ccecggggcte aacacecteg gegtetecat gaaccgegte

86

300



ES 2694 667 T3

gacgtcgece cecggeggeac caaccegece cacagecace cgagggetac cgagetcate 360
atcctectca agggecggcet oetggtgogg ttcatcagea ceagtaacca gttetictce 420
aaggtcttga accccggega gatgticgtg gtgeccaagg ggcteateca cticcagtac 480
aacgtcggca aggagaagge getegecate accaccttcg acagecaget cccecggagta 540
gtgatcgect ccaccaccct gticgeateg aatccggega tteccgacga tgtgetggee 600

aaagcttitc aggtggacge gaaggtcgtc geicicatca agtccaagtt tgagagataa 660

<210> 16

<211> 219

<212> PRT

<213> Musa acuminata

<400> 16

Met Glu Ser His Tyr Thr Lys Arg Pro Phe Leu Leu Phe Leu Ser Phe
1 5 10 15
Thr Val Leu Leu Val Leu lle Arg Ala Asp Pro Asp Pro Leu Gin Asp
20 25 30
Phe Cys Val Ala Asp Leu Gly Ala Thr Val Val Val Asn Gly Phe Pro
35 40 45
Cys Lys Pro Ala Ser Gly Val Thr Ser Asp Asp Phe Phe Phe Ala Gly
50 55 60
Leu Ser Arg Glu Gly Asn Thr Ser Asn lle Phe Gly Ser Asn Val Thr
65 70 75 80
Asn Ala Asn Met Leu Ser Phe Pro Gly Leu Asn Thr Leu Gly Val Ser
85 90 95
Met Asn Arg Val Asp Val Ala Pro Gly Gly Thr Asn Pro Pro His Ser
100 105 110
His Pro Arg Ala Thr Glu Leu lle lle Leu Leu Lys Gly Arg Leu Leu
115 120 125
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Val Gly Phe lle Ser Thr Ser Asn Gin Phe Phe Ser Lys Val Leu Asn
130 135 140

Pro Gly Glu Met Phe Val Val Pro Lys Gly Leu lle His Phe Gin Tyr

145 150 1585 160

Asn Val Gly Lys Glu Lys Ala Leu Ala lle Thr Thr Phe Asp Ser Gin

165 170 175
Leu Pro Gly Val Val lle Ala Ser Thr Thr Leu Phe Ala Ser Asn Pro
180 185 190
Ala lle Pro Asp Asp Val Leu Ala Lys Ala Phe Gin Val Asp Ala Lys
195 200 205

Val Val Ala Leu lle Lys Ser Lys Phe Glu Arg

210 215

<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 510F"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 17
ccgetegaga aaagatctga tectggtete ctacag 36

<210> 18

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..37

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador510R”"/organismo="Secuencia artificial”’

<400> 18
aaatatgcgg ccgctcaage aacatcagtt aagagtt 37

<210> 19

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 560F"/organismo="Secuencia artificial’
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<400> 19
ccgetcgaga aaagatcega teetgcacce cit 33

<210> 20

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 5601R”/organismo="Secuencia artificial”

<400> 20
aaatatgcgg ccgctcaata agtttcagat agcaatttc 39

<210> 21

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 30640F"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 21
ccgetcgaga aaagatttga teccgagtect cteca 35

<210> 22

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="cebador 30640R"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 22
aaatatgcgg ccgctcaatt agettgaact aagegttg 38

<210> 23

<211> 5900

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..5900
<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="secuencia de plasmido pET-32a(+)"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 23

89



ES 2694 667 T3

tggcgaatgg gacgegecct gtageggege attaagegeg geggotgtag tagttacgeg

cagcgtgace getacacttyg ccagegecct agegeecgcet cetttegett tetteecttc 120

ctitetegee acgttegeeg gettteeeeg tcaagetceta aatcggggac teectttagg 180

gttccgattt agtgcetttac ggcacctcga cecccaaaaaa cttgattagg gtgatgotic 240

acgtagtggg ccatcgecct gatagacggt tittcgeect ttgacgttgg agtccacgtt 300

ctitaatagt ggactctigt tccaaactgg aacaacactc aaccctatct cggtetattc 360

ttttgattta taagggattt tgccgatttc ggectattgg ttaaaaaatg agetgatita 420

acaaaaattt aacgegaatt ttaacaaaat attaacgttt acaatticag gtggcacttt 480

tcggggaaat gtgegeggaa ceectatttg titattttte taaatacatt caaatatgta 540

60

tccgcetcatg agacaataac cctgataaat gettcaataa tattgaaaaa ggaagagtat 600

gagtaticaa catttcegtg tegececttat tecctttttt geggeatitt gecttectgt 660
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tttgctcac ccagaaacgc tggtgaaagt aaaagatgcet gaagatcagt tgggtgcacg 720

agtgggttac atcgaactgg atctcaacag cggtaagatc citgagagtt ttcgccecga 780

agaacgtttt ccaatgatga gcacttttaa agttctgcta tgtggegegg tattatcceg 840

tattgacgee gggcaagage aactcggtcg ccgeatacac tatictcaga atgactiggt 900

tgagtactca ccagicacag aaaagcatct tacggatggce atgacagtaa gagaattatg 960

cagtgctgee ataaccatga gtgataacac tgeggecaac ttactictga caacgatcgg 1020

aggaccgaag gagctaaccg cttittigca caacatgggg gatcatgtaa ctegecttga 1080

tcottggoaa ccggagcetga atgaagecat accaaacgac gagegtgaca ccacgatgee 1140

tgcagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact attaactgge gaactactta ctetagettc 1200

ccggcaacaa ttaatagact ggatggaggc ggataaagtt gcaggaccac ttctgegete 1260

ggeectteeg getggetggt ttattgetga taaatctgga geeggtgage gtgggteteg 1320

cggtatcatt gcageactgg ggccagatgg taageectee cgtategtag ttatctacac 1380

gacggggagt caggcaacta tggatgaacg aaatagacag atcgetgaga taggtgecte 1440

actgattaag catiggtaac tgtcagacca agtttactca tatatactit agattgattt 1500

aaaacttcat ttttaattta aaaggatcta ggtgaagate cttttigata atctcatgac 1560

caaaatccct taacgtgagt titcgttcca ctgagegtca gacccegtag aaaagaticaa 1620

aggatctict tgagatcctt tttitctgeg cgtaatctge tgettgcaaa caaaaaaace 1680

accgctacca geggtggttt gittgcegoa tcaagageta ccaactcettt ticcgaaggt 1740
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aactggctic agcagagegce agataccaaa tactgtcctt ctagtgtage cgtagttagg 1800

ccaccacttc aagaactctg tagcaccgcec tacatacctce getetgetaa tecigttace 1860

agtggctoct gecagtggeg ataagtegtg tettacegog ttggactcaa gacgatagtt 1920

accggataag gcgcageggt cgggcetgaac ggggggaticg tgcacacage ccagettgga 1280

gcgaacgacc tacaccgaac tgagatacct acagegtgag ctatgagaaa gegecacget 2040

tcccgaaggg agaaaggegg acaggtatee ggtaagegge agggteggaa caggagageg 2100

cacgagggag cticcagggg gaaacgecty gtatetttat agtectgteg ggtticgeca 2160

cctetgactt gagegtcgat tittgtgatg ctcgtcaggg gggeggagec tatggaaaaa 2220

cgccagceaac geggcectitt tacggttect ggecttitge tggectttig ctcacatgtt 2280

ctitcctgeg ttatccectg attetgtgga taaccgtatt accgectttg agtgagetga 2340

taccgctcge cgcagecgaa cgaccgageg cagegagtca gtgagegagg aageggaaga 2400

gcgcectgatg cggtattttc tecttacgea tetgtgeggt atttcacace geatatatgg 2460

tgcacictca gtacaatetg cictgatgee geatagttaa gecagtatac actcegetat 2520

cgctacgtga ctgggtcatg getgegecee gacaccegec aacacceget gacgegecct 2580

gacgggcttg tctgetceeg geateegett acagacaage tgtgaccgte tcegggaget 2640

gcaigtgtca gagotittca ccgtcatcac cgaaacgege gaggeagetg cggtaaaget 2700

catcagcegtg gtcgtgaage gattcacaga tgtctgectg ttcatccgeg tccagetegt 2760

fgagtttctc cagaagcegtt aatgtcigge ticlgataaa gegggecatg ttaagggegg 2820
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ftttttcctg ttiggtcact gatgceciceg tgtaaggggg attictgtic atgggggtaa 2880

tgataccgat gaaacgagag aggatgcica cgatacgggt tactgatgat gaacatgece 2940

gottactgga acgtigtgag ggtaaacaac tggcggtatg gatgcggegg gaccagagaa 3000

aaatcactca gggtcaatge cagegcticg ttaatacaga tgtaggtgtt ccacagggta 3060

gccageagca tcctgegatg cagatcegga acataatggt gcagggegcet gacttcegeg 3120

tttccagact ttacgaaaca cggaaaccga agaccatica tgttgttget caggtegcag 3180

acgttttgca gcagcagtcg cticacgttc getcgegtat cggtgattca tictgetaac 3240

cagtaaggca accccgecag cctagecggg tectcaacga caggageacg atcatgegea 3300

ceegtgggge cgecatgeeg gegataatgg octgeticte gecgaaacgt tiggtggegg 3360

gaccagtgac gaaggcttga gcgagggegt gcaagatice gaataccgea agcgacagge 3420

cgatcategt cgegetecag cgaaageggt cctegecgaa aatgacccag agegetgeeg 3480

gcacctgtee tacgagtige atgataaaga agacagtcat aagtgcggeg acgatagica 3540

tgcecegege ccaccggaag gagetgactg ggttgaaggce tetcaaggge atcggtcgag 3600

atcceggtge ctaatgagty agetaactta cattaatige gttgegetea ctgeeegett 3660

tccagteggg aaacctgtcg tgecagetge attaatgaat cggecaacge geggggagag 3720

gcggatttgeg tatigggege cagggtgatt titctitica ccagtgagac gggcaacage 3780

tgattgccct tcaccgectg gecctgagag agttgcagea ageggtccac getggtttgec . 3840

cccageaggce gaaaatectg tttgatgatg gttaacggeg ggatataaca tgagetgtet 3900
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tcggtategt cgtatccecac taccgagatg tccgecaccaa cgegecagece ggactcggta 3960

atggcgegea ttgegeccag cgecatetga tegtiggcaa ccageatege agtgggaacg 4020

atgccectcat tcagealtttg catggttigt tgaaaaccgg acatggceact ccagtcgeect 4080

tceegtteeg ctateggetg aatttgattg cgagtgagat atttatgeca gecagecaga 4140

cgcagacgcg ccgagacaga acttaatggg cccgetaaca gegegattty ctggtgacce 4200

aatgcgacca gatgctccac geecagtege gtaccgtctt catgggagaa aataatactg 4260

ttgatgggtg tctggtcaga gacatcaaga aataacgeeg gaacattagt gcaggeaget 4320

tccacagcaa tggcatcctg gtcatccage ggatagttaa tgatcagece actgacgegt 4380

tgcgegagaa gattgtgcac cgecgcetita caggcettcga cgecgcetteg tictaccatc 4440

gacaccacca cgetggeace cagttgateg gegegagatt taatcgecge gacaatttge - 4500

gacggegegt gcagggecag actggaggtg gecaacgecaa tcagcaacga cigtttgeee 4560

gccagtigtt gtgecacgeg gttgggaatg taaticaget cegecatege cgettccact 4620

ttttccegeg ttttegeaga aacgtggetg gectggttca ccacgeggga aacggtetga 4680

taagagacac cggcatactc tgcgacateg tataacgtta ctggtitcac attcaccacc 4740

ctgaattgac tetcticcgg gegcetatcat gecatacege gaaaggtttt gegecattcg 4800

atggtgteeg ggatctegac geteteectt atgegactee tgcattagga ageageccag 4860

tagtaggttg aggccegttga gcaccgecge cgcaaggaat ggtgcatgeca aggagatgge 4920

gcccaacagt ceceeceggeca cggggcctge caccatacee acgecgaaac aagegetcat 4980
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gagcccgaag tggegagecc gaicticeee atcggtgatg tcggegatat aggegecage 5040

aaccgcacct gtggcgecgg tgatgecgge cacgatgegt ccggegtaga ggaicgagat 5100

cgatctcgat cccgegaaat taatacgact cactataggg gaattgtgag cggataacaa 5160

ttccectcta gaaataattt tgtttaactt taagaaggag atatacatat gagcgataaa 5220

attattcacc tgactgacga cagttttgac acggatgtac tcaaagcgga cggggegatc 5280

ctegtegatt tetgggcaga gtggtgeggt cecgtgcaaaa tgatcgecece gatictggat 5340

gaaatcgctg acgaatatca gggcaaactg accgtigcaa aactgaacat cgatcaaaac 5400

cctggeactg cgecgaaata tggeateegt ggtateecga ctetgetget gttcaaaaac 5460

ggtgaagtgg cggcaaccaa agtgggtgea ctgtctaaag gtcagttgaa agagttcctc 5520

gacgctaacc tggecggtte tggttctgge catatgcacc atcatcatca tcattcttct 5580

gotetggtge cacgeggtic tggtatgaaa gaaaccgctg ctgetaaatt cgaacgecag 5640

cacatggaca gcccagatct gggtaccgac gacgacgaca aggcecatgge tgatatcgga 5700

tccgaattcg agctecgteg acaagettge ggecgeacte gagcaccacc accaccacca 5760

ctgagatccg getgetaaca aageccgaaa ggaagetgag ttggetgetg ccacegetga 5820

gcaataacta gcataacccc ttggggcecte taaacgggtc ttgaggggtt tittgctgaa 5880

aggaggaact atatccggat 5900
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<210> 24

<211> 5423

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..5423

<223> /mol_tipo="ADN no asignado”/nota="plasmido pAT"/organismo="Secuencia artificial”

<400> 24
tggcgaatgg gacgegecct gtageggegce attaagegeg gegggtgigg tggttacgeg

cagcgtgace getacactty ccagegecct agegeccget cetttegett tettcectte 120

ctttctcgee acgttcgeeg getticeeeg tcaagetcta aatcgggggc teectttagg 180

gttccgattt agtgetttac ggecacctega ceccaaaaaa ctigattagg gtgatggtic 240

acgtagtggg ccatcgecct gatagacgot ttttcgecct ttgacgttgg agtccacgtt 300

ctttaatagt ggactctigt tccaaactgg aacaacactc aaccctaict cggtctattc 360

ttttgattta taagggatit tgccgatitc ggectattgg ttaaaaaatg agetgatita 420

acaaaaattt aacgcgaatt ttaacaaaat attaacgtit acaatticag gtggcacttt 480

tcggggaaat gtgcgeggaa cecctatttg titattitic taaatacatt caaatatgta 540

60

tccgeteatg agacaataac cetgataaat gettcaataa tattgaaaaa ggaagagtat 600

gagtaticaa catttcegtg tecgeccttat teecttittt geggeatitt gecttectgt 660

titigctcac ccagaaacgc tggtgaaagt aaaagatgcet gaagatcagt tgggtgcacg 720

agtggottac atcgaactgg atctcaacag cggtaagate ctigagagtt ttcgeceecga 780
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agaacgtttt ccaatgatga geacttttaa agttctgeta tgtggegegg tattatcceg 840

tattgacgec gggcaagage aactcggteg cegeatacac tattcicaga atgactiggt 900

tgagtactca ccagtcacag aaaagcatct tacggatggce atgacagtaa gagaattatg 960

cagtgctgece ataaccatga gtgataacac tgeggecaac ttactictga caacgatcgg 1020

aggaccgaag gagctaaccg ctittttgca caacatgggg gaicatgtaa cicgectiga 1080

tegttgggaa ccggagetga atgaagecat accaaacgac gagegtgaca ccacgatgee 1140

tgcagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact attaactgge gaactactta ctetagette 1200

ccggeaacaa ttaatagact ggatggaggce ggataaagtt gcaggaccac ttetgegete 1260

ggccctteeg getggetggt ttattgetga taaatctgga geegotgage gtgogteteg 1320

cgotatcatt gcagcactgg ggccagatgg taagecctee cotatcgtag ttatctacac 1380

gacgggoagt caggcaacta tggatgaacg aaatagacag atcgctgaga taggtgecte 1440

actgattaag cattggtaac tgtcagacca agtttacica tatatactit agattgattt 1500

aaaacttcat ttttaattta aaaggatcta ggtgaagatc ctttitgata atctcatgac 1560

caaaatccct taacgtgagt tttcgttcca cigagegica gacceegtag aaaagatcaa 1620

aggatctict tgagatectt tttttctgeg cgtaatctge tgctigcaaa caaaaaaacc 1680

accgcetacca geggtgotit gtttgcecgga tcaagageta cecaactcitt ttccgaaggt 1740

aactggcttc agcagagcgce agataccaaa tactgtectt ctagtgtage cgtagttagg 1800

ccaccactic aagaactctg tagcaccgcee tacataccice geictgetaa tectgitace 1860
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agtggctgct gecagtggeg ataagtegtg tettaceggg ttggactcaa gacgatagtt 1920

accggataag gegeageggt cgggctgaac ggggggticg tgcacacage cecagettgga 1980

gcgaacgacc tacaccgaac tgagatacct acagegtgag ctatgagaaa gegecacget 2040

cccgaaggg agaaaggegg acaggtatee ggtaagegge agggtcggaa caggagageg 2100

cacgagggag cttccagggg gaaacgcectg gtatctitat agtectgteg ggtttcgecca 2160

cctctgactt gagegtcgat ttttgtgatg ctegtcaggg gogeggagece tatggaaaaa 2220

cgccagcaac geggecttit tacggttect ggecttttge tggecttttg ctcacatgtt 2280

ctttcetgeg ttatceectg atictgtgga taaccgtatt accgectttg agtgagetga 2340

taccgetege cgecagecgaa cgaccgageg cagegagtca gtgagegagg aageggaaga 2400

gcgcectgatg cggtatttic tecttacgea tetgtgegat atttcacace geatatatgg 2460

tgcactctca gtacaatetg ctetgatgee geatagttaa gecagtatac actecgetat 2520

cgctacgtga ctgggteatg getgegeeee gacaccegee aacacceget gacgegeect 2580

gacgggcttg tetgeteeeg geatcegett acagacaagce tgtgacegte teegggaget 2640

geatgtgica gaggtittca cegtcatcac cgaaacgege gaggeagetg cggtaaaget 2700

catcagegtg gtegtgaage gattcacaga tgtctgectg ttcatcegeg tecagetegt 2760

igagtticic cagaagcegtt aatgtctgge tictgataaa gegggecatg ttaagggegg 2820

tittttcctg titggtcact gatgecteeg tgtaaggggag atttcigttc atgggggtaa 2880

igataccgat gaaacgagag aggatgcica cgatacgggt tactgatgat gaacatgece 2940
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ggttactgga acgtigtgag ggtaaacaac tggeggtatg gatgecggegg gaccagagaa 3000

aaatcactca gggtcaatge cagegcetteg ttaatacaga tgtaggtgtt ccacagggta 3060

gccagceagcea tectgegatg cagatccgga acataatggt gcagggegcet gacticegeg 3120

tttccagact ttacgaaaca cggaaaccga agaccattca tgttgttgct cagatcgcag 3180

acgtittgca gcageagtcg cticacgtic getcgegtat cggtoatica tictgctaac 3240

cagtaaggca accccgecag cctageeggg tectcaacga caggageacg atcatgegeca 3300

ceegtggoge cgecatgeeg gegataatgg cetgettete gecgaaacgt tiggtggegg 3360

gaccagtgac gaaggcttga gcgagggegt gcaagattce gaataccgea agegacagge 3420

cgatcatcgt cgegetccag cgaaageggt cctcgecgaa aatgacccag agegetgeeg 3480

gcacctgtee tacgagttge atgataaaga agacagtcat aagtgcggeg acgatagtca 3540

tgcecegege ccaccggaag gagetgactg ggttgaaggce tetcaaggge atcggtecgag 3600

atcceggtgc ctaatgagty agetaactta cattaattge gtigegetea ctgeecegett 3660

tccagtcggg aaacctgteg tgecagetge attaatgaat cggecaacge geggggagag 3720

gegotitgeg tattgggege cagggtogtt titetttica ccagtgagac gggcaacage 3780

tgattgcect tcaccgecty geectgagag agttgcagea ageggtecac getggtitge 3840

cccagcaggce gaaaatectg tttgatggtg gttaacggeg ggatataaca tgagetgtet 3900

tcggtatcgt cgtatcccac taccgagatg tccgcaccaa cgegeagece ggactecggta 3960

atggcgegea tigegeccag cgecatcelga tegtiggeaa ccageatege agigggaacg 4020
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atgccctcat tcageatttyg catggtitgt tgaaaaccgg acatggeact ccagtcgect 4080

tceegtteeg ctatcggetg aattigattg cgagtgagat atttatgcca gccageccaga 4140

cgcagacgceg ccgagacaga acttaatggg ccegetaaca gegegatttg ctggtgacce 4200

aatgcgacca gatgcetccac geccagtcge gtacegtictt catgggagaa aataatacty 4260

ttgatgggtg tctggicaga gacalcaaga aataacgecg gaacattagt gcaggeaget 4320

tccacagcaa tggcatcctg gtcatccage ggatagttaa tgatcagece actgacgegt 4380

tgcgegagaa gattgtgeac cgeegcttta caggcettega cgecgetteg ttctaccate 4440

gacaccacca cgetggeacc cagttgatcg gcgegagatt taatcgecge gacaatttge 4500

gacggegegt gcagggecag actggaggtg gecaacgecaa tcagecaacga ctgtitgeee 4560

gccagttgtt gtgecacgeg gttgggaatg taattcaget ccgecatege cgettccact 4620

tittccegeg tittcgecaga aacgtggetg geetggtica ccacgeggga aacggictga 4680

taagagacac cggcatactc tgcgacateg tataacgtta ctggtitcac aticaccace 4740

ctgaattgac tctettccgg gegcetatcat gecataccge gaaaggtitt gegecaticg 4800

atggtgtceg ggatctcgac getcteectt atgegactee tgeattagga ageageccag 4860

tagtaggttg aggcecgttga gcaccgecge cgcaaggaat ggtgeatgea aggagatgge 4920

gecccaacagt ceceeeggeca cggggcctge caccatacee acgecgaaac aagegetcat 4980

gagcccgaag tggegagecc gatcttcece atcggtgatg tcggegatat aggegecage 5040

aaccgcacct giggegeegg tgatgeegge cacgatgegt ceggegtaga ggatcgagat 5100
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cgatctcgat cccgegaaat taatacgact cactataggg gaattgtgag cggataacaa 5160

ttccecteta gaaataattt totttaactt taagaaggag atatacceat ggetgatatc 5220

ggatccgaat tcgagcetecg tcgacaagct tgcggecgea ctcgageacce accaccacca 5280

ccactgagat ccggcetgeta acaaageccg aaaggaaget gagtiggetg ctgecaccge 5340

tgagcaataa ctagcataac cccttgggge ctetaaacgg gtcttgaggg gttttttget 5400

gaaaggagga actatatccg gat 5423
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