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DESCRIPCIÓN 
 

Método para producir oxalato oxidasas que tienen actividad óptica cerca de pH fisiológico y uso de tales oxalato 
oxidasas recombinantes en el tratamiento de enfermedades relacionadas con oxalato 
 5 
Campo de la invención 
 
La presente invención se refiere al tratamiento de enfermedades relacionadas con oxalato y proporciona oxalato 
oxidasas (OxOx) que tienen una actividad adecuada cerca de pH fisiológico (7,4). Las propiedades de estas OxOx 
hacen que sean posibles candidatos a fármaco para su uso en la reducción de la concentración de oxalato en 10 
pacientes que presentan exceso de oxalato. Especialmente debido a la alta actividad a pH fisiológico, las OxOx son 
candidatos a fármaco adecuados para administración parenteral, es decir para reducir la concentración de oxalato 
en el plasma. 
 
Antecedentes de la invención 15 
 
La enfermedad de cálculos en las vías urinarias/renales (urolitiasis) es un problema sanitario importante en todo el 
mundo. La mayor parte de los cálculos asociados con urolitiasis se componen de oxalato de calcio solo u oxalato de 
calcio más fosfato de calcio. 
 20 
Muchos estados patológicos 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, 
síndrome de Zellweger, cirugía bariátrica y otros estados patológicos entéricos. 25 
 
El oxalato puede absorberse a través de todo el tracto gastrointestinal incluyendo el estómago y el intestino delgado 
y grueso. Por tanto, la retirada de oxalato de la dieta en estos órganos es eficaz en la prevención de la absorción de 
oxalato. La absorción de oxalato de la dieta contribuye al 10-70% de la secreción de oxalato en orina. Se cree que el 
exceso de las concentraciones de oxalato de calcio es responsable de la formación de cálculos. Por tanto, al reducir 30 
la concentración de oxalato, disminuirá el riesgo de formación de cálculos. 
 
Existen muy pocas, si hay alguna, estrategias de tratamiento que se sepa que disminuyen significativamente el 
riesgo de formación de cálculos. Los principales enfoques han sido limitar la absorción de oxalato de la dieta 
mediante la administración por vía oral de bacterias o enzimas degradadoras de oxalato, que entran en contacto con 35 
el contenido del estómago y el intestino. El reto al proporcionar tal tratamiento es el duro entorno ácido del 
estómago, 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 óptima a pH que es un pH ácido. El reto cuando se usan bacterias degradadoras de oxalato es pasar por el 40 
entorno gástrico sin perder la actividad de las bacterias y tener las bacterias colonizadas en el intestino. Se ha hecho 
un intento para administrar por vía oral una composición con recubrimiento entérico. 
 
Todas las oxalato oxidasas de tipo germinal notificadas en la bibliografía son activas en ácido y no se ha confirmado 
la oxalato oxidasa notificada con actividad a pH mayor de 7 como una única proteína purificada con secuencia 45 
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 información sobre la secuencia de 
proteína. 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 50 
cebada y malta, pero concluyen que la enzima parece ser una flavoproteína (véase la página 235, 1ª 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, todavía existe la necesidad de estrategias de tratamiento, que reduzcan eficazmente la concentración 55 
de oxalato en el cuerpo. 
 
Descripción de la invención 
 
La presente invención proporciona una estrategia de tratamiento novedosa para disminuir la concentración de 60 
oxalato en el cuerpo. La estrategia se basa en el hallazgo de oxalato oxidasas que tienen actividad óptima o 
suficiente a pH 7,4 y, por tanto, pueden reducir la concentración de oxalato en la sangre después de administración 
parenteral. Usando la ruta de administración parenteral, se evitan problemas relacionados con la degradación 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 fisiológico 65 
(pH 7,4). Hasta ahora sólo se ha descrito una oxalato oxidasa, que tiene cierta actividad a pH 7,4 y que es una 
actividad oxalato oxidasa asociada con tejido sólido vegetal de hojas de Bougainvillea spectabilis (Biochem. J.,1962, 
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85, 33). 
 
La presente invención también se refiere a oxalato oxidasas (o variantes de las mismas) con actividad suficiente 
aproximadamente a pH 7,5 así como a los polinucleótidos que codifican para las variantes. La invención también se 
refiere a una célula huésped recombinante que comprende los polinucleótidos así como a un método para producir 5 
las variantes de oxalato oxidasas. Especialmente, la invención 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 máx.) * 

100%. Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima requerida para producir 1 µmol de formiato a 
partir de oxalato en las condiciones descritas en el ejemplo 6 en el presente documento. 10 
 
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 único ya que no se ha dado a conocer ninguna oxalato oxidasa con tal actividad a pH 7,5 15 
(intervalo de pH 7,0 - 8,0). La mayor parte de las oxalato oxidasas descritas tienen actividad máx. a pH ácido. 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 específico, en el que se halla sorprendentemente que las 
oxalato oxidasas tienen actividad a pH neutro/básico. 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 sólo unas 20 
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, 25 
concretamente i) administración por vía parenteral (es decir, degradación de oxalato en el plasma/la sangre) o ii) 
administración por vía 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. 
 30 
La invención 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: síntesis 
hepática y absorción de la dieta y se elimina principalmente por los riñones. En determinados estados patológicos, 35 
incluyendo hiperoxaluria primaria (HP) (1-4), hiperoxaluria secundaria (HS) (5-7), trastornos del espectro de 
Zellweger (TEZ) (8) e insuficiencia renal crónica (IRC) o insuficiencia renal en fase terminal (IRFT) (9-11), las 
concentraciones de oxalato en orina y oxalato en plasma pueden aumentar hasta concentraciones muy altas, que 
provocan graves enfermedades relacionadas con oxalato. 
 40 
HP, incluyendo tipo I, II y III, son trastornos genéticos raros del metabolismo de glioxilato en los que deficiencias de 
enzimas hepáticas específicas dan como resultado la sobreproducción de oxalato en el hígado. El tipo I pertenece a 
la falta de alanina:glioxilato aminotransferasa (AGT) hepática y el tipo II a la falta de glioxilato/hidroxipiruvato 
reductasa (GR/HPR) (2). HP de tipo III resulta de defectos en la enzima mitocondrial específica del hígado 4-hidroxi-
2-oxo-glutarato aldolasa (HOGA). Hay otro tipo de HP, denominado no I o no II, que muestra un fenotipo similar a 45 
HP, pero que tiene las enzimas mencionadas anteriormente representadas en el hígado (1). HP es la forma más 
grave de hiperoxaluria y los pacientes que presentan HP pueden producir oxalato en concentraciones en plasma 

mayores de 100 µmol/l si han desarrollado insuficiencia renal crónica o en fase terminal (3, 9). La supersaturación de 
CaOx en la sangre de pacientes con HP conducirá a oxalosis sistémica: depositándose cristales de CaOx en 
múltiples órganos incluyendo los riñones, la tiroides, el miocardio, hueso, la piel, los vasos y ojos. La deposición de 50 
cristales de CaOx y las altas concentraciones de oxalato en los riñones conducirán en última 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 peroxisómicas provocada por un ensamblaje peroxisómico deficiente. Aunque el 55 
mecanismo de síntesis de oxalato en los pacientes con TEZ está 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) está provocada por la sobreabsorción de oxalato o precursores de oxalato de la 
dieta o bien debido a enfermedades gastrointestinales (GI), tales como enfermedades inflamatorias del intestino 60 
(EII), fibrosis quística (FQ), síndrome del intestino corto y cirugía bariátrica, o ingestión de una dieta rica en oxalato o 
precursores de oxalato (6, 13, 14). 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 crónica o en fase terminal (6, 13, 14). 65 
 
Es probable que los pacientes con IRC e IRFT sometidos a hemodiálisis crónica desarrollen hiperoxaluria (9-11). Los 
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riñones de estos pacientes en combinación con hemodiálisis no pueden eliminar oxalato suficientemente, debido a 
complicaciones de IRC o IRFT. Además, a menudo se inyecta vitamina C por vía intravenosa como antioxidante 
durante la hemodiálisis, que se metaboliza después para dar oxalato en el cuerpo humano (15). Las concentraciones 

de oxalato en plasma en estos pacientes pueden encontrarse entre 30-90 µmol/l. En 2006, hubo 345.000 pacientes 
sometidos a hemodiálisis en los Estados Unidos (16) y esta cifra está aumentando. Así, la cifra de pacientes con 5 
riesgo de oxalosis es significativa. 
 
Efectos tóxicos de altas concentraciones de oxalato y CaOx. La supersaturación de CaOx en sangre puede conducir 
a oxalosis. Se han observado ampliamente cristales de CaOx depositados en múltiples órganos de pacientes con 
HP (2, 12) y cristales de CaOx depositados en órganos de pacientes con HS (15, 17-20) y también se ha notificado 10 
en pacientes que se someten a hemodiálisis crónica en muchos casos (11, 21-23). La deposición de cristales de 
CaOx en estos órganos puede dar como resultado disfunción orgánica. La oxalosis primaria y secundaria son a 
menudo uno de los factores críticos que afectan al desenlace de órganos trasplantados (11, 24-26). Muchos casos 
de disfunción de un trasplante están provocados por hiperoxaluria primaria o secundaria (18, 27). 
 15 
Los pacientes que se someten a hemodiálisis crónica experimentan aterosclerosis acelerada y muerte prematura 
(28). Se propone el oxalato en plasma como toxina aterogénica debido a su contribución a los niveles elevados de 
calcio intracelular, exclusivamente en células endoteliales, y así a la prevención de la reendotelización. 
 
Los efectos tóxicos más significativos de oxalato y CaOx son sus papeles en el desarrollo de IRC e IRFT (13, 14, 29-20 
31). Los cristales de CaOx se depositan en los riñones de manera más frecuente que cualquier otro órgano. Se 
propone que los cristales de CaOx y/o altas concentraciones de oxalato evocan una respuesta inmunitaria e inducen 
daño tubulointersticial, que conduce a fibrosis, pérdida de nefronas, y eventualmente a IRC e IRFT. La deposición de 
CaOx en los riñones puede acelerar la formación y el crecimiento de cálculos renales. Debido a la capacidad de los 
cálculos de CaOx para obstruir y producir daño físico a los riñones, los cálculos renales también son un riesgo 25 
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 desarrollará IRFT y el trasplante de riñón o el trasplante combinado de hígado/riñón es la elección eventual (33). 
 30 
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 diálisis crónica y el trasplante de riñón serán las elecciones siguientes (27). 
 
Para pacientes que presenta IRC o IRFT que se someten a diálisis crónica, se ha observado ampliamente la 
acumulación de oxalato en sangre debido a la capacidad limitada para eliminar oxalato mediante las técnicas de 35 
diálisis actuales. Además, la situación se empeora a menudo mediante la administración de grandes dosis de 
vitamina C, un antioxidante usado habitualmente para la hemodiálisis. Se ha encontrado la deposición de cristales 
de CaOx en órganos en muchos casos (11, 21-23) y la hiperoxaluria o formación de cálculos renales es muy 
frecuente entre estos pacientes (10). 
 40 
Enzimas de degradación de oxalato. Existen dos enzimas de degradación de oxalato importantes: oxalato 
descarboxilasa y oxalato oxidasa (www.brenda-enzimas.org/). Sin embargo, no se han hallado oxalato 
descarboxilasas con actividad a pH fisiológico (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 detectó actividad oxalato oxidasa en disolución. 45 
 
La presente invención se basa en examinar más de 1000 especies de plantas para detectar actividad oxalato 
oxidasa. Se recogieron los materiales vegetales en condiciones de crecimiento y categorías de clasificación 
significativamente diferentes. 
 50 
Se analizó 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 contenía oxalato oxidasa con una actividad de pH 7,4, se intentó 
obtener pequeñas cantidades de las enzimas. Estas oxalato oxidasas se asocian habitualmente con la pared celular 55 
y constituye un verdadero reto disolverlas. El procedimiento de purificación incluye la homogeneización de tejido 
vegetal para dar partículas de menos de 100 micrómetros, y la suspensión de las partículas en un tensioactivo que 
las contiene y alta concentración de sales o azúcar para extraer durante 2-5 días. El extracto en bruto se carga 
entonces en una columna de Q-Sepharose después de diálisis 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 60 
es todavía activa y puede teñirse con disolución de ensayo de actividad. La banda en SDS-PAGE puede recortarse y 
usarse el análisis de la secuencia de aminoácidos de segmentos peptídicos de la proteína mediante espectrometría 
de masas o usarse para análisis de aminoácidos N-terminales. Sólo se han purificado las oxalato oxidasas de 
plátano y remolacha dulce. 
 65 
Especialmente, OxOx de cáscara de Musa acuminate (plátano), 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 invención 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. Más específicamente, la invención se 5 
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 aminoácidos 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%. Específicamente, la identidad es de al menos el 90%, al menos el 95%, al 10 
menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 100%. 
 
El uso de oxalato oxidasas recombinantes con secuencias de aminoácidos que tienen una identidad de secuencia 
de al menos el 60% con SEQ ID NO: 2, 4 ó 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 cáscara de Musa acuminate (plátano), tallo de 15 
Beta vulgaris (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 invención. 
 20 
Se ha notificado OxOx de cáscaras de plátano (Clinical Chemistry, 1985; 31(4): 649) y tallos de remolacha (Clinical 
Chemistry, 1983; 29(10):1815-1819) en la bibliografía, pero sin actividad alrededor de pH 7,4. Se sugiere que la 
OxOx notificada en la bibliografía 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 aminoácidos y secuencias de ADN, y muestran también diferentes propiedades. 25 
5100 y 5102 muestran actividad muy alta (mayor del 80% de la actividad máxima) a pH 7,5, pero 5601 muestra 
solamente el 22% de la actividad máxima a pH 7,5. Por tanto, parece probable que ninguna de estas OxO sea la 
misma que las notificadas en la bibliografía. Aunque sólo se ha clonado un gen de OxOx de plátano en este trabajo, 
existen docenas proteínas relacionadas con una similitud de más del 50% denominadas proteínas germinas o 
similares a germinas en una única planta (Critical Reviews in Plant Sciences, 2008; 27 (5): 342-375). Se ha 30 
notificado la presencia de una oxalato oxidasa de hojas de Bougainvillea spectabilis (Biochem. J.,1962, 85, 33) en la 
bibliografía. OxOx de las otras cuatro plantas se descubren por primera vez en este trabajo. 
 
Por tanto, la presente invención se refiere a oxalato oxidasas o fragmentos o variantes de las mismas aislados de 
plátano, remolacha dulce, hoja joven de Mirabilis jalapa, hoja de Telosma cordatum (Brum. f.) Merr, hoja de Jatropha 35 
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 ó 6, o una identidad de secuencia de al menos el 99% con SEQ 
ID NO: 8. 
 
Las secuencias de proteína de 5100, 5102, 5601 y 30640 se proporcionan en el ejemplo 2. 5100 y 5102 tienen 6 40 
aminoácidos de diferente manera. 5102 comparte el 69% de identidades de aminoácidos con 5601. Las cuatro 
proteínas 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. 45 
 
Polinucleótidos 
 
La presente invención también se refiere a polinucleótidos aislados que codifican para las oxalato oxidasas según la 
invención, es decir oxalato oxidasas que tienen una actividad adecuada (tal como se define en el presente 50 
documento) a pH 7-8. 
 
Por tanto, en otro aspecto la invención se refiere a un nucleótido que tiene una secuencia de ácido 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% 55 
o al menos el 85%. Específicamente, 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 nucleótidos de diferente manera. 5102 
comparte el 69% de identidades con 5601. Los 4 genes comparten solamente identidades del 43%. 60 
 
Constructos de ácido nucleico 
 
La presente invención se refiere a constructos de ácido nucleico que comprenden un polinucleótido que codifica para 
una oxalato oxidasa de la presente invención operativamente unida a una o más secuencias de control que dirigen la 65 
expresión de la secuencia codificante en un huésped adecuado en condiciones compatibles con la secuencia de 
control. 
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El polinucleótido puede manipularse en una variedad de modos para proporcionar la expresión de una oxalato 
oxidasa. La manipulación del polinucleótido antes de su inserción en un vector puede ser deseable o necesaria 
dependiendo del vector de expresión. Las técnicas para modificar polinucleótidos utilizando ADN recombinante las 
conoce bien un experto en la técnica. 5 
 
La secuencia de control puede ser un promotor, un polinucleótido reconocido por una célula huésped para la 
expresión de un polinucleótido que codifica para una oxalato oxidasa de la presente invención. El promotor puede 
ser cualquier polinucleótido que muestra actividad transcripcional en la célula huésped incluyendo promotores 
mutantes, truncados e híbridos, y puede obtenerse de genes que codifican para polipéptidos extracelulares o 10 
intracelulares o bien homólogos o bien heterólogos para la célula huésped. 
 
Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de ácido nucleico de la presente 
invención en una célula bacteriana son promotores obtenidos de bacterias, virus u otros, tales como Lac, Trp, Tac, 
T7, PL o PR. 15 
 
Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de ácido nucleico de la presente 
invención en una célula huésped fúngica son promotores obtenidos de levaduras tales como AOX1, GAP. 
 
Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de ácido nucleico de la presente 20 
invención 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 transcripción, que lo reconoce una célula huésped 
para terminar la transcripción. El terminador de une operativamente al extremo 3’-terminal del polinucleótido que 
codifica para una oxalato oxidasa. Puede usarse cualquier terminador que sea funcional en la célula huésped tal 25 
como TAA, TGA, TAG. 
 
La secuencia de control también puede ser una secuencia líder de una región no traducida de un ARNm que es 
importante para la traducción por la célula huésped. La secuencia líder se une operativamente al extremo 5’-terminal 
del polinucleótido que codifica para una oxalato oxidasa de la invención. Puede usarse cualquier secuencia líder que 30 
sea funcional en la célula huésped. 
 
Ejemplos adecuados de secuencias líder pueden ser señal de secreción de factor de apareamiento alfa, PHO1, 
PHA-E, secuencia señal de alfa-amilasa (An-amyS), secuencia señal de glucoamilasa (Aa-GluS), secuencia señal 
de inulinasa (Km-InuS), secuencia señal de invertasa (Sc-InvS). Otros ejemplos son HFB1, HFB2, Scw, Dse, Exg, 35 
XPR2pre o Lip2prepro. 
 
Vectores de expresión 
 
La presente invención también se refiere a vectores de expresión recombinantes que comprenden un polinucleótido 40 
que codifica para una oxalato oxidasa de la presente invención, un promotor y señales de terminación de la 
transcripción y la traducción. Las diversas secuencias de control y nucleótidos pueden unirse entre sí para producir 
un vector de expresión recombinante que puede incluir uno o más sitios de restricción convenientes para permitir la 
inserción o sustitución del polinucleótido que codifica para la oxalato oxidasa en tales sitios. Alternativamente, el 
polinucleótido puede expresarse insertando el polinucleótido en un constructo de ácido nucleico que comprende el 45 
polinucleótido en un vector apropiado para la expresión. En la creación del vector de expresión, la secuencia 
codificante está ubicada en el vector de modo que la secuencia codificante se une operativamente con las 
secuencias de control apropiadas para la expresión.  
 
El vector de expresión recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plásmido o virus) que puede 50 
someterse convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresión del 
polinucleótido. La elección de vector dependerá normalmente de la compatibilidad del vector con la célula huésped 
en la que va a introducirse el vector. El vector puede ser un plásmido lineal o circular cerrado. 
 
El vector puede contener uno o más marcadores seleccionables que permiten la fácil selección de células 55 
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. 
 60 
Para la integración en el genoma de la célula huésped, el vector puede basarse en la secuencia del polinucleótido 
que codifica para la oxalato oxidasa o cualquier otro elemento del vector para la integración en el genoma mediante 
recombinación homóloga o no homóloga. Alternativamente, el vector puede contener polinucleótidos adicionales 
para dirigir la integración mediante recombinación homóloga en el genoma de la célula huésped en una(s) 
ubicación/ubicaciones precisa(s) en el/los cromosoma(s). 65 
 
Para replicación autónoma, el vector puede comprender además un origen de replicación que permite que se 
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replique el vector de manera autónoma en la célula huésped en cuestión. El origen de replicación puede ser 
cualquier replicador de plásmido que medie en la replicación autónoma que funciona en una célula. El término 
“origen de replicación” o “replicador de plásmido” significa un polinucleótido que permite que se replique un plásmido 
o vector in vivo. 
 5 
Ejemplos de orígenes de replicación adecuados para su uso en el presente contexto son pUC y p15A. 
 
Más de una copia de polinucleótido de la presente invención puede insertarse en una célula huésped para aumentar 
la producción de oxalato oxidasa. Un aumento del número de copias del polinucleótido puede obtenerse integrando 
al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen marcador 10 
seleccionable amplificable con el polinucleótido en el que pueden seleccionarse las células que contenían copias 
amplicadas del gen marcador seleccionable y de ese modo copias adicionales del polinucleótido, cultivando las 
células en presencia del agente seleccionable apropiado. 
 
Los procedimientos usados para ligar los elementos descritos anteriormente para construir los vectores de expresión 15 
recombinantes de la presente invención lo conoce bien un experto en la técnica. 
 
Células huésped 
 
La presente invención también se refiere a células huésped recombinantes, que comprenden un polinucleótido que 20 
codifica para una oxalato oxidasa de la presente invención operativamente unida a una o más secuencias de control. 
Un constructo o vector que comprende un polinucleótido se introduce en una célula huésped de modo que el 
constructo o vector se mantiene como integrante cromosómico o como vector extracromosómico de autorreplicación. 
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 replicación. La elección de la célula huésped dependerá en gran 25 
medida del gen que codifica para la oxalato oxidasa y su fuente. 
 
La célula huésped puede ser cualquier célula útil en la producción recombinante de una oxalato oxidasa, por ejemplo 
una procariota o una eucariota. 
 30 
La célula huésped procariota puede ser una bacteria tal como E.coli o Bacillus subtilis 
 
La célula huésped eucariota puede ser una célula de mamífero, de insecto, vegetal o fúngica. La célula fúngica 
puede ser una célula de levadura. Ejemplos adecuados son Pichia pastoris X-33, GS115, Yarrowia lipolitica, Lactuca 
sativa L., Pisum sativum y Nicotiana benthamiana. 35 
 
Métodos para producir oxalato oxidasas 
 
La presente invención también se refiere a métodos de producción de oxalato oxidasas recombinantes de la 
presente invención, comprendiendo el método i) cultivar una célula huésped recombinante de la presente invención 40 
en condiciones propicias para la producción de la oxalato oxidasa, y ii) opcionalmente recuperar la oxalato oxidasa. 
 
Las células huésped se cultivan en un medio de nutrientes adecuado para la producción de la oxalato oxidasa 
usando un método bien conocido en la técnica Por ejemplo, las células pueden cultivarse en placas de múltiples 
pocillos, cultivo en frascos de agitación o fermentación a pequeña escala o a gran escala (incluyendo fermentación 45 
continua, discontinua, semicontinua o en estado sólido) en fermentadores de laboratorio o industriales en un medio 
adecuado y en condiciones que permiten que la oxalato oxidasa se exprese y/o aísle. El cultivo tiene lugar en un 
medio de nutrientes adecuado que comprende fuentes de carbono y nitrógeno y sales inorgánicas, usando 
procedimientos conocidos en la técnica. 
 50 
Medios adecuados son: medios de cultivo a pequeña escala: LB+MnCl2 2 mM 
 
Medios de fermentación a gran escala: 
 
Medio base (por l): 13,5 g de KH2PO4, 0,85 g de ácido cítrico.H2O, 10 g de polvo de levadura, 1 g de MgSO4.7H2O, 55 
2,5 ml de disolución de metales traza, Antifoam 204: 400 microlitros, 1 ml de Amp. 100 mg/ml. Fijar el pH a 6,85 
después de esterilización en autoclave. (la disolución de metales traza y Antifoam 204 se añaden después de 
esterilización en autoclave.) 
 
Disolución de metales traza (por l): 60 
 
0,5 ml de H2SO4, 25 mg de CuSO4.5H2O, 2,28 g de MnSO4, 25 mg de Na2MoO4·2H2O, 0,5 g de ZnSO4,7H2O, 45 mg 
de CoCl2·6H2O, 0,5 g de H3BO3, 3,25 g de CaCl2·2H2O, 5 g de FeSO4·7H2O. 
 
Medio de alimentación (por l): 300 g de glicerol, 60 g de polvo de levadura. 65 
 
La oxalato oxidasa puede detectarse usando métodos conocidos en la técnica que son específicos para oxalato 
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oxidasas. Estos métodos de detección 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, cromatografía, diálisis, técnicas de separación en gel, etc. 
 5 
Usos 
 
Tal como se mencionó en el presente documento anteriormente, puede usarse una enzima recombinante o un 
derivado adecuado de la misma según la invención en el tratamiento de enfermedades asociadas con la presencia 
de un exceso de oxalato (en comparación con los niveles normales). Se proporcionaron anteriormente ejemplos de 10 
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 15 
de reacciones inmunológicas no deseadas en un paciente, o que prolongue por ejemplo la semivida de la enzima en 
un líquido corporal tal como sangre o plasma. Un método general es someter la enzima a pegilación. 
 
La presente invención también se refiere a composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento o la 
prevención de enfermedades asociadas con oxalato en exceso, en la que la composición contiene una oxalato 20 
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 describió anteriormente). 
 
Las composiciones pueden diseñarse para la administración oral, parenteral o mucosa. Por tanto, la administración 
puede ser oral, sublingual, aplicación a la mucosa oral, o puede ser intravenosa, subcutánea, intramuscular, 25 
intraperitoneal, intratecal etc. o puede aplicarse a la piel o una superficie mucosa incluyendo mucosa ocular, bucal, 
nasal, vaginal y rectal. 
 
La composición puede estar en forma sólida, semisólida o líquida. 
 30 
Las composiciones sólidas adecuadas incluyen polvos, gránulos, microgránulos, cápsulas, comprimidos (incluidos 
comprimidos recubiertos), sobres, implantes, etc. 
 
Las composiciones semisólidas adecuadas incluyen geles, pastas, cremas, pomadas, pesarios, supositorios, etc. 
 35 
Las composiciones líquidas o fluidas adecuadas composiciones incluyen disoluciones, dispersión, emulsiones, 
suspensión, lociones, pulverizaciones, aerosoles. 
 
Las composiciones pueden presentarse de manera conveniente en forma de dosificación unitaria y pueden 
prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Tales métodos incluyen 40 
la etapa de poner en asociación la enzima con el portador que constituye uno o más componentes auxiliares. En 
general, las composiciones se preparan poniendo en asociación de manera uniforme e íntima el principio activo con 
portadores líquidos o portadores sólidos finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario, conformando el 
producto. 
 45 
Tal como se mencionó anteriormente, la oxalato oxidasa recombinante puede administrarse por vía oral en forma de 
una formulación farmacéutica con recubrimiento entérico o una composición farmacéutica que se protegen mediante 
otros medios frente a la degradación de la enzima en el estómago. La formulación farmacéutica comprende la 
enzima recombinante en una forma de dosificación farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del trastorno y 
paciente que van a tratarse, así como de la vía de administración, las composiciones pueden administrarse en dosis 50 
variables. 
 
Por ejemplo, las enzimas recombinantes de la invención pueden administrarse por vía oral, por vía bucal o por vía 
sublingual en forma de comprimido, cápsulas, óvulos, elixires, disoluciones o suspensiones, que pueden contener 
agentes aromatizantes o colorantes, para aplicaciones de liberación inmediata, retardada o controlada. Para 55 
administración por vía oral, deben tomarse medidas para evitar la liberación o degradación de la enzima en el 
estómago. 
 
Tal comprimido puede contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, carbonato 
de calcio, fosfato dibásico de calcio y glicina, disgregantes tales como almidón (preferiblemente almidón de maíz, 60 
patata o tapioca), glicolato sódico de almidón, croscarmelosa sódica y determinados silicatos complejos, y 
aglutinantes de granulación tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxi-propilcelulosa 
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arábiga. Adicionalmente, pueden incluirse agentes lubricantes tales como 
estearato de magnesio, ácido esteárico, behenato de glicerilo y talco. 
 65 
También pueden emplearse composiciones sólidas de un tipo similar como cargas en cápsulas de gelatina. Los 
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidón, una celulosa, lactosa o polietilenglicoles de alto 
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peso molecular. Para suspensiones y/o elixires acuosos, los compuestos de la invención pueden combinarse con 
diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o tintes, con agentes emulsionantes y/o de 
suspensión y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.  
 
Puede prepararse un comprimido mediante compresión o moldeo, opcionalmente con uno o más componentes 5 
auxiliares. Puede prepararse un comprimido sometido a compresión mediante la compresión en una máquina 
adecuada de un principio activo en una forma fluida tal como un polvo o gránulos, opcionalmente mezclado con un 
aglutinante (por ejemplo povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, 
disgregante (por ejemplo, glicolato sódico de almidón, povidona reticulada, carboximetilcelulosa sódica reticulada), 
agente tensioactivo o dispersante. Puede producirse un comprimido moldeado mediante moldeo en una máquina 10 
adecuada de una mezcla del compuesto pulverulento humedecido con un diluyente líquido inerte. El comprimido 
puede recubrirse opcionalmente, por ejemplo, con un recubrimiento entérico y puede formularse de modo que se 
proporcione la liberación lenta o controlada del principio activo en el mismo usando, por ejemplo, 
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberación deseado. 
 15 
Las composiciones para su uso según la presente invención adecuadas para administración oral pueden 
presentarse como unidades diferenciadas tales como cápsulas, sellos o comprimidos, que contienen cada uno una 
cantidad predeterminada del principio activo; como polvo o gránulos; como disolución o suspensión en un líquido 
acuoso o un líquido no acuoso; o como emulsión líquida de aceite en agua o como emulsión líquida de agua en 
aceite.  20 
 
Debe entenderse que además de los componentes mencionados particularmente antes, las formulaciones de esta 
invención pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de formulación en 
cuestión, por ejemplo las adecuadas para administración oral pueden incluir agentes aromatizantes. 
 25 
Ventajosamente, los agentes tales como conservantes y agentes tamponantes pueden disolverse en el vehículo. 
Para mejorar la estabilidad, la composición puede congelarse después de llenarse en el vial y eliminarse el agua a 
vacío. El polvo liofilizado seco se sella entonces en el vial y puede suministrarse un vial acompañante de agua para 
inyección para reconstituir el líquido antes de su uso. 
 30 
La composición también puede diseñarse para administración parenteral. Tales composiciones pueden contener 
excipientes, que son farmacéuticamente aceptables para una composición que va a inyectarse. Estas pueden ser en 
particular soluciones salinas isotónicas, estériles (fosfato, cloruro de sodio) o composiciones secas, especialmente 
secadas por congelación, que tras la adición, dependiendo del caso, de agua esterilizada o solución salina 
fisiológica, se reconstituyen para dar una composición lista para usar. 35 
 
Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyección 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 añadirse un agente de ajuste del pH para ajustar el pH de la composición y también 
pueden añadirse conservantes. 40 
 
Un experto en la técnica podrá preparar una composición que es adecuada para su uso según la presente invención 
basándose en la divulgación del presente documento y/o con la orientación de Remington’s Pharmaceutical 
Sciences, 18ª ed. Mack Publishing Company, 1990 o ediciones más recientes. 
 45 
La dosificación que ha de administrarse de una oxalato oxidasa variará según la enfermedad particular implicada, el 
sujeto, y la naturaleza y gravedad de la enfermedad y el estado físico del sujeto, y la vía de administración 
seleccionada. 
 
La dosificación apropiada puede determinarla fácilmente un experto en la técnica. 50 
 
Las composiciones pueden contener desde el 0,1% en peso, preferiblemente desde el 5-90%, más preferiblemente 
desde el 10-80% en peso, de una oxalato oxidasa de invención, dependiendo de la composición y el método de 
administración particulares. 
 55 
Un experto en la técnica reconocerá que la cantidad y separación óptimas de dosificaciones individuales de un 
compuesto de la invención estarán determinadas por la naturaleza y extensión del estado que esté tratándose, la 
forma, vía y el sitio de administración, y la edad y el estado del sujeto particular que esté tratándose, y que un 
médico determinará en última instancia las dosificaciones apropiadas que han de usarse. Esta dosificación puede 
repetirse de manera tan frecuente como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios la cantidad y/o 60 
frecuencia de la dosificación puede alterarse o reducirse, según la práctica clínica normal. 
 
Definiciones 
 
ADNc: El término “ADNc” significa una molécula de ADN que puede prepararse mediante transcripción inversa de 65 
una molécula de ARNm madura, sometida a corte y empalme obtenida de una célula. El ADNc carece de 
secuencias intrónicas que pueden estar presentes en el ADN genómico 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 polinucleótido, que especifica directamente la 
secuencia de aminoácidos de la enzima o variante de la enzima. Los límites de la secuencia codificante están 5 
determinados generalmente por un marco de lectura abierto, que empieza con un codón de iniciación tal como ATG, 
GTG o TTG y termina con un codón de terminación tal como TAA, TAG o TGA. La secuencia codificante puede ser 
ADN genómico, ADNc, ADN sintético, o una combinación de los mismos. 
 
Secuencias de control: El término “secuencias de control” significa secuencias de ácido nucleico necesarias para la 10 
expresión de un polinucleótido que codifica para una oxalato oxidasa o variante de la presente invención. Cada 
secuencia de control debe ser nativa (es decir, procedente del mismo gen) o foránea (es decir, procedente de un 
gen diferente) para el polinucleótido que codifica para la oxalato oxidasa o variante de la misma o nativa o foránea 
entre sí. Tales secuencias de control incluyen un promotor, y señales de terminación de la transcripción y la 
traducción. Las secuencias de control pueden estar dotadas de ligadores con el fin de introducir sitios de restricción 15 
específicos que facilitan el ligamiento de la secuencia de control con la región codificante del polinucleótido que 
codifica para la oxalato oxidasa o variante de la misma. 
 
Expresión: El término “expresión” incluye cualquier etapa implicada en la producción de una oxalato oxidasa o 
variante de la misma incluyendo, pero sin limitarse a, transcripción, modificación postranscripcional, traducción, 20 
modificación postraduccional y secreción. 
 
Vector de expresión: El término “vector de expresión” significa una molécula de ADN lineal o circular que comprende 
un polinucleótido que codifica para una oxalato oxidasa o variante de la misma y está operativamente unida a 
secuencias de control que proporcionan su expresión. 25 
 
Fragmento: El término “fragmento” significa un polipéptido que tiene uno o más (por ejemplo, varios) aminoácidos 
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 aminoácido, por ejemplo al menos el 
90% o al menos el 95% de los residuos de aminoácido del polipéptido maduro. 30 
 
Célula huésped: El término “célula huésped” significa cualquier tipo de célula que es susceptible de transformación, 
transfección, transducción, o similar, con un constructo de ácido nucleico o vector de expresión que comprende un 
polinucleótido tal como se describe en el presente documento. 
 35 
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, ácido nucleico, proteína, 
péptido o cofactor, que se retira al menos parcialmente de uno o más o la totalidad de los constituyentes que se 
producen de manera natural con los que está asociado en la naturaleza, iii) cualquier sustancia modificada por la 40 
mano del hombre con relación a aquella sustancia que se encuentra en la naturaleza, o iv) cualquier sustancia 
modificada aumentando la cantidad de la sustancia con relación a otros componentes con los que se asocia de 
manera natural. 
 
Mutante: El término “mutante” significa un polinucleótido que codifica para una variante. 45 
 
Constructo de ácido nucleico: El término “constructo de ácido nucleico” significa una molécula de ácido nucleico, o 
bien monocatenaria o bien bicatenaria, que se aísla de un gen que se produce de manera natural o se modifica para 
que contenga segmentos de ácidos nucleicos de una manera que no existiría si no en la naturaleza o que es 
sintético, que comprende una o más secuencias de control. 50 
 
Operativamente unida: El término “operativamente unida” significa una configuración en la que una secuencia de 
control se coloca en una posición apropiada con relación a la secuencia codificante de un polinucleótido, de tal 
manera que la secuencia de control dirige la expresión de la secuencia codificante. 
 55 
pH óptimo: El término “pH óptimo” significa el valor de pH en el que la actividad enzimática está en su nivel máximo 
o al menos al 80%, por ejemplo al 85%, al 90%, al 95% o al 98% de su nivel máximo. 
 
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 comparación con el nivel normal. Tal enfermedad o 60 
estado incluyen, pero no se limitan a, hiperoxaluria primaria (HP), hiperoxaluria secundaria (HS), trastorno del 
espectro de Zellweger (TEZ) e insuficiencia renal crónica 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, síndrome de Zellweger, cirugía bariátrica y otros 65 
estados patológicos entéricos. 
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Identidad de secuencia: El término “identidad de secuencia” significa la relación entre dos secuencias de 
aminoácidos o entre dos secuencias de nucleótidos. Se usó el algoritmo Blast. Se proporciona por pubmed.gov, es 
decir, el Centro Nacional para la Información Biotecnológica. 
 
Actividad específica: El término “actividad específica se refiere a las actividades enzimáticas por mg de proteína. 5 
 

Unidad: una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima requerida para producir 1 µmol 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 10 
alteración, es decir una sustitución, inserción y/o deleción, en una o más (por ejemplo, varias) posiciones. Una 
sustitución significa el reemplazo del aminoácido que ocupa una posición por un aminoácido diferente; una deleción 
significa la retirada de un aminoácido que ocupa una posición; y una inserción significa añadir un aminoácido 
adyacente a e inmediatamente tras el aminoácido que ocupa la posición. Las variantes de la presente invención 
tienen al menos el 20%, por ejemplo al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al 15 
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 
 20 
Figura 1. Modificaciones del vector pET-32 para generar el plásmido pAT. La secuencia de ADN destacada en 
amarillo se delecionó en un vector pET-32 (SEQ ID NO. 23) para generar el plásmido pAT (SEQ ID NO. 24). 
 
Figura 2 Diagrama esquemático del plásmido de expresión en Pichia Zα-5102.  
 25 

Figura 3 Diagrama esquemático del plásmido de expresión en Pichia GAPZα-5102. 
 

Figura 4 Diagrama esquemático del plásmido de expresión en Pichia Zα-5601. 
 
Figura 5 Diagrama esquemático del plásmido de expresión en Pichia GAPZα-5601. 30 
 
Figura 6 Diagrama esquemático del plásmido de expresión en Pichia Zα-30640. 
 
Figura 7 Diagrama esquemático del plásmido de expresión en Pichia GAPZα-5102. 
 35 
Figura 8 Análisis mediante SDS-PAGE de la expresión de OxO de remolacha en P. pastoris. M: marcador de 

proteína; M: marcador de proteína; carriles 1-10, X-33 (ZαA-5102). 
 
Figura 9 Análisis mediante SDS-PAGE de la expresión de OxO de remolacha en P. pastoris. M: marcador de 

proteína; carriles 1-9, X-33(Zα-5601). 40 
 
Figura 10 Análisis mediante SDS-PAGE de la expresión de platano OxO en P. pastoris. M: marcador de proteína; 

carriles 1-10, X- 33(ZαA-30640). 
 
Figura 11 Análisis mediante SDS-PAGE de la expresión de OxO de remolacha en P. pastoris. M: marcador de 45 

proteína; carriles 1-9, X-33(GAPZα- 5601). 
 
Figura 12 Amplificación 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 
 50 
Figura 13 Amplificación por PCR del gen de OxO de la biblioteca de ADNc de plátano. M. marcador de ADN; carriles 
1-3, 30640 
 
Figura 14 Diagrama esquemático del vector de expresión vegetal 
 55 
Figura 15 Ensayo histoquímico de la actividad oxalato oxidasa después de incubación durante la noche en tampón 
histológico de OxOx  
 
Figura 16 Detección de actividad OxO de la fracción de pared celular purificada de plantas de guisante mediante 
ensayo colorimétrico, pH 7,4. El tubo izquierdo contenía ácido oxálico 2 mM; el tubo derecho no contenía ácido 60 
oxálico. 
 
Figura 17 Detección de actividad OxOx de las fracciones de 5102 purificadas de plantas de guisante. 
 
Figura 18 Purificación de 5102 de OxOx de remolacha recombinante. M, marcador de proteína; carril 1, muestra 65 
antes de purificarse mediante columna de Q Sepharose; carril 2, la muestra de lavado; carril 3, muestra eluida n.º 13; 
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carril 4, muestra eluida n.º 14; carril 5, muestra eluida n.º 15. 
 
Figura 19 Actividad relativa de oxalato oxidasas recombinantes. 
 
Figura 21 Curva de concentración de oxalato en suero del ejemplo 12. 5 
 
Figura 22 Curva de oxalato en orina total de 24 h del ejemplo 12. 
 
Figura 23 Detección de título de anticuerpos de OxOx-B5102 de diferentes PEG-OxOx-B5102 del ejemplo 12. 
 10 
Bibliografía 
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Ejemplos 
 5 
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. 
 10 
Ejemplo 1 
 
Examen de plantas y pruebas para determinar la actividad de oxalato oxidasa  
 
Recogida de especies vegetales: se recogieron más de 1000 especies vegetales para someter a prueba. A 15 
continuación 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 Pittosporum tobira 

Solanum tuberosum L Acer palmatum 

Colocasia esculenta E.pungens Thunb 

Lactuca sativa L. var. capitata L. Prunus ceraifera 

Bamboo Shoot Taiwania cryptomerioides Hayata 

Brassica parachinensis Chaenomeles sinensis Koehne 

Toona sinensis.A.Juss. Taxus wallichiana Zucc 

Pisum sativum Linn 0rmosia henryi Prain 

Allium sativum L. Pyracantha fortuneana 

Apium graveolens L. Mallotus repandus (Willd.) Muell. Arg 

Hordeum vulgare L. Distylium racemosum Sieb.et Zucc 

Hordeum vulgare L. Viburnum setigerum Hance 

Hordeum vulgare L. Jasminum mesnyi 

Cruciferae Brassica Chimonanthus praecox(L.)Link 

Allium epa L. Hovenia acerba Lindl. 

Alliaceae Allium A. tuberosum Mahonia fortunei (Lindl.)Fedde 

Dioscorea opposita Cercis chinensis Bge 

Vigna radiata Chionanthus retusus 

Momordica charantia Fraxinus hupehensis 

Cucumis sativus Linn Alpinia zerumbet 

Benincasa hispida Asparagus myriocladus 

Ananas comosus Cerasus conradinae (Koehne) Yü et Li 

Ananas comosus Juniperus chinensis cv. kaizuka 

Prunus ceraifera cv. Pissardii Brunfelsia acuminata(Pohl.)Benth 

Alliaceae Allium A. tuberosum Bambusa ventricosa McClure 

Pisum sativum Linn Hedera nepalensis 

Benincasa hispida Dendrobeaathamia capitata(Wall.) 

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

Vigna radiata Cyperus papyrus L. 

Cruciferae Brassica Pilea nummulariifollia (Sw.) Wedd. 

Momordica charantia Syngonium podophyllum 

Ananas comosus :Iresine herbstii Hook.f 

Alliaceae Allium A. tuberosum Simlax China L 

Alliaceae Allium A. tuberosum Gleditsia japonica 

Benincasa hispida Euonymus grandiflorus Wall. 

Vigna radiata Planch.cv.Fenghongpeier 

Giycine max(L)Merrill Ilex cornuta Lindl. et Paxt. 

Eleocharis dulcis Berchemia sinica Scheid 

Alliaceae Allium A. tuberosum Symplocos sununtia Buch.-Ham.ex.D.Don 

Sorghum bicolor Dianthus chinensis L. 

Brassic campestris Olea europaea L 

Galium aparine Begonia masoniana 
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Geranium carolinianumL. Marsilea quadrifolia 

Euphorbia helioscopia Hibiscus rosa-sinensis L. 

Portulaca oleracea L. Dracaena cochinchinen 

Oxalis corniculata Common Rush 

Vicia sepium linn. Manilkara zapota van Royen 

Eugenia javanica Lam [hojas] Ligustrum lucidum Ait 

Eugenia javanica Lam [fruta] Begonia thurstonin 

Reineckea carnea Nephrolepis biserrata (Sw.) Schott 

Bougainvillea spectabilis wind Quisqualis indica 

Bougainvillea spectabilis wind Asystasia gangetica 

Sinojackta huanamelensis Podocarpus macrophyllus 

Neolitsea sericea Artabotrys hexapetalus (L.f.) Bhandari 

Heptacodium Miconiodes rehd Telosma cordatum (Brum. f.) Merr 

banana Forsythia viridissima 

Populus bonatii Levl Osmanthus matsumuranus Hayata 

Vitis vinifera Phoebe zhennan S.Lee et F.N.Wei 

Prunus armeniaca L. Davidia involucrata Baill 

Mirabilis jalapa Linn Neolepisorus ovatus 

Mirabilis jalapa Linn Setcreasea pallida 

Gordonia axillaris Clerodendron japonicum (Thunb.) Sweet 

Lindera aggregata (Sims) Kosterm Hydrangea macrophylla (Thunb.)Ser 

Lllicium henryi Psidium littorale Raddi 

PhoebechekiangensisC.B.Shang Savia miltiorrhiza Bunge 

Fokienia hodginsii (Dunn) Henry et 
Thomas Fagraea ceilanica 

Viburnum macrocephalum f.keteleeri Paeonia suffruticosa"" 

Zanthoxylum simullans Hance Sycopsis sinensis Oliver 

Cinnamomum camphora Aesculus wilsonii Rehd 

Acer albopurpurascens Hayata Edyeworthia chrysantha Lindl 

Daphniphyllum macropodum Miq Pilea peperomioides Diels 

Camellia sasanqua Helleborus thibetanus Franch. 

Sinocalycanthus chinensis Euonymus fortunei Hand.-Mazz. 

Bulbus Fritillaria Dicliptera chinensis 

Costus tonkinensis Gagnep Stevia rebaudiana 

Disporum bodinieri (Levl. et Vaniot.) Rhizoma Alpiniae Officinarum 

Podocarpus fleuryi Asarum forbesii Maxim 

Tetracentron sinense Sarcandra glabra 

Reinwardtia trigyna Peristrophe baphica 

Valeriana hardwickii Peperomia tetraphylla 

Fagopyrum dibotrys (D.Don) Hara Erythrina crista-galli L 

Thalia dealbata Rumex japonicus Houtt 

Muscari botryoides Mill. Melodinus hemsleyanus Diels. 

Fagus longipetiolata Seem Tibouchina aspera 
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Jussiaea reppens L. Rumex hastatus 

Podocarpus fleuryi Hibiscus Sabdariffa Linn 

Ardisia crenata Sim Catharanthus roseus 

Torreya fargesii Franch Tragopogon porrifolius Linn 

Aesculus wangii Hu ex Fang Mussaenda pubescens Ait. f. 

Nerium oleander Sedum sarmentosum Bunge 

Strobilanthes cusia Pilea cavaleriei Levl 

Drynaria fortunei Sauropus rostrata Miq 

Belamcanda chinensis Acorus gramineus 

Kalimeris indica (Linn.) Sch.) Euphorbia neriifolia L. 

Rhoeo discolor Euphorbia tirucalli Linn 

Fiveleaf Gynostemma Herb Dianthus serotinus 

Sterculia nobililis Codariocalyx motorius 

Choerospondias axillaris Acalypha hispida 

Citrus medica L.var.sarcodactylis Acalypha hispida 

Gynostemma compressum Garcinia oblongifolia 

Chrysanthemum indicum Cynanchum stauntonii 

SpilsheS acmella (Linn) Murr Aloe vera var. chinensis 

Ilex kudmcha C. J. Tseng Polygonum capitatum 

Cinnamomum cassia Iris japonica 

Rumex crispus L. var. japonicus Acanthopanax gracilistylus 

Clerodendranthus spicatus (Thunb.) Dicranostigma leptopodum 

Glechoma longituba Iris wilsonii 

HymenocallisSpciosa Solanum mammosum Linn. 

Agrimonia pilosa Ledeb Rheum officinale 

Dimocarpus longgana Lour. Rabdosia nervosa (Hemsl.) 

Lxora chinensis Plumbago zeylanica L 

Rhapis excelsa (Thunb.) Desmodium styracifolium 

Eranthemum pulchellum Andrews Salvia substolonifera Stib. 

Hypericum perforatum L Aspidistra elatior BI. 

Hippeastrum rutilum(Ker-Gawl.)Herb. Achyranthes bidentata BI 

Pogonatherum crinitum (Thunb.) Kunth Achyranthes bidentata BI 

Echinacea purpurea Moench Pandanus tectorius 

Pseudocalymma alliaceum(Lam.)Sandwith Lygodium scandens (L.) Sw. 

Sanguisorba officinalis L. Asparagus cochinchinensis 

desmodium triquetrum Lonicera dasystyla 

Rabdosia japonica (Burm. f.) Hara Zanthoxylum nitidum 

Tadehagi pseudotriquetrum (DC.) Billbergia pyramidalis 

Houttuynia cordata Thunb. Ficus sarmentosa 

Gynura procumbens (Lour.) Merr. Pyrrosia drakeana 

Vinca major Linn Ardisia pusilla A. DC. 

Zephyranthes carinata Herb Boehmeria nivea 
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Platycodon grandiflorus Artemisia japonica Thunb 

Aquilaria sinensis Forsythia suspensa 

Salvia cavaleriei Ardisia gigantifolia stapf 

Datura innoxia Mill. Tacca chantrieri Andre 

Codariocalyx gyroides Morinda officinalis How. 

Aerva sanguinolenta Ardisia villosa 

Aster novi-belgii Hemerocallis citrina Baroni 

Colocasia antiquorum Schott Goodyera procera 

Heteropanax fragrans Fallopia multiflora 

Thunbergia laurifolia Lindl. Campsis radicans (L.) Seem. 

Iris germanica Piper longum Linn. 

Alocasia macrorrhiza Passionfora edulis 

Gelsemium elegans Prunella vulgaris 

Cocculus laurifolius DC. Jasminum nudiflorum 

Podocarous macrophyllus Kadsura longipedunculata 

Syzygium jambos (L.) Alston Mentha haplocalyx 

Buddleja asiatica Lour. Evodia lepta (Spreng.) Merr 

Buddleja davidii Acacia confusa Merr 

Caesalpinia decapetala Stephania kwangsiensis 

Jatropha gossypiifolia Tetrastigma hemsleyanum 

Peucedanum praeruptorum Dunn Herba Cayratica Jeponicae 

Carpesium abrotanoides Linn. Asarum maximum Hemsl. 

Euphorbia heberophylla L Argyreia acuta Lour. 

Coleus amboinicus Lour Solallum nigrum L.ver 

Lycoris aurea Curculigo capitulata 

Sauropus androgynus(L.)Merr Fructus Amomi 

Houttuynia emeiensis Polygonum chinense L. 

Sophora flavescens Rosa chinensis 

Salvia coccinea Linn selaginella moellendorfii hieron 

a plant in Tadehagi Herba Aristolochiae 

Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz Rubus cochinchinensis Tratt 

Ardisia japonica (Thunb) Blume Rosa multiflora Thunb. 

Trachelospermum jasminoides Rhododendron pulchrum Sweet 

Wisteria sinensis Dichotomanthus tristaniaecarpa Kurz 

Duchesnea indica Cyclobalanopsis glaucoides Schotky 

Ajuga decumbens Thunb Rhododendron anthopogonoides Maxim 

Potentilla kleiniana Malus halliana (Voss.) Koehne 

Pteris semipinnata L. Pistacia weinmannifolia 

Senecio cannabifolius Less Ginkgo biloba 

Ophitopogin japonicum Melaleuca bracteata 

Polygonum hydropiper L. Rhododendron fuyuanense Z. H. Yang 

Pueraria lobata Ligustrumx Vicaryi 
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Mentha spicata Linn. Euonymus Japonicus 

Lonicera fulvotomentosa Cerasus cerasoides 

Acacia confusa Merr Rhododendron 'nanhai' 

Erythropalum scandens BI. Rhododendron 'suimohua' 

Caryota mitis Lour. Rhododendron delavayi Franch 

Cirsium segetum Exochorda racemosa (Lindl.) Rehd 

Curcuma kwangsiensis Rosmarinus officinalis 

Artemisia argyi Cotoneaster franchetii 

Limnophila sessiliflora Prunus serrulata 

Alpinia katsumadai Hayata Pinus armandii Franch 

Blumea balsamifera DC Pittosporum brevicalyx (Oliv.) Gagnep 

Ficus pumila L Osyris wightiana Wall. ex Wight 

Bryophyllum pinnatum Rhododendron 'mayingtao' 

Agastache rugosa Rhododendron hancockii Hemsl. 

Polygonum chinense L Rhododendron ciliicalyx Franch. 

Jasminum amplexicaule Amygdalus persica 

Gnetum montanum Markgr Abelia parvifolia Hemsl. 

Rhododendron pachypodum Lonicera nitida 'Baggesens 

Parakmeria yunnanensis Rhodedenron schlippenbachii 

Sinocalycanthus chinensis Amygdalus persica f. atropurpurea 

Cerasus campanulata Pyracarltha fortuneana 

Quercus variabilis Blume Trigonobalanus verticillata 

Rhododendron 'Wanxia' Rhododendron 'kunming' 

Spiraea japonica L. f. Acer cappadocicum 

Eucommia ulmoides Oliver Rhododendron mucronatum 

Hovenia acerba Rhododendron 'fenpao' 

Rhododendron fortunei Dianthus plumarius 

Rhododendron leptothrium Musella lasiocarpa 

magnolia grandiflora linn Rhododendron irroratum Franch 

Rhododendron pachypodum Pistacia chinensis 

Barleria cristata Hovenia acerba Lindl. 

Vitex negundo Linn Michelia lacei W. W. Smith 

Viburnum opulus L Distylium pingpienense (Hu) Walk. 

Spiraea japonica L. f. Sedum Nicaeense All. 

Cotoneaster salicifolius Aglaia odorata 

Rhododendron albersenianum Ilex crenata cv. Convexa Makino 

Eriobotrya bengalensis Rhododendron 'wanxia' 

Cerasus clarofolia Spiraea cantoniensis 

Rhododendron vialii Lorpetalum chindensevar.rubrum 

Amygdalus persica Linn Photinia serrulata 

Ailanthus altissima Rhododendron rigidum Franch 

Rhododendron taronense Rhododendron annae Franch. 
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Rhododendrin davidii Rhododendron sinogrande 

Sapiumsebiferum (L.) Roxb Cotoneaster horizontalis Dcne 

Michelia maudiae Dunn Rhododendron aberconwayi Cowan 

Rhododendron spinuliferum Podocarpus macrophyllus var. maki 

Machilus yunnanensis Rhododendron decorum Fr 

Liquidambarformosana Hance Itea yunnanensis Franch. 

Davidia involucrata Baill Lonicera nitida'Maigrun' 

Prunus salicina Lindl. Michelia figo 

Sinomanglietia glauca Liriodendron chinensis (Hemsl.) Sarg 

Liquidambar formosana Hance Olea ferruginea Royle 

Acer negundo L. Eriobotrya japonica 

Magnolia soulangeana Soul. Luculia intermedia Hutch 

Vinca minor Linn. Rhododendron 'jinzhizhu' 

Rhododendron ciliatum Hook. f. Sect.Dacrycarpus Endl 

magnolia grandiflora linn Ophiopogon japonicus cv. 'Nanus' 

Trigonobalanus doichangensis Ligustrum japonicum'Howardii' 

Hedera nepalensis Rhododendron pulchrum 

Quercus variabilis Pvracantha angustifolia 

Rhododendron simsii Chamaecyparis lawsoniana 

Ilex cornuta Cedrus deodara 

Fatsia japonica Thujopsis dolabrata 

Lindera communis Ehretia dicksonii Hance 

Pistacia weinmannifolia Acer cappadocicum 

Alstonia yunnanensis Diels Camellia sasanqua 

Machilus thunbergii Araucaria araucana 

Bischofia polycarpa Ficus curtipes Corner 

Cercidiphyllum japonicum Manglietia duclouxii 

Viburnum odoratissimum Stranvaesia davidiana 

Lamium galeobdolon Rhamnus gilgiana Heppl. 

Chaenomele japonica Agrimonia pilosa Ledeb. 

Spiraea blumei Caragna fruten (L) koch 

Agapanthus africanus Euonymus fortunei 

Musella lasiocarpa Pieris formosa 

Cryptomeria fortunei Fraxinus retusifoliolata 

Weigela florida Sapindus delavayi 

Paeonia lactiflora Elaeocarpus sylvestris 

Parthenocissus tricuspidata Carayaillinoensis 

Acer palmatum'Dissectum' Micheliamacclurel 

Bougainvillea spectabilis Eurya loquaiana Dunn 

Aesculus wangii Ficus virens 

Mahonia fortunei Buxus microphylla 

Osmanthus fragrans Lithocarpus henryi 
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Exbucklandia populnea Ficus religiosa Linn 

Cinnamomum bodinieri Ligustrum lucidum 

Machilus longipedicellata Disporopsis pernyi 

Ficus virens Ait. Manglietiainsignis 

Duranta repens Linn. Olea cuspidata 

Manglietia grandis Hypoestes sanguinolenta 

Olea europaea L. Cornus officinalis 

Parakmeria yunnanensis Daphniphyllum longeracemosum 

Tamarix chinensis Reineckia carnea 

pyrus pyrifolia Acorus gramineus 

Prunus serrulata Cerasus cerasoides 

Iris confusa Dipteronia dyeriana Henry 

Iris wilsonii Lindera megaphylla 

Bambusa multiplex Liquidambar formosana Hance 

Senecio scandens Podocarpus fleuryi 

Neolitsea sericea Morus alba L 

Fokienia hodginsii Zanthoxylum acanthopodium 

Viburnum odoratissimum Ficus altissima BI. 

Cerasus pseudocerasus Iresine herbstii 

Ilex cornuta Cedrus deodara 

Fatsia japonica Thujopsis dolabrata 

Lindera communis Ehretia dicksonii Hance 

Pistacia weinmannifolia Acer cappadocicum 

Alstonia yunnanensis Diels Camellia sasanqua 

Machilus thunbergii Araucaria araucana 

Bischofia polycarpa Ficus curtipes Corner 

Cercidiphyllum japonicum Manglietia duclouxii 

Viburnum odoratissimum Stranvaesia davidiana 

Lamium galeobdolon Rhamnus gilgiana Heppl. 

Chaenomele japonica Agrimonia pilosa Ledeb. 

Spiraea blumei Caragna fruten (L) koch 

Agapanthus africanus Euonymus fortunei 

Musella lasiocarpa Pieris formosa 

Cryptomeria fortunei Fraxinus retusifoliolata 

Weigela florida Sapindus delavayi 

Paeonia lactiflora Elaeocarpus sylvestris 

Parthenocissus tricuspidata Carayaillinoensis 

Acer palmatum'Dissectum' Micheliamacclurel 

Hypoestes sanguinolenta Eurya loquaiana Dunn 

Aesculus wangii Ficus virens 

Mahonia fortunei Buxus microphylla 

Osmanthus fragrans Lithocarpus henryi 

E14819001
06-11-2018ES 2 694 667 T3

 



23 

Exbucklandia populnea Ficus religiosa Linn 

Cinnamomum bodinieri Ligustrum lucidum 

Machilus longipedicellata Disporopsis pernyi 

Ficus virens Ait. Manglietiainsignis 

Duranta repens Linn. Olea cuspidata 

Manglietia grandis Rhododendren simsii 

Uva Fresa 

Loquat Hojas de piña 

Sarcocarpio de piña Calabaza blanca 

Pepino Brote de ajo joven 

Flores de cebollino Repollo morado 

Hoja tierna de toon chino Flor de repollo morado 

Brotes de bambú 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, raíz, tallo, fruto y flor. Se homogeneizaron los materiales vegetales con agua. Se 5 
recogieron las fracciones solubles e insolubles mediante centrifugación. Se resuspendió la parte insoluble con agua 

DI para análisis de la actividad de OxOx. Se incubaron 40 µl de disolución o suspensión con 360 µl de oxalato 
12 mM en tampón fosfato 50 mM, pH 7,4, a 37ºC durante 48 horas. Se extinguió la reacción mediante la adición de 

100 µl de H2SO4 1,5 N (suficiente para reducir el pH por debajo de 1,0, un pH al que la enzima es inactiva). Se 
centrifugó inmediatamente la mezcla de reacción y se analizó el sobrenadante transparente mediante un método de 10 
HPLC para detectar oxalato. Se define una unidad de actividad como la cantidad de enzima requerida para degradar 

1 µmol de oxalato en un minuto en las condiciones anteriores. 
 
Ensayo de actividad OxOx (método colorimétrico): se mezclan 20 µl de muestra de disolución en 580 µl de 
disolución que contiene ácido oxálico 10 mM, ácido hidroxibencenosulfónico de sodio 4 mM, 2 unidades peroxidasa 15 
del rábano y 4-anti-aminoantipirina 1 mM en tampón fosfato de potasio 50 mM, pH 6,0 o 7,4, y se hicieron reaccionar 
a 37ºC 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 µmol de oxalato en un minuto en las condiciones anteriores. 
 
Este ensayo es específico para oxalato oxidasa puesto que una oxidasa genera peróxido de hidrógeno que puede 20 
detectarse mediante el desarrollo de color en presencia de peroxidasa, mientras que la descarboxilasa no produce 
peróxido de hidrógeno. 
 
Resultados 
 25 
OxOx de cáscara de plátano, 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 demás contienen o bien actividad 
oxalato oxidasa, pero a pH ácido, o bien ninguna actividad oxalato oxidasa. 
 30 
En la bibliografía se han notificado OxOx de cáscaras de plátano (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 bibliografía 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 aminoácidos y secuencia de ADN, y también muestran diferentes propiedades. 35 
Por tanto, es probable suponer que ninguna de estas OxOx es la misma que la notificada en la bibliografía. Aunque 
sólo se ha clonado un gen de OxOx a partir de plátano en este trabajo, existen docenas de proteínas similares con 
más del 50% de similitud, denominadas germina o proteínas de tipo germina en una única planta (Critical Reviews in 
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Plant Sciences, 2008; 27 (5): 342-375). En la bibliografía 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 5 
 
Genes que codifican para OxOx de plátano y remolacha dulce 
 
Clonación de genes de oxalato oxidasa de azúcar de remolacha y plátano 
 10 
Se han probado varios enfoques para clonar los genes de OxOx de estas plantas. El primero es buscar la base de 
datos pública 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 proteína de tipo 
germina de plátano (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 15 
germina y OxOx (también una germina) comparten a menudo más del 50% de similitud. El segundo enfoque es 
diseñar cebadores de degeneración según 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 
clonó ningún gen que codifica para proteína con actividad OxOx. El tercer enfoque es buscar el genoma de plátano y 
remolacha dulce que estaba disponible en el texto provisional. Se analizaron todos los genes de proteína de tipo 20 
germina y germina y se recogieron de los datos de genoma de plátano y remolacha dulce. Se ha notificado que un 
aminoácido, la asparagina en la posición 75 en OxOx de cebada, es la clave para la actividad OxOx (véase la 
referencia J BIOL CHEM VOL. 281, NO. 10, págs. 6428-6433, 2006). Sólo se ha encontrado un gen de este tipo de 
plátano (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 aminoácido clave en esa posición correspondiente se clonaron y se expresaron 25 
mediante E. coli, levadura y planta, pero tampoco se detectó ninguna actividad OxOx. Después de estos 
experimentos, se plantea la pregunta de si estas OxOx con alguna actividad a pH neutro son germina o proteínas de 
tipo germina. Por tanto, el cuarto enfoque es obtener una pequeña cantidad de OxOx mediante purificación y usar la 
proteína 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: cáscara de plátano, tallo de remolacha, hojas de Bougainvillea 30 
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, sólo se han purificado OxOx de cáscara de plátano y tallo de remolacha. La OxOx de las dos 
plantas muestra tamaño similar y composiciones subunitarias como otra germina, lo que indica que todavía son 
posibles germina o proteínas de tipo germina. Se usó la OxOx purificada para analizar la secuencia de aminoácidos 35 
de péptidos generada a partir de las enzimas mediante espectrometría de masas. Entonces, usando las secuencias 
de aminoácidos buscar la base de datos pública, pero no produjo ningún resultado significativo. Sin embargo, usar 
estas secuencias de aminoácidos para diseñar cebadores degenerados para clonar genes de remolacha dulce y 
plátano. Se clonaron el gen 303 (SEQ ID 13) y 122 (SEQ ID 11) de remolacha dulce, pero ninguno de plátano. Los 
dos genes se han clonado y expresado mediante E. coli, levadura y planta, pero no se detectó actividad OxOx de 40 
ninguna. Entonces, se usó la OxOx purificada de plátano y remolacha dulce para la determinación de las secuencias 
N-terminales de las proteínas. Se usaron las secuencias N-terminales para buscar genomas provisionales de 
remolacha dulce y plátano para encontrar posibles genes, no se encontró ningún 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 deleción de cualquier posible intrón o error de secuencia. Se encontró 45 
finalmente un gen de cada planta (5601 de remolacha dulce y 30640 de plátano). Se diseñaron cebadores para 
clonar los genes a partir de ARNm. Un gen se ha clonado de plátano, 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. 
 50 
Resultados 
 
Secuencias de ADN y proteína de remolacha OxOx 5100, 5102, 5601 y plátano OxOx 30640. 
 
SEQ ID 1 - ADN de 5100: 55 
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SEQ ID 2 - proteína de 5100: 
 

 5 
 
SEQ ID 3 - secuencia de ADN de 5102 (sin secuencia de péptido de señal N-terminal, 648 pb): 
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SEQ ID 4 - secuencia de proteína de 5102 (sin secuencia de péptido de señal N-terminal, 216 aa): 
 

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

 
SEQ ID 6 – secuencia de proteína de 5601 (sin secuencia de péptido de señal N-terminal, 216 aa): 10 

E14819001
06-11-2018ES 2 694 667 T3

 



27 

 

 
 
SEQ ID 7 - secuencia de ADN 30640 (sin secuencia de péptido de señal N-terminal, 642 pb): 
 5 

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

 10 
 
ADN y secuencias de proteínas de proteínas de remolacha de tipo germina 108, 122, 303 y proteína de tipo germina 
de plátano 1013. 
 
SEQ ID NO: 9 secuencia de ADN 108 15 
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SEQ ID NO: 10 proteína secuencia 108 
 

 5 
 
SEQ ID NO: 11 secuencia de ADN 122: 
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SEQ ID NO: 12 proteína secuencia 122: 
 

 5 
 
SEQ ID NO: 13 secuencia de ADN 303: 
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SEQ ID NO: 14 secuencia de proteína 303: 
 

 5 
 
SEQ ID NO: 15 secuencia de ADN 1013 
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SEQ ID NO: 16 secuencia de proteína 1013  
 

 5 
 
Ejemplo 3 
 
Expresión recombinante de oxalato oxidasa mediante E. coli 
 10 
Parte 1. Construcción de plásmido y expresión de proteína 
 
Construcción de plásmido de expresión: 
 
Se produjo el plásmido pAT delecionando la secuencia de ADN entre el 212º pb y el 729º pb del vector pET-32. 15 
Entonces se ligaron los genes 5102, 5100, 5601 y 30640 en el vector pET-32 modificado (pAT) usando los sitios de 
restricción NcoI y XhoI. Entonces se transformaron los plásmidos resultantes en células competentes E.coli Origami 
B, que se diseñan para ser favorables para la formación de enlaces disulfuro de proteínas expresadas, puesto que 
hay un enlace disulfuro dentro de cada monómero de OxOx y es esencial para la estructura nativa de la proteína así 
como actividad enzimática. Véase la figura 1. 20 
 
Producción de proteínas a pequeña escala: 
 
Se hicieron crecer células a 37ºC 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 µg/ml. Cuando la DO600 alcanzó 0,6∼0,8, 25 
se indujo la expresión durante 4 h a 37ºC tras la adición de IPTG y MnCl2 hasta una concentración final a 0,6 mM y 
1 mM, respectivamente. Se recogieron las células mediante centrifugación a 9.500 rpm durante 10 min y se 
suspendieron en tampón arginina 50 mM y luego se sonicaron sobre hielo. Se lavó dos veces la materia insoluble 
con arginina 50 mM, y se recogió mediante centrifugación durante 15 min a 9.500 rpm. El material insoluble contiene 
aproximadamente el 80% del cuerpo de inclusión de OxOx. 30 
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Producción de proteínas a gran escala: 
 
Para la producción a gran escala de proteínas de OxOx, se hicieron crecer células de E.coli Origami B en un 

fermentador de 7 l (volumen de trabajo de 3,5 l) en medio LB complementado con ampicilina 100 µg/ml y MnCl2 5 
5 mM. Las concentraciones iniciales de glicerol y extracto de levadura fueron de 12 g/l. Se llevó a cabo la 
fermentación a 30-37ºC con aireación vigorosa y agitación y se mantuvo el pH del medio a 6,85 mediante la adición 
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 DO600 de 20 con 
IPTG 0,8 mM, se cultivó durante otras 20 h, y luego se recogió. 10 
 
Parte 2. Replegamiento de proteína 
 
Se rompieron células de E. coli mediante homogeneizador o sonicación. Se obtuvo el cuerpo de inclusión de OxOx 
lavando las células rotas y se recogió mediante centrifugación a baja velocidad, que la conocen bien los científicos 15 
en el campo. Se disolvió el cuerpo de inclusión purificado en urea 8 M, pH 8,0. Se obtuvo la fracción soluble tras 
incubación a temperatura ambiente durante 20 min seguido por centrifugación. 
 
Se replegaron las proteínas mediante dilución rápida: 
 20 
Se disolvieron cuerpos de inclusión en urea 8 M, pH 8,0. Se logró dilución rápida añadiendo la disolución de OxOx 
de urea 8 M gota a gota en tampón de replegamiento con agitación rápida. 
 
Los tampones de replegamiento que se han usado: 
 25 
1. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, pH 8,0 
 
2. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, arginina 400 mM, pH 8,0 
 

3. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, α-ciclodextrina 100 mM, pH 8,0 30 
 
4. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, b-ciclodextrina al 2%, pH 8,0 
 
5. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, sacarosa al 40%, pH 8,0 
 35 
6. Tris 20 mM, NaCl 300 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, glucosa al 40%, pH 8,0 
 
7. Tris 20 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, pH 8,0 
 
8. Tris 20 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, arginina 400 mM, pH 8,0 40 
 
9. Tris 20 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, betaína 50 mM, pH 8,0 
 
10. Tris 20 mM, MnCl2 1 mM, betaína 50 mM, pH 8,0 
 45 
11. Tris 20 mM, MnCl2 0,5-5 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, betaína 50 mM, pH 8,0 
 
12. Tris 20 mM, MnCl2 1 mM, GSH 1 mM/GSSG 0,2 mM, betaína 50 mM, pH 4,0-10,0 
 
13. Tris 20 mM, MnCl2 1 mM, betaína 50 mM, 1-hexanol 0,05 mM, acetamida 50 mM, KCI 300 mM, pH 8,0 50 
 
Resultados: 
 
1. Se expresa OxOx de plátano como cuerpo de inclusión 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 producción puede 55 
mejorarse tras la optimización de las condiciones. Los cuerpos de inclusión muestran habitualmente un poco de 
actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene fácilmente una actividad específica en el intervalo de 0,1 a 10 
unidades por mg de proteína tras purificación con columna Phenyl-Sepharose. 
 
2. Se expresa OxOx 5100 de remolacha dulce como cuerpos de inclusión con un rendimiento en el intervalo de 0,1-60 
0,5 gramos por litro de cultivo en un matraz, 1-5 gramos por litro de cultivo en un fermentador. El rendimiento de 
producción puede mejorarse tras la optimización de las condiciones. Los cuerpos de inclusión muestran 
habitualmente un poco de actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene fácilmente una actividad específica 
en el intervalo de 0,1 a 15 unidades por mg de proteína tras purificación con columna Phenyl-Sepharose. 
 65 
3. Se expresa OxOx 5102 de remolacha dulce como cuerpos de inclusión 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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producción puede mejorarse tras la optimización de las condiciones. Los cuerpos de inclusión muestran 
habitualmente un poco de actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene fácilmente una actividad específica 
en el intervalo de 0,1 a 10 unidades por mg de proteína tras purificación con columna Phenyl-Sepharose. 
 
4. Se expresa OxOx 5601 de remolacha dulce como cuerpos de inclusión con un rendimiento en el intervalo de 0,1-1 5 
gramos por litro de cultivo en un matraz, 1-10 gramos por litro de cultivo en un fermentador. El rendimiento de 
producción puede mejorarse tras la optimización de las condiciones. Los cuerpos de inclusión muestran 
habitualmente un poco de actividad OxOx, pero tras el replegamiento, se obtiene fácilmente una actividad específica 
en el intervalo de 0,1 a 10 unidades por mg de proteína tras purificación con columna Phenyl-Sepharose. 
 10 
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 betaína, NaCl o KCl, acetamida y 1-hexanol, y la 
concentración de MnCl2 alrededor de 1 mM son importante para un replegamiento eficaz. 
 
Ejemplo 4 15 
 
Expresión recombinante de oxalato oxidasa mediante P. pastoris 
 
Construcción de vector de expresión 
 20 
Se amplificaron los genes de remolacha 5102 y 5601 y plátano 30640 de un vector simple pMD18-T que contenía 
estos genes usando un par de cebadores diseñados para introducir un sitio Xho I seguido por un sitio de escisión de 
proteasa Kex2 en el extremo 5’ y un sitio de restricción Not I en el extremo 3’ (tabla 1). Se digirieron los productos de 

PCR con Xho I y Not I y se clonaron en los vectores pPICZαB y pGAPZαA digeridos con las mismas enzimas de 

restricción, dando como resultado los plásmidos recombinantes de Zα-5102, GAPZα-5102, Zα-5601, GAPZα-5601, 25 

Zα-30640 y GAPZα-30640 (figuras 2-7). Los plásmidos recombinantes de Zα-5102, Zα-5601 y Zα-30640 se 
linealizaron con Pme I (Mss I) y GAPZα-5102, GAPZα-5601 y GAPZα-30640 se linealizaron con Bln I (Avr II). 
Entonces, todos los vectores linealizados se electrotransformaron en P. pastoris X-33 según los métodos de 
transformación de alta eficacia de P. pastoris pretratada con acetato de litio y ditiotreitol, que los recomendaron Wu 
S y Letchworth GJ (2004 Protein Expression). 30 
 
Tabla 1. Cebadores usados para construir vectores de expresión 
 

SEQ 
ID 
NO: 

Oligonucleótidos Secuencia (de 5’ a 3’) 

17 5102F CCGCTCGAGAAAAGATCTGATCCTGGTCTCCTACAG 
18 5102R AAATATGCGGCCGCTCAAGCAACATCAGTTAAGAGTT 

19 5601F CCGCTCGAGAAAAGATCCGATCCTGCACCCCTT 
20 5601R AAATATGCGGCCGCTCAATAAGTTTCAGATAGCAATTTC 
21 30640F CCGCTCGAGAAAAGATTTGATCCGAGTCCTCTCCA 

22 30640R AAATATGCGGCCGCTCAATTAGCTTGAACTAAGCGTTG 
 
Expresión de proteína 35 
 
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 M y agar 20 g/l) que contenían Zeocin 100 µg/ml. Entonces, se examinaron 
adicionalmente transformantes de múltiples copias mediante placas de resistencia de YPDS que contenían Zeocin a 
una concentración final de 1 mg/ml. En primer lugar se comprobaron las colonias seleccionadas con PCR y después 40 
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 expresión mediante fermentación en matraz con agitación. 
 
Los medios de crecimiento e inducción en el matraz con agitación fueron BMGY (extracto de levadura al 1% (p/v), 
peptona al 2% (p/v), tampón fosfato de potasio 100 mM a pH 6,0, base nitrogenada de levadura sin aminoácidos al 45 
1,34% (p/v), glicerol al 1% (p/v), biotina al 0,04% (p/v)) y BMMY (su composición es similar a BMGY, pero con 
metanol al 1,0 % (v/v) en lugar de glicerol). Se inoculó en primer lugar una única colonia de una cepa seleccionada 
en una botella de 20 ml con 4 ml de medio YPD y se hizo crecer a 28ºC durante 18-20 h. Entonces, se inoculó el 4% 
(v/v) del cultivo en un matraz de 500 ml que contenía 50 ml de (o matraz de 250 ml que contenía 25 ml de) BMGY. 
Se hicieron crecer las células a 28ºC, agitando a 220 rpm, durante 18-20 h para alcanzar una DO600 de 3,0-6,0, 50 
luego se recogieron mediante centrifugación y se resuspendieron en 50 ml de medio BMMY que contenía MnCl2 
5 mM para inducción con metanol. Se fijó la temperatura de inducción a 28ºC, y se añadió metanol al 100% 
diariamente para alcanzar concentraciones de metanol al 1,0% (v/v). Tras 96-120 h de inducción con metanol, se 
recogió el sobrenadante del cultivo mediante centrifugación a 9500 rpm durante 5 min a 4ºC, y se usó para el ensayo 
de actividad OxO y SDS-PAGE. Se tiñeron las proteínas con azul brillante Coomassie R-250. Se concentraron todas 55 
las muestras de sobrenadante mediante precipitación con TCA. Todas las muestras usadas para análisis SDS-

PAGE son 30 µl de sobrenadante concentrado. Para la expresión 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/l, biotina 400 µg/l, MnCl2 5 mM y tampón 
fosfato de potasio 100 mM, pH 6,0) y se hicieron crecer las células a 28ºC, con agitación a 220 rpm. Añadir glucosa 
al 2% en medio BYPD después de 48 h de cultivo. Después de 72 h de cultivo, se recogió y se analizó el 
sobrenadante del cultivo como en las condiciones anteriores. 
 5 
Fermentación semicontinua: se produjo el inóculo (cualquier cultivo de levadura recombinante descrito 
anteriormente) a 30ºC en un matraz de 2 l que contenía 400 ml de medio YPD agitado a 220 rpm durante 18 h. 
Entonces, se inoculó el 10% (v/v) del inóculo en el fermentador de 7 l que contenía 2,8 l de medio FM22 (KH2PO4, 
42,9 g/l; (NH4)2SO4, 5 g/l; CaSO4•2H2O, 1,0 g/l; K2SO4, 14,3 g/l; MgSO4•7H2O, 11,7 g/l; glicerol, 40 g/l y disolución de 
sal traza PTM4 2,5 ml/l). Disolución de sal traza PTM4. La disolución PMT4 se componía de (g/l): CuSO4•5H2O, 2,0; 10 
NaI, 0,08; MnSO4•H2O, 3,0; Na2MoO4•2H2O, 0,2; H3BO3, 0,02; CaSO4•2H2O, 0,5; CoCl2, 0,5; ZnCl2, 7; FeSO4•7H2O, 
22; biotina 0,2 y H2SO4 concentrado 1 ml/l [18]. La disolución semicontinua de glicerol contenía (l

-1
): 500 g de glicerol 

(100%) y 4 ml de disolución madre PTM4. La disolución semicontinua de metanol consistía en 4 ml de disolución 
madre PTM4 y 1 l de metanol puro. Una vez se agotó el glicerol del caldo de cultivo, se inició una fase semicontinua 
exponencial con glicerol de 8 h a una velocidad de crecimiento de 0,16 h

-1
. Se llevó a cabo la estrategia 15 

semicontinua limitada con metanol al final de la fase de transición del glicerol. Se reguló la velocidad de 
administración de metanol para mantener DO por encima del punto establecido en el caldo de cultivo según las 
recomendaciones de las Pautas del Procedimiento de Fermentación con Pichia (Invitrogen). Se fijó la temperatura a 
30ºC en las fases discontinuas y semicontinuas de glicerol, y entonces se disminuyó hasta 25ºC al inicio de la 
inducción con la fase de metanol. Se mantuvo el valor de pH a 5,5 mediante la adición de hidróxido de amonio al 20 
28% (p/p). Se mantuvo el nivel de DO al 20-50% de saturación de aire mediante un control en cascada de la 
velocidad de agitación a 500-800 rpm con una velocidad de flujo de aire de 150-400 l/h. Se controló la espumación 
mediante la adición de agente antiespumante (Dowfax DF103, EE.UU). Se bombeó el medio de alimentación 
semicontinuo en el fermentador según un protocolo predeterminado. 
 25 
Purificación de proteína recombinante 
 
Se realizó el procedimiento de purificación básicamente tal como sigue: se concentró y se dializó el caldo de 
fermentación libre de células que contenía la enzima secretada durante la noche contra tampón ácido cítrico y 
fosfato de potasio 50 mM pH 3,5 y luego se cargó en una columna de intercambio catiónico, o se dializó durante la 30 
noche contra tampón ácido cítrico y fosfato de potasio 50 mM pH 7,5 y luego se cargó en una columna de 
intercambio aniónico. Si no fuera suficiente, se aplica una columna Phenyl-Sepharose. Se agruparon las fracciones a 
través del flujo y se concentraron mediante ultrafiltración para SDS-PAGE y ensayo de actividad. 
 
Resultados 35 
 
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 degradación de oxalato a pH 7,4. 40 
 
Ejemplo 5 
 
Producción de oxalato oxidasas en plantas mediante expresión transitoria 
 45 
Construcción de vectores de expresión 
 
Se amplificaron los genes para la expresión transitoria (5601 y 5102 de remolacha azucarera, 30640 de platano) 
mediante cebadores específicos de gen flanqueados por los sitios de restricción XbaI y KpnI. Tras la digestión con 
XbaI y KpnI, se clonaron los fragmentos amplificados (figuras 12-13) en pHTE para producir pHTE-5601, pHTE-5102 50 
y pHTE-30640 (figura 14), respectivamente. Se seleccionaron todos los plásmidos recombinantes positivos mediante 
PCR de colonias o mediante digestión enzimática y se introdujeron por separado en la cepa de A. tumefaciens 
GV3101 mediante el método de congelación/descongelación. 
 
5.1 Expresión transitoria en hojas de tabaco  55 
 
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 25ºC durante de 5 a 8 semanas. 60 
 
5.1.1 Preparación de suspensiones y cultivos bacterianos  
 
1. Se prepararon precultivos 2 días antes de la infiltración 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 contenía rifampicina 25 mg/l y kanamicina 65 
50 mg/l con colonias aisladas de cepas de Agrobacterium que albergan plásmidos de expresión, durante la noche a 
28ºC bajo agitación constante a 220 rpm para crecer preferentemente hasta una DO (600 nm) >1,2. 

E14819001
06-11-2018ES 2 694 667 T3

 



35 

 

2. Inocular medio LB nuevo que contiene rifampicina 25 mg/l, kanamicina 50 mg/l y acetosiringona 20 µM con 
precultivo a una razón de 1:100. Para cada planta que va a infiltrarse, deben prepararse 20 ml de cada cepa. Se 

incubaron los cultivos a 28ºC bajo agitación constante a 220 rpm hasta una DO (600 nm) de 0,8-1,2 (∼18 h). 
 5 
3. Centrifugar los cultivos (5000 rpm; 5 min) y desechar el sobrenadante. 
 
4. Resuspender los sedimentos bacterianos en 5 volúmenes de disolución de resuspensión de bacterias (ácido 2-N-
morfolinoetanosulfónico (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. 10 
 
5.1.2 Infiltración con jeringa e incubación de plantas 
 
1. Llenar una jeringa de 1 ml o 3 ml (sin aguja) con suspensión bacteriana, y sujetar la hoja que va a infiltrarse entre 
el dedo índice y la jeringa, estando la jeringa sobre el lado abaxial de la hoja. Empujar suavemente el émbolo para 15 
forzar a la suspensión bacteriana a entrar en la hoja y mantener una presión uniforme durante la infiltración. Se 
observa humectación de la hoja alrededor del punto de infiltración ya que la suspensión entra en el tejido en el 

espacio apoplástico. Para cada punto de infiltración, debe llenarse una superficie ∼7 cm
2
. Pueden ser necesarios 

varios puntos de infiltración para inocular completamente cada hoja. 
 20 
2. Infiltrar un número máximo de hojas en cada planta y retirar todas las hojas sin infiltrar así como las yemas 
apicales y auxiliares para evitar el crecimiento de hojas sin infiltrar durante el periodo de incubación. 
 
3. Incubar las plantas infiltradas en el invernadero durante 7 días, regar las plantas según se necesite y continuar la 
fertilización con nitrógeno. 25 
 
5.1.3 Ensayo de actividad de OxOx en disco de hoja  
 
Se recogieron hojas de tabaco agroinfiltradas 7 días tras la infiltración (dpi) para los ensayos de actividad de OxOx. 
Se llevó a cabo un ensayo histoquímico de la actividad de OxOx. El tampón histoquímico contiene succinato 40 mM, 30 
ácido oxálico 2,5 mM, peroxidasa del rábano 5 U/ml, 4-cloro-1-naftol 0,6 mg/ml, etanol al 60% (V/V), pH 5,0. Se 
añadieron discos de hojas al tampón y se observaron tras la incubación 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 
porque no se agroinfiltró gen de OxOx en las hojas de tabaco. 
 35 
Los resultados se facilitan a continuación junto con los resultados de los experimentos que se refieren a la expresión 
transitoria en guisante. 
 
5.2 Expresión transitoria en guisante 
 40 
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 cámara de crecimiento de plantas a 25ºC bajo un ciclo de 16 h de luz fluorescente 
fría/8 h de oscuridad. 45 
 
5.2.2 Cultivo bacteriano, preparación de la suspensión e infiltración a vacío 
 
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 antibióticos (100 mg/ml de kanamicina, 50 
50 mg/ml de rifampicina,) durante 2 días a 28ºC. Para el crecimiento a escala aumentada final, se diluyeron cultivos 

de 2 días iniciales 1:100 en el mismo medio YEB complementado con antibióticos, MES 10 mM, pH 5,6, 20 µM de 
acetosiringona y se permitió que crecieran 18-24 h hasta una DO595 nm de aproximadamente 2,4. Se 

complementaron las células bacterianas con 55 g/l de sacarosa y acetosiringona 200 µM y se incubó la suspensión 
durante 1 h a 22ºC. Se añadió Tween20 hasta concentraciones finales del 0,005% y se usó la suspensión para la 55 
infiltración a vacío. Se colocó una cantidad de 1,2 l de suspensión de Agrobacterium pretratada en un vaso de 
precipitados de vidrio de 2 l dentro de un vacío. Se sumergieron las plantas de guisante completas en la suspensión 
y se mantuvieron durante 1 min a vacío (0,07-0,1 MPa) y se liberó rápidamente el vacío. Se enjuagaron las raíces de 
las plantas de guisante en agua y se dejaron durante 5-7 días a 20-22ºC con 16 h de luz cada día. Tras 5-6 días de 
incubación, se cortaron las plantas de guisante desde la base y se homogeneizaron para la extracción de proteínas. 60 
 
5.2.3 Ensayo enzimático 
 
Para el análisis de los niveles de expresión de proteína, se extrajo la proteína con tampón de extracción (ácido 
cítrico - fosfato 50 mM, pH 7,0). El tampón de extracción y las plantas de guisante recogidas estaban en una razón 65 
1:1 (v/p). Se cortaron los tejidos desde la base y se homogeneizaron en una mezcladora a alta velocidad durante 1 
min. Se centrifugó el homogenado durante 15 min a 7000 g. Se centrifugó 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 lavó el sedimento dos 
veces mediante resuspensión en 10 vol. del medio de homogenización que contenía Triton X-100 al 1% (p:v) y 
cuatro veces con 30 vol. del mismo medio sin Triton X-100. Tras cada lavado se recogió el sedimento mediante 
centrifugación a 1000 g durante 10 min. Se consideró que el sedimento final era la fracción de pared celular 
purificada, y se usó para someter a prueba la actividad de OxOx mediante ensayo colorimétrico. Para la purificación 5 
de OxOx, se precipitó el sobrenadante de homogenado centrifugado con sulfato de amonio saturado al 80%. Se 
redisolvió el sedimento en 50 ml de tampón A (ácido cítrico-fosfato 50 mM, pH 6,0, NaCl 2 M), y se centrifugó la 
suspensión resultante durante 20 min a 14.000 g. Se cargó el sobrenadante resultante sobre una columna de Phenyl 
Sepharose HP previamente equilibrada con tampón A. Se eluyó la proteína con un gradiente lineal de NaCl (2-0 M) 
en el mismo tampón y se recogieron las fracciones a una velocidad de 0,5 ml/min. Se detectó en las fracciones 10 
recogidas la actividad de OxOx mediante ensayo colorimétrico. Entonces se mezclaron entre sí las fracciones que 
tenían actividad de OxOx y volvieron a cargarse sobre una columna de Q Sepharose. Se eluyó OxOx con un 
gradiente lineal de NaCl (0-2 M) en tampón A. Se sometieron a prueba todas las fracciones recogidas para 
determinar la actividad de OxO mediante el método colorimétrico. 
 15 
Resultados 
 
1. Se han amplificado los genes de OxOx 5102, 5601 y 30640 (figuras 12-13) 
 
2. El vector de expresión de plantas para OxOx 5102, 5601 y 30640 (figura 14) 20 
 
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) 
 25 
5. OxOx 5102 expresada por hojas de guisante se ha purificado y muestra actividad (figuras 17 y 18) 
 
6. Los niveles de expresión de OxOx 5102, 5601 y 30640 por hojas de guisante en el intervalo de 0,01-5 mg por 
gramo hojas nuevas, pero la mayoría de la OxOx expresada está asociada con el material sólido (figura 16) 
 30 
Ejemplo 6 
 
La actividad de oxalato oxidasas expresadas por E. coli a diferente pH 
 
Ensayo de actividad: la disolución de enzima de 10 µl se añade a 190 µl de 4-aminoantipirina 800 mg/l, 3,5-dicloro-2-35 
hidroxibencenosulfonato de sodio 4,8 mM, 10 unidades por ml de peroxidasa del rábano, oxalato 5 mM, fosfato 
50 mM. 
 
Se coloca la mezcla a 37ºC durante 10-60 min en un lector de placas para leer la DO600. Una unidad de actividad se 

define como la cantidad de enzima requerida para producir 1 µmol de formiato a partir de oxalato en las condiciones 40 
anteriores. 
 
Perfil de pH de actividad: se sometieron a prueba muestras tal como se describió 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). 45 
 
Esta prueba se usa para someter a prueba las oxalato oxidasas para determinar la actividad de degradación de 
oxalato tal como se le hace referencia en las reivindicaciones. 
 
Resultados 50 
 
La actividad máxima 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 comparación fácil, 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 máxima. 55 
 
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 
5,5 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 
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Ejemplo 7 
 
Lavado de cuerpos de inclusión - OxOx-B5102 
 5 
Se resuspendieron los sedimentos celulares recogidos en una razón de 30 g de pasta de células por 1 l de tampón 
de lavado (Tris-HCI 50 mM, urea 2 M, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, pH 8,0). Se añadió nucleasa 
benzonasa (100 unidades por litro con MgCl2 0,5 mM) a la suspensión de células para digerir ácido nucleico de E. 
coli (incluyendo ADN y ARN), se incubó a 37ºC durante 15 min. Se hicieron pasar las células pretratadas a través de 
un homogeneizador preenfriado (NTI, EE.UU.) 4 veces a 1100 bares de presión, luego se centrifugaron a 8000 g 10 
durante 10 min en botellas de 500 ml a 4ºC. Se resuspendieron los sedimentos y se lavaron con tampón de lavado 3 
veces y agua desionizada dos veces. Se analizó la pureza de los cuerpos de inclusión mediante SDS-PAGE. La 
pureza de los cuerpos de inclusión alcanzó habitualmente más del 80%. 
 
Ejemplo 8 15 
 
Purificación mediante Q-sepharose de cuerpos de inclusión 
 
Se disolvieron los cuerpos de inclusión lavados del ejemplo 7 con una pureza >80% en tampón de urea (Tris-HCl 
20 mM, urea 8 M, pH 8,0) y se centrifugaron a 13000 g durante 10 min. Se cargó el sobrenadante sobre una 20 
columna de Q-sepharose preequilibrada con el tampón de urea y se lavó adicionalmente con volúmenes de 5 
columna (CV) con el mismo tampón. Se eluyeron las impurezas mediante tampón de elución B (urea 8 M, NaCl 30 
g/l, Tris-HCl, pH 8,0) con 6 CV. Se eluyó la proteína OxOx-B5102 mediante el tampón de elución C (urea 8 M, NaCl 
160 g/l, Tris-HCI, pH 8,0). La pureza de los cuerpos de inclusión de OxOx-B5102 tras la purificación en columna de 
Q-sephrose alcanzó habitualmente más del 95%. Se concentró la disolución de cuerpos de inclusión de OxOx-25 
B5102 purificados hasta 5 mg/ml para el replegamiento de proteína mediante tubos de ultrafiltración 10K. 
 
Ejemplo 9 
 
Replegamiento de cuerpos de inclusión 30 
 
Se realizó el replegamiento tal como se describo anteriormente en el presente documento. 
 
Ejemplo 10 
 35 
Purificación en Phenyl Sepharose de OxOx-B5102 
 
Se añadió NaCl a la mezcla de OxOx-B5102 replegada hasta una concentración final de 500 mM, y luego se hizo 

pasar a través de una membrana de 0,45 µm. Se cargó la disolución de OxOx-B5102 clarificada en una columna de 
Phenyl Sepharose preequilibrada con 5 CV de tampón de equilibrio (Tris-HCl 10 mM, NaCl 500 mM, pH 8,0). Se lavó 40 
adicionalmente la columna con 1,5 CV de tampón de lavado (Tris-HCl 10 mM, NaCl 250 mM, pH 8,0), y luego se 
eluyó OxOx-B5102 mediante tampón de elución (Tris-HCl 10 mM, isopropanol al 20%, pH 7,0). Se precipitó la 
proteína diana añadiendo NaCl a la disolución hasta 50 mM y se recogió mediante centrifugación a 12000 g durante 

10 min, 4ºC. Se redisolvieron los sedimentos en tampón borato (Na2B4O7∼H3BO3 10 mM, pH 9,0) para la pegilación. 
Se analizó la pureza de la muestra de OxOx-B5102 recogida mediante SDS-PAGE, se analizó la actividad de OxOx-45 
B5102 mediante el ensayo de actividad. 
 
Ejemplo 11 
 
Pegilación y purificación de PEG-OxOx 50 
 
Se ajustó la concentración de OxOx-B5102 en tampón borato hasta 2 mg/ml para la pegilación. Se usó una razón 10 
veces de moléculas de PEG con respecto al número de residuos de lisina sobre la superficie de OxOx para la 
reacción de pegilación. Se sometieron a prueba uno a uno diferentes tamaños de éster succinimidilcarboximetílico 
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 55 
añadió gradualmente el mPEG-SC en disolución de OxOx-B5102 y se mezcló suavemente usando un agitador 
magnético. Se mantuvo la reacción durante 6 h a 28ºC, y luego se detuvo añadiendo glicina. 
 
Se cargó la muestra de OxOx-B5102 pegilada sobre cromatografía de exclusión molecular (GE HiLoad Superdex 

16/600GL, EE.UU.) preequilibrada con tampón fosfato (K2HPO4∼KH2PO4 10 mM, pH 7,4) y se eluyó mediante el 60 
mismo tampón a una velocidad de elución de 1 ml/min. Se recogió la proteína diana. 
 
Ejemplo 12 
 
Reducción de oxalato en plasma y oxalato en orina en modelo de rata 65 
 
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 plástico (temperatura 18∼26ºC, humedad del 40-70%) y se alimentaron con agua destilada y 
alimento de ratas regular cada día. Tras 1 semana de aclimatización, se dividieron las ratas aleatoriamente en un 
grupo de control y 4 grupos experimentales (seis ratas por grupo) y se transfirieron a jaulas metabólicas con una 
única ocupación. Las ratas en el grupo de control se alimentaron con agua y alimento regular; los grupos 5 
experimentales se alimentaron con alimento regular y etilenglicol al 1% como agua potable. Se recogió una muestra 
de sangre (aproximadamente 0,3 ml) de la vena de la cola y se añadió heparina a la sangre como anticoagulante. Se 
obtuvo suero inmediatamente a partir de la muestra de sangre nueva mediante centrifugación a 5000 g durante 5 
min a 4ºC. Se recogió una muestra de orina del tubo recogida de orina de la jaula metabólica cada 12 h (8:30 y 

20:30) y se acidificó usando HCl 2 M inmediatamente hasta pH 1,5∼2,0. Se detectó oxalato en suero y orina de 10 
todas las ratas y se monitorizó hasta que el nivel de oxalato era estable, luego se inyectó PEG-OxOx-B5102 a través 
de la vena. 
 
Se analizó 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 proteínas séricas 15 

mediante filtración con tubos de ultrafiltración 10K. Se añadió el filtrado (10 µl) a una multiplaca de 96 pocillos para 6 
pocillos. Se añadió el tampón de reacción que contenía oxalato oxidasa (tampón citrato 100 mM, pH 5,4, rojo 

Amplex 10 µM, HRP 1 U/ml, OxOx-B5102 0,1 U/ml) a 3 pocillos y se añadió el tampón de reacción de fondo sin 

OxOx (tampón citrato 100 mM, pH 5,4, rojo Amplex 10 µM, HRP 1 U/ml) a los otros 3 pocillos. Se incubaron todas 
las reacciones a 25ºC durante 30 min, luego se detectó la fluorescencia de cada pocillo usando un lector de 20 
multiplacas de fluorescencia (longitud de onda de excitación: 538 nm; longitud de onda de emisión: 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 calculó la concentración de oxalato mediante el valor de fluorescencia, que se calibró mediante 
la curva patrón de oxalato. 
 25 
Se detectó la concentración de oxalato en orina usando el ensayo colorimétrico (kit de oxalato Trinity disponible 
comercialmente adoptado). El procedimiento de operación se realizó según el manual del kit. 
 
Tras el periodo de aclimatación, se administró 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 30 
por rata, durante 3 días consecutivos. Se administró solución 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 ningún tratamiento. Se monitorizaron cada día el oxalato en suero y oxalato en orina. Los 

resultados mostraron que PEG-OxOx-B5102 podía reducir el 40∼50% del oxalato en suero y el 20∼40% del oxalato 
en orina en comparación con el grupo de placebo (figura 21 y figura 22). 35 
 
Ejemplo 13 
 
Evaluación de la inmunogenicidad de PEG-OxOx-B5102 
 40 
Se inyectaron por vía 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 evaluación 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 detectó el título de anticuerpo usando el método de ELISA. 
 45 
El procedimiento del método de ELISA: (1) se recogieron muestras de suero de rata a diferentes puntos de tiempo (0 
d, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d, 45 d, 60 d) tras la inyección de PEG-OxOx-B5102 y se almacenaron a -20ºC hasta su uso. 

(2) Diluir OxOx-B5102 hasta una concentración final de 10 µg/ml en tampón de recubrimiento (tampón 

carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6) y transferir 100 µl a cada pocillo de una placa de ELISA de unión a proteína, 
de alta afinidad. Cubrir la placa con papel de aluminio e incubar a 4ºC durante la noche. (3) Llevar la placa hasta 50 
temperatura ambiente, retirar la disolución de anticuerpo de captura, lavar 3 veces con tampón PBS-T (KH2PO4 
1,5 mM; Na2HPO4·12H2O 8,1 mM; NaCl 136 mM; KCl 2,7 mM; Tween-20 al 0,05%) y bloquear los sitios de unión 

inespecífica añadiendo 300 µl de disolución de bloqueo (KH2PO4 1,5 mM; Na2HPO4·12H2O 8,1 mM; NaCl 136 mM; 

KCl 2,7 mM; leche en polvo desnatada al 5%) a cada pocillo. (4) Sellar la placa e incubar a 37ºC durante 1∼2 horas. 
(5) Lavar 3 veces con tampón PBS-T y golpear la placa firmemente contra toallitas de papel limpias. (6) Diluir 55 
muestras de suero usando tampón PBS-T hasta 50 veces, 100 veces, 200 veces, 400 veces, 800 veces (realizar las 

diluciones en tubos de polipropileno) y añadir 100 µl por pocillo a la placa de ELISA. (7) Sellar la placa e incubar a 

una temperatura de 37ºC durante 1 hora o a 4ºC durante la noche. Lavar ≥ 3 veces con tampón PBS-T. Los lavados 
pueden lograrse eficazmente rellenando los geles con un pipeteador de múltiples canales. Para una rigurosidad 
aumentada, tras cada lavado, dejar la placa reposar brevemente, retirar el tampón y golpear las placas sobre 60 
toallitas de papel antes de volver a llenarlas. (8) Diluir el anticuerpo de cabra anti-rata marcado con HRP hasta su 

concentración óptima predeterminada en tampón PBS-T (habitualmente entre 1/5000-1/20000). Añadir 100 µl por 

pocillo. (9) Sellar la placa e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora. Lavar ≥ 5 veces con tampón PBS-T. (10) 
Para cada placa, mezclar 6 ml de reactivo de TMB A (EDTA-Na 0,5 mM; ácido cítrico 5 mM; glicerol al 10%; 
tetrametilbencidina al 0,04%) con 6 ml de reactivo de TMB B (acetato de sodio 165 mM; ácido cítrico 8,3 mM; H2O2 65 

al 0,06% 30%) inmediatamente antes de su uso. Trasferir 100 µl a cada pocillo e incubar a temperatura ambiente 
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durante 30 min. Para detener la reacción, añadir 100 µl de disolución de parada (H2SO4 2 M). (11) Leer la densidad 
óptica (DO) para cada pocillo con un lector de microplacas ajustado a 450 nm. 
 
El título de anticuerpos frente a OxOx alcanzó un pico a los 28 días tras la inyección (datos no mostrados). Los 
resultados en 28 días (figura 23) mostraron que el título de anticuerpos frente a OxOx-B5102 disminuyó 5 
significativamente cuando OxOx estaba pegilada, y disminuyó además cuando estaba pegilada con un tamaño 
grande de PEG. Había poco anticuerpo detectado contra OxOx-B5102 cuando OxOx estaba pegilada con PEG de 
10 K, 20 K, 30 K y 40 K. 
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Lista de secuencias 
 
<110> Nxt2b 
 
<120> Método para producir oxalato oxidasas 5 
 
<130> P013552PCT1  
 
<160> 24 
 10 
<170> BiSSAP 1,2 
 
<210> 1 
<211> 696 
<212> DNA 15 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..696 20 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 1 
 

 25 
 
<210> 2 
<211> 232 
<212> PRT 
<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris 30 
 
<400> 2  
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<210> 3 
<211> 648 
<212> DNA 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..648 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 3 
 

 15 
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<210> 4 
<211> 216 
<212> PRT 
<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris 5 
 
<400> 4  
 

 
 10 

<210> 5 
<211> 648 
<212> ADN 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 15 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..648 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 20 
<400> 5 
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<210> 6 5 
<211> 216 
<212> PRT 
<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris 
 
<400> 6  10 
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<210> 7 
<211> 639 
<212> ADN 
<213> Musa acuminata 
 5 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..639 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Musa acuminata” 
 10 
<400> 7 
 

 
 

 15 
 
 
<210> 8 
<211> 213 
<212> PRT 20 
<213> Musa acuminata 
 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 639 
<212> ADN 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..639 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 9 

 

 15 
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<210> 10 
<211> 212 
<212> PRT 
<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris 
 5 
<400> 10  
 

 
 
<210> 11 10 
<211> 660 
<212> ADN 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 15 
<221> fuente 
<222> 1..660 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 11 20 
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<210> 12 
<211> 219 
<212> PRT 5 
<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris 
 
<400> 12 
 

 10 

 
<210> 13 
<211> 669 
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<212> ADN 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 5 
<222> 1..669 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 13 
 10 

 
 
<210> 14 
<211> 217 
<212> PRT 15 
<213> Beta vulgaris subsp. Vulgaris 
 
<400> 14  
 

 20 
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<210> 15 
<211> 660 
<212> ADN 5 
<213> Musa acuminata 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..660 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Musa acuminata” 
 
<400> 15 

 
 15 

<210> 16 
<211> 219 
<212> PRT 
<213> Musa acuminata 
 20 
<400> 16  
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<210> 17 5 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<221> fuente 
<222> 1..36 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 510F”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 17 15 
ccgctcgaga aaagatctga tcctggtctc ctacag   36 
 
 
<210> 18 
<211> 37 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 25 
<222> 1..37 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador510R”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
 
<400> 18 30 
aaatatgcgg ccgctcaagc aacatcagtt aagagtt   37 
 
<210> 19 
<211> 33 
<212> ADN 35 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..33 5 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 560F”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 19 
ccgctcgaga aaagatccga tcctgcaccc ctt   33 
 10 
<210> 20 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..39 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 5601R”/organismo=“Secuencia artificial” 
 20 
<400> 20 
aaatatgcgg ccgctcaata agtttcagat agcaatttc   39 
 
<210> 21 
<211> 35 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 30 
<222> 1..35 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 30640F”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 21 
ccgctcgaga aaagatttga tccgagtcct ctcca   35 35 
 
<210> 22 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..38 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 30640R”/organismo=“Secuencia artificial” 45 
 
<400> 22 
aaatatgcgg ccgctcaatt agcttgaact aagcgttg   38 
 
<210> 23 50 
<211> 5900 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 55 
<221> fuente 
<222> 1..5900 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“secuencia de plásmido pET-32a(+)”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 23 60 
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<210> 24 
<211> 5423 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..5423 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“plásmido pAT”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 24 

 
 15 

E14819001
06-11-2018ES 2 694 667 T3

 



56 

 

E14819001
06-11-2018ES 2 694 667 T3

 



57 

 
 

E14819001
06-11-2018ES 2 694 667 T3

 



58 

E14819001
06-11-2018ES 2 694 667 T3

 



59 

REIVINDICACIONES 
 

1. 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 5 
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 máx.) * 100%. 
 

2. Oxalato oxidasa recombinante según la reivindicación 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 10 
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, 
o una identidad de secuencia del 100% con el polipéptido de SEQ ID NO: 8. 
 

3. Oxalato oxidasa recombinante según la reivindicación 1 ó 2, que tiene una actividad relativa de al menos el 
60%. 15 
 

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

5. Oxalato oxidasa recombinante según cualquiera de las reivindicaciones anteriores en forma pegilada. 20 
 

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

7. Oxalato oxidasa recombinante según cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso en el 25 
tratamiento o la prevención 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, síndrome de 
Zellweger y cirugía bariátrica. 30 
 

8. Polinucleótido aislado que codifica para la oxalato oxidasa según cualquiera de las reivindicaciones 1-7. 
 

9. Polinucleótido según la reivindicación 8 que tiene una identidad de secuencia de al menos el 60% con los 
nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 5, o una identidad de al menos el 99% con los 35 
nucleótidos de SEQ ID NO: 7. 
 

10. Polinucleótido según la reivindicación 8 ó 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 nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 5, o una 40 
identidad de secuencia del 100% con los nucleótidos de SEQ ID NO: 7. 
 

11. Vector de expresión recombinante que comprende un polinucleótido según cualquiera de las 
reivindicaciones 8-10. 
 45 

12. Célula huésped recombinante transformada con un polinucleótido según cualquiera de las reivindicaciones 
8-10. 
 

13. Método para producir una oxalato oxidasa según cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende 
cultivar la célula huésped recombinante según la reivindicación 12 en condiciones adecuadas para la 50 
expresión de la oxalato oxidasa. 
 

14. Célula vegetal, parte de planta o planta transgénica transformada con un polinucleótido según cualquiera de 
las reivindicaciones 8-10. 
 55 

15. Composición farmacéutica que comprende una oxalato oxidasa recombinante según cualquiera de las 
reivindicaciones 1-7. 
 

16. Oxalato oxidasa recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para su uso en el 
tratamiento de hiperoxaluria primaria, hiperoxaluria secundaria, trastorno del espectro de Zellweger o 60 
insuficiencia renal crónica mediante la administración de la oxalato oxidasa recombinante por vía parenteral 
a la circulación sistémica para degradar oxalato en el cuerpo. 
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Figura 23 

 
Lista de secuencias 
 
<110> Nxt2b 5 
 
<120> Método para producir oxalato oxidasas 
 
<130> P013552PCT1  
 10 
<160> 24 
 
<170> BiSSAP 1,2 
 
<210> 1 15 
<211> 696 
<212> DNA 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 20 
<221> fuente 
<222> 1..696 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 1 25 
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<210> 2 
<211> 232 
<212> PRT 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 648 
<212> DNA 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..648 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 216 
<212> PRT 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 648 
<212> ADN 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..648 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 216 
<212> PRT 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<400> 6 

 

ES 2 694 667 T3

 



78 

 
 
<210> 7 
<211> 639 
<212> ADN 5 
<213> Musa acuminata 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..639 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Musa acuminata” 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 213 
<212> PRT 5 
<213> Musa acuminata 
 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 639 
<212> ADN 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..639 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 212 
<212> PRT 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 660 
<212> ADN 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..660 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 219 
<212> PRT 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 669 
<212> ADN 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..669 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Beta vulgaris subsp. vulgaris” 
 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 217 
<212> PRT 5 
<213> Beta vulgaris subsp. vulgaris 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 660 
<212> ADN 5 
<213> Musa acuminata 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..660 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/organismo=“Musa acuminata” 
 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 219 
<212> PRT 5 
<213> Musa acuminata 
 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 36 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..36 10 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 510F”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 17 
ccgctcgaga aaagatctga tcctggtctc ctacag   36 
 15 
 
<210> 18 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..37 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador510R”/organismo=“Secuencia artificial” 25 
 
 
<400> 18 
aaatatgcgg ccgctcaagc aacatcagtt aagagtt   37 
 30 
<210> 19 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..33 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 560F”/organismo=“Secuencia artificial” 
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<400> 19 
ccgctcgaga aaagatccga tcctgcaccc ctt   33 
 
<210> 20 5 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<221> fuente 
<222> 1..39 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 5601R”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 20 15 
aaatatgcgg ccgctcaata agtttcagat agcaatttc   39 
 
<210> 21 
<211> 35 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..35 25 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 30640F”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 21 
ccgctcgaga aaagatttga tccgagtcct ctcca   35 
 30 
<210> 22 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..38 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“cebador 30640R”/organismo=“Secuencia artificial” 
 40 
<400> 22 
aaatatgcgg ccgctcaatt agcttgaact aagcgttg   38 
 
<210> 23 
<211> 5900 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 50 
<222> 1..5900 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“secuencia de plásmido pET-32a(+)”/organismo=“Secuencia artificial” 
 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 5423 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..5423 
<223> /mol_tipo=“ADN no asignado”/nota=“plásmido pAT”/organismo=“Secuencia artificial” 
 10 
<400> 24  
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