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DESCRIPCION
Célula de levadura
La presente invencion se refiere al uso de promotores ortélogos en células de levadura.

Proteinas recombinantes tales como productos biofarmacéuticos o biocatalizadores industrialmente relevantes se
preparan lo mas frecuentemente mediante la expresion génica heterdloga en microorganismos. Escherichia coli,
Sacharomyces cerevisiae y hongos filamentosos se utilizan desde tiempos inmemoriales frecuentemente para la
produccion recombinante de proteinas. En los dos ultimos decenios, las levaduras metilotrofas Komagataella
(Pichia) pastoris, Komagataella (Pichia) phaffii (Pp), Komagataella Kurtzmanii, Ogataea (Hansenula) polymorpha
(Hp), Candida boidinii (Cb) y Ogataea (Pichia) methanolica (Pm) se han establecido como cepas de produccion
alternativas eficientes. Estas cepas hacen posible alcanzar, en el caso de una elevada densidad celular, elevadas
tasas de expresion para proteinas heterdlogas. De las cuatro especies de levadura precedentemente mencionadas.
P. pastoris (Komagataella phaffii) se ha empleado entretanto lo mas frecuentemente para la produccion heteréloga
de proteinas.

Todas las levaduras metilotrofas presentan promotores potentes, rigurosamente regulados, que participan en la
regulacion de la expresion de genes de la utilizacion de metanol (“metanol utilization”; MUT). Habitualmente,
promotores de genes de la utilizacion de metanol son reprimidos en fuentes de carbono represoras, tales como
glucosa, y son fuertemente regulados al alza en presencia de metanol como fuente de carbono. Si la fuente de
carbono represora esta agotada o en presencia de una fuente de carbono no represora, se produce la activacion del
promotor mediante desrepresion, pudiendo variar considerablemente la intensidad de este efecto, no obstante, entre
especies e incluso dentro del mismo organismo. El promotor del gen alcoholoxidasa-1 en P. pastoris GS115
(PPpAOX1), por ejemplo, presenta, bajo condiciones desrepresoras, en comparacion con condiciones inducidas por
metanol, solo una actividad del 2-4%. A diferencia de ello, el promotor del gen ortélogo (metanol-oxidasa, MOX) en
H. polymorpha (PHpMOX), bajo condiciones desrepresoras, una actividad en comparaciéon con condiciones
inducidas por metanol de hasta el 70%. También los promotores de los genes ortélogos en C. boidinii
(alcoholoxidasa-1, “AOD1”) y P. methanolica (metanoloxidasa 1/2 “MOD1/2”) muestran un comportamiento
equiparable.

En el documento EP 0 242 007 se describe un procedimiento para la preparaciéon de una oxidasa o composicién que
comprende oxidasa mediante células de levadura. La expresidon de la oxidasa puede controlarse con ayuda de un
promotor de metanoloxidasa (MOX).

Hartner FS et al. (Nucleic Acids Res 36(2008) :e76) describe una coleccion de promotores de AOX1 en Pichia
pastoris.

Weinhandl K et al. (Microb Cell Fast 13(2014) :5) es un articulo recopilatorio sobre promotores dependientes de la
fuente de carbono.

Gellissen G et al. (FEMS Yeast Res 5(2005):1079-1096) se ocupan de sistemas de expresion tales como Hansenula
polymorpha y Plchia pastoris y los comparan.

En el documento WO 03/095653 se describen variantes de promotores FMD que, bajo condiciones desrepresoras,
presentan una actividad de la expresion de proteinas significativamente mas alta en comparacion con el promotor de
tipo salvaje.

La induccién de la expresion con metanol tdxico y combustible no se desea particularmente a gran escala industrial
por motivos de la seguridad de funcionamiento, de modo que los promotores fuertemente desreprimidos representan
una alternativa favorable. De manera correspondiente, en los Ultimos tiempos se desarrollaron variantes de
PPpAOX1, promotores alternativos y nuevos promotores de MUT con diferentes propiedades desrepresoras, con el
fin de posibilitar una expresion a escala industrial de proteinas exenta de metanol. Dado que las tasas de expresion
de promotores de este tipo son, por norma general, con mucho, menores en comparacion con promotores inducidos
con metanol, es una misién de la presente invencion proporcionar posibilidades alternativas para la sobre-expresion
exenta de metanol inducible y potente de proteinas recombinantes en levaduras, tales como P. pastoris.

Este objetivo se alcanza con una célula de Pichia pastoris que comprende un promotor de una célula de levadura
metilotrofa ortdloga, inducible por desrepresion, o una variante inducible por desrepresion del mismo, en el que el
promotor ortélogo en la célula de levadura metilétrofa esta en condiciones de controlar la expresion de polipéptidos
bajo condiciones desrepresoras, en donde el promotor ortélogo es un promotor ortélogo formiato deshidrogenasa
(FMD) de una célula de levadura metilétrofa y la variante es al menos 90% ident con el promotor, en donde el
promotor ortélogo presenta una secuencia de acidos nucleicos SEQ ID N° 1 y esta unido operativamente a una
molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido heterdlogo u homélogo, y se conserva el perfil de regulacion
original del promotor ortélogo en células de levadura del género Komagataella.
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De manera sorprendente se ha demostrado que promotores que estan en condiciones de controlar, en otras células
de levadura metilétrofas que no pertenecen, preferiblemente, al género Komagataella (Pichia), la expresion de
polipéptidos bajo condiciones desrepresoras (p. €j., aumentarla en comparacion con condiciones no desrepresoras),
presentan también en células de levadura del género Komagataella (Pichia) propiedades equiparables.

Ademas, se ha demostrado de manera sorprendente que un promotor formiato deshidrogenasa (FMD) de una célula
de levadura metil6trofa, el cual de modo natural no se presenta en una célula de levadura del género Komagataella
o bien en la misma célula de levadura, presenta precisamente en esta célula propiedades particulares. Un promotor
FMD ortélogo es, en células de Komagataella, tanto bajo condiciones desrepresoras como bajo condiciones
inducidas con metanol, significativamente mas potente que todos los promotores que se presentan de forma natural
en Komagataella hasta ahora sometidos a ensayo, que participan en la regulacion de la expresion de genes de la
utilizacion de metanol (“promotores MUT”). Asi, un promotor FMD ortélogo es intensamente mas potente bajo una
condicion desrepresora que los promotores CAT1 y GAP que se presentan de forma natural en células de
Komagataella, por ejemplo. Sorprendentemente, promotores FMD ortélogos son ya bajo las condiciones de rastreo
utilizadas bajo condiciones desrepresoras incluso similarmente potentes a los promotores AOX (AOX1 y AOX2) que
se presentan de forma natural en Komagataella bajo condiciones inducidas por metanol. Efectos de este tipo se
pueden potenciar habitualmente bajo dosificaciones de fuentes de C controladas en el ensayo del biorreactor. Esto
significa que promotores FMD ortélogos pueden reemplazar a los promotores AOX habitualmente utilizados en
Komagataella. En este caso, pueden alcanzarse rendimientos de expresion de proteinas esencialmente idénticos o
incluso superiores que en el caso de sistemas de expresion inducidos por metanol habituales, sin utilizar, sin
embargo, metanol como agente de induccion. En este caso, es sorprendente que un promotor formiato
deshidrogenasa (FMD) de una célula de levadura metilétrofa (p. e€j., de H. polymorpha), que también esta
significativamente desreprimido en esta célula de levadura (p. €j., en H. polymorpha), conserve este perfil de
regulacion también en otra célula de levadura metilétrofa (p. ej., P. pastoris). Estudios anteriores han demostrado, a
diferencia de ello, que en el caso de una transferencia de promotores entre levaduras metilétrofas, el perfil de
regulacion del promotor extrafio no es transferido (p. ej., el promotor AOX1 de P. pastoris no es reprimido de forma
rigurosa en H. polymorpha como de forma natural en P. pastoris; véase, p. €j., Raschke WC et al. Gene 177 (1996):
163-167 y Rodriguez L. et al. Yeast 12 (1996): 815-822.). De manera correspondiente, la opiniéon general en el
mundo cientifico es que la regulacion diferente entre células de levadura metilétrofas no se produce mediante la
secuencia del promotor, sino mediante mecanismos de regulacion diferentes en las células de levadura (véase, p.
€j., Hartner FS et al. Microb Cell Fact 5 (2006) :39-59). Sorprendentemente, se ha demostrado, sin embargo, que la
fuerte activacion de un promotor formiato deshidrogenasa (FMD) de una célula de levadura metil6trofa (p. €j., de H.
polymorpha) mediante desrepresion no es solo transferible a otras células de levadura metilétrofas, tales como, p.
ej., Komagataella phaffii, sino que incluso supera a las propiedades técnicas de los promotores fuertemente
homologos, tales como el del gen AOX1 y el del gen CAT1.

El uso de secuencias de promotor ortélogas tiene también otras ventajas técnicas. Por ejemplo, mediante su uso se
reduce la posibilidad de una recombinacién homdloga, con lo que resulta una mayor estabilidad genética de las
cepas de expresion.

“Célula de levadura del género Komagataella” comprende todas las células de levadura de este género tales como,
entre otras, Komagataella kurtzmanii, Komagataella pastoris, Komagataella phaffi, Komagataella populi,
Komagataella pseudopastoris, Komagataella ulmi y Komagataella sp. 11-1192. “Células de levadura del género
Komagataella” comprenden naturalmente también cepas especificas de los géneros precedentemente mencionados,
tales como, p. ej., Komagataella pastoris GS115, X-33, KM71, KM71H, CBS7435 o NRLL Y11430, CBS704, BG10,
BG11 o bien otros derivados de estas cepas.

El término “ortélogo”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a moléculas de acidos nucleicos o aminoacidos
de diferentes especies que presentan al menos una homologia funcional con las moléculas de acidos nucleicos y
aminoacidos correspondientes de otras especies. “Ortdlogos” proceden de diferentes organismos que han resultado
mediante la formacion de la especie y que proceden también de un gen predecesor comun. Las secuencias de los
“ortélogos” pueden variar significativamente entre si, pero la funcién bioldgica o bien bioquimica de los mismos no se
ve, por norma general, afectada (p. ej., AOX de Komagataella pastoris es ortélogo a MOX de Hansenula polymorpha
y viceversa, FMD de Hansenula polymorpha es ortdlogo a FDH1 en Komagataella pastoris, y viceversa).

“Promotor”, tal como se utiliza en esta memoria, comprende al menos un sitio de inicio de la transcripcion
(“transcription iniation start site”), un sitio de unién para un complejo de acido nucleico-polimerasa y nucleétidos
adicionales, de modo que estos dos elementos pueden ser funcionalmente activos y conservan el perfil de
regulacion original de la célula de partida del promotor ortdlogo en células de levadura del género Komagataella.
Estos nucledtidos adicionales pueden configurar, por ejemplo, sitios de uniéon del factor de transcripcion
(“transcription factor binding sites”). Un “promotor inducible mediante desrepresion” es un promotor que es activado
bajo condiciones desrepresoras (véase mas adelante), con lo cual pueden transcribirse moléculas de acidos
nucleicos operativamente unidas al mismo que codifican polipéptidos heterélégos u homologos.
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El promotor FMD ortélogo de acuerdo con la invencién comprende preferiblemente entre 50 y 2000, todavia mas
preferiblemente entre 100 y 1000, ain mas preferiblemente entre 150 y 800 nucledtidos del tramo delante del codon
de iniciacion (aguas arriba del extremo 5’) de la region que codifica una proteina/un polipéptido del gen que
comprende el promotor correspondiente, preferiblemente la region del gen FMD que codifica FMD, que puede
comprender 1 a 1000, preferiblemente 1 a 900, todavia mas preferiblemente 1 a 800 nucleétidos. De manera
particularmente preferida, el promotor ortdlogo, preferiblemente el promotor FMD ortdlogo, comprende los
nucledtidos 1 a 1000 preferiblemente 1 a 900, todavia mas preferiblemente 1 a 800, aguas arriba del extremo 5’ de
la region del gen que codifica el polipéptido, preferiblemente de la region del gen FMD, MOX que codifica FMD MOX.

“Variantes” del promotor ortélogo, preferiblemente del promotor formiato deshidrogenasa (FMD) ortélogo,
comprenden moléculas de acidos nucleicos que se diferencian en uno o varios (por ejemplo 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25,
50) nucledtidos de los promotores ortélogos que se presentan de forma natural, preferiblemente de los promotores
FMD o bien MOX ortélogos. Variantes de promotores de este tipo son al menos un 80%, preferiblemente al menos
un 90%, todavia mas preferiblemente al menos un 95%, ain mas preferiblemente al menos un 98% idénticos con los
tramos correspondientes de los promotores que se presentan de forma natural.

Las variantes empleables de acuerdo con la invencion de promotores ortdlogos pueden presentar, en comparacion
con los promotores que se presentan de forma natural, preferiblemente promotores FMD, deleciones, sustituciones e
inserciones. Las variantes de los promotores presentan asimismo la propiedad de posibilitar la expresion de
proteinas bajo condiciones desrepresoras. Preferiblemente, se emplean variantes que estan en condiciones de
expresar, bajo condiciones desrepresoras, al menos el 50%, preferiblemente al menos el 60%, todavia mas
preferiblemente al menos el 70%, todavia mas preferiblemente al menos el 80%, ain mas preferiblemente al menos
el 90%, todavia mas preferiblemente al menos el 100%, todavia mas preferiblemente al menos el 120%, todavia
mas preferiblemente al menos el 150% de la cantidad de proteinas que expresaria un célula de Pichia pastoris que
comprende un promotor ortélogo que se presenta de forma natural, preferiblemente un promotor FMD ortélogo.

Procedimientos para la identificacion y preparacion de variantes de promotores son suficientemente conocidos.
Habitualmente, se realizan mutaciones en el promotor, tras lo cual se examina si y como se han modificado las
propiedades (p. €j., tasa de expresion de una proteina modelo) de la variante del promotor.

“Variantes” del promotor FMD ortélogo comprenden también variantes de promotor que comprenden los elementos
reguladores del promotor ortdlogo que se presenta de forma natural y de un promotor minimo alternativo o bien un
promotor del nucleo. El promotor minimo o bien promotor del nucleo es la parte de un promotor que contiene solo
aquellos elementos del promotor generales que son necesarios para la transcripcion (caja TATA e inicio de la
transcripcion). Por lo tanto, los elementos reguladores de las variantes de acuerdo con la invencion de los
promotores ortélogos comprenden entre 50 y 2000, todavia mas preferiblemente entre 100 y 1000, adin mas
preferiblemente entre 150 y 800 nucleétidos del tramo delante del codén de iniciacion (aguas arriba del extremo 5’)
sin 20 a 100, preferiblemente sin 25 a 80, todavia mas preferiblemente sin 30 a 70 nucledtidos inmediatamente
delante del punto de inicio de la transcripcion.

“Identidad” o bien “ident” designa el grado de coincidencia entre dos o mas secuencias de acidos nucleicos o bien
aminoacidos que puede determinarse a través de la coincidencia entre las secuencias. El porcentaje de la
“identidad” resulta a partir del porcentaje de los tramos idénticos en dos o mas secuencias, teniendo en cuenta
huecos u otras particularidades de la secuencia (es decir, % de identidad es el nimero de las posiciones
idénticas/numero total de las posiciones x 100). Un procedimiento particularmente preferido para la determinacion de
la identidad es el programa BLAST X del National Centre for Biotechnology Information (NCBI) (véase, entre otros,
Altschul S et al. J Mol Biol 215 (1990) :403-410). En este caso, se utiliza de manera preferida el algoritmo

» o«

BLOSUMG62 con los parametros “hueco”, “existencias”:11 y “extension”:1.

Por la expresion “células de levadura metilétrofas, tal como se utiliza en esta memoria, se subsuman células de
levadura que estan en condiciones de crecer en medios nutricios que contienen como fuente de carbono
compuestos con solo un atomo de carbono, p. €j., metanol.

“Condiciones desrepresoras”, tal como se emplea en el cultivo de las células de levadura de acuerdo con la
invencion, significa que las células de levadura son cultivadas primeramente en presencia de una fuente de carbono
represora (p. €j., glucosa), hasta que ésta se haya consumido en su mayor parte o por completo. Después de la
reduccion de la concentracion de la fuente de carbono represora (p. €j., glucosa), las células se encuentran de
nuevo en relacién con la fuente de carbono represora o bien la glucosa, en condiciones desrepresoras. El poder de
los efectos de represion puede ser funcién del tipo de la fuente de carbono.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la presente invencion, el promotor FMD ortélogo esta unido
operativamente a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido heterélogo u homalogo.

El promotor FMD ortélogo esta unido operativamente a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido
heterélogo (no procedente de Komagataella) u homdlogo (procedente de Komagataella) y, por consiguiente, puede
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influir en o bien controlar la expresién de este polipéptido. El polipéptido a regular comprende al menos 5,
preferiblemente al menos 10, todavia mas preferiblemente al menos 50 restos aminoacidos y comprende, por
consiguiente, moléculas que también se designan como péptidos o proteinas.

De manera particularmente preferida, la molécula de acido nucleico codifica polipéptidos tales como anticuerpos o
fragmentos de los mismos, enzimas, proteinas estructurales, etc.

“Unida operativamente”, tal como se utiliza en esta memoria, significa que la molécula de acido nucleico que codifica
un polipéptido heterélogo u homdlogo esta unida de una manera al promotor que posibilita la expresion de la
secuencia de nucledtidos en una célula de levadura de acuerdo con la invencién. Por consiguiente, el promotor esta
unido operativamente a una secuencia de acidos nucleicos codificante cuando ésta influye en la transcripcion de la
secuencia codificante.

De acuerdo con otra forma de realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido heterélogo u homdlogo
comprende un péptido sefial, en particular un péptido sefial de la secrecion.

Con el fin de expulsar de la célula de levadura un polipéptido homdélogo u heterélogo producido de forma
recombinante, el polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico comprende un péptido sefal.

“Péptido sefial”’, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un péptido unido en el extremo C o N del
polipéptido que controla la segregacion del polipéptido. La secuencia sefial utilizada en la presente invencién puede
ser un polinucledétido que codifica una secuencia de aminoacidos que inicia el transporte de una proteina a través de
la membrana del reticulo endoplasmatico (ER). La secuencia de acido nucleico de estas secuencias sefial puede ser
optimizada de manera correspondiente a la secuencia natural de la célula huésped original o en codones. Ejemplos
no limitantes de la secuencia sefal son MF-alfa (secuencia sefial del “Mating-Faktor-Alpha” (Factor de Apareamiento
Alfa)), la secuencia sefial de la proteina CBH2 de Trichoderma reesei, la secuencia sefial de la xilanasa A de
Thermomyces lanuginosus, la sefial de toxina asesina K1, el polipéptido sefal para la secreciéon de invertasa, la
secuencia sefial de la toxina asesina de Kluyveromyces lactis, la secuencia sefial de la toxina asesina de Pichia
acaciae, la secuencia sefial de la toxina asesina de Hansemiaspora uvarum y de Pichia (Hansenula) anomala o
variantes de las mismas, tal como se describe, p. €j., en Cereghino et al. (Gene 519 (2013): 311-317). La secuencia
sefial preferida de la invencion es MF-alfa (secuencia sefial del “Mating-Faktor-Alpha”).

De acuerdo con una forma de realizacion particularmente preferida de la presente invencioén, el promotor FMD
ortélogo procede de una célula de levadura metilétrofa, que se elige del grupo consistente en los géneros Hansenula
(Ogataea), Candida, Komagataella y Pichia.

De acuerdo con otra forma de realizacién preferida de la presente invencion, la célula de levadura metilétrofa se
elige del grupo consistente en Hansenula polymorpha, Candida boidinii, Pichia methanolica, Komagataella pastoris,
Komagataella phaffii, Komagataella populi, Komagataella pseudopastoris, Komagataella uimi y Komagataella sp. 11-
1192.

El promotor FMD ortélogo y la molécula de acido nucleico unida operativamente al mismo que codifica el polipéptido
heterélogo u homodlogo pueden presentarse en el genoma como una construccion extracromosémica de acido
nucleico sobre un plasmido con una secuencia de replicacion autonoma (ARS) o integrada en el genoma como
vector/casete de expresion.

El promotor FMD ortélogo y la molécula de acido nucleico unida operativamente al mismo pueden presentarse
extracromosdmicamente o integrados en el genoma de la célula de levadura de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con la invencion, el promotor ortélogo comprende la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID N° 1.

SEQID N° 1:
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MATGTATCTARACCGCARACTCCCAGCTGGARAAATCTTACCGGCGATGCGCGGACAATTT
AGAGGUGGUGATCAAGRRACACCTGUTGELCGAGCAGTCTGGAGCACAGTCTTCGATGE
GCCCGAGATCCCACCGCGTTCCTGLETACCGGLACGTGAGGCAGCGCGACATCCATCARA
TATACCAGGCGCCAACCGAGTCTCTCGEARARCAGCTTCTGGATATCTTCCECTGGLGGL
GCAACGACGAATAATAGTCCCTGGAGGTGACGGAATATATATGTGTGGAGGGTAARTCTG
ACAGGGTGTAGCARAGGTAATATTTTCCTARAACATGCAATCGGLTGLCCCECARCGGEA
AABAGARATGACTTTGGCACTCTTCACCAGAGTGGEETGTCCCGCTCGTGTGTGCARATAG
GCTCCCACTGGTCACCCCGGATTTTGCAGARARACAGCARGTTCCGGEGTGTCICACTGS
TETCCGCCARTAAGAGGAGCCGECAGGCACGGAGTCTACATCAAGCTGTCTCCGATACAC
TCGACTACCATCCGELTCTCTCAGAGAGGGGAATGGCACTATARATACCGCCTCCTIGCG
CTCTCTGCCTTCATCAATCARATC

SEQ ID N° 2:
CGACGCGGAGAACGATCTCCTCGAGCTGCTCGCGGATCAGCTTGTGGCCCCETAATGGAACCAG
GCCGACGGCACGCTCCTTGCCGACCACGGTGGCTGGCGAGCCCAGTTTIGTGARCGAGGTCGTTT
AGAACGTCCTGCGCARAGTCCAGTGTCAGATGAATGTCCTCCTCGGACCRAATTCAGCATGTTCT
CEAGCAGCCATCTIGTCTTTGGAGTAGAAGCGTAATCTCTGCTCCTCGTTACTGTACCGGAAGAG
GTAGTTTGCCICGUCGCCCATAATCGRAACAGGTTICTCTITCTIGOTGGCCTGTGAGCAGCGLGGAC
GTCTGGACGGLGTCCATGAGGCCCTTGAGGLGLUTCGTAGTACTTGTTCGUGTCGCTGTAGLCGG
CCECGETGACGATACCCACATAGAGGTCCTTGGCCAT TAGT TTGATGAGGT GGEGECAGGATGGE
CCACTCGGCATCGAAATTTTTGCCGTCGTCGTACAGTGTGATGTCACCATCCGAATGTAATGCAGC
TGCAGCTTGCGATCTCGGATGETTTTGGAATGGAAGARCCGUGACATCTCCAACAGCTCGEECCG
TGCITGAGRATGAGCCEGACGTCGTIGAACGAGGGGGCCACAAGCCGECGTTTGCTGATEECECE
GCGCTCGTCCTCGATGTAGRAGGCCTT TTCCAGAGGCAGTCTCGTGAAGAAGCTGCCAACGCTC
GGERAACCAGCTGCACGAGCCGAGACRATTCGGEEETGCCGECTTTGGTCATTTCAATGTTGTCGT
CGATGAGGAGTTCGAGGTCETGGAAGATTTCCGCGTAGCGGCGTTTTGCCTCAGAGTTTACCAT
GAGGTCGTCCACTGCAGAGATGCCGTIGCTCTICACCGCGTACAGGACGAALGGLCTGLCCAGT
AGGCCCTTGATCCATTCTATGAGGCCATCTCGACGGTGITCCTTGAGTGCGTACTCCACTCTGT
AGCGACTGGACATCTCGAGACTGGEGCTTGCTGTECTGGATGCACCARTTARTIGTTGCCGCATG
CATCCTTGCACCGCARGTTITTTARRACCCACTCGCTTTAGCCGTCGCOTARRRCTTGTGARTCT
GGCAACTGAGGGGETTCTGCAGCCGCARCCGAACTTTTCGC TTCGAGGACGCAGUTGGATGETG
TCATGTGAGGUICTGTITTIGUIGGCGTAGCCTACAACGTGACCTIGCCTAACCGGACGGLGUTAC
CCACTGUTGICTGTIGCCTGCTACCRGAAAATCACCAGAGCAGCAGAGGGCCGATGTGGCAACTG
GTGEGGETGTCGGACAGGCTGTTTCTCCACAGT GCARATGUGGGTGAACCEGCCAGARAAGTARAT
TCTTATGCTACCGTGCAGTGACTCCGACATCCCCAGTTTTTGCCCTACTTGATCACAGATEGGE
TCAGCGCTGCCGCTAAGTGTACCCARCCGTCCCCACACGGTICCATCTATARATACTGCTGCCAG
TGECACGETGGTGACATCAATCTAARGTACARARACARR
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Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de un polipéptido
heterélogo, que comprende la etapa del cultivo de una célula de levadura de acuerdo con la presente invencion.

La célula de levadura de acuerdo con la invencion que comprende un promotor FMD ortélogo se adecua, en
particular, para la sobre-expresion de polipéptidos homdlogos o heterdlogos. En virtud de las extraordinarias
propiedades, con la célula de levadura de acuerdo con la invencién es posible expresar un polipéptido o bien una
proteina, tanto bajo condiciones desrepresoras como bajo condiciones inducidas por metanol o condiciones
inductoras alternativas adecuadas y, eventualmente, segregarlo de la célula.

De acuerdo con una forma de realizacién preferida de la presente invencion, durante el cultivo se induce la
expresion del polipéptido heterélogo bajo condiciones desrepresoras o se aumenta su tasa de expresion.

La desrepresion del promotor puede alcanzarse mediante una tasa de alimentacién reducida con una fuente de
carbono represora (fuente de C: p. €j., glucosa, glicerol) o mediante el uso de una fuente de C no represora (p. €j.,
sorbitol). La fuente de C represora puede alcanzar sus propiedades mediante represion directa o mediante
propiedades represoras de metabolitos de la fuente de C. La tasa de alimentacion con fuentes de C represoras
puede desplazarse hacia cero en el caso extremo. También son posibles efectos de induccion adicionales mediante
otros compuestos tales como, p. €j., mediante acidos grasos, formaldehido o acido férmico.

Con el fin de aumentar el rendimiento de proteinas durante el cultivo o bien durante su expresion, durante el cultivo
se afiade, bajo condiciones desrepresoras, preferiblemente metanol.

Las condiciones de cultivo generales, tales como temperatura, medio, etc., son suficientemente conocidas por el
experto en la materia (véase, p. €j., Krainer FW et al. Microbial Cell Factories 11 (2012) : 22).

La presente invencion se define con mayor detalle con ayuda de las siguientes Figuras y Ejemplos, pero sin estar
limitada a estos.

La Fig. 1 muestra las intensidades de fluorescencia de una proteina informadora fluorescente verde (una variante
mejorada de la proteina fluorescente verde (GFP)) en el cultivo de células de levadura del género Komagataella, en
las que un acido nucleico que codifica la proteina fluorescente verde esta unido operativamente a promotores
ortélogos y endogenos. Los promotores ortélogos (y promotores endégenos de P. pastoris como referencia) fueron
unidos operativamente al gen informador GFP y transformados como vectores en P. pastoris. Las cepas se
cultivaron en placas de microtitulacion con 96 pocillos (“deep well plate” (DWP) — placa de pocillos profundos) en
medio minimo (BMD1) durante 60 h y, a continuacién, se indujeron con metanol. La fluorescencia de la proteina
informadora y la DO 600 (como medida de la biomasa) se midieron bajo condiciones reprimidas en glucosa (16 h),
condiciones desreprimidas (60 h) y diferentes momentos después de la induccion con metanol. Las mediciones de
fluorescencia se normalizaron en relacion con los valores DO 600. Los valores medios y las desviaciones estandar
se muestran en cada caso para cuatro transformantes.

La Fig. 2 muestra el transcurso en el tiempo de mediciones de la expresion de proteinas. Cepas elegidas de la Fig. 1
se cultivaron en matraces agitados. La fluorescencia de la proteina (Fig. 2A; relaciéon RFU/ = D 600; “RFU”, “relative
fluorescence unit”, “unidad de fluorescencia relativa”), la DO 600 (Fig. 2B) y la cantidad de glucosa (Fig. 2C) se
midieron a lo largo del tiempo. La concentracion de glucosa al comienzo de las mediciones ascendié a 55,5 mM (10

g/l). Se muestran los valores medios (MV) y las desviaciones estandar de en cada caso tres transformantes.

Las Figs. 3A a 3C muestran que el promotor HpFMD ortélogo esta también en condiciones de regular al alza la
expresion de otras proteinas informadoras, tales como peroxidasa de rabano picante (HRP) (Fig. 3A), lipasa B de
Candida Antarctica (CalB) (Fig. 3B) y una hidroxinitriloliasa de Manihot esculenta (MeHNL) (Fig. 3C). Las cepas se
cultivaron después de 60 h en DWP en medio minimo hasta el consumo de glucosa (“agotamiento”) y, a
continuacion, se indujeron adicionalmente con metanol. Las actividades enzimaticas de HRP y CalB se midieron en
el material sobrenadante del cultivo. La actividad de MeHNL se midié con las células disgregadas. Se muestran los
valores medios y las desviaciones estandar de en cada caso cuatro transformantes.

EJEMPLO:
Materiales y Métodos

Clonacion de los promotores

Los promotores ortologos se amplificaron mediante PCR y se clonaron delante de un gen informador GFP. Para ello,
se utilizé el plasmido informador pPpT4mutZeoMlyl-intARG4-eGFP-Bmrlstuffer (Vogl T et al. ACS Synth Biol. 2015,
DOI: 10.1021/acssynbio.5b00199; publicado el 22 de noviembre de 2015).
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Este plasmido se basa en el vector pPpT4 que se describié por Naatsaari L et al. (PLoS One 7 (2012): €39720). Los
promotores se clonaron sin costuras (es decir, sin puntos de corte de enzimas de restriccion o secuencias de
enlazador entre el promotor y el codén de inicio) con el fin de obtener el contexto natural. Los cebadores se
disefiaron con ayuda de referencias de la bibliografia (Promotores HpFMD (Song H, et al. Biotechnol Lett 25
(2003):1999-2006; Ledeboer AM, et al. Nucleic Acids Res 13 (1985):3063-3082), Promotor CbAOD1 (Yurimoto H, et
al. Biochim Biophys Acta 1493(2000):56-63), Promotor CbFLD1 (Lee B, et al. Microbiology 148(2000):2697-704),
Promotores Pm MODI y MOD2 (Raymond CK, et al. Yeast 14 (1998):11-23; Nakagawa T, et al. J Biosci Bioeng 91
(2001):225-7; Nakagawa T, et al. Yeast 23 (2006):15-22). Las secuencias de cebador utilizadas estan indicadas en
la Tabla A:

Tabla A: Cebadores para la amplificacion de los promotores ortélogos

Nombre Secuencia SEQ ID N°
HpFMDfwd AATGTATCTAAACGCAAACTCCGAGCTG 3
HpFMDrev GATTTGATTGATGAAGGCAGAGAGCGCAAG 4
HpMOXfwd TCGACGCGGAGAACGATCTCCTCGAGCT 5
HpMOXrev TITGTIITTGIACTITAGATTIGATIGICACCAC— 6
CGTGCACTGGCAG

PmMOD1fwd | CGAGATGGTACATACTTAAAAGCTGCCATATTGAG 7

PmMOD1rev | TTIGAGAAATTAATAGTAAGATTTTITTTTICGTAAARAGTTT- 8
TGATTGAGTTAATTIC

PmMOD2fwd | GGATCCACTACAGTTTACCAATTGATTACGCCAATAG 9

PmMOD2rev | ITIGAATITTAGTTTTAGATAGATAARATATAATTTICA 10
ATCCTGTTATAAAATAGTATAT

CbAOD1fwd | GGAGTATACGTAAATATATAATTATATATAATCATATATAT- 11
GAATACAATGAAAG

CbAOD1rev TATTGAAAAATAATTITGIITITITIIIIIIGITIIIT - 12
TAAAAGTTCGTTAAAATTCG

CbFLD1fwd GGATCCCTTCAACAGCGGAGTCTCAAAC 13

CbFLD1rev TITTGIGGAATAARAAATAGATARATATGATITAGIG 14
TAGTTGATTCAATCAATTGAC

ADN genodmico de las cepas Hp (Hansenula polymorpha) DSM 70277, Cb (Candida boidinii) DSM 70026 y Pm
(Pichia methanolica) DSM 2147 se aisl6 y se utilizé como molde para las reacciones PCR. Los productos de la PCR
se clonaron mediante clonaciones TA (“TA cloning”) en el vector pPpT4mutZeoMlyl-intARG4-eGFP-Bmrlstuffer
(véase también el documento US 2015/0011407 y Vogl T et al. (ACS Synth Biol. 2015, DOI:
10.1021/acssynbio.5b00199; publicado el 22 de noviembre de 2015)). Los vectores de control con respecto a los
promotores enddgenos de P. pastoris AOX1, CAT1 y GAP se pueden deducir del documento US 2015/0011407.

Los vectores informadores alternativos que contienen HRP (isoenzima A2A; Naatsaari L, et al. BMC Genomics 15
(2014): 227), CalB y MeHNL aguas abajo de los promotores correspondientes, se tomaron o construyeron del
documento US 2015/0011407, recortando el gen informador eGFP de los vectores eGFP arriba mencionados
(enzimas de restriccion Nhel y Notl) y sin costuras se incorporaron los productos de la PCR de HRP, CalB y MeHNL
mediante clonacion por recombinacion (“recombination cloning”). Para las amplificaciones por PRC se utilizaron los
cebadores indicados en la Tabla B.

Tabla B: Cebadores para la clonacién de promotores por encima (“aguas arriba”) de diferentes genes informadores

Cebador Secuencia SEQID N°

pHpFMD-MFalpha-Gib cttgcgctctctgecttcatcaatcaaatcatg 15
agattcccatctattttcaccgctgtc

AOX1TT-Notl-CalB caaatggcattctgacatcctcttgagcggecyg 16
cttatggggtcacgataccggaacaag

AOX1TT-Notl-HRPA2A caaatggcattctgacatcctcttgageggecy 17
cttaggatccgttaactttcttgcaatcaagtc

seg-pHpHMD-149..126fwd actggtgtccgccaataagaggag 18

pHpFMD-MeHNL cttgcgctctctgecttcatcaatcaaatcatyg 19
gttactgctcacttcgtcttgattcac

AOX1TT-Notl-MeHNL caaatggcattctgacatcctcttgagcggccyg 20
cttaagcgtaagcgtcggcaacttcctg

pCAT1-MeHNL-Gib cacttgctctagtcaagacttacaattaaaatg 21
gttactgctcacttcgtcttgattcac
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Para ello, se utilizaron como moldes de PCR los vectores HRP y CalB mencionados en la bibliografia (documento
US 2015/0011407) y Vogl T. et al. (ACS Synth Biol. 2015, DOI: 10.1021/acssynbio.5b00199; publicado el 22 de
noviembre de 2015). La secuencia de MeHNL se optimizd para el codon de P. pastoris y se disefid como fragmento
de ADN de doble cadena sintético con colgantes al promotor AOX1 y el terminador (véase la Tabla B). Este
fragmento se utilizd6 como molde para las PCR. Se utilizé la secuencia:

cgacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattgaaagaattccgaaacgATGGTTACTGC
TCACTTCGTCTTGATTCACACTATCTGTCATGGTGCTTGGATCTGGCACAAGTTGAAGCCAGCA
TTGGAGAGAGCTGGACATAAGGTTACCGCTCTTGATATGGCTGCATCTGGTATTGATCCTCGTC
AAATCGAACAAATCAATTCATTCGACGAGTACTCAGAGCCACTGCTGACCTTCTTGGAAAAGTT
GCCTCAAGGTGAAAAGGTGATCATCGTTGGTGAATCCTGTGCTGGATTGAACATTGCCATTGCA
GCTGATAGATATGTCGATAAGATCGCTGCTGGTGTCTTCCACAACTCTCTGTTACCAGATACTG
TTCACTCTCCATCTTACACTGTCGAGAAGTTGTTAGAATCATTCCCAGATTGGAGAGATACTGA
ATACTTTACTTTCACTAACATCACTGGAGAGACTATCACCACCATGAAACTTGGATTCGTTTTG

TTGAGAGAAAACCTTTTCACCAAGTGTACTGATGGTGAATACGAATTGGCCAAGATGGTTATGA
GAAAGGGTTCTTTGTTTCAGAATGTTCTTGCACAAAGACCAAAGTTCACCGAAAAGGGTTACGG
TTCTATCAAGAAGGTCTACATCTGGACTGATCAGGACAAGATCTTCCTGCCAGACTTCCAAAGA
TGGCAAATCGCAAACTACAAACCAGATAAGGTCTACCAAGTCCAAGGTGGTGATCACAAGTTAC
AATTGACCAAGACCGAAGAGGTCGCTCACATCTTGCAGGAAGTTGCCGACGCTTACGCTTAAgC
ggccgctcaagaggatgtcagaatgccatttgectg (SEQ ID Nr. 22)

La secuencia que codifica la proteina esta representada aqui en mayusculas, el codén de inicio y de parada en
negrillas, los colgantes respecto al vector para la clonacion por recombinacion estan representados en minusculas,
los lugares de corte Ecorl y Notl que se utilizan tipicamente para clonaciones en la familia de vectores pPpT4 estan
subrayados.

Para la amplificacion por PCR de los genes HRP y CalB pudo utilizarse el mismo cebador directo (pHpFMD-MFalfa-
Gib), dado que ambos genes estan fusionados con una secuencia sefial MFalfa. Se secuenciaron los genes
clonados en los vectores mediante cebadores que se unen en el terminador AOX1 y los promotores respectivos
(segpHpHMD-149..126fwd para el promotor HpFMD).

Cepas, Materiales, Mediciones de Fluorescencia y Ensayos Enzimaticos

La actividad enzimatica de HRP y CalB se determinaron con los sustratos sal de diamonio de 2,2’-azino-bis(acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) y butirato de p-nitrofenilo (p-NPB) segun los protocolos en Krainer FW (Microb
Cell Fact 11 (2012): 22.

Para las transformaciones de todas las comparaciones de promotor con GFP se utilizé la cepa de tipo salvaje
CBS7435. Los plasmidos HRP y CalB se transformaron en la cepa mutS (Naatsaari et al., PLoS One 2012;
7:€39720), dado que ésta muestra una mayor expresion de proteinas (Krainer FW, et al. Microb Cell Fact 11 (2012):
22). Para las mediciones de la actividad de MeHNL las células se lisaron mediante la disgregacion con Y-PER
(Thermo Fischer Scientific Y-PER™ Reactivo de Extraccion de Proteinas de Levadura) segun los datos del
fabricante y la actividad se midié con un “Ensayo de Cianogénesis de Mandelonitrilo”, tal como se describe en
Wiedner R et al. (Comput Struct Biotechnol J10 (2014): 58-62) (concentracion final de mandelonitrilo 15 mM).

Resultados

Seis promotores heterélogos de los genes HpFMD, HpMOX, CbFLD1, CbAOD1, PmMOD1 y PmMOD2 se
sometieron a ensayo en P. pastoris, Los promotores se compararon, a saber, con el promotor AOX1 inducible con
metanol, el promotor GAP constitutivo y el promotor CAT1 desreprimido/inducible con metanol en P. pastoris. Los
promotores ortélogos se amplificaron mediante PCR de ADN gendmico y se clonaron en el vector con GFP como
gen informador. Se utilizaron las siguientes secuencias de promotor:
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HpFMD (SEQ ID N° 1):
AATGTATCTAAACGCAAACTCCGAGCTGGAAAAATGTTACCGGCGATGCGCGGACAATTTAGAG
GCGGCGATCAAGAAACACCTIGCTGGGCGAGCAGTCTGGAGCACAGTCTTCGATGGGCCCGAGAT
CCCACCGCGTITCCTGGGTACCGGGACGTGAGGCAGCGCGACATCCATCAAATATACCAGGCGCC
AACCGAGTCICTCGGAAAACAGCTTCTGGATATCTTCCGCTGGCGGCGCAACGACGAATAATAG
TCCCTGGAGGTGACGGAATATATATGTGTGGAGGGTAAATCTGACAGGGTGTAGCAAAGGTAAT
ATTTTCCTAAAACATGCAATCGGCTGCCCCGCAACGGGAAAAAGAATGACTTTGGCACTCTTCA
CCAGAGTGGGGTGTCCCGCTICGTGTGTGCAAATAGGCTCCCACTGGTCACCCCGGATTTTGCAG
AAAAACAGCAAGTTCCGGGGTGTCTCACTGGTGTCCGCCAATAAGAGGAGCCGGCAGGCACGGA
GTCTACATCAAGCTIGTCTCCGATACACTCGACTACCATCCGGGTICTCTCAGAGAGGGGAATGGC
ACTATAAATACCGCCTCCTITGCGCTCTCTGCCTTCATCAATCAAATC

HpMOX (SEQ ID N° 2):

CGACGCGGAGAACGATCTCCTCGAGCTGCTCGCGGATCAGCTTGTGGCCCGGTAATGGAACCAG
GCCGACGGCACGCTCCTTGCGGACCACGGTGGCTGGCGAGCCCAGTTTGTGAACGAGGTCGTTT
AGAACGTCCTGCGCAARAGTCCAGTGTCAGATGAATGTCCTCCTCGGACCAATTCAGCATGTTCT
CGAGCAGCCATCTGTCTTTGGAGTAGAAGCGTAATCTCTGCTCCTCGTTACTGTACCGGAAGAG
GTAGTTTGCCTCGCCGCCCATAATGAACAGGTTCTCTTTCTGGTGGCCTGTGAGCAGCGGGGAC
GTCTGGACGGCGTCGATGAGGCCCTTGAGGCGCTCGTAGTACTTGTTCGCGTCGCTGTAGCCGG
CCGCGGTGACGATACCCACATAGAGGTCCTTGGCCATTAGTTTGATGAGGTGGGGCAGGATGGG
CGACTCGGCATCGAAATTTTTGCCGTCGTCGTACAGTGTGATGTCACCATCGAATGTAATGAGC
TGCAGCTTGCGATCTCGGATGGTTTTGGAATGGAAGAACCGCGACATCTCCAACAGCTGGGCCG
TGTTGAGAATGAGCCGGACGTCGTTGAACGAGGGGGCCACAAGCCGGCGTTTGCTGATGGCGCG
GCGCTCGTCCTCGATGTAGAAGGCCTTTTCCAGAGGCAGTCTCGTGAAGAAGCTGCCAACGCTC
GGAACCAGCTGCACGAGCCGAGACAATTCGGGGGTGCCGGCTTTGGTCATTTCAATGTTGTCGT
CGATGAGGAGTTCGAGGTCGTGGAAGATTTCCGCGTAGCGGCGTTTTGCCTCAGAGTTTACCAT
GAGGTCGTCCACTGCAGAGATGCCGTTGCTCTTCACCGCGTACAGGACGAACGGCGTGGCCAGC
AGGCCCTTGATCCATTCTATGAGGCCATCTCGACGGTGTTCCTTGAGTGCGTACTCCACTCTGT
AGCGACTGGACATCTCGAGACTGGGCTTGCTGTGCTGGATGCACCAATTAATTGTTGCCGCATG
CATCCTTGCACCGCAAGTTTTTAAAACCCACTCGCTTTAGCCGTCGCGTAAAACTTGTGAATCT

GGCAACTGAGGGGGTTCTGCAGCCGCAACCGAACTTTTCGCTTCGAGGACGCAGCTGGATGGTG
TCATGTGAGGCTCTGTTITGCTGGCGTAGCCTACAACGTGACCTTGCCTAACCGGACGGCGCTAC
CCACTGCTGICTGTIGCCTGCTACCAGAAAATCACCAGAGCAGCAGAGGGCCGATGTGGCAACTG
GTIGGGGTGTCGGACAGGCTIGTITTCTCCACAGTGCAAATGCGGGTGAACCGGCCAGAAAGTAAAT
TCTTATGCTACCGTGCAGTGACTCCGACATCCCCAGTTTTTGCCCTACTTGATCACAGATGGGG
TCAGCGCTGCCGCTAAGTGTACCCAACCGTCCCCACACGGTCCATCTATAAATACTGCTGCCAG
TGCACGGTGGTGACATCAATCTAAAGTACAAAAACAAA

10
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CbFLD1 (SEQ ID N 23):

GGATCCCTTCAACAGCGGAGTCTCAAGCAGTGGCTATTATCAGTGTATTTAATTACTGATGCAT
TGTATTATAGTGCATACATAGTTAATAATTACTCTICTGTTATCATTGAAAATTTTGAAATTCTC
ACTCTCACGCAGTGCAAAACTTTGCCTAATTGAGTAAGTGGAACGCAATATTTAGGCTACATAT
TTTGGATTCCCTITAAGTATGTAATCAAAGATCATTCATACTGCCATCTTATAATATTGGAGTAT
TATTATGTTGCTATACTGTITCTACCTGTTTATTCTATTGTATGCGTCTAAATCTTTCCATCAGT
TTCTATACTATCTTTCGTTTGCAATGAAATATTACTCCAATTCGCTTGTTTCAACTCGCTTGCC
TTCTCTCTTGCCTTICTTITITITCTTTTCATTTTATCGTTIGTTTAAACGGTATATAAATATGTAA
CGTTGTCGCTTAGTITTITGAGAAATCACTTTTGTIGCTCTCAATTCTGTTTTGACATCTTAAGGT
TAGTCAATTGATTGAATCAACTACACTAAATCATATTITATCTATTITTITATTCCACAAAA

CbAOD1 (SEQ ID N° 24):

GGAGTATACGTAAATATATAATTATATATAATCATATATATGAATACAATGCAATGAAAGTGAA
TATGATAAGATTGAAATAATAACAAACAGCGATAAATATATCTCAAAATGGAGTTACACAACAA
ATAATAATAAAATATAAATTATAAATTATAAATTATAAAAGAATAAAAAATAAACCCCACTAAT
TTATTTTATTAAAAGATAGATTGGTATCTITACTTAATAACAATTCTGAAACTTTATTCACTTA
ATTTTATTTAACTTATTTAATTTATTTTTACCCCAGTITTTTCAGTACAATGCAGCTCCGAAACT
TTATTTGGCTGTGATTTGGCTGTGATTTGGCTGTGATTTGGCTTGGCTTGGCTGGCTGGAATTG
TCTCCTGCAGGAATTGCTCGGGGTCCGGTTICTCCCGCTGGCTGGCTATTTGGCGGGCTGGCTAT
TTGGCGGGCTGGCTGGCTGGCTGCTCTGCCATCTGCTGTGGCCACCCCGCATCTCTGGATGCAC
GCCGTGCAGCTGGACGTGCGTCTACCCTGCAGCCGTGTGCCTTATTTCCCAATCTCCCAATCTC
TCAATCTGCCAGTCAGCCAAAACACCGGCCAGGCAGGCAGGCAGGCAGGCAGGCAGGCAGTGAA
GCCTTCCCACGCCCCACTCCGCATAAACATCCCCAGCAGTTTCCCCAGCAGTTTCCCCAGCTTT
TCAATTTAATAAAATAGCCTGTTTCTGTITICTIGTTTTATATTATACAATTTTTTATCCTAATAA
TTACTCTTTCGGGAATTAAATAATAATTATATCATATACCCATATCACATTTTACTATATTTAC
TATCTATAAATAAATTCATATTATAATATTAATTTATATTCGCTTAATTAAAATGCTCTTTITCC
ATCATCATCATCATCATCATCATCACGAGTTTICGGTTATCAATACTCTTTITCATTAATTITCTA

GAATTTCATTATTTATTITTTITATTGACTGGAAATTTTCAATCAATTTTATTTATTTTTATTTAT
TTATTTTCATATTCTTAGATTTAAACTTTTTAGATGACCGCTATTITTACTTACTTACTTACTGT
TGTTTTATATTATGATAAGAATTAATTTTICATATTTATGATGATGATGATGTAAATTTAACCTA
GTATACTATTITTAAAGTTATCACTATCTITTAGTGCTGGCATTTTTTATTICTATTTITCATATAT
GTATATACGTAAATTAAGTATCATCACGCTGCTTACTGTACGTTTAAAATGTGGAGATGGARAAT
AGAGATGGGGATGAAGATGAAGATGATGAGAATTATAAACCATTCATTCATTAATCAATCAATA
TAACTTATAAAAAAATTTATATTTAAATGAATTAATTTCCTITTATTTITAATAATATCGTTAATT
CITTITAAATTCTATTTTATTTTAATTCTTITCTTITATCATAGTTATCATATAACAATTATATAAC
ATAGATACACAATTATTATTTCATTATCATATTATTTTTTAAAATATTGATTATTTTITAAAATA
ATATCTTAATTAATTAATTTTTACGAATATACAAATTTTAACGACTTACTTTTTTTAACGAATT
TTAACGAACTTTTAAAAAAACAAAAAAAAAAAAACAAAATTATTTITTICAATA

11
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PmMOD1 (SEQ ID N° 25):

CGAGATGGTACATACTTAAAAGCTGCCATATTGAGGAACTTCAAAGTTTTATCTGTITTTTAGAA
TTAAAAGACGATTGTTGTAACAAAACGTTGTGCCTACATAAACTCAAATTAATGGAAATAGCCT
GTTTTGAAAAATACACCTTCTTAAGTACTGACAAAGTTTTGTTAAATGACTATCGAACAAGCCA
TGAAATAGCACATTTCTGCCAGICACTTTTAACACTTTCCTIGCTTGCTGGTTGACTCTCCTCAT
ACAAACACCCAAAAGGGAAACTTTCAGTIGTGGGGACACTTGACATCTCACATGCACCCCAGATT
AATTTCCCCAGACGATGCGGAGACAAGACAAAACAACCCTTTGICCTGCTCTTTICTTTCTCAC
ACCGCGTGGGTGTGTGCGCAGGCAGGCAGGCAGGCAGCGGGCTGCCTGCCATCTCTAATCGCTG
CTCCTCCCCCCTGGCTTCAAATAACAGCCTGCTGCTATCTGTGACCAGATTGGGACACCCCCCT
CCCCTCCGAATGATCCATCACCTTITGTCGTACTCCGACAATGATCCTTCCCTGTCATCTICTIG
GCAATCAGCTCCTTCAATAATTAAATCAAATAAGCATAAATAGTAAAATCGCATACAAACGTCA
TGAAAAGTTTITATCTCTATGGCCAACGGATAGTCTATCTGCTTAATTCCATCCACTTTGGGAAC
CGTICTCTICTTITACCCCAGATTCTCAAAGCTAATATCTGCCCCTTGTCTATTIGTCCTITTCTCCG
TGTACAAGCGGAGCTTTTGCCTCCCATCCTICTTGCTTTGTTTCGGTTATTTTTTTTTICTITTTGA
AACTCITGGTCAAATCAAATCAAACAAAACCAAACCTTCTATTCCATCAGATCAACCTITGTTICA
ACATTCTATAAATCGATATAAATATAACCTTATCCCICCCTTIGITITTTACCAATTAATCAATC
TTCAAATTTCAAATATTITICTACTTGCTTTATTACTCAGTATTAACATTTIGTTTAAACCAACTA
TAACTTTTAACTGGCTTTAGAAGTTTTATTTAACATCAGTTTCAATTTACATCTTTATTTATTA
ACGAAATCTTTACGAATTAACTCAATCAAAACTTTITACGAAAAAAAAATCTTACTATTAATTTC
TCAAA

12
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PmMOD2 (SEQ ID N° 26):

GGATCCACTACAGTTTACCAATTGATTACGCCAATGTGTTTATTTCACCAAGTAATTACAAAAC
TGAGATTTIGGTTATGTCATTATGTATITTCGGCAATGGCTGTAATTTAAACTGGATTAGGGTTA
ATTAACGTTTAGCCTACGAAAGCGGCTAGCTTITTATITCTGCTTITTIGTTTTGAGCCCGTTTCTA
ATTCCAATCTITGCAATTITCGTTCCATCTTTTAAAATTAAGTGCTCTTTTCTAATCTGATAAAG
ATAAGCCATCGTAGAGTAAGTAAAACAAAATAATGTACTIGTATATTAAGCGGAAAAACTTGGAA
AAGTCGTATGATGTTGAAGGAGCAAAGAATGACTAATATTAGGAGATTTAAGCAAACAATGTIG
AGGGGAACAGGACGATTAACCCCTTATAGAGGAAGCGTCTTTGATGTTCGAAGGGGGAGGGGTC
AAAAGCACTGAGCAGTGCTAATTAGTAACCAATTTCTGTAAGCAATGAAACTTGTTIGCTATTGG
AAATACTATTAAGTAATACAAGGTACAGACTAATGGGGGTGAGCCGGTAGTTCAGGCTATCTTA
TAGACAGACTATTCCGGATTIGICTAATCATTGGTGCACCTGGTTAATAATTATCAGTCAACTCT
TTTACGGTGCTGATAGGTCTITTGCGAACTTGCCCTTGTGGAATTTGGTTGTTAATCAAACTGTT
CTGTATTTCATGTCATACTACTATTGATATTATTAATGTTACTTACTCATCTIGGCCATTTAACA
GGTTTGAAGCTTTAATGCTCTTAACTAACAGCAATCCATCACCGTCAACCTTAACCCCCCTGGT
GCTTGCTGTCTTITATCCTTICGTATCTTTTTCATGTTGCACCGCCCTGTTCCTTATACGGTTGTT
CCCCCATAGGCTAACTICTICTIGTITCCGACCATCTCTGCAATAACAAAGAATTCTATACGCTTA
CACTATAATCATACAATGACTCTACATGCCATTTTCACTTTACTTACTTGCCATCGGAAGATAC
TGAATCAGAAAGCCATAGTAACTACATAACTTCAAAACACACCCTITTTACAGATTAGTTACAA
TTTTGTCAATGTTTGTITTGATAACCCAAGGTGGAACGTTTCCAGTTAGACCTGTTTAATCCAAC
TCACTTTACCACCCCAAAACTTTCCTACCGTTAGACAAATACTGGCTAAATCTGACGAAAACAA
CCAATCAACAATTGAATCCACTGGGAGGTATCTCTAATCCACTGACAAACTTTGCTAAAACAAG
AAAAAGTGGGGGCCTCCGTTGCGGAGAAGACGTGCGCAGGCTTAAAAACACAAGAGAACACTIG
GAAGTACCCCAGATTTITAGCTTCCTACTATTCTGACACCCCCTATTCAAGCACGACGGTGATT
GATTCATTCAATTTTGCTGCTCCAATGATAGGATAAACCCTTTTGGACTTCAATCAGACCTCTG
TCCTCCATAGCAATATAAATACCTTICTAGTTGCCCCACTTCCTCTCTCCTGTACTGCCCCAATG
AGTGACTTATTICAAGTTACTTTCTCTCTTTTCCTAACAATTAAACAAGAAGCTTTATTATAACA
TTAATATACTATTITTATAACAGGATTGAAATTATATTTATCTATCTAAAACTAAAATTCAAA

Transformantes de P. pastoris que contenian plasmidos con los promotores CbAOD1, PmMOD1 y PmMOD2 no
mostraron fluorescencia de la proteina informadora (Fig. 1). El promotor CbFLD1 mostré una represion en glucosa y
una débil induccién por parte de metanol de aproximadamente el 10% del promotor PpAOX1. Sorprendentemente,
ambos promotores de H. polymorpha sometidos a ensayo conservaron su perfil de regulacion natural de H.
polymorpha y mostraron también en Pichia pastoris represion, desrepresion e induccién con metanol (Figs. 1y 2). El
promotor HpFMD superé de manera sorprendente, bajo condiciones desreprimidas, al promotor PpGAP constitutivo
e incluso alcanzo, sin alimentacion adicional con fuentes de C para el abastecimiento de energia, aproximadamente
el 75% del promotor PpAOX1 inducido con metanol. La expresion desreprimida del promotor HpFMD superé la
fluorescencia de la proteina informadora del promotor MUT enddgeno mas potente de P. pastoris (PpCAT1)
aproximadamente en 3,5 veces. Tras la inducciéon con metanol, en promotor HpFMD superé incluso al promotor
PpAOX1 aproximadamente dos veces. Estos resultados a pequefia escala (Fig. 1) se confirmaron mediante
experimentos en matraces agitados (Fig. 2), mostrandose mediante mediciones con glucosa también claramente el
perfil de regulacion desreprimido. Un refuerzo adicional de las ventajas técnicas del promotor HpFMD se puede
alcanzar mediante una tasa de alimentacién optimizada en el biorreactor.

Con el fin de examinar si la fuerte expresion inesperada del promotor HpFMD puede ser reproducida para otras
proteinas que no sean GFP, el promotor HpFMD se cloné delante de las secuencias codificantes de proteinas
adicionales: las proteinas secretadas de peroxidasa de rabano picante (HRP) y lipasa B de Candida antarctica
(CalB) y la hidroxinitril-liasa intracelular de Manihot esculenta (MeHNL) (Figs. 3A a 3C).
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Con referencia a los rendimientos finales en proteina activa en el sobrenadante del cultivo en el experimento con
matraces agitados se iguald la expresion desreprimida de todas las proteinas mediante el promotor HpFMD de la
expresion constitutiva mediante el promotor GAP y superd claramente a la expresion desreprimida mediante el
promotor CAT1. Las actividades enzimaticas inducidas por metanol del promotor HpFMD superaron a la actividad
del promotor AOX1 en 2,5 veces.

La fuerte expresion del promotor HpFMD también se podia observar en el caso de cuatro proteinas informadoras
secretadas, como también intracelulares diferentes (eGFP, HRP, CalB, MeHNL). El promotor HpFMD ortélogo
supero incluso a los promotores endégenos en P. pastoris.

De manera interesante, los promotores ortélogos no muestran o bien muestran identidades de secuencia muy bajas
con respecto a los promotores en Pichia. Una busqueda segun BLAST del promotor HpFMD no proporciond
resultados significativos en el genoma de Pichia pastoris, tampoco un alineamiento directo del promotor HpFMD con
respecto al promotor PpFDH1 proporcioné similitudes significativas (BLASTN 2.2.32+, secuencias Blast 2, ajuste
para ‘Secuencias algo similares (blastn)’, tipo de molécula: acido nucleico.

Una identidad de la secuencia baja de este tipo es una propiedad deseable de los promotores, dado que estas
secuencias extrafias no pueden recombinarse con secuencias idénticas en el genoma de Pichia y, de esta forma, no
pueden perderse, p. €j., mediante fendmenos de recombinacién homdlogos con secuencias similares ya presentes
en el genoma.

Sorprendentemente, promotores ortdlogos pueden representar herramientas altamente aprovechables para la
expresion de proteinas, tal como se muestra mediante las actividades 2,5 veces mayores por parte del promotor
HpFMD. De manera inesperada, el promotor HpFMD conservé también en P. pastoris su perfil de regulacion
desreprimido de H. polimorpha y, por consiguiente, representa el promotor desreprimido mas fuerte en P. pastoris.
Con ello, pueden posibilitarse procesos de produccion eficientes libres de metanol téxico y altamente inflamatorio.
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<160> 26
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<210>1
<211>623
<212> ADN

<213> Hansenula polymorpha

<400> 1
aatgtatcta

agaggcggcg
cccgagatcce
ataccaggcg
caacgacgaa
cagggtgtag
aaagaatgac
ctceccactgg
gtccgccaat
cgactaccat

tctetgecett

<210> 2
<211> 1510
<212> ADN

aacgcaaact
atcaagaaac
caccgcgtte
ccaaccgagt
taatagtccc
caaaggtaat
tttggcactc
tcacccegga
aagaggagcc
ccgggtetet

catcaatcaa

ccgagctgga
acctgctggg
ctgggtaccg
ctctcggaaa
tggaggtgac
attttcctaa
ttcaccagag
ttttgcagaa
ggcaggcacg
cagagagggg

atc

<213> Hansenula polymorpha

<400> 2
cgacgcggag

ccaggccgac
ggtcgtttag
tcagcatgtt
tactgtaccg
ggcctgtgag
acttgttege

ttagtttgat

aacgatctcc
ggcacgctcce
aacgtcctge
ctcgagcage
gaagaggtag
cagcggggac
gtcgectgtag

gaggtggggc

tcgagcetget
ttgcggacca
gcaaagtcca
catctgtctt
tttgectege
gtctggacgg
ccggecgegg

aggatgggcg
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LISTA DE SECUENCIAS

aaaatgttac
cgagcagtct
ggacgtgagg
acagcttctg
ggaatatata
aacatgcaat
tggggtgtce
aaacagcaag
gagtctacat

aatggcacta

cgcggatcag
cggtggetgg
gtgtcagatg
tggagtagaa
cgcccataat
cgtcgatgag
tgacgatacc

actcggcatce

cggcgatgeg
ggagcacagt
cagcgcgaca
gatatcttcc
tgtgtggagg
cggctgecee
cgctcegtgtg
tteceggggtg
caagctgtct

taaataccge

cttgtggceccecce
cgagcccagt
aatgtcctcc
gcgtaatctce
gaacaggttc
gcccttgagg
cacatagagg

gaaatttttg

15

cggacaattt
cttcgatggg
tccatcaaat
gctggeggeg
gtaaatctga
gcaacgggaa
tgcaaatagg
tctcactggt
ccgatacact

ctececttgege

ggtaatggaa
ttgtgaacga
tcggaccaat
tgctcectegt
tctttetggt
cgctcgtagt
tcettggeca

ccgtegtegt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

623

60

120

180

240

300

360

420

480
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30

acagtgtgat
aatggaagaa
tgaacgaggg
aggccttttce
gccgagacaa
cgaggtecgtg
ccactgcaga
ccttgatcca
agcgactgga
catgcatcct
gtgaatctgg
agctggatgg
aaccggacgg
gagggccgat
gggtgaaccg
tttttgececet
ccacacggtc
caaaaacaaa
<210>3

<211> 28
<212> ADN

gtcaccatcg
ccgcgacatce
ggccacaagc
cagaggcagt
ttcgggggtyg
gaagatttcce
gatgccgttg
ttctatgagg
catctcgaga
tgcaccgcaa
caactgaggg
tgtcatgtga
cgctacccac
gtggcaactg
gccagaaagt
acttgatcac

catctataaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 3

aatgtaatga
tccaacagct
cggegtttge
ctcgtgaaga
ccggetttgg
gcgtagegge
ctcttcaccg
ccatctcgac
ctgggcttge
gtttttaaaa
ggttctgecag
ggctetgttt
tgctgtetgt
gtggggtgte
aaattcttat
agatggggtc

tactgctgee

aatgtatcta aacgcaaact ccgagctg 28

<210> 4
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 4

gatttgattg atgaaggcag agagcgcaag

<210>5
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador
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gctgcagcett
gggccgtgtt
tgatggcgeg
agctgccaac
tcatttcaat
gttttgecte
cgtacaggac
ggtgttccett
tgtgctggat
cccactcget
ccgcaaccga
gctggcegtag
gcctgetace
ggacaggctg
gctaccgtge
agcgctgeeg

agtgcacggt

30

gcgatctegg
gagaatgagc
gcgcetegtece
gctcggaacc
gttgtcgtceg
agagtttacc
gaacggcgtg
gagtgcgtac
gcaccaatta
ttagccgteg
acttttcget
cctacaacgt
agaaaatcac
tttctccaca
agtgactccg
ctaagtgtac

ggtgacatca

16

atggttttgg
cggacgtcgt
tcgatgtaga
agctgcacga
atgaggagtt
atgaggtcgt
gccagcaggce
tccactctgt
attgttgcceg
cgtaaaactt
tcgaggacge
gaccttgect
cagagcagca
gtgcaaatgce
acatccccag
ccaaccgtcce

atctaaagta

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1510
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<400> 5
tcgacgcgga gaacgatctc ctcgaget 28

<210> 6

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
tttgtttttg tactttagat tgatgtcacc accgtgcact ggcag

<210>7

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7

45

cgagatggta catacttaaa agctgccata ttgag 35

<210> 8

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

tttgagaaat taatagtaag attttttttt cgtaaaagtt ttgattgagt taattc

<210>9

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
ggatccacta cagtttacca attgattacg ccaatag

<210> 10

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10

37

tttgaatttt agttttagat agataaatat aattttcaat cctgttataa aatagtatat

<210> 11

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 11

ggagtatacg taaatatata attatatata atcatatata tgaatacaat gaaag 55
<210> 12

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
tattgaaaaa taattttgtt tttttttttt tgttttttta aaagttcgtt aaaattcg 58

<210> 13

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
ggatcccttc aacagcggag tctcaaac 28

<210> 14

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
ttttgtggaa taaaaaatag ataaatatga tttagtgtag ttgattcaat caattgac 58

<210> 15

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
cttgcgctct ctgccttcat caatcaaatc atgagattce catctatttt caccgcetgtc 60

<210> 16

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
caaatggcat tctgacatcc tcttgagcgg ccgcettatgg ggtcacgata ccggaacaag 60

<210> 17

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 17
caaatggcat tctgacatcc tcttgagcgg ccgcettagga tecgttaact ttcttgcaat
caagtc 66

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
actggtgtcc gccaataaga ggag 24

<210> 19

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
cttgcgctcet ctgccttcat caatcaaatc atggttactg ctcacttcgt cttgattcac

<210> 20

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20

60

60

caaatggcat tctgacatcc tcttgagcgg ccgcttaage gtaagcecgtcg gcaacttcct 60

g

<210> 21

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
cacttgctct agtcaagact tacaattaaa atggttactg ctcacttcgt cttgattcac

<210> 22

<211> 868

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

19

61

60
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<400> 22
cgacaacttg

ctgctcactt
agccagcatt
ttgatcctceg
ccttettgga
gattgaacat
acaactctct
aatcattccc
ctatcaccac
ctgatggtga
ttettgcaca
tctggactga
acaaaccaga
ccgaagaggt
aagaggatgt
<210> 23

<211> 572
<212> ADN

agaagatcaa
cgtecttgatt
ggagagagct
tcaaatcgaa
aaagttgcct
tgccattgeca
gttaccagat
agattggaga
catgaaactt
atacgaattg
aagaccaaag
tcaggacaag
taaggtctac
cgctcacatc

cagaatgcca

<213> Candida boidinii

<400> 23
ggatccctte

gcattgtatt
aaattctcac
taggctacat
tataatattg
gtctaaatct
ttcgettgtt
gttgtttaaa
ttgctctcaa
aatcatattt
<210> 24

<211> 1652
<212> ADN

aacagcggag
atagtgcata
tctcacgcecag
attttggatt
gagtattatt
ttccatcagt
tcaactcgcet
cggtatataa
ttctgttttg

atctattttt

<213> Candida boidinii

aaaacaacta
cacactatct
ggacataagg
caaatcaatt
caaggtgaaa
gctgatagat
actgttcact
gatactgaat
ggattcgttt
gccaagatgg
ttcaccgaaa
atcttecctge
caagtccaag
ttgcaggaag

tttgectg

tctcaagcag
catagttaat
tgcaaaactt
cccttaagta
atgttgctat
ttctatacta
tgccttctcet
atatgtaacg
acatcttaag

tattccacaa
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attattgaaa
gtcatggtge
ttaccgetcet
cattcgacga
aggtgatcat
atgtcgataa
ctccatctta
actttacttt
tgttgagaga
ttatgagaaa
agggttacgg
cagacttcca
gtggtgatca

ttgcecgacge

tggctattat
aattactcte
tgcctaattg
tgtaatcaaa
actgttctac
tctttegttt
cttgeettcet
ttgtcgetta
gttagtcaat

aa

gaattccgaa
ttggatctgg
tgatatggcet
gtactcagag
cgttggtgaa
gatcgctget
cactgtcgag
cactaacatc
aaaccttttce
gggttctttg
ttctatcaag
aagatggcaa
caagttacaa

ttacgcttaa

cagtgtattt
tgttatcatt
agtaagtgga
gatcattcat
ctgtttattc
gcaatgaaat
ttttttettt
gttttgagaa

tgattgaatc

20

acgatggtta
cacaagttga
gcatctggta
ccactgctga
tcectgtgetg
ggtgtcttce
aagttgttag
actggagaga
accaagtgta
tttcagaatg
aaggtctaca
atcgcaaact
ttgaccaaga

gcggecgete

aattactgat
gaaaattttg
acgcaatatt
actgccatct
tattgtatgce
attactccaa
tcattttatc
atcacttttg

aactacacta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

868

60

120

180

240

300

360

420

480

540

572
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<400> 24
ggagtatacg

tgaatatgat
cacaacaaat
aaccccacta
aaactttatt
tacaatgcag
gcttggettg
ctggectgget
ctgctgtgge
gcagccgtgt
ccggccaggce
gcataaacat
gcectgtttet
gaattaaata
aataaattca
tcatcatcat
gaatttcatt
ttatttattt
cttactgttg
aaatttaacc
ttctattttce
taaaatgtgg
cattcattca
ttcectttatt
ttatcatagt
atattatttt
gaatatacaa
caaaaaaaaa
<210> 25

<211> 1157
<212> ADN

taaatatata
aagattgaaa
aataataaaa
atttatttta
cacttaattt
ctccgaaact
gctggetgga
atttggcggg
caccccgceat
gccttattte
aggcaggcag
ccccagcagt
gtttctgttt
ataattatat
tattataata
catcatcatc
atttattttt
tcatattctt
ttttatatta
tagtatacta
atatatgtat
agatggaaat
ttaatcaatc
ttaataatat
tatcatataa
ttaaaatatt
attttaacga

aaaacaaaat

<213> Pichia methanolica

attatatata
taataacaaa
tataaattat
ttaaaagata
tatttaactt
ttatttggcet
attgtctcect
ctggctattt
ctctggatge
ccaatctcce
gcaggcaggc
ttcceccagea
tatattatac
catataccca
ttaatttata
acgagttttc
tattgactgg
agatttaaac
tgataagaat
ttttaaagtt
atacgtaaat
agagatgggg
aatataactt
cgttaattct
caattatata
gattattttt
cttacttttt

tatttttcaa
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atcatatata
cagcgataaa
aaattataaa
gattggtatc
atttaattta
gtgatttggce
gcaggaattg
ggcgggctgg
acgccgtgea
aatctctcaa
aggcagtgaa
gtttccccag
aattttttat
tatcacattt
ttcgettaat
ggttatcaat
aaattttcaa
tttttagatg
taattttcat
atcactatct
taagtatcat
atgaagatga
ataaaaaaat
tttaaattct
acatagatac
aaaataatat
ttaacgaatt

ta

tgaatacaat
tatatctcaa
ttataaaaga
tttacttaat
tttttacccce
tgtgatttgg
ctcggggtcce
ctggctggcet
gctggacgtg
tctgeccagtce
gccttccecac
cttttcaatt
cctaataatt
tactatattt
taaaatgctc
actcttttca
tcaattttat
accgctattt
atttatgatg
tttagtgctg
cacgctgcett
agatgatgag
ttatatttaa
attttatttt
acaattatta
cttaattaat

ttaacgaact

21

gcaatgaaag
aatggagtta
ataaaaaata
aacaattctg
agtttttcag
ctgtgatttg
ggttctceceg
gctctgecat
cgtctaccct
agccaaaaca
gccccactece
taataaaata
actctttcgg
actatctata
ttttccatca
ttaatttcta
ttatttttat
tacttactta
atgatgatgt
gcatttttta
actgtacgtt
aattataaac
atgaattaat
aattctttct
tttcattatc
taatttttac

tttaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1652
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<400> 25
cgagatggta

agaattaaaa
aatagcctgt
tcgaacaage
ggttgactct
tctcacatge
ttgtcctget
gcgggcetgee
tgctatctgt
cgtactcecga
atcaaataag
gccaacggat
cagattctca
gcttttgecet
gtcaaatcaa
tctataaatc
ttcaaatttc
actataactt
atttattaac
actattaatt
<210> 26

<211> 1662
<212> ADN

catacttaaa
gacgattgtt
tttgaaaaat
catgaaatag
cctcatacaa
accccagatt
cttttettte
tgccatctcet
gaccagattg
caatgatcct
cataaatagt
agtctatctg
aagctaatat
cccatcctcet
atcaaacaaa
gatataaata
aaatattttc
ttaactggcet
gaaatcttta

tctcaaa

<213> Pichia methanolica

agctgccata
gtaacaaaac
acaccttcett
cacatttctg
acacccaaaa
aatttcccca
tcacaccgeg
aatcgctget
ggacaccccce
tcecetgtceat
aaaatcgcat
cttaattcca
ctgecececttg
tgctttgttt
accaaacctt
taaccttatc
tacttgcettt
ttagaagttt

cgaattaact
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ttgaggaact
gttgtgccta
aagtactgac
ccagtcactt
gggaaacttt
gacgatgcgg
tgggtgtgtg
cctececcect
ctcececteeg
cttctggcaa
acaaacgtca
tccactttgg
tctattgtce
cggttatttt
ctattccatc
cctcecttgt
attactcagt
tatttaacat

caatcaaaac

tcaaagtttt
cataaactca
aaagttttgt
ttaacacttt
cagtgtgggg
agacaagaca
cgcaggcagg
ggcttcaaat
aatgatccat
tcagctccett
tgaaaagttt
gaaccgttct
tttctecegtg
tttttetttt
agatcaacct
tttttaccaa
attaacattt
cagtttcaat

ttttacgaaa

22

atctgttttt
aattaatgga
taaatgacta
cctgettget
acacttgaca
aaacaaccct
caggcaggca
aacagcctgce
caccttttgt
caataattaa
tatctctatg
ctctttacce
tacaagcgga
gaaactcttg
tgttcaacat
ttaatcaatc
gtttaaacca
ttacatcttt

aaaaaatctt
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ggatccacta

aaactgagat
tagggttaat
agcccgttte
ttctaatcetg
ttaagcggaa
aggagattta
gtctttgatg
tttectgtaag
actaatgggg
aatcattggt
ttgcgaactt
actactattg
taatgctcett
tctttatcet
cataggctaa
cactataatc
atactgaatc
agttacaatt
gtttaatcca
aatctgacga
acaaactttg
cttaaaaaca
caccccctat
ataaaccctt
gttgcecccac
ctcttttect

aggattgaaa

cagtttacca
ttggttatgt
taacgtttag
taattccaat
ataaagataa
aaacttggaa
agcaaacaat
ttcgaagggg
caatgaaact
gtgagccggt
gcacctggtt
gcececttgtgg
atattattaa
aactaacagc
tcgtatcettt
cttctetgtt
atacaatgac
agaaagccat
ttgtcaatgt
actcacttta
aaacaaccaa
ctaaaacaag
caagagaaca
tcaagcacga
ttggacttca
ttecectetcte
aacaattaaa

ttatatttat

attgattacg
cattatgtat
cctacgaaag
ctttgcaatt
gccategtag
aagtcgtatg
gttgagggga
gaggggtcaa
tgttgctatt
agttcaggct
aataattatc
aatttggttg
tgttacttac
aatccatcac
ttcatgttge
tccgaccatce
tctacatgece
agtaactaca
ttgtttgata
ccaccccaaa
tcaacaattg
aaaaagtggg
cttggaagta
cggtgattga
atcagacctc
ctgtactgece
caagaagctt

ctatctaaaa
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ccaatgtgtt
tttcggcaat
cggctagett
tcgttccatce
agtaagtaaa
atgttgaagg
acaggacgat
aagcactgag
ggaaatacta
atcttataga
agtcaactct
ttaatcaaac
tcatctggece
cgtcaacctt
accgceccectgt
tctgcaataa
attttcactt
taacttcaaa
acccaaggtg
actttcctac
aatccactgg
ggccteegtt
ccccagattt
ttcattcaat
tgtcctecat
ccaatgagtg
tattataaca

ctaaaattca

tatttcacca
ggctgtaatt
ttatttctge
ttttaaaatt
acaaaataat
agcaaagaat
taacccctta
cagtgctaat
ttaagtaata
cagactattc
tttacggtgce
tgttctgtat
atttaacagg
aacccccectg
tccttatacg
caaagaattc
tacttacttg
acacaccctt
gaacgtttcce
cgttagacaa
gaggtatctc
gcggagaaga
ttagcttcct
tttgctgcte
agcaatataa
acttattcaa
ttaatatact

aa
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agtaattaca
taaactggat
ttttgttttg
aagtgctctt
gtactgtata
gactaatatt
tagaggaagc
tagtaaccaa
caaggtacag
cggattgtcet
tgataggtct
ttcatgtcat
tttgaagctt
gtgcttgetg
gttgttccce
tatacgctta
ccatcggaag
tttacagatt
agttagacct
atactggcta
taatccactg
cgtgcgcagg
actattctga
caatgatagg
ataccttcta
gttactttct

attttataac
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840
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960
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REIVINDICACIONES

1. Célula de Pichia pastoris que comprende un promotor ortélogo, inducible por desrepresion, de una célula de
levadura metilétrofa o una variante inducible por desrepresion de la misma, caracterizada por que el promotor
ortélogo es un promotor ortdlogo formiato deshidrogenasa (FMD) de una célula de levadura metilétrofa y la variante
es al menos 90% ident con el promotor, en donde el promotor ortélogo presenta una secuencia de acidos nucleicos
SEQ ID N° 1 y esta unido operativamente a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido heterdlogo u
homologo.

2. Célula de Pichia pastoris segun la reivindicacion 1, caracterizada por que el promotor ortélogo es inducible con
metanol.

3. Célula de Pichia pastoris segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizada por que el polipéptido heterélogo u homdélogo
comprende un péptido sefial, en particular un péptido sefial de la secrecion.

4. Célula de Pichia pastoris segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que el promotor ortélogo
procede de una célula de levadura metilotrofa, que se elige del grupo consistente en los géneros Hansenula,
Candida, Komagataella y Pichia.

5. Célula de Pichia pastoris segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que la célula de levadura
metilotrofa se elige del grupo consistente en Hansenula polymorpha, Candida boidinii, Pichia methanolica,
Komagataella pastoris, Komagataella phaffii, Komagataella populi, Komagataella pseudopastoris, Komagataella ulmi
y Komagataella sp. 11-1192.

6. Célula de Pichia pastoris segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que el promotor ortélogo v,
eventualmente, la molécula de acido nucleico unida operativamente al mismo que codifica el polipéptido heterélogo
u homdlogo esta presente en el genoma y en forma de construccién de acido nucleico extracromosomica.

7. Procedimiento para la preparacion de un polipéptido heterélogo, que comprende la etapa del cultivo de una célula
de Pichia pastoris segun una de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Procedimiento segun la reivindicaciéon 7, caracterizada por que durante el cultivo se induce la expresion del
polipéptido heterdlogo bajo condiciones desrepresoras o se aumenta su tasa de expresion.

9. Procedimiento segun la reivindicaciéon 7, caracterizada por que durante el cultivo se afiade, bajo condiciones
desrepresoras, metanol o un inductor alternativo.
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