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DESCRIPCION

Gen escualeno sintasa (SQS).

La presente invencién describe un gen de utilidad en un procedimiento para aumentar la produccién microbiana de
carotenoides.

El carotenoide astaxantina estd distribuido en una amplia variedad de organismos tales como los animales, algas y
microorganismos. Tiene una fuerte propiedad de antioxidacidn contra especies reactivas con el oxigeno. La astaxantina
se emplea como agente colorante, especialmente en la industria del pescado de granja, tal como el salmén, debido a
que la astaxantina comunica a los animales un color rojo naranja caracteristico y contribuye a atraer al consumidor al
puesto del mercado.

Uno de los pasos de la ruta caratogénica de p. ej. la Phaffia rhodozyma, a partir de un metabolito general, el
acetilCoA es la isomerizacion del pirofosfato de isopentilo (IPP) a pirofosfato de dimetilarilo (DMAPP) por la accién
de la IPPisomerasa. A continuacién, el IPP y el DMAPP se convierten en una unidad de 10 dtomos de carbono, el
pirofosfato de geranilo (GPP) mediante la condensacién de la cabeza a la cola.

En una similar reaccién de condensacion entre el GPP y el IPP, el GPP se convierte en una unidad de 15 dtomos
de carbono, el pirofosfato de farnesilo (FPP) el cual es un importante substrato de colesterol en animales y ergosterol
en las levaduras, y de la farnesilacion de la proteina de regulacién tal como la proteina RAS. En general, la biosintesis
del GPP y FPP a partir del IPP y el DMAPP estd catalizada por una enzima llamada FPP sintasa. Por otro lado, en
los procariotas tales como las eubacterias, el pirofosfato de isopentilo se ha sintetizado por una ruta diferente via 1-
desoxixilulosa-5-fosfato a partir del piruvato el cual estd ausente en las levaduras y animales. La mayoria de los genes
implicados en la ruta del mevalonato y el gen de la FPP sintasa fueron clonados a partir del P. rhodozyma (EP 955.363).

La patente WO 96/09393 describe una secuencia de ADN aislada como en ADNc a partir de especies de Nicotania,
p. €j. Nicotania benthamiana, la cual tiene una secuencia de nucledtiodos representada por SEQ ID NO:1, la cual
codifica una escualeno sintetasa nativa capaz de conducir la condensacién reductora de dos moléculas de difosfato de
famesilo para formar escualeno, constituyendo el primer paso efectuado en la biosintesis del esterol en eucariotas.

Shimada et al., Applied and Environmental Microbiology (“Microbiologia aplicada y medioambiental”), Julio
1998, paginas 2676 - 2680, describe una mayor produccién de carotenoides mediante la levadura de alimentos Candida
utilis a través de la ingenieria metabdlica de la ruta isoprenoide.

La presente invencion se refiere al asunto del objetivo de las reivindicaciones 1-6.

La presente invencién describe en la presente un nuevo fragmento de ADN que comprende un gen que codifica la
enzima escualeno sintasa.

Mas particularmente, la presente invencion describe en la presente unas regiones reguladoras que contienen ADN,
tales como un promotor y un terminador, asi como también el marco abierto de lectura del gen del escualeno sintasa.

La presente invencion describe en la presente un fragmento de ADN que codifica el escualeno sintasa en Phaffia
rhodozyma. Dicho ADN significa un ADNc el cual contiene solamente el marco abierto de lectura flanqueado entre
fragmentos cortos en su regiéon 5° y 3’ sin traducir, y un ADN gendémico que contiene también sus secuencias regula-
doras tales como su promotor y terminador los cuales son necesarios para la expresion del gen de la escualeno sintasa
en el P. rhodozyma.

En consecuencia, la presente invencion describe en la presente, un polinucle6tido que comprende una molécula de
acido nucleico seleccionada del grupo formado por:

(a) moléculas de dcido nucleico que codifican por lo menos la forma madura del polipéptido representado en
SEQ ID NO:3;

(b) moléculas de 4cido nucleico que comprenden la secuencia codificante representada en SEQ ID NO:2;

(c) moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia de nucledtidos estd degenerada como resultado del cédigo
genético de una secuencia de nucleétidos de (a) 6 (b);

(d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido derivado del polipéptido codificado por un po-
linucledtido de (a) a (c) por via de substitucion, supresion y/o adicién de uno o varios aminodcidos de la
secuencia de aminodcidos del polipéptido codificado por un polinucleétido de (a) a (c);

(e) moléculas de dcido nucleico que codifican un polipéptido derivado del polipéptido cuya secuencia tiene
una identidad del 51,3% 6 mads respecto a la secuencia de aminodacidos del polipéptido codificado por una
molécula de acido nucleico de (a) 6 (b);
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(f) moléculas de acido nucleico que comprenden un fragmento o una porcién que lleva un epitopo de un
polipéptido codificado por una molécula de 4cido nucleico de uno cualquiera de (a) a (e) y que tiene una
actividad escualeno sintasa.

(g) moléculas de 4cido nucleico que comprenden un polinucleétido que tiene una secuencia de una molécula
de 4cido nucleico amplificada a partir de una libreria de acido nucleico de Phaffia o Xanthophylomyces,
empleando los cebadores representados en SEQ ID NO:4, 5 y 6;

(h) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que tiene una actividad escualeno sintasa, en
donde dicho polipéptido es un fragmento de un polipéptido codificado por uno cualquiera de (a) a (g);

(i) moléculas de acido nucleido que comprenden por lo menos 15 nucleétidos de un polinucleétido de uno
cualquiera de (a) a (d);

(j) moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que tiene una actividad escualeno sintasa, en
donde dicho polipéptido es reconocido por los anticuerpos que han sido generados contra un polipéptido
codificado por una molécula de dcido nucleico de uno cualquiera de (a) a (h);

(k) moléculas de dcido nucleico que pueden obtenerse por screeningo de una biblioteca apropiada en condicio-
nes restrictivas con una sonda que tiene la secuencia de la molécula de dcido nucleico de uno cualquiera de
(a) a (j), y codificando un polipéptido que tiene una actividad escualeno sintasa; y

(i) moléculas de 4cido nucleico cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con una molé-
cula de 4cido nucleico de cualquiera de (a) a (k), que codifica un polipéptido que tiene la actividad escualeno
sintasa.

Los términos “gen(es)”, “polinucleétido”, “secuencia de dcido nucleido”, “secuencia de nucledtidos”, “secuencia
de ADN” 6 “molécula(s) de dcido nucleico” como se emplean en la presente se refieren a una forma polimérica
de nucleétidos de cualquier longitud, bien sean ribonucleétidos o bien sean desoxirribonucleétidos. Este término se
refiere solamente a la estructura primaria de la molécula.

Asi, este término incluye el ADN de cadena doble, de cadena simple y el ARN. Incluye también los tipos conocidos
de modificacién, por ejemplo, metilacion, substitucién de los “casquetes” de uno o mas de los nucleétidos que estdn
alli de forma natural, con un andlogo. De preferencia, la secuencia de ADN de la invencién comprende una secuencia
codificadora que codifica el polipéptido definido mds arriba.

Una “secuencia codificadora” es una secuencia de nucledtidos que se transcribe en ARNm y/o se traduce en un
polipéptido cuando se coloca bajo el control de una secuencia de regulacién apropiada. Los enlaces de la secuencia
de codificacién se determinan mediante un codon de inicio de la traduccién en el terminal 5’ y un codon de paro
de la traduccidn en el terminal 3°. Una secuencia codificadora puede incluir pero no estd limitada al ARNm, ADNc,
secuencias recombinantes de nucleétidos 6 ADN gendémico, mientras los intrones pueden estar presentes también bajo
ciertas circunstancias. La SEQ ID:1 representa el ADN gendémico en el cual la secuencia del intrén es insertada en la
secuencia codificadora para el gen de la escualeno sintasa de Phaffia rhodozyma.

En general, el gen consta de varias partes que tienen diferentes funciones entre si. En los eucariotas, los genes que
codifican la proteina correspondiente se transcriben en ARN mensajero prematuro (pre-ARNm) que difiere de los ge-
nes del ARN ribosémico (ARNr), ARN de ntcleo pequefio (ARNsn) y ARN de transferencia (ARNt). Aunque la ARN
polimerasa II (Polll) juega un papel central en esta transcripcion, la PolIl no puede iniciar ella sola la transcripcién
sin el elemento cis que cubre una regién de mds arriba que contiene un promotor y una secuencia de activacién de mas
arriba (UAS), y un factor de proteina que actda en “trans”. En primer lugar, un complejo de iniciacién de la transcrip-
cién que consta de varios componentes basicos de proteina reconoce la secuencia promotora en la regiéon adyacente
5’ del gen que se quiere expresar. En este caso, se requieren algunos participantes adicionales en el caso del gen que
se expresa en alguna regulacion especifica, tal como una respuesta al shock por calor, o adaptacion a la estarvacion de
la nutricion, etc. En este caso, es necesario que exista una UAS en la regién 5° de mads arriba, sin traducir, alrededor
de la secuencia promotora, y algunas proteinas de regulacion positiva o negativa que reconozcan y se unan a la UAS.
La fuerza de unién del complejo de iniciacién de la transcripcion a la secuencia del promotor estd afectada por dicha
unioén al factor que actiia de forma “trans” alrededor del promotor, y esto permite la regulacién de la actividad de la
transcripcion.

Después de la activacion de un complejo de iniciacion de la transcripciéon mediante la fosforilacion, dicho complejo
de iniciacién de la transcripcién inicia la transcripcion desde el sitio de inicio de la transcripcién. Algunas partes del
complejo de iniciacién de la transcripcion se separan como un complejo de prolongacién de la regién promotora a la
direccién 3’ del gen (este paso es llamado como un caso de aclaramiento del promotor) y el complejo de prolongacién
continda la transcripcion hasta que alcanza una secuencia de terminacion que esté localizada en la region 3’ adyacente
de mads arriba del gen. El pre-ARNm asi generado se modifica en el nicleo mediante la adicién de una estructura
de casquete en el sitio de terminacién, que casi corresponde al sitio de iniciacion de la transcripciéon y mediante la
adicién de tramos de poliA en la sefial de poliA, que se localiza en la regién mas arriba adyacente a 3’. A continua-
cion unas estructuras de intrén se eliminan de la region codificadora y se combinan partes de exén para obtener un
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marco abierto de lectura cuya secuencia corresponde a la secuencia primaria de aminodcidos de una correspondiente
proteina. Esta modificacién en la cual se genera un ARNm maduro es necesaria para la expresion estable del gen. Los
términos del ADNc corresponden en general a la secuencia de ADN la cual es transcrita inversamente a partir de esta
secuencia madura de ARNm. Puede ser sintetizada por la transcriptasa inversa derivada de especies viricas emplean-
do experimentalmente un ARNm maduro como molde.

Para expresar un gen el cual se deriva de un eucariota, se emplea a menudo un procedimiento en el cual el ADNc
se clona en un vector de expresion para E. coli. Esto resulta del hecho de que una especificidad de la estructura del
intrén varia entre los organismos, y de la incapacidad para reconocer la secuencia del intrén de otras secuencias. De
hecho, un procariota no tiene ninguna estructura de intrén en su propio fondo genético. Incluso en la levadura, el fondo
genético es diferente entre los Ascomycetes a los cuales el Saccharomyces cerevisiae pertenece, y los Basidiomycetes
a los cuales pertenece el P. rhodozyma, p. €j. la estructura del intrén del gen “actin” a partir del P. rhodozyma no
puede ser reconocido o empalmado por la levadura ascomiceto, Saccharomyces cerevisiae. Las estructuras del intrén
de algunas clases de genes parecen estar implicadas en la regulacién de la expresion de su respectivo gen. Podria ser
importante emplear un fragmento genémico que tiene sus intrones en un caso de autoclonacién del gen de interés,
cuya estructura del intrén implica dicha regulacién de su propia expresién del gen.

Para aplicar un método de ingenieria genética para un estudio de mejora de una cepa es necesario estudiar su
mecanismo genético en el caso de una transcripcion y traduccion. Es importante determinar una secuencia genética tal
como su UAS, promotor, estructura del intrén y terminador para estudiar el mecanismo genético.

De acuerdo con esta invencion, se determind el gen que codifica la escualeno sintasa (SQS), el gen del P. rhodozyma
incluyendo sus regiones 5’ y 3’ adyacentes asi como también la estructura de su intrén.

La invencién describe ademads en la presente, los polinucleétidos que difieren de una de las secuencias de nucleé-
tidos representadas en SEQ ID NO:2 (y fragmentos de la misma) debido a la degeneracidn del cédigo genético y
asi codifica unas escualeno sintasas como la codificada por las secuencias de nucleétidos representadas en SEQ ID
NO:2. Ademés, el polinucleétido de la invencion tiene una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina que
tiene una secuencia de aminodcidos representada en SEQ ID NO:3. Todavia en otra versidn, el polinucleétido de la
invencién codifica una longitud completa de proteina de Phaffia rhodozyma, la cual es substancialmente homdloga a
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

Ademds, se apreciard por los expertos en la técnica que el polimorfismo de la secuencia de ADN, que conduce a
cambios de las secuencias de aminodcidos puede existir dentro de una poblacién (p. €j. la poblacion de P. rhodozyma).
Este polimorfismo genético en el gen de la escualeno sintasa puede existir entre individuos dentro de una poblacién
debido a la variacién natural.

Como se emplean en la presente, los términos “gen” y “gen recombinante” se refieren a moléculas de acido nucleico
que comprenden un marco abierto de lectura que codifica una escualeno sintasa, de preferencia, una escualeno sintasa
de la P. rhodozyma.

Estas variaciones naturales pueden dar tipicamente como resultado un 1 - 5% de varianza en la secuencia de
nucledtidos del gen de la escualeno sintasa. Cualquiera y todas dichas variaciones de nucleétidos y el polimorfismo
resultante de los aminoécidos en la escualeno sintasa, que son el resultado de la variacién natural y que no alteran la
actividad funcional de la escualeno sintasa, se propone que estén dentro del &mbito de la invencion.

Los polinucleétidos correspondientes a las variantes naturales y los homélogos a la P. rhodozyma del ADNc de la
escualeno sintasa como se describen en la presente pueden ser aislados en base a su homologia a los polinucleétidos
de la escualeno sintasa de la P. rhodozyma descritos en la presente empleando el polinucleétido de la invencidn, o una
porcién del mismo, como una sonda de hibridacién de acuerdo con las técnicas estdndar de hibridacién en condiciones
restrictivas de hibridacién. De acuerdo con ello, en otra version, un polinucle6tido como se ha descrito en la presente,
tiene por lo menos 15 nucledtidos de longitud.

De preferencia, hibrida en condiciones restrictivas con la molécula de dcido nucleico que comprende una secuencia
de nucledtidos del polinucleétido de la presente invencidn, p. ej. SEQ ID NO:2. En otras versiones, el d4cido nucleico
tiene por lo menos 20, 30, 50, 100, 250 6 mas nucledtidos de longitud. La expresion “hibrida en condiciones res-
trictivas” se ha definido mads arriba y se pretende que describe condiciones para la hibridacién y lavado en las cuales
las secuencias de nucledtidos por lo menos en un 60% permanecen tipicamente idénticas entre si, hibridadas entre
si. De preferencia, las condiciones son tales, que las secuencias por lo menos alrededor del 65% 6 el 70%, con mas
preferencia por lo menos alrededor del 75% 6 80%;, e incluso con mayor preferencia por lo menos alrededor del 85%,
90% 6 95% 6 mas idénticas entre si permanecen tipicamente hibridadas entre si. De preferencia, el polinucleétido de
la invencién que hibrida en condiciones restrictivas con una secuencia de SEQ ID NO:2, corresponde a una molécula
de 4cido nucleico que se encuentra en la naturaleza.

En la presente invencidn, la secuencia de polinucleétidos incluye la SEQ ID NO:2 y fragmentos de la misma que
tienen secuencias de polinucledtidos que hibridan con la SEQ ID NO:2 en condiciones restrictivas que son suficientes
para identificar la unién especifica con la SEQ ID NO:2. Por ejemplo, puede emplearse cualquier combinacion de las
siguientes condiciones de hibridacién y lavado, para lograr la unién especifica requerida:
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Hibridacién altamente restrictiva: 6X SSC; 0,5% de SDS, 100 ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de
salmén, 50% de formamida, incubados durante la noche con ligero balanceo a 42°C.

Lavado altamente restrictivo: 1 lavado en 2X SSC, 0,5% de SDS a temperatura ambiente durante 15 minutos,
seguido de otro lavado en 0,1X SSC, 0,5% de SDS a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Hibridacién de baja restrictividad: 6X SSC, 0,5% de SDS, 100 ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de
salmén, 50% de formamida, incubado durante la noche con un ligero balanceo a 37°C.

Lavado de baja restrictividad: 1 lavado en 0,1X SSC, 0,5% de SDS a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Pueden obtenerse una condiciones restrictivas moderadas variando la temperatura a la cual la reaccién de hibrida-
cién tiene lugar y/o las condiciones de lavado como se ha mencionado mds arriba. En la presente invencion, se prefiere
emplear una hibridacién y condiciones de lavado altamente restrictivas para definir la actividad antisentido contra el
gen de la escualeno sintasa de la P. rhodozyma.

El término “homologia” significa que las moléculas de 4cido nucleico respectivas o las proteinas codificadas son
funcionalmente y/o estructuralmente equivalentes. Las moléculas de dcido nucleico que son homdlogas a las moléculas
de 4cido nucleico descritas mds arriba y que se derivan de dichas moléculas de dcidos nucleicos son, por ejemplo,
variaciones de dichas moléculas de acidos nucleicos que representan modificaciones que tienen la misma funcién
bioldgica, en particular proteinas de codificacion con la misma o substancialmente la misma funcién biolégica. Pueden
ser variaciones que tienen lugar de forma natural, tales como secuencias de otras variedades de plantas o especies, o
mutaciones.

Estas mutaciones pueden ocurrir de forma natural o pueden obtenerse mediante técnicas de mutagénesis. Las varia-
ciones alélicas pueden ser variantes alélicas que tienen lugar de forma natural asi como también variantes producidas
sintéticamente o bien mediante ingenieria genética. Estructuralmente equivalentes, pueden por ejemplo identificarse
mediante ensayo de la unién de dicho polipéptido a anticuerpos. Estructuralmente equivalente tienen la caracteristica
inmunoldgica similar, p. ej. comprenden epitopos similares.

Como se emplea en la presente, una molécula de dcido nucleico que “se encuentra naturalmente” se refiere a un
ARN 6 ADN que tiene una secuencia de nucleétidos que se encuentra en la naturaleza (p. ej. codifica una proteina
natural). De preferencia, el polinucleétido codifica una escualeno sintasa de la P. rhodozyma natural.

Ademads de las variantes de la secuencia de escualeno sintasa que se encuentran en la naturaleza, que pueden existir
en la poblacién, los expertos especialistas apreciardn que los cambios pueden introducirse mediante la mutacién en
una secuencia de nucleétidos del polinucledtido que codifica la escualeno sintasa, conduciendo con ello a cambios
en la secuencia de aminodcidos de la escualeno sintasa codificada, sin alteracién de la capacidad funcional de la
escualeno sintasa. Por ejemplo, las substituciones de nucleétidos que conducen a substituciones de aminoacidos en
radicales aminodcidos “no esenciales” pueden hacerse en una secuencia del polinucleétido que codifica la escualeno
sintasa, p. ej. SEQ ID NO:2. Un radical aminodcido “no esencial” es un radical que puede ser alterado a partir de
una secuencia tipo “salvaje” de una escualeno sintasa sin alterar la actividad de dicha escualeno sintasa, mientras que
para la actividad de la escualeno sintasa se requiere un radical aminodcido “esencial”’. Otros radicales aminoacidos
sin embargo, (p. ej. aquellos que no estdn conservados o estdn solamente semiconservados en el dominio que tiene la
actividad escualeno sintasa) pueden no ser esenciales para la actividad y asi estdn probablemente para ser aptos para
la alteracion sin alterar la actividad de la escualeno sintasa.

En consecuencia, la invencién describe en la presente polinucledtidos que codifican la escualeno sintasa que con-
tienen cambios en los radicales aminodcidos que no son esenciales para la actividad de la escualeno sintasa. Dicha
escualeno sintasa difiere en la secuencia de aminodcidos de una secuencia contenida en la SEQ ID NO:3 que todavia
retiene la actividad escualeno sintasa descrita en la presente. El polinucleétido puede comprender una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido, en donde el polipéptido comprende una secuencia de aminodcidos por lo me-
nos alrededor del 60% idéntica a una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:3 y es capaz de participar en la sintesis
del escualeno. De preferencia, la proteina codificada por la molécula de 4cido nucleico es por lo menos alrededor del
60 - 65% idéntica a la secuencia en SEQ ID NO:3, con mas preferencia por lo menos alrededor del 60 - 70% idéntica
a una de las secuencias en SEQ ID NO:3, incluso con més preferencia por lo menos alrededor del 70 - 80%, 80 - 90%,
90 - 95% homologo a la secuencia en SEQ ID NO:3 y con la mayor preferencia, por lo menos alrededor del 96%,
97%, 98%, 6 99% idéntica a la secuencia SEQ ID NO:3.

Para determinar el tanto por ciento de homologia de dos secuencias de aminodcidos (p. €j. una de las secuencias
de SEQ ID NO:3 y una forma mutante de la misma) 6 de dos 4dcidos nucleicos, las secuencias se alinean con el fin
de lograr una comparacién Optima (p. €j. pueden introducirse huecos en la secuencia de una proteina o de un dcido
nucleido para que el alineamiento sea 6ptimo con la otra proteina o dcido nucleico). A continuacién se comparan los
radicales de los aminodcidos o de los nucleétidos con las correspondientes posiciones de los aminodcidos o posiciones
de los nucle6tidos. Cuando una posicién en una secuencia (p. ej. una de las secuencias de SEQ ID NO:2 6 3) estd
ocupada por el mismo radical amino4cido o nucleétido que la correspondiente posicidn en la otra secuencia (p. €j. una
forma mutante de la secuencia seleccionada), entonces las moléculas son homdlogas en esta posicién (es decir, como
se emplea aqui, la “homologia” de aminoécidos o 4cidos nucleicos es equivalente a la “identidad” de aminoacidos o
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dcidos nucleicos). La homologia en tanto por ciento entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posicio-
nes idénticas compartidas por las secuencias (es decir,% de homologia = nimeros de posiciones idénticas/nimeros
totales de posiciones x 100). La homologia puede determinarse mediante ciertos programas de ordenador como p.
ej. el Blast 2.0 (Altschul SF, Nuc. Acid. Res. 25, 3389 - 3402, 1997). En esta invencién, se emplea el programa
GENETYX-SV/RC (Software Development Co., Ltd. Tokio, Japén), empleando su algoritmo por defecto como di-
cho programa de andlisis de la homologia. Este programa emplea el método de Lipman-Pearson para su algoritmo
analitico.

Puede crearse una molécula de 4cido nucleico que codifique un homdélogo de la escualeno sintasa a una secuen-
cia de proteina de SEQ ID NO:3, mediante la introduccién de una o mas substituciones, adiciones o deleciones de
nucledtido en una secuencia de nucledtidos del polinucleétido de la presente invencion, en particular de la SEQ ID
NO:2, de forma que se introducen una o mds substituciones, adiciones o deleciones de los aminoécidos en la proteina
codificada. Pueden introducirse mutaciones en las secuencias de p. ej. SEQ ID NO:2 mediante técnicas estdndar, tales
como la mutagénesis dirigida al sitio y la mutagénesis mediada por PCR. De preferencia, se hacen substituciones con-
servadoras de aminodcidos en uno o més radicales de aminodcidos no esenciales predeterminados. Una “substitucién
conservadora de aminoécidos” es una en la cual el radical aminoécido es substituido con un radical aminoécido que
tiene una cadena lateral similar. Las familias de radicales aminodcidos que tienen cadenas laterales similares han sido
ya definidas en la técnica. Estas familias incluyen aminodcidos con cadenas laterales basicas (p. €j. lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales dcidas (p. ej. dcido aspdrtico, dcido glutdmico), cadenas laterales polares sin carga (p. €j.
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p. ej. alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (p. ej. treonina,
valina, isoleucina) y cadena laterales aromaticas (p. ej. tirosina, fenilalanian, tript6fano, histidina). Asi, un radical de
aminodcido no esencial predeterminado en una escualeno sintasa se substituye de preferencia con otro radical aminoa-
cido de la misma familia. Alternativamente, en otra version, pueden introducirse mutaciones al azar a lo largo de todo
o parte de una secuencia que codifica la escualeno sintasa tal como mediante mutagénesis de saturacion, y los mutantes
resultantes pueden ser sometidos a screening para detectar una actividad escualeno sintasa como se ha descrito en la
presente para la identificacién de mutantes que retienen la actividad escualeno sintasa. Después de la mutagénesis de
una de las secuencias de SEQ ID NO:2, la proteina codificada puede expresarse recombinantemente y la actividad de
la proteina puede determinarse empleando por ejemplo ensayos descritos en la presente.

En consecuencia, en una version preferida, el polinucleétido como se ha descrito en la presente es ADN 6 ARN.

Un polinucleétido como se describe en la presente, p. ej. una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia
de nucledtidos de SEQ ID NO:2 6 una porcién de la misma, puede aislarse empleando técnicas de biologia molecular
estandar, y la informacion de la secuencia proporcionada en la presente. Por ejemplo, puede aislarse el ADNc de la
escualeno sintasa a partir de una biblioteca empleando toda o una porcién de una de las secuencias del polinucleétido
como se ha descrito en la presente como una sonda de hibridacién y técnicas de hibridacion estandar. Ademads, polinu-
cleétidos que abarcan toda o una porcién de una de las secuencias del polinucle6tido como se describe en la presente
pueden ser aislados mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa empleando cebadores oligonucledtidos disefia-
dos en base a esta secuencia (p. ej. una molécula de acido nucleico que abarca todo o parte de una de las secuencias
del polinucleétido como se describe en la presente puede aislarse mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa
empleando cebadores oligonucleétidos, p. ej. de SEQ ID NO:4, 5 6 6, disefiados en base a esta misma secuencia de
polinucleétido como se describe en la presente, Por ejemplo, puede aislarse el ARNm de células. p. ej. de células
Phaffia (p. ej. mediante el procedimiento de extraccién con tiocianato de guanidinio de Chirgwin et al., y ADNc
pueden ser preparados empleando la transcriptasa inversa (p. €j. transcriptasa inversa Moloney MLV 6 transcriptasa
inversa AMV adquirible en Promega (Madison, USA). Cebadores oligonucleétidos sintéticos para la amplificacién
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, pueden disefiarse en base a una de las secuencias de nucleétidos re-
presentadas en la SEQ ID NO:2. Un polinucledtido como se describe en la presente, puede ser amplificado empleando
ADNCc ¢ alternativamente ADN gendmico como un molde y cebadores oligonucledtidos apropiados de acuerdo con
técnicas estandar de amplificacién mediante PCR. El polinucleétido asi amplificado puede ser clonado en un vector
apropiado y caracterizado mediante andlisis de la secuencia de ADN. Ademas, pueden prepararse los oligonucleétidos
correspondientes a la secuencia de nucledtidos de la escualeno sintasa mediante técnicas sintéticas estandar, p. ej.
empleando un sintetizador de ADN automaético.

Los términos “fragmento”, “fragmento de una secuencia” 6 “parte de una secuencia” significan una secuencia cor-
tada de la secuencia original en cuestion. La secuencia cortada (secuencia de un dcido nucleico o secuencia de una
proteina) puede variar ampliamente en longitud; siendo el tamafio minimo el de una secuencia de suficiente tamafio
para proporcionar una secuencia con por lo menos una funcién comparable y/o la actividad de la secuencia original
en cuestion, mientras que el tamafio maximo no es critico. En algunas aplicaciones, el tamafio maximo no es habi-
tualmente substancialmente mayor que el que se requiere para proporcionar la actividad deseada y/o la(s) funcion(es)
de la secuencia original.

Tipicamente, la secuencia de aminodcidos cortada oscila desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 60
aminodcidos de longitud. M4s tipicamente, sin embargo, la secuencia tiene un maximo de aproximadamente 50 ami-
nodcidos de longitud, de preferencia un maximo de aproximadamente 30 aminodcidos. Es habitualmente deseado
seleccionar secuencias de por lo menos aproximadamente 10, 12, 6 15 aminoacidos hasta un maximo de aproximada-
mente 20 6 25 amino4cidos.
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El término “epitopo” se refiere a sitios inmunorreactivos especificos sin un antigeno, también conocidos como de-
terminantes antigénicos. Estos epitopos pueden ser una serie lineal de mondémeros en una composicion polimérica - tal
como aminodcidos en una proteina - o constar de, o comprender una estructura secundaria o terciaria mas compleja.
Los expertos reconocerdn que todos los inmundgenos (es decir, substancias capaces de inducir una respuesta inmu-
nolégica) son antigenos; sin embargo, algunos antigenos, como p. €j. los haptenos, no son inmundgenos pero pueden
hacerse inmunogénicos por copulacién con una molécula soporte. El término “antigeno” Se refiere a una substancia
contra la cual puede generarse un anticuerpo y/o a la cual el anticuerpo es especificamente inmunoreactivo.

El término “uno o varios aminodcidos” se refiere por lo menos a un aminoacido pero no mas que el nimero de
aminodcidos que resultarian en una homologia inferior al 60% de identidad. De preferencia, la identidad es mas del
70% u 80%, con més preferencia el 85%, 90% 6 95%, e incluso con mayor preferencia el 96%, 97%, 98% o el 99%
de identidad.

El término “escualeno sintasa” o “actividad de escualeno sintasa” se refiere a la actividad enzimatica de un poli-
péptido como se describe mds adelante o el cual puede ser determinado en un método de ensayo de enzimas. Ademas,
los polipéptidos que son inactivos en un ensayo en la presente pero son reconocidos por un anticuerpo que se une
especificamente a la escualeno sintasa, es decir, que tiene uno o mds epitopos de la escualeno sintasa, estdn también
comprendidos bajo el término “escualeno sintasa”. En estos casos, la actividad se refiere a su actividad inmunoldgica.

Los términos “polinucleétido” y “molécula de dcido nucleico” se refieren también a polinucleétidos “aislados™ o
moléculas de 4cido nucleico. Una molécula “aislada” de 4cido nucleico es una que estd separada de otras moléculas de
acido nucleico que estan presentes en la fuente natural del dcido nucleico. De preferencia, un acido nucleico “aislado”
estd libre de secuencias que en la naturaleza flanquean el 4cido nucleico (es decir, secuencias localizadas en los
extremos 5’ y 3’ del dcido nucleico) en el ADN gendmico del organismo del cual se deriva el 4cido nucleico.

Por ejemplo, en varias versiones, el polinucleétido PNO puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb,
3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,3 kb 6 0,1 kb de secuencias de nucleétidos que flanquean de modo natural la molécula de acido
nucleico en el ADN genémico de la célula de la cual se deriva el dcido nucleico (p. €j. una célula Phaffia). Ademas,
los polinucleétidos, como se describen en la presente, en particular una molécula de acido nucleico “islado”, tal como
una molécula de ADNCc, puede estar substancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo cuando se
obtiene mediante técnicas recombinantes, o precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetizan
quimicamente.

De preferencia, el polipéptido como se describe en la presente comprende una de las secuencias de nucleétidos
mostradas en SEQ ID NO:2. La secuencia de SEQ ID NO:2 corresponde a los ADNc de la esqualeno sintasa de P.
rhodozyma de la invencion.

Ademas, el polinucleé6tido como se describe en la presente, comprende una molécula de dcido nucleico la cual es un
complemento de una de las secuencias de nucledtidos de los polinucle6tidos mds arriba mencionados, o una porcién
de los mismos. Una molécula de 4cido nucleico la cual es complementaria a una de las secuencia de nucleétidos
mostradas en la SEQ ID NO:2 es una molécula que es suficientemente complementaria a una de las secuencias de
nucledtidos representadas en la SEQ ID NO:2, de manera que puede hibridar a una de las secuencias de nucleétidos
mostradas en SEQ ID NO:2, formando con ello un diplex estable.

El polinucleétido como se describe en la presente, comprende una secuencia de nucleétidos que es por 1o menos
aproximadamente el 60%, de preferencia por lo menos aproximadamente el 65 - 70%, con mas preferencia por lo
menos aproximadamente el 70 - 80%, 80 - 90%, 6 90 - 95%, e incluso con mayor preferencia, por lo menos aproxi-
madamente el 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 mas, homdloga a una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ
ID NO:2, 6 una porcién de la misma. El polinucleétido como se describe en la presente, comprende una secuencia de
nucledtidos la cual hibrida, p. ej. en condiciones restrictivas como se ha definido en la presente, a una de las secuencias
de nucledtidos representada en la SEQ ID NO:2 6 una porcién de la misma.

Ademas, el polinucleétido como se define en la presente, puede comprender solamente una porcion de la regién
que codifica una de las secuencias en la SEQ ID NO:2, por ejemplo, un fragmento que puede emplearse como una
sonda o cebador o un fragmento que codifica una porcién biolégicamente activa de una escualeno sintasa. Las secuen-
cias de nucledtidos determinadas a partir de la clonacién del gen de la escualeno sintasa de la P. rhodozyma permite
la generacion de sondas y cebadores disefiados para emplear en la identificacién y/o clonacién de homélogos de la
escualeno sintasa en otros tipos de células y organismos. La sonda/cebador comprende tipicamente un oligonucleétido
substancialmente purificado. El oligonucledtido comprende tipicamente una regién de una secuencia de nucleétidos
que hibrida en condiciones restrictivas a nucleétidos consecutivos de por lo menos aproximadamente 12, 15, de pre-
ferencia aproximadamente 20 6 25, con mas preferencia, aproximadamente 40, 50 6 75 de una cadena de deteccién
de una de las secuencias mencionadas, p. ej. en SEQ ID NO:2, una secuencia anti-sentido de una de las secuencias,
p. €j. mencionadas en SEQ ID NO:2, 6 mutantes de las mismas presentes de forma natural. Los cebadores basados en
un nucledtido como se ha descrito en la presente pueden emplearse en reacciones PCR para la clonacién de homdélo-
gos de la escualeno sintasa. Pueden emplearse sondas basadas en secuencias de nucledtidos de la escualeno sintasa,
para detectar secuencias transcritas o gendmicas que codifican las mismas o proteinas homélogas. La sonda puede
comprender ademds un grupo 14bil unido a la misma, p. ej. el grupo labil puede ser un radiois6topo, un compuesto
fluorescente, una enzima o un co-factor de una enzima. Dichas sondas pueden emplearse como parte de un kit de
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ensayo gendémico para la identificacidn de células que expresan una escualeno sintasa, como por ejemplo midiendo el
nivel de una molécula de dcido nucleico que codifica la escualeno sintasa, en una muestra de células, p. ej. detectando
los niveles del ARNm de la escualeno sintasa, o determinando si un gen genémico de la escualeno sintasa ha sido
mutado o suprimido.

El polinucleétido como se ha descrito en la presente, codifica un polipéptido o porcién del mismo, el cual incluye
una secuencia de aminodcidos que es lo suficientemente homdloga a una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:3
tal que la proteina o porcién de la misma mantiene la capacidad de participar en la sintesis del escualeno, en particular
una actividad escualeno sintasa como se describe en los ejemplos en microorganismos o plantas. Como se emplea
en la presente, la expresion “suficientemente homologo” se refiere a proteina o porciones de las mismas que tienen
secuencias de aminodcidos que incluyen un minimo nimero de idénticos o equivalentes (p. €j. un radical aminoacido
que tiene una cadena lateral similar como un radical aminodcido en una de las secuencias del polipéptido como se ha
descrito en la presente, radicales aminodcidos a una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:3, de manera que
la proteina o porcién de la misma es capaz de participar en la sintesis del escualeno en microorganismos o plantas.
Ejemplos de una actividad escualeno sintasa estdn también descritos en la presente.

La proteina es por lo menos aproximadamente el 60 - 65%, de preferencia, por lo menos aproximadamente el
66 - 70%, y con mds preferencia, por lo menos aproximadamente el 70 - 80%, 80 - 90%, 90 - 95% y con la mayor
preferencia aproximadamente el 96%, 97%, 98%, 99% 6 mas homdlogos a una secuencia completa de aminoécidos
de SEQ ID NO:3.

Porciones de proteinas codificadas por el polinucleétido de la escualeno sintasa como se describe en la presente,
son de preferencia porciones biolégicamente activas de uno de los escualeno sintasa.

Como se menciona en la presente, la expresion “porcion bioldgicamente activa de la escualeno sintasa” se pretende
que incluya una porcidn, p. €j. un dominio/motivo, que participa en la biosintesis del escualeno o que tiene una activi-
dad inmunolégica tal, que se une a un anticuerpo que se une especificamente a la escualeno sintasa. Para determinar
si una escualeno sintasa o una porcién biolégicamente activa de la misma puede participar en el metabolismo, puede
realizarse un ensayo de actividad enzimatica. Dichos métodos de ensayo son ya bien conocidos por los expertos en
la técnica, como se detalla en los ejemplos. Pueden prepararse fragmentos adicionales de dcido nucleico que codifi-
can porciones bioldgicamente activas de una escualeno sintasa mediante el aislamiento de una porcién de una de las
secuencias en SEQ ID NO:2, expresion de la porcion codificada de la escualeno sintasa o péptido (p. €j. mediante la
expresion recombinante in vitro y valorando la actividad de la porcién codificada de la escualeno sintasa o péptido.

En primer lugar, se cloné un fragmento parcial del gen que contiene una porcion del gen de la SQS empleando
un método de la PCR degenerada. Dicha PCR degenerada es un método para clonar un gen de interés que tiene una
alta homologia de la secuencia de aminodcidos con la enzima conocida de otras especies que tiene una misma o
similar funcién. El cebador degenerado que se emplea como cebador en la PCR degenerada, fue disefiado mediante
una traduccién inversa de la secuencia de aminodcidos a los correspondientes nucleétidos (“degenerados”). En dicho
cebador degenerado, se emplea generalmente un cebador mezcla que consta de cualquier A, C, G 6 T, 6 un cebador
que contiene inosina en un c6digo ambiguo. En esta invencidn, dichos cebadores mezcla se utilizaron para cebadores
degenerados para clonar el gen de més arriba.

Un gen entero que contiene su regién de codificacioén con su intrén asi como también su regién de regulacién tal
como un promotor o un terminador, puede ser clonado a partir de un cromosoma mediante screening de una biblioteca
gendmica, el cual se construye en un vector fago o un vector pldsmido en un anfitrién apropiado, empleando un
fragmento parcial de ADN obtenido mediante PCR degenerada como se ha descrito mds arriba, como una sonda
después de ser marcada. Generalmente, el E. coli como cepa anfitriona y el vector E. coli, un vector fago como el
vector fago A, o un vector pldsmido como el vector pUC se emplean a menudo en la construccién de una biblioteca
y la siguiente manipulacién genética como por ejemplo un secuenciado, una digestién de restriccién, una unién y
similares. En esta invencidn, se construy6 una biblioteca gendmica EcoRI de P. rhodozyma en los derivados del vector
A, ADASHIL. El tamafio del inserto, qué longitud del inserto debia ser clonada, se determiné mediante una hibridacién
de Southern blot para el gen antes de la construccién de la biblioteca. En esta invencién, el ADN empleado para
la sonda se marcé con digoxigenina (DIG), un hapteno esteroide en lugar de la marca convencional P*, siguiendo
el protocolo preparado por el proveedor Boehringer-Mannheim, Mannheim, Alemania). Una biblioteca genémica
construida a partir del cromosoma de P. rhodozyma se sometié a un screening empleando un fragmento de ADN
marcado con DIG el cual tenfa una porcién de un gen de interés como una sonda. Las placas hibridadas fueron
guardadas y empleadas para un estudio posterior. En el caso de emplear el ADASHI (el tamafio del inserto fue de 9 kb
a 23 kb), el AADN preparado se digirié mediante la enzima EcoRI seguido del clonado del inserto EcoRI en un vector
plasmido tal como el pUC19 6 el pBluescriptll SK+. E1 ADN del pldsmido asi obtenido fue analizado para determinar
su secuencia.

En esta invencion, hemos empleado el secuenciador de ADN fluorescente, sistema automatico ALFred (Pharmacia,
Uppsala, Suecia), empleando un protocolo de secuenciado autociclo, en el cual la ADN polimerasa de Taq, se emplea
en la mayor parte de los casos de secuenciado.

Después de la determinacién de la secuencia gendmica, se empled la secuencia de una region de codificaciéon para
la clonacién del ADNCc del correspondiente gen. El método de 1a PCR fue también empleado para clonar el fragmento
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de ADNc. Los cebadores de la PCR cuyos secuencias fueron idénticas a la secuencia del extremo 5 y 3’ del marco
abierto de lectura (ORF) fueron sintetizados con la adicién de un sitio de restriccién apropiado, y la PCR se efectud
empleando dichos cebadores de la PCR. En la presente invencion, se empleé un conjunto de ADNc como molde en esta
clonacién de la PCR del ADNc. Dicho conjunto de ADNc consiste en varias especies de ADNc que fueron sintetizadas
in vitro mediante la transcriptasa inversa virica y la Taq polimerasa (kit de CapFinder fabricado por Clontech, Palo
Alto, U.S.A.) empleando el ARNm obtenido del P. rhodozyma como un molde. El ADNc de interés asi obtenido, se
confirmé determinando su secuencia.

En otra versién, la presente invencion describe un método para la fabricacién de un vector recombinante que
comprende la insercién de un polinucledtido como se describe en la presente, en un vector.

Ademds, la presente invencion describe un vector recombinante que contiene el polinucledtido como se describe
en la presente o producido mediante dicho método de la invencion.

Como se emplea en la presente, el término “vector” se refiere a una molécula de 4cido nucleico capaz de transportar
un polinucleétido al cual ha sido unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, el cual se refiere a un bucle circular
de ADN de doble cadena al cual pueden estar unidos segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un
vector virico en donde pueden unirse segmentos de ADN 6 ARN al genoma virico. Ciertos vectores son capaces
de una replicacién auténoma en una célula anfitriona en la cual se han introducido (p. ej., vectores bacterianos que
tienen un origen de replicacién bacteriano, y vectores episomales de mamiferos). Otros vectores (p. €j., vectores
mamiferos no episomales) son integrados en el genoma de una célula anfitriona después de la introduccién en la célula
hospedadora, y con ello se replican junto con el genoma del hospedador. Ademas, ciertos vectores son capaces de
dirigir la expresion de genes a los cuales estan operativamente ligados. Estos vectores reciben el nombre, en la presente,
de “vectores de expresion”. En general los vectores de expresion, de utilidad en las técnicas de ADN recombinante se
encuentran a menudo en forma de pldsmidos. En la presente especificacion “plasmido” y “vector” pueden emplearse
indistintamente siendo el nombre de plasmido el que se emplea més habitualmente. Sin embargo, la invencién describe
en la presente otras formas de vectores de expresion, tales como vectores viricos (p. €j., retrovirus de replicacién
defectuosa, adenovirus y virus adenoasociados), los cuales sirven para funciones equivalentes.

La presente invencién describe también en la presente, cosmidos, virus, bacteriéfagos y otros vectores empleados
convencionalmente en ingenieria genética que contienen una molécula de dcido nucleico de acuerdo con la inven-
cién. Los métodos que son bien conocidos por los expertos en la técnica pueden emplearse para la construccién de
varios plasmidos y vectores. Alternativamente, las moléculas de 4cido nucleico y los vectores como se describen en la
presente pueden ser reconstituidos en liposomas para suministrar a las células diana.

La presente invencidn describe también en la presente un vector en el cual el polinucleétido como se describe
en la presente se une operativamente a las secuencias de control de la expresion permitiendo la expresion en células
anfitrionas procaridticas o eucaridticas. La naturaleza de dichas secuencias de control difiere en funcién del orga-
nismo anfitrién. En los procariotas, las secuencias de control incluyen generalmente el promotor, el sitio de unién
ribosémica y los terminadores. En loa eucariotas, las secuencias de control incluyen generalmente los promotores, los
terminadores y en algunos casos, los potenciadores, transactivadores o factores de transcripcion.

La expresion “secuencia de control” se pretende que incluya como minimo, aquellos componentes cuya presencia
es necesaria para la expresion, y pueden también incluir componentes adicionales ventajosos.

La expresion “unidos operablemente” se refiere a una yuxtaposicioén en la cual los componentes asi descritos se
encuentran en una relacion entre si tal, que les permite ejercer su funcién de la manera pretendida. Una secuencia de
control “operablemente unida” a una secuencia del c6digo estd unida de tal forma que la expresion de la secuencia
del codigo se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control. En el caso de que la secuencia de
control sea un promotor, es obvio para un experto en la especialidad que se emplee un acido nucleico de doble cadena.

Dichas secuencias reguladoras son ya conocidas por el experto. Las secuencias reguladoras incluyen aquellas que
directamente constituyen la expresién de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de célula anfitriona y aquellos
que dirigen la expresion de la secuencia de nucledtidos solamente en ciertas células anfitrionas o en ciertas condiciones.
Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de dichos factores como
la eleccién de la célula anfitriona que debe ser transformada, el nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Los
vectores de expresiéon como se han descrito en la presente pueden ser introducidos en células anfitrionas para con ello
producir proteinas o péptidos, incluyendo las proteinas o péptidos de fusion, codificados por polinucleétidos como se
describe en la presente.

Los vectores de expresion recombinantes como se describe en la presente pueden ser disefiados para la expresion
del escualeno sintasa en células procaridticas o eucariéticas. Por ejemplo, los genes que codifican el polinucleétido
como se describe en la presente pueden ser expresados en células bacterianas tales como la E. coli, células de insectos
(empleando vectores de expresion del baculovirus), levaduras y otras células flingicas, algas, ciliados de los tipos:
Holotrichia, Peritrichia, Spirotrichia, Suctoria, Tetra-hymena, Paramecium, Colpidium, Glaucoma, Platyophrya, Po-
tomacus, Pseudocohnilembus, Euplotes, Engelmaniella'y Stylonychia, especialmente Stylonychia lemnae con vectores
siguiendo un método de transformacién como se describe en WO 98/01.572 y células vegetales multicelulares o célu-
las de mamiferos. Células anfitrionas adecuadas son ya conocidas por los expertos en la especilidad. Alternativamente,
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el vector de expresién recombinante puede ser transcrito y traducido in vitro, por ejemplo empleando las secuencias
reguladoras del promotor T7 y la T7 polimerasa.

La expresion de las protefnas en los procariotas se efectia la mayor parte de las veces con vectores que contie-
nen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresién de proteinas bien sea de fusién o bien sea de no-
fusion. Los vectores de fusion afladen un nimero de aminoécidos a una proteina codificada, habitualmente al terminal
amino de la proteina recombinante pero también al terminal C 6 fundidos dentro de regiones adecuadas en las pro-
tefnas. Dichos vectores de fusion sirven habitualmente para tres finalidades: 1) aumentar la expresion de la proteina
recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3) ayudar a la purificacién de la proteina
recombinante, actuando como un ligando en la purificacién por afinidad. A menudo, en los vectores de expresion por
fusién, se introduce un sitio de escisidn proteolitica en la unién de la parte fundida y la proteina recombinante para
permitir la separacion de la proteina recombinante de la parte de fusién a continuacién de la purificacion de la proteina
de fusién. Dichas enzimas, y sus secuencias de reconocimiento de los afines, incluyen el factor Xa, la trombina y la
enteroquinasa.

Los vectores tipicos de expresion de fusién incluyen el pGEX (Pharmacia Biotecn Inc.), pMAL (New England
Biolabs, Beverly,USA) y pRITS (Pharmacia; Piscataway, USA) los cuales funden la glutatio S-transferasa (GST),
proteina de unién de la maltosa E, 6 proteina A respectivamente, a la proteina recombinante diana. La secuencia
que codifica el polipéptido codificado por el polinucledtido como se describe en la presente puede ser clonado en un
vector de expresion pGEX para crear un vector que codifica una proteina de fusion que comprende desde el terminal
N hasta el terminal C, la proteina GST-trombina del sitio X de escision. La proteina de fusién puede purificarse
mediante purificacidon por cromatografia de afinidad empleando resina de glutatién-agarosa. p. ej. la escualeno sintasa
recombinante no fundida con la GST, puede ser recuperada mediante escision de la proteina de fusion con la trombina.

Ejemplos de vectores de expresion de E. coli de no-fusién inducibles adecuados incluyen el pTrc y pET 11d. La
expresion del gen diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripcién de la ARN polimerasa del anfitrién a partir
de un promotor de fusién hibrido trp-lac. La expresién del gen diana a partir del vector pET 11d se basa sobre la
transcripcion del promotor de fusién T7 gnl10-lac, mediado por una RNA polimerasa virica co-expresada (T7 gnl).
Esta polimerasa virica es suministrada por cepas anfitrionas BL21(DE3) 6 HMS174(DE3) a partir de un profago A
residente, que contiene un gen T7 gnl bajo el control transcripcional del promotor lacUV 5.

Una estrategia para maximizar la expresion de la proteina recombinante consiste en expresar la proteina en una
bacteria anfitriona con una debilitada capacidad de escindir proteoliticamente la proteina recombinente. Otra estrategia
es la de alterar la secuencia de 4cido nucleico del dcido nucleico que hay que insertar en un vector de expresion de
forma que los codones individuales para cada aminodcido son los preferentemente utilizados en la bacteria escogida
para la expresion, como p. €j. el E. coli. Dicha alteracion de las secuencias del dcido nucleico como se describen en la
presente puede ser efectuada por técnicas estandar de sintesis de ADN.

Ademds, el vector de escualeno sintasa puede ser un vector de expresion de una levadura. Ejemplos de vectores
para la expresion en la levadura S. cerevisiae incluyen el pYepSecl, pMFa, pJRY88, y pYES2 (Invitrogen, San Diego,
USA). Los vectores y métodos para la construccion de vectores apropiados para emplear en otros hongos, como p. €j.
los hongos filamentosos, son ya conocidos por los expertos en la técnica.

Alternativamente, el polinucleétido como se describe en la presente puede ser introducido en las células de un
insecto empleando vectores de expresion de baculovirus. Los vectores de expresion de baculovirus adquiribles para la
expresion de proteinas en células de insectos cultivadas (p. ej. células Sf9) incluyen la serie pAc y la serie pVL.

Alternativamente, el polinucle6tido como se describe en la presente se introduce en células de mamiferos emplean-
do un vector de expresiéon mamifero. Ejemplos de vectores de expresiéon mamiferos incluyen los pPCDMS8 y pMT2PC.
Cuando se emplean en células de mamiferos, las funciones de control de los vectores de expresion son a menudo
proporcionadas por los elementos reguladores viricos. Por ejemplo, los promotores empleados corrientemente son de-
rivados del polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y Simian Virus 40. Otros sistemas de expresion adecuados tanto
para células procariéticas como eucaridticas son ya conocidos por los expertos en la especialidad.

El vector de expresién mamifero recombinante puede ser capaz de dirigir la expresion del dcido nucleico, de pre-
ferencia, en un tipo particular de célula (p. €j., se emplean elementos reguladores especificos de tejidos para expresar
el 4cido nucleico). Elementos reguladores especificos de tejido son ya conocidos en la técnica. Ejemplos no limitantes
de promotores especificos de tejidos, adecuados, incluyen el promotor albiimina (especifico del higado), promotores
especificos de linfoides, en particular promotores de células T receptores e inmunoglobulinas, promotores especificos
de neuronas (p. ej. el promotor de neurofilamento), promotores especificos del pancreas, y promotores especificos
de glandulas mamarias (p. ej. promotor de suero de leche; patente US 4.873.316 y EP 264.166). Estin comprendi-
dos también, promotores regulados en desarrollo, por ejemplo, los promotores del hox de ratén y el promotor de la
fetoproteina.

Asi, el gen de SQS expresado, puede ser verificado en lo que se refiere a su actividad por el método de ensayo
enzimatico. En la bibliografia se encuentran algunos protocolos experimentales. El que sigue es uno de los métodos
que se emplean para la determinacién de la actividad escualeno sintasa; las actividades escualeno sintasa se determinan
monitorizando la conversién del [1-H*]JFPP en escualeno. Las mezclas de reaccién (500 ml) incluyen 50 mM de Tris-
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HCI (pH 7,4), 2 mM de KF, 1 mM de MgCl,, 1 mM de la enzima NADPH, 10 mM de [1-H*]JFPP (370 MBg/moles,
3,7 kBg/ml: New England Nuclear, Boston, MA). Las reacciones comienzan afiadiendo [1-H*]FPP. Después de unos
10 minutos de incubacidén a 37°C, las reacciones se finalizan afiadiendo 1 ml de etanol. Después de afiadir 1 ml de
H,O0, las mezclas se agitan vigorosamente con 3 ml de éter de petréleo durante 30 minutos. Los lipidos extraidos
se evaporan y resuspenden en 25 ml de cloroformo. Se aplican muestras a hojas plastificadas (silica gel 60, F254,
Merck, Rahway, NJ) para cromatografia de capa fina (TLC), y se desarrollan en heptano durante 15 mibutos. Las
radiactividades incluidas en la fraccion de escualeno se miden mediante el contaje de centelleo liquido. Cuando se
emplea la expresion del vector para la S. cerevisiae puede efectuarse convenientemente un andlisis complementario
empleando la cepa ERG 9 mutante condicional de la escualeno sintasa derivada de la S. cerevisiae como una cepa
anfitriona para la confirmacién de la actividad (Merkulov et al., Yeast, 16, 197-206, 2000).

A continuacién de la confirmacién de la actividad de la enzima, se purifica la proteina expresada y se emplea para
generar el anticuerpo contra la enzima purificada. El anticuerpo asi preparado seria empleado para la caracterizacién
de la expresion de la correspondiente enzima en un estudio de mejora de la cepa, un estudio de optimizacién de las
condiciones del cultivo, y similares.

La presente invencion describe también en la presente, un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido
como se describe en la presente, o partes, es decir, fragmentos especificos o epitopos de dicha proteina.

Los anticuerpos como se describen en la presente pueden emplearse para identificar y aislar otra escualeno sintasa
y genes. Estos anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales o anticuerpos sintéticos
asi como fragmentos de anticuerpos, como p. ej. fragmentos Fab, Fv 6 scFv, etc. Pueden prepararse anticuerpos
monoclonales, por ejemplo, mediante técnicas ya conocida por los expertos, las cuales comprenden la fusién de células
de mieloma de ratén a células de bazo derivadas de mamiferos inmunizados.

Ademds, pueden obtenerse anticuerpos o fragmentos de los mismos de los péptidos antes mencionados, empleando
métodos que ya son conocidos por los expertos. Estos anticuerpos pueden emplearse, por ejemplo, para la inmuno-
precipitacion e inmunolocalizacién de proteinas como se ha descrito en la presente asi como también para la mono-
torizacién de la sintesis de dichas proteinas, por ejemplo en organismos recombinantes, y para la identificacién de
compuestos que interaccionan con la proteina como se ha descrito en la presente. Por ejemplo, la resonancia del plas-
mén de superficie como se emplea en el sistema BIAcore puede emplearse para aumentar la eficiencia del fago de las
selecciones de anticuerpos del fago, proporcionando un alto incremento de la afinidad a partir de una simple biblioteca
de anticuerpos de fagos que se unen a un epitopo de la proteina como se ha descrito en la presente. En muchos casos
el fendmeno de unién de los anticuerpos a los antigenos es equivalente a otra unién ligando - antiligando.

En esta invencion, el fragmento de gen para la escualeno sintasa se clond a partir de la P. rhodozyma con la finalidad
de aumentar su nivel de expresion en P. rhodozyma por el método genético empleando el fragmento de gen clonado.

La presente invencién describe en la presente un procedimiento para la produccién de carotenoides en donde un
gen que codifica la escualeno sintasa es modificado en un anfitrién adecuado como p. ej. la P. rhodozyma para aumentar
su expresion, y para el cultivo de dicho transformante en un medio apropiado en condiciones apropiadas de cultivo.

Para disminuir la expresiéon de un gen con métodos genéticos, pueden emplearse algunas estrategias. Una de las
cuales es un método de disgregacion genética. En este método, un fragmento parcial del gen objetivo que hay que
disgregar, se liga a un casette de resistencia a una droga en el vector de integracién que no puede replicar en el
organismo anfitrién. Un gen de resistencia a una droga que codifica la enzima que permite que el anfitrién sobre-viva
en presencia de un antibidtico téxico, se utiliza a menudo para el marcador de seleccién. El gen de resistencia G418
contenido en pGB-Ph9 es un ejemplo de un gen resistente a una droga el cual funciona en la P. rhodozyma. Puede
también emplearse, un marcador de complemento de nutricidn, en el anfitrién el cual tiene un marcador auxotréfico
apropiado. La cepa ATCC24221 de P. rhodozyma que requiere citina para su crecimiento es un ejemplo de auxotrofo.
Empleando la CTP sintetasa como ADN dador para la ATCC24221, puede establecerse un sistema de vector anfitrién
empleando un complemento de nutricién.

Después de la transformacién del organismo anfitrién y de la recombinacién entre el fragmento de gen objetivo
sobre el vector y su correspondiente fragmento de gen sobre el cromosoma de los organismos anfitriones, el vector
de integracion se integra en el cromosoma anfitrién por medio de una simple recombinacién cruzada. Como resultado
de esta recombinacidn, el casette de resistencia a la droga serfa insertado en el gen objetivo, cuyo producto traducido
estd solamente sintetizado en su forma truncada la cual no tiene su funcién enzimdtica. De una manera similar, se
emplearon también dos partes del gen objetivo para el estudio de disgregacion del gen, en el cual el gen resistente a la
droga puede ser insertado entre dichos dos fragmentos parciales de los genes objetivo sobre el vector de integracion.
En el caso de este tipo de vector, se espera un caso de doble recombinacién entre los fragmentos de gen alojados en el
vector de integracion y los correspondientes fragmentos de gen sobre el cromosoma del anfitrién. Aunque la frecuencia
de esta doble recombinacién cruzada es mds pequefia que la simple recombinacién cruzada, ningtn fenotipo del gen
objetivo es més estable mediante la doble recombinacidén cruzada que mediante la simple recombinacidn cruzada.

Esta estrategia se empled para la construccion del recombinante productor de licopeno de Candiada utilis el cual
alojaba genes carotenogénicos bacterianos sobre el pldsmido (Shimada et al., (Applied and Environmental Micro-
biology [“Microbiologia aplicada y del medio ambiente”], 64 (7), 2676-2680, 1998)). El gen ERG9 que codifica la
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escualeno sintasa se clond a partir del C. utilis y su gen de disgregacion se indujo después de una doble recombina-
cién cruzada del gen ERGY sobre el cromosoma del C. utilis que produce el licopeno. Shimada et al. informé que
la disgregacién del gen ERGY daba un efecto positivo sobre la carotenogenesis mediante el C. Utilis recombinante
especialmente derivado del anfitrién en el cual la 3-hidroxi metilglutaril-CoA reductasa se amplificé sobre el locus del
ADN ribosémico multicopiado sobre el cromosoma del anfitrion.

Por otro lado, esta estrategia tiene la dificultad en el caso del gen cuya funcién es esencial y la disrupcion es letal
para el organismo anfitrién como p. ej. el gen de la escualeno sintasa. En la referencia anterior (Shimada et al.,), la
disgregacion se efectud sobre, o bien la copia del gen de la escualeno sintasa, o bien dentro de las dos copias de
aquellos sobre el cromosoma del anfitrién. En dicha construccién, no se confirmé que el descenso del nivel de la
actividad de escualeno sintasa era suficiente para aumentar el flujo de carbono en la ruta del carotenoide.

En este caso, pueden aplicarse otras estrategias para disminuir (no interrumpir) la expresiéon de un gen. Una de
ellas consiste en una mutagénesis convencional para explorar el mutante cuya expresion para la escualeno sintasa ha
disminuido. En este método, un recombinante apropiado en el cual se funde un gen reporter adecuado a la regién
promotora del gen de la escualeno sintasa a partir del organismo anfitrién, se muta y los mutantes que muestran una
actividad mas débil del producto del gen reporter pueden explorarse. En dichos mutantes, se espera que la expresion
de la actividad de la escualeno sintasa, disminuya por encontrarse la mutacién en la regiéon promotora del gen reporter
de la regidn que actia como trans, la cual podria afectar la expresion del gen de la escualeno sintasa de distinta manera
que la mutacién que se encuentra en el propio gen promotor. En el caso de que la mutacién tenga lugar en la regién
promotora de la fusién del reporter, dicha mutacién puede aislarse mediante la secuencia de la region correspondiente.
Asi, la mutacidn aislada puede introducirse en una variedad de carotenoides, especialmente la astaxantina que produce
mutantes derivados a partir de la P. rhodozyma mediante una recombinacién entre el promotor original para el gen
de la escualeno sintasa sobre el cromosoma y el fragmento promotor mutado. Para excluir las mutaciones que tienen
lugar en la regién que actia como frans, puede inducirse también una mutacién mediante una mutagénesis in vitro de
un elemento cis en la regiéon promotora. En este método, el casette de un gen conteniendo un gen reporter el cual estd
fundido a una regién promotora derivada de un gen de interés en su extremo 5’, y una region terminadora de un gen de
interés en su extremo 3’, se mutageniza y a continuacion se introduce en la P. rhodozyma. Mediante la deteccion de la
diferencia de la actividad del gen reporter, puede explorarse una mutacién efectiva. Dicha mutacién puede introducirse
en la secuencia de la regién promotora nativa sobre el cromosoma mediante el mismo método que en el caso de un
método de mutacién in vivo.

Sin embargo, estos métodos tienen algunos inconvenientes como el de ser un procedimiento que consume un cierto
tiempo.

Otra estrategia para disminuir la expresién de un gen es un método antisentido. Este método se aplica con fre-
cuencia para disminuir la expresiéon de un gen incluso cuando se emplean organismos teleomorficos tales como el
P. rhodozyma como organismos anfitriones, al cual es habitualmente dificil de aplicar el método de la mutacién y
disgregacién génica. El método antisentido es un método para disminuir la expresién de un gen de interés mediante
la introduccién de un fragmento de un gen artificial, cuya secuencia es complementaria a un fragmento del ADNc del
gen en cuestion.

Una molécula de 4cido nucleico antisentido comprende una secuencia de nucleétido la cual es complementaria a
una molécula de dcido nucleico “con sentido”, que codifica una proteina, p. ej. complementaria a la cadena codificadora
de una molécula de ADNc de doble cadena o complementaria a una secuencia de ARNm. De acuerdo con ello, una
molécula de 4cido nucleico antisentido puede unirse con un enlace de hidrégeno a una molécula de dcido nucleico
con sentido. La molécula de dcido nucleico antisentido puede ser complementaria a una cadena completa de escualeno
sintasa o solamente a una porcién de la misma. En consecuencia, una molécula de dcido nucleico antisentido puede ser
antisentido para una “regién de codificacién” de la cadena de codificacion de una secuencia de nucleétidos que codifica
una escualeno sintasa. La expresion “region de codificacion” se refiere a la region de la secuencia de nucleétidos que
comprende codones que son traducidos en radicales aminodcidos. Ademas, la molécula de 4cido nucleico antisentido
es antisentido para una “regién no codificadora” de la cadena de codificacién de una secuencia de nucledtidos que
codifican la escualeno sintasa. La expresion “regién no codificadora” se refiere a secuencias 5’ y 3’ que flanquean la
region codificadora que no se traduce en un polipéptido (es decir, también referido a las regiones 5° y 3’ no traducidas).

Dadas las secuencias codificadoras de la cadena que codifican la escualeno sintasa descrita en la presente, pueden
disefiarse moléculas antisentido del acido nucleico de acuerdo con las reglas de Watson y Crick del emparejamiento
de bases. La molécula de 4cido nucleico antisentido puede ser complementaria a la regién de codificacion completa
de la escualeno sintasa ARNm, pero puede ser también un oligonucleétido que es antisentido a solamente una porcién
de la regidn codificadora o no codificadora del ARNm de la escualeno sintasa.

Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido puede ser complementario a la regién que rodea el sitio de inicio de
la traduccién del ARNm de la escualeno sintasa. Un oligonucleétido antisentido puede tener por ejemplo, aproxima-
damente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 nucledtidos de longitud. Una molécula de dcido nucleico antisentido
como se describe en la presente puede construirse empleando una sintesis quimica y reacciones de ligacién enzima-
ticas empleando procedimientos ya conocidos en la técnica. Por ejemplo, una molécula de 4cido nucleico antisentido
(p. €. un oligonucledtido antisentido) puede sintetizarse quimicamente empleando nucledtidos que se encuentran nor-
malmente en la naturaleza o nucleétidos modificados variadamente disefiados para aumentar la estabilidad biol6gica
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de las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del diplex formado entre los acidos nucleico antisentido y
los 4cidos nucleicos con sentido, p. €j. pueden emplearse los derivados fosforotioatos y los nucleétidos substituidos
con acridina. Ejemplos de nucleétidos modificados que pueden emplearse para generar el dcido nucleico antisenti-
do incluyen el 5-fluoruracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina,
5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrou-
racilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguani-
na, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-inetilaminome-
tiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo,
2-metiltio-N6-isopenteniladenina, dcido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosi-
na, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico del 4cido uracil-5-oxiacético, acido
uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tio-uracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w, y 2,6,diaminopurina.
Alternativamente, el dcido nucleico antisentido puede obtenerse biolégicamente empleando un vector de expresién en
el cual un polinucleétido ha sido subclonado en una orientacién antisentido (es decir el ARN transcrito a partir del
polinucleétido insertado serd de una orientacién antisentido a un polinucleétido diana de interés, descrito mas adelante
en la siguiente subseccion).

Las moléculas de dcido nucleico antisentido como se describen en la presente son tipicamente administradas a
una célula, o son generadas in situ de forma que hibridan con, o se unen a, ARNm celular y/o ADN genémico que
codifica una escualeno sintasa para con ello inhibir la expresion de la proteina, p. €j. inhibiendo la transcripcién y/o
la traduccién. La hibridacién puede efectuarse mediante una convencional complementariedad del nucledtido para
formar un duplex estable, o por ejemplo, en el caso de una molécula de acido nucleico antisentido que se une a
los diplex de ADN, a través de interacciones especificas en el surco principal de la doble hélice. La molécula de
antisentido puede modificarse de forma que se une especificamente a un receptor o a un antigeno expresado sobre
la superficie de una célula seleccionada, p. ej. uniendo la molécula de 4cido nucleico antisentido a un péptido o un
anticuerpo que se une a un receptor o antigeno de la superficie celular. La molécula de acido nucleico antisentido
puede también suministrarse a células empleando los vectores descritos en la presente. Para lograr unas suficientes
concentraciones intracelulares de las moléculas antisentido, se prefieren aquellas construcciones vectoriales en las
cuales la molécula de 4cido nucleico antisentido estd colocada bajo el control de un procariota fuerte, vital, o bien un
eucariota que incluye promotores vegetales.

La molécula de acido nucleico antisentido como se describe en la presente, puede ser una molécula de acido
nucleico a-anomérico. Una molécula de dcido nucleico a-anomérico forma hibridos especificos de doble cadena,
con ARN complementario, en el cual contrariamente a las unidades (3, las cadenas corren paralelamente entre si. La
molécula de 4cido nucleico antisentido puede también comprender un 2’-o-metilrribonucleétido o un andlogo ARN-
ADN quimérico.

Ademads, la molécula de dcido nucleico antisentido como se ha descrito en la presente, puede ser un ribozima. Los
ribozimas son moléculas de ARN cataliticas con actividad de ribonucleasa, las cuales son capaces de escindir un 4cido
nucleico de simple cadena, tal como un ARNm, con el cual tienen una regién complementaria. Asi, los ribozimas
(p. ¢j. los ribozimas del “hammerhead”) pueden emplearse para escindir cataliticamente transcriptos de ARNm de la
escualeno sintasa para con ello inhibir la traduccién del ARNm. Un ribozima que tiene una especificidad para una
molécula de dcido nucleico que codifica la escualeno sintasa puede disefiarse en base a la secuencia de polinucle6tidos
como se ha descrito en la presente. Por ejemplo, puede construirse un derivado de un ARN de Tetrahimena L-19
IVS, en el cual la secuencia de nucleétidos del sitio activo es complementaria a la secuencia de nucleétidos que hay
que escindir en un ARNm codificante (patentes US 4.987.071 y US 5.116.742). Alternativamente, el ARNm de la
escualeno sintasa puede emplearse para seleccionar un ARN catalitico que tiene una actividad ribonucleasa especifica
a partir de un conjunto de moléculas de ARN.

La aplicacién de un método antisentido para la construccién de un carotenoide que sobreproduce una cepa de P.
rhodozima ha sido ejemplificado en la patente EP 1.158.051.

La presente invencion describe en la presente un método para la produccion de una célula anfitriona recombinante,
el cual comprende la introduccién del vector o el polinucleétido como se ha descrito en la presente en una célula
anfitriona.

El ADN del vector puede introducirse en células procaridticas o eucariéticas por medio de técnicas convencionales
de transformacién o transfeccién. Como se emplea en la presente, los términos “transformacién” y “transfeccién”, con-
jugacidn y transduccidn, se refieren a una variedad de técnicas reconocidas para la introduccién de un dcido nucleico
extrafio (p. ej. ADN) en una célula anfitriona, incluyendo la co-precipitacién con fosfato de calcio o cloruro de calcio,
transfeccion inducida por dextrano - DEAE, lipofeccién, competencia natural, transferencia inducida quimicamente,
o electroporacién. Métodos adecuados para la transformacién o células anfitrionas para transfeccion incluyendo las
células vegetales, son ya bien conocidas por los expertos.

Para la estable transfeccion de células mamiferas, es conocido que en funcién del vector de expresion y la técnica
de transfeccién empleada, solamente una pequefia fraccion de células pueden integrar el ADN extrafio en su genoma.
Con el fin de identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador seleccionable (p. ej. resisten-
cia a los antibidticos) se introduce generalmente en las células anfitrionas junto con el gen de interés. Los marcadores
seleccionables preferidos incluyen aquellos que confieren resistencia a ciertas drogas, tales como el G418, higromi-
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cina y metotrexato. El dcido nucleico que codifica un marcador seleccionable puede ser introducido en una célula
anfitriona sobre el mismo vector que el que codifica el polipéptido como se se describe en la presente o puede ser
introducido en un vector separado. Las células establemente transfectadas con el 4cido nucleico introducido pueden
ser identificadas mediante, por ejemplo, seleccién con una droga (p. €j. las células que han incorporado el gen del
marcador seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células, moriran).

Para crear un microorganismo homdélogo recombinante, se prepara un vector el cual contiene por lo menos una
porcidén del polinucleétido como se ha descrito en la presente, en el cual ha sido introducida una supresién, adicién
o substitucion para con ello alterar, p. ej. disgregar funcionalmente el gen de la escualeno sintasa. De preferencia,
este gen de la escualeno sintasa es un gen de escualeno sintasa de P. rhodozyma, pero puede ser un homoélogo de
una fuente relacionada o diferente. Alternativamente, el vector puede ser disefiado de forma tal que después de una
recombinacién homoéloga, el gen endégeno de la escualeno sintasa se muta, o de otra manera se altera, pero todavia
codifica la proteina funcional (p. ej. la region regulatoria corriente arriba puede ser alterada para con ello alterar
la expresion de la escualeno sintasa enddgena). Para crear una mutacién en un punto por medio de recombinacién
homéloga pueden emplearse también hibridos de ADN - ARN conocidos como quimeraplastia.

El vector se introduce en una célula y las células en las cuales el gen del polinucleétido introducido se ha recombi-
nado homologamente con el gen endégeno de la escualeno sintasa, se seleccionan, empleando técnicas ya conocidas
en la especialidad.

Pueden producirse otras células anfitrionas las cuales contienen sistemas de seleccidon que permiten la expresion
regulada del gen introducido. Por ejemplo, la inclusién del polinucledtido como se ha descrito en la presente sobre un
vector colocandolo bajo el control del operén lac permite la expresion del polinucleétido solamente en presencia de
IPTG. Estos sistemas reguladores son ya bien conocidos en la técnica.

De preferencia, la molécula de 4cido nucleico es extrafia a la célula anfitriona.

Por “extraia”, se da a entender que la molécula de dcido nucleico es o bien heter6loga con respecto a la célula an-
fitriona, esto significa derivada de una célula o de un organismo con un fondo genémico diferente, o bien es homéloga
con respecto a la célula anfitriona pero estd situada en un medio ambiente genémico diferente del que se encuentra
de modo natural en la parte contraria de dicha molécula de 4cido nucleico. Esto significa que si la molécula de acido
nucleico es homdloga con respecto a la célula anfitriona, no estd situada en su ubicacién natural en el genoma de
dicha molécula anfitriona, en particular estd rodeada por diferentes genes. En este caso, la molécula de dcido nucleico
puede estar o bien bajo el control de su propio promotor o bien bajo el control de un promotor heterélogo. El vector
o molécula de dcido nucleico como se ha descrito en la presente, el cual esta presente en la célula anfitriona, puede o
bien ser integrado en el genoma de la célula anfitriona o bien puede ser mantenido en alguna forma extracromosémica.
A este respecto, debe también comprenderse que la molécula de 4cido nucleico como se ha descrito en la presente,
puede emplearse para restaurar o crear un gen mutante mediante una recombinacién homéloga.

De acuerdo con ello, en otra version, la presente invencion describe en la presente una célula anfitriona modificada
mediante ingenierfa genética con el polinucleétido como se describe en la presente o el vector como se describe en la
presente.

Las expresiones “célula anfitriona” y “célula anfitriona recombinante” se emplean en la presente, intercambiable-
mente. Se comprende que dichas expresiones se refieren no solamente a la célula sujeto en particular sino a la progenie
o potencial progenie de dicha célula, Debido a ciertas modificaciones puede ocurrir en las generaciones venideras de-
bido o bien a una mutacién o bien a influencias del medio ambiente, que dicha progenie no puede de hecho ser idéntica
a la célula original pero esta todavia incluida dentro del 4mbito de la expresion como se emplea en la presente.

Por ejemplo, un polinucleétido como se describe en la presente, puede ser introducido en células bacterianas asi
como también en células de insectos, células flingicas o células mamiferas (tal como las células del ovario de hamster
chino (CHO) 6 células COS), algas, ciliados, células vegetales, hongos u otros microorganismos como la E. coli.
Otras células anfitrionas adecuadas son conocidas por los expertos en la técnica. Son preferidos la E. coli, baculo-
virus, Agrobacterium o células fingicas son por ejemplo las del género Saccharomyces, p. €j. las de las especies S.
cerevisiae 6 P. rhodozyma (Xanthophylomyces dendrorhous).

Ademads, la presente invencion describe en la presente un método para la produccién de transformantes fingicos
que comprenden la introduccion del polinucleétido o el vector como se ha descrito en la presente, en el genoma de
dicha célula fingica.

Para la expresion de las moléculas de dcido nucleico como se han descrito en la presente, en la orientacién con
sentido o antisentido en células vegetales, las moléculas estdn colocadas bajo el control de elementos reguladores los
cuales aseguran la expresion en células fingicas. Estos elementos reguladores pueden ser heterélogos u homélogos
con respecto a la molécula de 4cido nucleico que hay que expresar, asi como también con respecto a las especies
fiingicas que hay que transformar.

En general, dichos elementos reguladores comprenden un promotor activo en células flingicas. Para obtener una
expresion constitutiva en células flingicas, se emplean de preferencia promotores constitutivos, tales como el promotor
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gliceraldehido-3-deshidrogenasa, de la P. rhodozyma (patente WO 97/23.633). Pueden emplearse promotores induci-
bles con la finalidad de ser capaces de controlar exactamente la expresién. Un ejemplo de promotores inducibles es el
promotor de genes que codifican proteinas de choque térmico. También ha sido descrito (patente EP 1.035.206), un
promotor del gen de la amilasa el cual es un candidato para dichos promotores inducibles. Los elementos reguladores
pueden comprender ademds potenciadores transcripcionales y/o translacionales que funcionan en células flngicas.
Ademés, los elementos reguladores pueden incluir sefiales de terminacion de la transcripcion, tales como una sefial
poli-A, lo cual permite la adicion de una cola poli A al transcripto, lo cual puede mejorar su estabilidad.

Son ya conocidos en la técnica, métodos para la introduccién de ADN extrafio en células fiingicas. Estos incluyen
por ejemplo, el método de transformacién con LiCl, la fusién de protoplastos, electroporacién, métodos biolisticos
como p. €j. el bombardeo con particulas y otros métodos ya conocidos en la técnica. Métodos para la preparacion de
vectores apropiados son ya conocidos por los expertos. Métodos para la transformacién empleando métodos biolisticos
son ya bien conocidos por los expertos en la técnica.

El término “transformacién” como se emplea en la presente se refiere a la transferencia de un polinucleétido ex6-
geno en una célula anfitriona independientemente del método empleado para la transferencia. El polinucleétido puede
ser temporal o establemente introducido en la célula hospedadora y puede conservarse no integrado, por ejemplo,
como un pldsmido o como uniones quiméricas o alternativamente puede ser integrado en el genoma del anfitrién.

En general, los hongos que pueden ser modificados de acuerdo con la invencién y los cuales muestran o bien
una sobreexpresion de una proteina como se ha descrito en la presente, o bien una reduccién de la sintesis de dicha
proteina, pueden ser derivados a partir de cualquier especie fingica deseada.

Ademéds, la presente invencidn describe en la presente una célula fingica que comprende el polinucledtido, el
vector o puede obtenerse mediante el método de la presente invencion.

Asi, la presente invencidn describe también en la presente, células fungicas transgénicas las cuales contienen (de
preferencia establemente integradas en el genoma) un polinucleétido como se describe en la presente, unido a elemen-
tos reguladores los cuales permiten la expresion del polinucleétido en células fingicas y en donde el polinucledtido es
extrafio a la célula fingica transformada. Para el significado del término “extrafio”, véase mds arriba.

La presencia y expresion del polinucledtido en las células fiingicas transformadas, modula, de preferencia dismi-
nuye, la sintesis del escualeno y conduce al aumento de la produccién de carotenoides, especialmente de la produccién
de astaxantina en las células flingicas transformadas asi obtenidas, de preferencia, en células de P. rhodozyma.

Asi, la invencién en cuestion describe también en la presente, células fingicas transformadas como se describe en
la presente.

En consecuencia, debido a la expresion alterada de la escualeno sintasa, las rutas metabdlicas de las células se
modulan en la produccién del rendimiento y/o la eficiencia de la produccién.

Los términos “produccién” o “productividad” son reconocidos en la técnica e incluyen la concentracién del produc-
to de fermentacidn (por ejemplo dcidos grasos, carotenoides, (poli)sacdridos, vitaminas, isoprenoides, lipidos, ésteres
de ceras y/o polimeros como polihidroxialcanoatos y/o sus productos del metabolismo u otros productos quimicos
finos deseados como se ha mencionado en la presente), formados en un tiempo dado y un volumen de fermentacién
dado (p. ej. kgs de producto/hora/litro).

La expresion “eficiencia de la produccion” incluye el tiempo requerido para lograr un particular nivel de produccién
(por ejemplo, cuanto tiempo es necesario para que la célula alcance una particular proporcién de produccion de dicho
rendimiento alterado, en particular en carotenoides, (poli)sacaridos, lipidos, vitaminas, isoprenoides, etc).

El término “rendimiento” o “rendimiento en producto/carbono” estd reconocido en la técnica e incluye la eficiencia
de la conversion de la fuente de carbono en el producto (es decir, acetil CoA, 4cidos grasos, carotenoides, vitaminas,
isoprenoides, lipidos, etc. y/o otros compuestos como se ha definido mds arriba y cuya biosintesis estd basada sobre
dichos productos). Esto estd generalmente expresado por ejemplo, en kgs de producto por kg de fuente de carbono.
Aumentando el rendimiento o la produccidon del compuesto, aumenta la cantidad de moléculas recuperadas, o de
moléculas recuperadas ttiles de este compuesto, en una cantidad dada de cultivo, y en una cantidad dada de tiempo.

Los términos “biosintesis” (el cual se emplea como sinénimo para “sintesis” de “produccién biolégica” en células,
tejidos, vegetales, etc.) o “ruta biosintética” estdn reconocidos por la técnica e incluyen la sintesis de un compuesto,
de preferencia un compuesto organico, mediante una célula a partir de compuestos intermedios en lo que puede ser un
paso miiltiple y un proceso altamente regulado.

El término “metabolismo” estd reconocido en la técnica e incluye la totalidad de reacciones bioquimicas que tienen
lugar en un organismo. El metabolismo de un compuesto particular (p. €j. el metabolismo de la acetil CoA, de un dcido
graso, de la hexosa, lipido, isoprenoide, vitamina, carotenoide, etc.) comprende la totalidad de rutas biosintéticas, de
modificacién y degradacion, en la célula en relacién con este compuesto.
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Dicho P. rhodozyma formado mediante ingenieria genética deberia ser cultivado en un medio apropiado y evaluado
en su productividad o/y rendimiento de carotenoides, especialmente astaxantina. Un hiperproductor de astaxantina asi
seleccionado deberia ser confirmado en cuanto a la relacién entre su productividad y al nivel de expresion del gen o
proteina, conseguidos mediante dicho método de ingenieria genética.

La presente invencidn se ilustra ademds con los ejemplos que se describen més adelante.

Se emplearon los siguientes materiales y métodos en el ejemplo descrito mas adelante.

Cepas

P. rhodozyma ATCC96594 (redepositado con el registro n® ATCC 74438 el 8 de Abril de 1998 de acuerdo con el
Tratado de Budapest)

E. coli DHS5a; F~, ©80d, lacZAM15, A(lacZYA-argF)U1609, hsd (ry~, mg*), recAl, endAl, deoR, thi-1, supE44,
gyrA96, relAl (Toyobo, Japén)

E. coli XL1 MRA (P2):A(mcrA)183, A(mcrB)-hsdSMR-mrr)173, endAl, supF44, thi-1, gyrA96, relAl, lac(P2
lysogen) (Stratagene, La Jola, U.S.A.

Vectores
ADASHII (Stratagene)
pBluescriptIl KS (Stratagene)

vector pMOSBlue T (Amersham Buckinghamshire, U.K.)

Medios

La cepa P. rhodozyma se mantuvo rutinariamente en medio YPD (DIFCO, Detroit, U.S.A.). La cepa de E. coli se
mantuvo en medio LB (10 g de Bacto-trypton, 5 g de extracto de levadura (DIFCO) y 5 g de NaCl por litro). El medio
NZY (5 g de NaCl, 2 g de MgS0O,.7H,0, 5 g de extracto de levadura (DIFCO), 10 g de NZ amina tipo A (WAKO,
Osaka, Japén) por litro), se emplea para la propagacion del fago A en un agar blando (0,7% de agar (WAKO)). Cuando
se prepara un medio con agar, se suplementa el 1,5% del agar (WAKO).

Meétodos
Las enzimas de restriccion y la T4 ADN ligasa se compraron en Takara Shuzo (Ohtsu, Japén).

El aislamiento de un ADN cromosémico a partir del P. rhodozyma se efectué empleando el kit QTAGEN Genomic
Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante. Se efectué una mini prepara-
cién de ADN del pldsmido a partir del E. coli transformado con el sistema de aislamiento automatico del ADN (PI-
50, Kurabo, Co. Ltd., Osaka, Japén). Se efectué una mini preparaciéon del ADN del plasmido de un transformante
de E. coli empleando una columna de QIAGEN (QIAGEN). El aislamiento del ADN A se efectué mediante el sis-
tema Wizard de purificacion de preps de ADN landa (Promega, Madison, U.S.A.) siguiendo el protocolo preparado
por el fabricante. Un fragmento de ADN se aislé y purificé a partir de la agarosa empleando QIAquick 6 QIAEX II
(QIAGEN). La manipulacién de derivados del fago A se efectud siguiendo el protocolo preparado por el fabricante
(Stratagene).

El aislamiento del ARN total a partir del P. rhodozyma se efectué con el método del fenol empleando Isogen
(Nippon Gene, Yoyama, Japén). El ARNm se purific del ARN total asi obtenido empleando el kit de separacién de
ARNm (Clontech). El ADNCc se sintetizé empleando el kit CapFinder de construcciéon de ADNc (Clontech).

El empaquetado in vitro se efectu6é empleando el extracto de empaquetado Gigapack III gold (Stratagene).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se efectué con el ciclador térmico de Perkin Elmer modelo 2400.
Cada condicién de la PCR estd descrita en los ejemplos. Los cebadores de la PCR se adquirieron en un proveedor
comercial. Los cebadores de ADN fluorescentes para el secuenciado del ADN se adquirieron en Pharmacia. El se-
cuenciado del ADN se efectud con el secuenciador de ADN fluorescente automatico (ALFred, Pharmacia).

Las células competentes de DHSa se compraron en Toyobo (Jap6n).
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Ejemplo 1
Aislamiento del ARNm del P._rhodozyma y construccion de una biblioteca de ADNc

Para la construccién de una libreria de ADNc de P. rhodozyma, se aislé el ARN total mediante el método de
extraccién con fenol inmediatamente después de la disgregacién celular y el ARNm de la cepa ATCC96594 de P.
rhodozyma se purific6 empleando el kit de separacion de ARNm (Clontech).

Se recogieron las células de la cepa ATCC96594 de 10 ml de un cultivo de dos dias en medio YPD por centrifuga-
cion (1500 x g durante 10 minutos) y se lavaron una vez con tampén de extracciéon (10 mM de citrato de Na/HCl (pH
6,2) conteniendo 0,7 M de KCI). Después de suspender en 2,5 ml de tamp6n de extraccion, las células se disgregaron
mediante el homogeneizador a presion French (Ohtake Works Corp., Tokio, Jap6n) a 1500 kgf/cm? e inmediatamen-
te se mezclaron con dos veces su volumen de isogeno (Nippon gene) de acuerdo con el método especificado por el
fabricante. En este paso, se recuperaron 400 ug del ARN total.

A continuacion, este ARN total se purific6 empleando el kit de separacién del ARNm (Clontech) de acuerdo con
el método especificado por el fabricante. Finalmente, se obtuvieron 16 ug de ARNm de la cepa ATCC96594 de P.
rhodozyma.

Para la construccion de la biblioteca de ADNc, se empled el kit de construccion CapFinder de ADNc de PCR
(Clontech) de acuerdo con el método especificado por el fabricante. Un ug de ARNm purificado se aplic6 para la
sintesis de una primera cadena, seguido de la amplificacion mediante PCR. Después de esta amplificacién mediante
PCR, se obtuvo 1 mg del conjunto de ADNc.

Ejemplo 2
Clonacion de un gen de SQS (escualeno sintasa) parcial a partir de P_rhodozyma
Para clonar un gen parcial de SGS de P. rhodozyma, se empled un método de PCR degenerado. Las especies y

el nimero de registro para la base de datos, cuya secuencia para la escualeno sintasa se empled para el andlisis de
alineacién miiltiple, son como sigue:

Ustilago maydis Q92459 (SwissProt)
Schizosaccaromyces pombe P36596 (SwissProt)
Saccharomyces cerevisiae M63979 (GenBank)
Rattus norvegicus Q02769 (SwissProt)
Mus musculus P53798 (SwissProt)
Candida albicans P78589 (SwissProt)
Homo sapiens 138245 (Pir)
Arabidopsis thaliana U79159, AF004396
Leishmania major U30455
Glycyrrhiza glabra D86410

Dos cebadores mezclados cuyas secuencias de nucleétidos fueron disefiadas y sintetizadas basadas sobre la secuen-
cia comtin de los conocidos genes de escualeno sintasa de otras especies, es decir squl (cebador con sentido)(SEQ ID
NO:4), squ4 (cebador antisentido (SEQ ID NO:5) y squ5 (cebador antisentido) (SEQ ID NO:6) (en las secuencias “n”

[T}

significa los nucleétidos a, ¢, g 6 t, “r” significa los nucleétidos a 6 g, e “y” significa los nucleétidos ¢ 6 t).

Después de la reaccién PCR de 25 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 45°C durante 30 segundos y 72°C durante
15 segundos empleando ext. (Takara Shuzo) como una ADN polimerasa y el conjunto de ADNc obtenido en el ejemplo
1 como molde, se aplic6 la mezcla de reaccion sobre un gel de agarosa para electroforesis. Cada banda de la PCR que
tenfa una deseada longitud se recuper6 de la mezcla de reaccién PCR en la cual la combinacién empleando los squl
y squ4, y squl y squ5 respectivamente, y se purific6 mediante QIAquick (QIAGEN) de acuerdo con el método del
fabricante y a continuacion se ligé al vector pMOSBIlue-T (Amersham).Después de la transformacién del competente
E. coliDH5a, se seleccionaron 6 colonias blancas y los plasmidos se aislaron con el sistema automatico de aislamiento
de ADN. Como resultado del secuenciado, se descubrié que 3 clones tenian una secuencia cuya secuencia de ami-
nodcidos deducida era similar a los genes conocidos de la escualeno sintasa. Estos clones aislados de ADNc fueron
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Ilamados pSQS 1007 derivados a partir de la reaccién PCR empleando squl y squ5 y como pSQS 1006 derivados a
partir de la reaccion PCR empleando squl y squ4, y el pSQS 1006 se emple6 para otros estudios de screening.

Ejemplo 3
Aislamiento del ADN genomico del P.rhodozyma

Para el aislamiento del ADN gendmico del P. rhodozyma, se empleé el kit gendmico QIAGEN, de acuerdo con el
método especificado por el fabricante.

Las células del P. rhodozyma ATCC96594 a partir de 100 ml de cultivo durante la noche en medio YPD se reco-
gieron por centrifugacion (1500 x g durante 10 minutos) y se lavaron una vez con tampén TE (10 mM de Tris/HC1
(pH 8,0) conteniendo 1 mM de EDTA).

Después de suspender en 8 ml de tampén Y1 del kit gendmico QIAGEN, se afiadi6 iticasa (SIGMA, St. Louis,
U.S.A.) a la concentracién de 2 mg/ml para disgregar las células mediante degradacién enzimadtica, y la mezcla de
reaccion se incubé durante 90 minutos a 30°C y a continuacidn se efectud el proximo paso de extraccién. Finalmente
se obtuvieron 20 ug de ADN gendmico.

Ejemplo 4
Hibridacion por Southern blot empleando el pSQS1006 como sonda

Se efectud la hibridacién mediante Southern blot para clonar un fragmento genémico que contiene el gen SQS de
P. rhodozyma. Dos pug de ADN gendmico se digirieron mediante EcoRI y se sometieron a electroforesis con gel de
agarosa seguido por un tratamiento acido y alcalino. E1 ADN desnaturalizado se transfirié a una membrana de nylon
(Hybond N+, Amersham) empleando transblot (Joto Rika, Tokio, Jap6én) durante una hora. El ADN que se transfirié a
la membrana de nylon se fijé mediante un tratamiento térmico (80°C, 90 minutos). Se prepard una sonda marcando un
ADN molde (pSQS 1006 digerido con EcoRI) con el método DIG de miiltiples cebadores (Boehringer Mannheim). La
hibridacioén se efectué con el método especificado por el fabricante, Como resultado se visualizé una banda hibridada
en el margen de 9,0 a 23,0 kilobases (kb).

Ejemplo 5
Clonacion de un fragmento genomico que contiene el gen SQS

Cuatro pg del ADN genémico se digirié mediante EcoRI y se sometieron a electroforesis con gel de agarosa.
A continuacion, los ADN cuya longitud estd dentro del margen de 9,0 a 20,0 kb se recuperaron mediante el kit de
extraccion con gel QIAEX II (QIAGEN) de acuerdo con el método especificado por el fabricante. E1 ADN purificado
seligd a 0,5 ug de ADASH II digerido con EcoRI y tratado con CIAP (fosfatasa alcalina de intestino de ternera), a 16°C
durante la noche y empaquetado con extracto de empaquetado Gigapack III oro (Stratagene). El extracto empaquetado
se infectd con la cepa MRA(P2) de E. coli y se recubrié con medio NZY vertido sobre medio agar LB. Se exploraron
aproximadamente 5000 placas empleando pSQS1006 digerido con EcoRI como una sonda. Se hibridaron cinco placas
a la sonda marcada.

Este derivado de ADASH II conteniendo gen SQS presumiblemente de P. rhodozyma se prepardé empleando el
sistema Wizard de purificacion de landa preps de ADN (Promega). A continuacion se efectué la PCR empleando estos
derivados ADASH II como un molde y dos cebadores squ9 y squl0 como cebadores. Estos cebadores squ9 y squl0
fueron disefiados en base a la secuencia interna de pSQS1006:squ9 (cebador con sentido) (SEQ ID NO:7) y squl0
(cebador antisentido) SEQ ID NO:8).

Como resultado de las PCR con las mismas condiciones de la PCR descritas en el ejemplo 2, se obtuvo una
esperada banda de 0,5 kb. Se sugiri6é que todos aquellos derivados de ADASHII podian contener un gen SQS presumi-
blemente de P. rhodozyma. Se purificaron aproximadamente 20,0 kb del fragmento inserto de EcoRI en uno de estos
derivados de ADASHII, empleando QIAEX II (QIAGEN), y se sometieron a un subclonado en el vector pBluescriptIl
KS (Stratagene) empleando el DH5«a como cepa anfitriona y se obtuvo el pS1229.

Ejemplo 6
Secuenciado de un fragmento genémico que contiene el gen SQOS
El pSQS 1229 se secuencio con el procedimiento del “cebador andante” empleando el kit de secuenciado AutoRead

(Pharmacia).
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Como resultado del secuenciado se determiné una secuencia de nucledtidos comprendiendo 4807 pares de bases de
un fragmento genémico conteniendo el gen SQS de la P. rhodozyma conteniendo su promotor (1549 bp) y terminador
(836 bp) (SEQ ID NO:1).

La regién de codificacion fue de 2422 pares de bases de largo y constaba de 9 exones y 8 intrones. Los intrones
estaban dispersados a través de toda la region de codificacién sin diagonales en 5° 6 3°. Se descubrié que un marco
abierto de lectura (SEQ ID NO:2) consta de 512 aminoécidos (SEQ ID NO:3) cuya secuencia es notablemente similar
a la secuencia conocida de aminodacidos de la escualeno sintasa de otras especies (51,3%) de identidad igual a la escua-
leno sintasa de la Schizosaccharomyces pombe) como resultado del software de biisqueda de homologia GENETY X-
SV/RC (Software Development Co., Ltd. Tokio, Jap6n).

Ejemplo 7
Construccion de un pldsmido antisentido para el gen SQS

Un fragmento del gen antisentido el cual cubre el gen entero de estructura para el gen SQS, se amplifica mediante
el método PCR y a continuacién se clona en un vector de integracién en el cual el gen SQS antisentido se transcribe
mediante su propio promotor SQS en la P. rhodozyma.

Dichos cebadores incluyen una secuencia de reconocimiento de asimetria para la enzima de restriccién Sfil
(GGCCNNNNNGGCQ), pero su secuencia asimétrica pendiente se disefia para que sea diferente. Esto permite una
clonacién direccional en el vector de expresion el cual tiene la misma secuencia asimétrica en su secuencia de ligacion.
El empleo de dicha construccién estd ejemplificado en la patente EP 1.158.051.

Para el fragmento promotor y terminador que puede conducir la transcripcion del gen SQS anti-sentido, el promotor
y terminador SQS se clona a partir del cromosoma empleando la informacién de la secuencia listada en SEQ ID NO:1.

A continuacién, el fragmento terminador se funde con la casette resistente G418 ligando el fragmento de ADN
que contiene el terminator SQS a la casette resistente G418 del pG418Sa330 (patente EP 1.035.206) para el vector
apropiado como p. ej. el p-Bluescriptll KS (Stratagene).

A continuacidn, se inserta el fragmento Sacl de 3,1 kb que contiene el locus del ADN ribosémico (ADNr) (Wery et
al., Gene, 184, 89-97, 1997) en el casette G 418 corriente abajo sobre el pldsmido asi preparado. El fragmento de ADNr
existe en multicopias sobre el cromosoma del eucariota. La integracién mediante el fragmento de ADNTr resultaria en
una integracién multicopiada sobre el cromosoma del anfitrién empleado, y esto permite la sobreexpresion de genes
extrafios que se alojan en el vector de expresion.

A continuacidn, se inserta el promotor SQS en el terminador SQS corriente arriba, para construir el vector de
expresion que funciona en P. rhodozyma.

Finalmente, la construccién SQS antisentido se completa insertando el fragmento Sfil de 1,5 kb, que contiene el
SQS antisentido en el vector de expresion asi preparado que funciona en el P. rhodozyma.

Una construccién de un pldsmido similar esta ejemplificado en la patente EP 1.158.051.

Ejemplo 8
Transformacion del P_rhodozyma con el vector SQS antisentido

El vector SQS antisentido asi preparado, se transforma en la cepa tipo salvaje del P. rhodozyma, la ATCC96594,
mediante la transformacioén biolistica, siguiendo el protocolo descrito en la patente EP 1.158.051.

Ejemplo 9
Caracterizacion del SQS antisentido recombinante del P_rhodozyma

Se cultiva el SQS antisentido recombinante del P. rhodozyma ATCC96594, en 50 ml de medio YPD en un frasco
Erlenmeyer de 500 ml a 20°C durante 3 dias empleando su cultivo para siembra el cual crece en 10 ml de medio YPD
en tubos de ensayo (21 mm de didmetro) a 20°C durante 3 dias. Para el andlisis del carotenoide producido, se retira un
volumen apropiado de caldo de cultivo y se emplea para el andlisis de su crecimiento, productividad de carotenoides,
especialmente la astaxantina.

Para el andlisis del crecimiento, se mide la densidad éptica a 660 nm empleando un fotémetro UV-1200 (Shimadzu
Corp., Kioto, Japon) ademds de la determinacién de su masa celular seca secando las células derivadas de 1 ml de caldo
después de la microcentrifugaciéon a 100°C durante un dia.
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Para el andlisis del contenido de astaxantina y carotenoides totales, las células se recogen a partir de 1,0 ml de
caldo después de la microcentrifugacién y se emplean para la extraccién de los carotenoides a partir de células de P,
rhodozyma mediante disgregacion con perlas de vidrio. Después de la extraccion, las células disgregadas se separan
por centrifugacién y el resultante se analiza para determinar el contenido en carotenoides por HPLC. Las condiciones
de la HPLC empleadas son las siguientes: columna de HPLC: Chrompack Lichrosorb si-60 (4,6 mm, 250 mm);
temperatura: temperatura ambiente; eluyente: acetona/hexano (18/82), afiadir 1 ml/litro de agua al eluyente; volumen
de inyeccion: 10 ul; velocidad de flujo: 2,0 ml/minuto; deteccién: UV a 450 mm.

Pueden obtenerse muestras de referencia de Hoffmann La-Roche (Basilea, Suiza) (particularmente, la astaxantina)
u otros proveedores comerciales (WAKO, SIGMA, etc.).
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REIVINDICACIONES

1. Un organismo recombinante cuya expresion génica de la escualeno sintasa se ha reducido en comparacién con el
organismo anfitrién, por lo cual es capaz de producir carotenoides en un nivel potenciado en relacién con el organismo
anfitrién, caracterizado porque el organismo recombinante es una célula fingica que contiene un polinucleétido
antisentido frente a una molécula de 4cido nucleico, seleccionada del grupo formado por:

(a) moléculas de acido nucleico que codifican por lo menos la forma madura del polipéptido representado en SEQ
ID NO:3;

(b) moléculas de 4cido nucleico que comprenden la secuencia codificante como esté representada en SEQ ID NO:2;

(c) moléculas de acido nucleico cuya secuencia de nucledtidos estd degenerada como resultado del cédigo genético,
a una secuencia de nucleétidos de (a) 6 (b);

(e) moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido derivado del polipéptido cuya secuencia tiene una
identidad del 51,3% 6 mas con la secuencia de aminodcidos del polipéptido codificado por una molécula de acido
nucleico de (a) 6 (b);

(g) moléculas de 4cido nucleico que comprenden un polinucleétido que tiene una secuencia de una molécula de
dcido nucleico amplificada a partir de una biblioteca de dcido nucleico de Phaffia, empleando los cebadores represen-
tados en SEQ ID NO:4, 5y 6;

(j) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que tiene una actividad escualeno sintasa, en don-
de dicho polipéptido es reconocido por anticuerpos que han sido generados contra un polipéptido codificado por una
molécula de 4cido nucleico de una cualquiera (a), (b), (¢) y (g);

(k) moléculas de 4cido nucleico que pueden obtenerse por exploracién de una biblioteca apropiada en condiciones
restrictivas con una sonda que tiene la secuencia de la molécula de 4cido nucleico de una cualquiera de (a), (b), (c),
(e), (2) y (j), y codificando un polipéptido que tiene actividad escualeno sintasa.

2. Un organismo recombinante cuya expresion génica de la escualeno sintasa se ha reducido en comparacion
con la del organismo anfitrién, por lo cual es capaz de producir carotenoides en un nivel potenciado en relacién
con el organismo anfitrién, caracterizado porque el organismo recombinante es una célula fiingica que contiene un
polinucleétido antisentido frente a una molécula de dcido nucleico seleccionada del grupo formado por:

(m) moléculas de 4cido nucleico que comprenden la secuencia de nucle6tidos como esta representada en SEQ ID
NO:1;

(n) moléculas de acido nucleico cuya secuencia de nucledtidos estd degenerada como resultado del cédigo genético,
a una secuencia de nucleétidos de (m);

(p) moléculas de dcido nucleico que codifican un polipéptido derivado del polipéptido cuya secuencia tiene una
identidad del 51,3% 6 mds con la secuencia de aminodcidos del polipéptido codificado por una molécula de acido
nucleico de (m);

(q) moléculas de 4cido nucleico que comprenden un fragmento codificado por una molécula de dcido nucleico de
una cualquiera de (m), (n) 6 (p) y tienen una actividad escualeno sintasa;

(r) moléculas de 4cido nucleico que comprenden un polinucleétido que tiene una secuencia de una molécula de 4ci-
do nucleico amplificada a partir de una biblioteca de acido nucleico de Phaffia, empleando los cebadores representados
en SEQ ID NO:4, 5y 6;

(s) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que tiene una actividad escualeno sintasa, en donde
dicho polipéptido es un fragmento de un polipéptido codificado por una cualquiera de (m), (n), (p), (q) y (r);

(t) moléculas de acido nucleico que comprenden por lo menos 15 nucleétidos de un polinucleétido de (m) 6 (a);

(u) moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que tiene una actividad escualeno sintasa, en donde
dicho polipéptido es reconocido por anticuerpos que han sido generados contra un polipéptido codificado por una
molécula de dcido nucleico de uno cualquiera de (m), (n), (p) (q), (r) y (s);

(v) moléculas de dcido nucleico que pueden obtenerse explorando una biblioteca apropiada en condiciones restric-

tivas con una sonda que tiene la secuencia de la molécula de 4cido nucleico de uno cualquiera de (m), (n), (p), (q), (1),
(s), (t) y (u) y codifican un polipéptido que tiene actividad escualeno sintasa;
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(w) moléculas de 4cido nucleico cuya cadena complementaria hibrida bajo condiciones restrictivas con una molé-
cula de 4cido nucleico de una cualquiera de (m), (n), (p), (q), (1), (s), (t), () y (v) y codifican un polipéptido que tiene
actividad escualeno sintasa.

3. El organismo recombinante de la reivindicacién 1 6 2, que contiene un vector recombinante que comprende el
polinucleétido antisentido.

4. El vector como se ha definido en la reivindicacién 3, en el cual el polinucleétido antisentido esta operativamente
unido a las secuencias de control de la expresién que permiten la expresion en células fingicas.

5. Un método para obtener un organismo recombinante, el cual comprende la introduccién del vector de la reivin-
dicacion 4 en un organismo anfitrién, en donde dicho organismo anfitrién pertenece a una cepa de Phaffia rhodozyma
6 Xanthophylomyces dendrorhous.

6. Un procedimiento para la produccién de carotenoides, el cual comprende el cultivo de un organismo recombi-

nante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dichos carotenoides se seleccionan del grupo formado
por la astaxantina, S-caroteno, licopeno, zeaxantina, cantaxantina.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<110> Roche vitamins AG
<120> gen SOS

<130> NDR5218

<160> 8

<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 4807

<212> ADN

<213> Phaffia rhodozyma

<220>

<221> exon

<222> (1550)..(1577)
<223>

<220>

<221> polyA_site
<222> (4106)..(4107)
<223>

<220>

<221> 5’UTR
<222> (1464)..(1470)
<223>

<220>

<221> exon
<222>(3959)..(3970)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (3882)..(3958)
<223>

<220>

<221> exon

<222> (3567)..(3881)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (3476)..(3564)
<223>

<220>
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<221> exon
<222> (3464)..(3474)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (3357)..(3453)
<223>

<220>

<221> exon
<222>(3231)..(3356)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (3088)..(3230)
<223>

<220>

<221> exon

<222> (2476)..(3087)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (2398)..(2474)
<223>

<220>

<221> exon

<222> (2183)..(2395)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (2072)..(2182)
<223>

<220>

<221> exon

<222> (1883)..(2071)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (1767)..(1882)
<223>

<220>
<221> axon
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<222> (1755)..(1766)
<223>

<220>

<221> Intron

<222> (1578)..(1752)
<223>

<400> 1

gttcetgeec
ggtcagaaca
gtgaggtttg
gatgaacgac
ttccagetet
agtcgatgtt
ggaggacagg
tcgaaggttg
atrrecette
ctrgaccgatc
aggttcatgt
agcaggctca
gtcgagattc
gcgggggatc
tcataggtga
cgacttgggc
tggcgggtric
aatgacagrtt
actgaagaag
cttgatcaga
ctgcteteec
tgtgcrrgec
cagagacgac

ctgtaatgeg

agtcaaagag
tcggagarac
cctaggaage
atgtcgaacc
tcrgetetct
ctgtcgacag
gtggcrtraa
actcctceeg
ctttctaccc
cgaatatcta
ttgaaagcat
atgatcactt
trrrrtctec
acccgcatat
aggttaaaac
agectegecc
gtcatggeeg
tccegacgee
gtagggtctc
cccgacttat
grgtttttca
atargagcat
acaaaacgqgg

tterecatct
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tgggaaaaac
aatggcccat
aatccctrcg
carctccate
ccagtttcge
gagaccagta
caaatcggta
ctatgrgtat
ggagagraag
gcgeaggttg
tgatcctagt
ggggrtegtg
ttttggtega
taagcggtat
ggaatggata
atagtgtctg
tgatcatctyg
atcactaaga
gtcgagecag
gaatatggcc
(444 {4444
cccatgectc
gtrgtatgaa

ttctctaatg

atgaaagtaa
a9aggaagga
tttctcaaag
ctcgaaatca
agcrrrcece
gaaggcggaa
gtacggagga
gagagcatat
acacacaaag
cttcrcract
tgcctctatc
catctrgatg
gaaaaaaaaa
gacgctcate
ggaggagcta
atggrratat
ctttgrraga
cacaaacgta
tgcaaccaga
grrattgtac
ggatcaaacg
tgctcaaatg
ctctacattt

cttttregta

aaagatgtaa
aagctactta
atatcteert
agtttactcg
tcgggaagaa
ccgacaattt
tcgaacggeg
ccgtrgatgt
aatcacgaag
ggttccattc
tgaggccagt
trcaaccaag
cggetreget
aaccggccaa
accacgtree
cgtcatagaa
catrgtceat
tccagcacge
gttacagatg
acttettggt
agactgcreg
atgctggage
cctaatgtta

grccgrettt

tgaaagaagg
ccagaaacca
tgaaagcatc
atttagacct
gcrerecgec
tggatggatc
cttctctegt
ctcagttaaa
aatatgatga
ttcgaacgat
ctgccaatgt
tgtcgcaacg
tecgcacgege
gtgtrcttca
tattttaatt
aggcagegec
cagtcacctce
catgtccatce
aacatcagge
gctcctcgag
tgtatctatce
tacgatccat
ttggaattee

tcaaccttge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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cagegtttcg cgtgtetret tTCLcCittg acggrcatca CrttCricte terrercgee

CLTLCTLCCg TCCtTCatte TCTCLCtIcyg tCtgaacate agcatcatc atg g?c ata
Met Gly Ile

tca gat tac CTtC gtt Cig g grcagttctg tctrrtgttt gattcttatce
ser AsSp Tyr teu val Leu
S

TTCTLgCcgg <oqgregectg tCttgggrat atcatcagea atgagaaaca tqatqtrece
CCCcgegtcaa TCACTgacct Tttggtcctc TacTLcttIc Crgicgaatt gatcctgatt

gatacgtgtg <cggetgett aacaget Tt cac gca Icc t gtaggtgrrt
val His Ala Sser

tatcgtatgc ttcatgttga tgtttagtca cgcggactga €ctggecggt tgatttictg

Tatgatcgct Tgrgetaccyg TCTttcttgg 2aatcctrcd catcag ge  cga tct
Cys A;g ser
1

gcg agec ttt aat gca gta cgc gat ctg gca tga gec tcg aag gaa tat
Ala ser Phe ggn Ala val Arg Asp 5§u Ala Ala Ser Lys G&u Tyr

cac tgc aca g?a g?a aca tgC aac atc <gg tig g?a CCg aga aac tat
His Cys Thr gsy y Thr Cys Asn ige Arg Leu Gly Pro :gg Asn Tyr

gaa g?a atg ttg gaa gta ttt gga tCct gac ttc aag aag ttr cgc age.
Glu Gly ?St teu Glu val phe 2Sy 5er Asp Phe Lys ggs Phe Arg ser

tgt cat caa aga gtt g ? gg aga tct tac ccg agt ¢ gtacgtgttt
Cys g;s GIn Arg val Gly Arg Arg ser Tyr.Pro ?gr

tcatcttcte tCctcctttga gatctggtcg ccrccgecatt ttcttgttge agaagggtca

gaagctgaca acaccatcte tactgttcgg gacacggeta g at ctg ttt att cta
His Leu Phe Ile gsv

tCt cge tct tcY agg act g? tac cat tga g a tga cat gag tct atc
ser Arg Ser Ser ggg The Gly Tyr His 9oy His Glu Ser Ile

taa tga tgt gaa gct tcc CCTt get tcg gac att ctg g?a aaa gct tga
ggs Glu Ala Ser Pro ?33 Ser Asp Ile teu G 105 Lys ala

CtC ccc tgg gty gac ctt tac tgg atc cgg tcc aaa tga gaa g?a tag
teu Pro 7;0 va ASp Leu Tyr T g Ile Arg Ser Lys G;g y
1 1

aga g¢r tct tgt tca ctt cga tgt g? cat ¢gc cga gtt tgc caa ctt
Arg Ala ser Cys Ser lLeu Arg Cys G 5 His Arg Arg Val Cys GIn Leu
125 ;5
g?a cgt ¢ aagtgagttt ccctttatgg ttggatcatc cgetcgacag actcgaaacg
y Arg

ctcatcactt tggtctgctt gatgaacagc tc tcg gaa cgt cat tcg aga cat

1500
1558

1607

1667

1727

1776

1836
1890

1938

1986

2034

2081

2141
2196

2244

2292

2340

2388

2445

2498
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cac
His

gce
Ala

ata
Ile

cte
Leu
195

ace
Thr

aga
Arg

gat
ASp

taa

daat
ASn

cga
Arg

cte
Ley
105

(444
Leu

aga
Arg

aggrrcrrga ctcttaageg tcttccaate tgatgecrce aattatcatc attrregtet

<]
Ser

cte
Leu

(& 4]
Leu
180

tgt
Cys

ttc
Phe

tat
Tyr

ctg
Leu

cte
Leu

gt
va

cge
Ar
29

ttg
Leu

cat
His

age
ser

caa
Glin
150

caa
GIn
165

tca
ser

cgc
Arg

aadaa
Lys

tcg
Ser

gge
23y
245
tt
ga]
260
9?‘
G
b 743
act
Thr

tgc
cys

2a
glu

cgt
Arg

ES 2 305 501 T3

Leu ser Glu Arg His ger Arg His
45

gat ggg taa cgg tat g?c cga CITt tgc ttCc tet Cctc tac
ASp Gly Arg Tyr lsg Arg Leu Cys Phe iga Leu Tyr

cga g?t €ca gt¢ gac ¢ga aga ttt caa cct
275 pPro val Asp Arg g; Phe GIn Pro

gce tgt g?c
Ala cys Gly arg

tta cgr cgc tgg act <3t €gg cga g?g act LtC CCg ace
teu Arg Arg Trg Thr Arg Arg Arg Ggy Thr Leu Pro Thr
18 190

gac <ga gaa g?a acg acc att ctt g?c caa cca gat g?t
Asp Arg Glu Gly Thr Thr Ile Leu Gly Gln Pro Asp Gly
200 205 210

€TC 9Tt C€gg act cCt tct ¢ca aaa gac aaa cat cct tcg
teu val Arg Thr Pro Ser Pro Lys Asp Lys His Pro Ser
215 220 225

g?a g?a Cge cga €ga agg tcg tgg ctt ctg gec aag aga
gag y Arg Arg Arg Arg Ser Trp Leu Leu Ala LyS Arg

A

23 240
Caa ¢cCcC gat cta tac tgec gca tgc acc ggg cac aag gtt
Gln Pro Asp Leu ;gs Cys Ala Cys Thr gsg His Lys val

gac tga cct g?t Caa gaa aga aaa cat cga caa agg axc
AsSp Pro Gty GlIn gzg Arg Lys His Arg g;g Arg 1Ile

gtt gag tgc gat gac act cga ¢gC gat cac cCa tac rac
val Glu Cys Asp ;g Thr Arg Arg Asp ;;; Pro Tyr Tyr

g?a cta cCct ct¢ act tCt aaa gaa cca gag tgt ttt caa
6ly Leu Pro 58? Thr ser Lys Glu ;68 Tu Cys phe GIn

tat cCC ¢ggc tgt cat gtc gat tgc aac gt g?a gct atg
Tyr fro G g Cys His val Asp Cys Asn val Gly Ala Met
31 315 320

cec age g?t gtt cca acg aaa cat aaa aat cag aaa g?g
pro Sser Gly val Pro Thr Lgs His Lys Asn Gln L;s Gly
325 330 335
cga g gtgcgttcgec gogttctgtt tctacctttc ataacattgg

AP

34

TTLLTGCTLt CCLCTtgttt CtiTTcggeg tgattcaatc cag €t  cat tat gaa

Ala Wis Tyr Glu

gtg caa caa ccc tcg gga ggt ggc ata cat grtt tag aga tta tgc tcg
val G1n GIn pPro ser Gly Gly Gly Ile His val Arg Leu Cys Ser
345 350 355

223 gat rca tgc <aa Q?C Tat tCC tac aga tCC taa ciy cat caa gtt
ggg Asp ser Cys GIn gsg Tyr Ser Tyr Arg g;g Leu His GIn val

2546

2594

2642

2690

2738

2786

2834

2882

2930

2978

3026

3074

3127

3187
3241

3289

3337
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ES 2 305 501 T3

gag ¢gt tgc gt? tgg tcg a gtgagttgat cgatcgatcc arcttttgee
g;g Arg Cys val Trp gga

ttgatcatcg cgagacttga ctgatcgatt actcaaaaca tcatcgettc tecrreetge
tctctag at
ASn Arg Thr Met Gly

385

CTTCaagLtTT CCTCTCQETt CarcrTegtt gagaagagyg atcrgatgra tcrerres

¢ga aca atg ggc rga gga ¢ tgtatgttcec tccgeccerc
Ala

ttcggatcag ac ta ¢CcC Ctc att tat gat gat tcg gcc tlc gaa tga ccc
Leu Pro Leu ggg Tyr ASp Asp Ser ;;; Phe Glu Pro

tCa aaa CcCC cgec acc Cte 2aac g?c gct tga cCcC ttt €tC agg aga cgc
Ser Lys Pro Arg Thr Leu Asn Gly ala Pro Phe Leu Arg Arg Arg
460 40S 410

tcg ttt aag gat agc CtC taa gaa g?c tga gat Cac ¢gc cgc tgc tct
ser :2: LyS ASp Ser Leu 2}8 y AsSp HiS Arg :; Cys Ser

gag aga gtc caa
Glu Arg val Gln 3?3

tgt cag gaa gaa agc ccg g?a tca cgc taa gt
b 4
440

Cys GIn Glu Glu Ser Pro Ser Arg va
430 435

att gcc tcc gag cga tcC gaa caa gec g?a caa ctc g?a g?a tgt taa
1le Ala Se; Glu Arg Ser Glu 2;8 Ala Gly GIn Leu 25 Gly Cys
44

g g?t att gat €gg <gg tat gat cgt tgg att gtt get ¢gt gat g?g
Ley Gly I%s ASp Arg Arg Tyr :g Arg Trp Ile val :;3 Arg Asp Gly
4

Cgt gct cgg ttt g?c tat cgc ttg g?t tgt tct tca g gtgcgrtcte
Arg Ala Arg phe Gly Tyr Arg Leu Gly Cys Ser Ser

475 48 485
ccaaagagcc tttctctcat gaacacgcac ataggttgat ctaattctat crtactetgt

catacag tt tga gca ata a tctcaagatt ctagtccatc critcgctca
val Ala Ile

acgatctgct
ggatcttect
accgatcctt
aaarttccte
accatrcrcrt
gaacatgtat
tttcatcaga
tctcatgggt
cgattcgtta
aacccctgeg

aaatcgaccg

tceecrectt
tcttgaatce
cattcgatct
taaagagtcg
ctcaatattc
trgatttega
cagcacatat
agaccgtgec
ataaagccgt
cgcactcgag
gattttaaag

creecttcecece
tccgatccaa
tggcgaaaat
gctrrrrcet
trtgtgctac
ggttccaaga
ctctectect
cttttgacac
ccccaccret
tagtcgatca

ctgetgecag

gtcttctcrg
tgtaatctge
ctaagcaaag
gtggcgaage
tatatgatca
atacaaccgg
ctcratagaa
ggggagaaag
tctttaatgg
gaccttccga

gtcggtgaat

grtrertttc
ataccctcege
agaatcactt
ttcatcccgt
agtrctetga
cccaagtcgt
gccgratggg
agaacgaaag
caattcaaga
acgacagata

ccccctaggt

ttactrtctg
tttagtagaa
ttgtcraata
cttccrctgg
aatcaaagaa
tcttcgeage
gccaatcgac
gacacttgac
agagaaaaac
tcatttgeeg

gatctccteg

tacaaagatg ttgggcacgg acttttcgac ccggatgaga acgtcgtgaa gagtttgaaa

aagatratca acataatgtg tctttttttc ttttttcttt cgtaactcte tagagaacga

ggagacgtac ggtctgattt gttatcg

3386

3446
3494

3700

3748

3796

3844

3891

3951
4000

4060
4120
4180
4240
4300
4360
4420
4480
4540
4600
4660

4720
4780
4807
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<210>2

<211> 1536
<212> ADN
<213> Phaffia rhodozyma

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1536)

<223>

<400> 2

atg
Met
1

ctg
Leu

ate
Ile

arg
met

gct
Ala
65

ttc
Phe

cta
Leu

cte
Leu

gat
Asp

aac
ASN
145

gqc
Gly

cga
Arg

act
Thr

aag
Lys
55

gtc
val

tat
Tyr

tct
Ser

gac
Asp

ata
Ile

gct
Ala

gca
Ala
35

aa
?51 u

atc
Ie

ctc
Leu

aat
Asn

tcc
Ser
115

tca
Ser

tta
Leu
20

cag
GIn

tgt
cys

adaa
Lys

gct
Ala

gat
Asp
100

cce
Pro

aga gag ctt

Ar

13
ttg
Leu

Glu

gac
Asp

Leu

tC
\9/31

gat

atg
Met

&

tgq
Trp

9ag
Glu

cte
Leu
85

gt
va

&y

cre
Leu

aac
AsSN

tac
Tyr

ca
aln

gaa
Glu

aag
Lys

ttg
Leu
70

cga
Arg

aag
Lys

tgg
Trp

grt

tct
sSer
150

ctc
Leu

tac
Tyr

cat
His

tat
Tyr
5

gac
Asp

oy

cte
Leu

acc
Thr

cac
His
138

cg9
Arg

ES 2 305 501 T3

gtt
val

9cg
Ala
gca
40

ttg
Leu

&y

ctg
Leu

(< dd
Pro

Tttt
Phe
120

ttc
Phe

aac
AsSn

ct9
Leu

atc
1le
25

aca
Yhr

gat
Asp

gat
Asp

gat
ASp

ctg
Leu
105

act
Thr

gat
ASp

tC
3&1

gce
Ala
10

tg99
Trp

tcc
ser

ctg
Leu

ctt
Lteu

acce
Thr
S0

(444
Leu

sty

gt
va

att
Ile

ttc
pPhe

cat
His

3y

act
Thr

acc
75

ate
Ile

cgg
Arg

tce
ser

cga
Arg
155

ac
3

9ag
Glu

tg9g9
Trp

tca
Ser
60

cga
Arg

atc
Ile
140

gac
Asp

cat
His

cct
Pro

gac
Asp
45

aga
Arg

tc
\g/al

gat
ASp

tte
Phe

CcCa
Pro
125

44
gla

ate
Ile

cct
Pro

cga
Ar
30g

cga
Arg

agt
ser

atc
Ile

gac
Asp

tag
110

aat
ASn

ga
&

act
The

gce
Ala
15

agg
Arg

ttc
Phe

tgt
Cys

atg
Met
95

gaa
Glu

1444
Phe

cgc
Af’g

gat
ASp

aat
AsSn

acet
Thr

ca
Agﬂ a

tta
Leu
80

agt
Ser

aag
LyS

aag
Lys

gcc
Ala

aag
LyS
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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atg ggt
Met Gly

cct
Pro

tac
Tyr

acc
Thr

teg
ser
225

gag
Glu

aac
AsSn

act
Thr

ttg
Leu

gac
As
30

atc
Ile

cca
pro

a
&

aga
Arg

aac
Asn
385

ga
ae

caa
GlIn

gt
va

gtc
val

gag
Glu
210

tte
pPhe

gac
ASp

ccg
Pro

gac
ASD

agt
ser
290

tac
Tyr

ccg
Pro

gc9
Ala

cte
Leu

gat
Asp
370

ttc
Phe

cac
H1S

aac
Asn

aac
Asn

gcce
Ala

gct
Ala
195

433
Lys

gga
Gly

gcce
Ala

atc
Ile

ctg
Leu
275

gcg
Ala

ctc
Leu

gct

gt
va

att
Ile
355

tat
Tyr

atc
Ile

tac
Tyr

<cC
Pro

&

g9ag
6lu
1380

ety

gaa
6lu

ctc
Leu

gac
AsSp

;at
280

gtc
val

atg
Met

tca
ser

gtc

tte
Phe
340

atg
Met

gct
Ala

aag
Lys

tac
Tyr

gca
Ala
420

atg
Met
165

1<%
3a1

ctc
Leu

cga
Arg

ctt
Leu

gaa

245

ace
Thr

aag
Lys

aca
Thr

cte
Leu

atg
Met
325

caa
Gln

aag
Lys

cga
Arg

ttg
Leu

cccC
Pro
405

ccC
Pro

gce
Ala

cag
GIn

gtc
val

cca
pPro

cte
Leu
230

&y

g¢<g
Ala

daa
LyS

cte
teu

cta
Leu
310

tcg
Ser

cga
Arg

tgc
cys

aag
LyS

agce
ser
390

tca
Ser

tca
ser

gac
Asp

t<g
Ser

ey

14 4«
Phe
215

caa
Gin

cgt
Arg

cat
His

gaa
Glu

gac
ASp
295

aag
LYysS

att
Ile

aac
ASn

aac
ASn

att
Ile
375

ttt
Phe

ac
The

ES 2 305 501 T3

1 344
phe

ace
Thr

gag
Glu
200

ttg
Leu

aag
Lys

&ty

gea
Ala

aac
Asn
280

gcg
Ala

aac
Asn

gca
Ala

ata
Xle

aac
Asn
360

cat
HIS

Cct
213

gaa
Glu
185

oty

g9cc
Ala

aca
Thre

tte
pPhe

ccg
Pro
265

atc
Ile

atc
e

cag
GIn

acg
Thr

aaa
LysS
345

cct
Pro

gce
Ala

tgt
Cys

atg
Met

ctt
Leu
425

<t CTC tct
-Ser Lew Ser Thr Pro Ser
170

gat
Asp

ctc
Leu

aac
Asn

aac
ASn

tag
Trp
250

ety

gac
Asp

acc
Thr

agt
Ser

ttg
Leu
330

atce
1e

<99
Arg

aag
Lys

&

att
Ile
410

gac
Asp

1444
phe

tcc
ser

cag
Gln

atc
Ile
235

cca
Pro

aca
™r

ada
Lys

cat
His

gtt
val
315

gag
Glu

aga
Arg

ga
6]2

gct
Ala
cga
Ar
39

€qq
Arg

cct
Pro

aac
ASn

cga
Arg

atg
Met
220

cte
Leu

aga
Arg

agg
Arg

&ty

act
Thr
300

14 {4
phe

cta
Leu

aag
Lys

gt
va

att
Ile
380

atc
Ie

ccet
Pro

| 4 {4
fhe

acg

cta
Leu

ctc
Leu
205

gta
val

cga
Arg

9ag
Glu

Tttt
Phe

tca
ser
285

acc
Thr

aac
Asn

tge
Cys

&y

gca
Ala
365

cce
pro

gaa
Glu

tcy
ser

ca
ser

ccc

tac
Tyr
190

1444
Phe

cte
Leu

gat
ASp

atc
Ile

aac
Asn
270

atg
Met

gac
Asp

Tttt
Phe

trc
Phe

gaa
Glu
350

tac
Tyr

aca
Thr

caa
Gln

aat
Asn

9?3
a3

tce
175
tgt
Cys

gtc
val

tca
Ser

art
Ile

t9g9
Tr

25

tcg
ser

tgg
Trp

ca
21 a

tgt
Cys
atg
33S
gcc
Ala

atg
Met

gat
Asp

tgg
Trp

gac
Asp
415

gac
Asp

aag
LyS

cat
H1s

qcg
Ala

aac
ASn

g9
Arg

240
gcc
Ala

ttg
Leu

gt
Va

ctg
Leu
gct
320

dac
Asn

gtc
val

Tt
Phe

€ce
Pro

gct
Ala
400

cct
Pro

gct
Ala

528
576
624
672
720
768
816
864
4912
960
1008
1056
1104
1152
1200
1248

1296
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cgt
AT9

gtc
val

teg
Leu
465

tgg
Trp

gt
va

<210>3
<211> 511
<212> PRT

tta
Leu

ag9
Ar
45

cct
Pro

gta
val

ctc
Leu

agg
Ar

43

aag
Lys

ccg
Pro

ttg
Leu

&y

ata
Ile

aaa
Lys

agce
ser

azc

Ttg
Leu
500

<213> Phaffia rhodozyma

<400> 3

Met

Leu

Ile

Met

Ala

65

Phe

Lev

Leu

ASp

Gly
Arg
Thr
3
val
Tyr
Ser
Asp

Ar
13

Ile

Ala

Ala

35

Glu

1le

Leu

ASD

Ser

115

Glu

gce
Ala

gce
Ala

gat
ASp

ggc
485

ct
gla

ser
Ley

20

GIn

cys

Lys

Ala

Asp

100

Pro

Leu

tce
Sser

€99
Arg

ccg
Pro
470

ety

atc
Ile

AsSp
S
Met
Glu
Trp
Glu
Leu
85
val

Gly

teu

ES 2 305 501 T3

aag
Lys

gat
455

aac
Asn

atg
Met

gct
Ala

Tyr

Glin

Glu

LyS

Leu

70

Arg

Lys

Trp

val

daag
LyS
440

€ac
His

aag
Lys

atc
xle

tag
Trp

Leu

TYr

His

r

5

ASp

Gly

Leu

Ther

His

gct
Ala

gct
Ala

ccg
Pro

gure
val

gte
val
505

val

Ala

Ala

40

Leu

Gly

Leu

Pro

Phe
120

Phe

ag atc acc gec
Th

1u 1le

r Ala
445

4ag t9g aga gag
Lys Trp Ag Glu
4

gac aac tcg gag
ASp Asn Ser Glu

475

g?a ttg ttg ctc
Gly Leu Leu Leu

490

gtt ctt cag ttt
val Leu Gln phe

Leu Ala
10

Ile Trp
25

Thr Ser
AsSp Leu
Asp Leu
Asp Thr

90

Leuy Leu
105

Thr Gly

Asp val

Phe Thr

His Glu

Gly Trp

Thr Ser

get
Ala

t<cc
Ser

gat
Asp

gt
va

gag
510

aag
LyS

gtt
val

atg
met
495

caa
Gln

cte 1344
Leu
g?a 1392
Gly
aat 1440
AsSn
480
ggc 1488
Gly
taa 1536

His Pro Ala Asp
15

Pro Arg Arg Asn

30

45

60

Thr Arg

75

Ile Glu

Arg Thr

Ser Gly

Ala Ile

Asp Arg Glu Thr
Arg Ser Phe Ala
val Ile Cys Leu

80

ASp Asp Met Ser

95

Phe Trp Glu LysS

110

125

140

Pro Asn Glu Lys

Ala Glu Phe Ala
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AsSh

145

met

Pro

Tyr

Thr

ser

225

Glu

Asn

Leu

Pro

Glu

Arg

Asn

385

Glu

Leu ASp val
Gly Asn Gly

val Ala Glu
180

val Ala Gly
195

Glu Lys Glu
210

phe Gly Leu
Asp Ala Asp

pro Ile Tyr
260

Asp Leu val
275

ser Ala Met

290

Tyr Leu Ser

Pro Ala val

Ala val phe
340

Leu Ile Met

355
Asp Tyr Ala
370

Phe Ile Lys

His Tyr Tyr

ASn

Met

165

val

Leu

Arg

Leu

Glu

245

Thr

Lys

Thre

Leu

Met

325

GIn

Lys

Arg

Leu

Pro
405

ES 2 305 501 T3

ses Arg Asn val Ile

Ala

Gln

val

Pro

Leu

230

Gly

Ala

Lys

Leu

Leu

310

Ser

Arg

Cys

Lys

ser

390

ser

ASp

ser

Gly

fhe

215

Glin

Arg

His

Glu

295

Lys

Ile

ASn

ASn

Ile

val

phe

Phe

Thr

Glu

200

Leuw

Lys

Gly

Ala

ASn

280

Ala

ASn

Ala

Ile

Asn

360

His

Ala

Met

Ala

Glu

18S

Gly

Ala

Thr

Phe

Pro

265

Ile

Ile

GIn

Thr

345

Pro

Ala

Cys

Met

10

ser
170
ASp
Leu

ASn

ASh

Asp

Thr

Ser

Leu

330

Ile

Arg

Lys

Gly

Ile
410

Arg Asp Ile
159

Leu

Phe

Ser

Gln

Ile

235

Pro

Lys

His

val

315

Glu

Arg

Glu

Ala

Ar

39

Arg

ser

ASn

Arg

MeC

220

Leu

Arg

Arg

Gly

Thr

300

Phe

Leu

Lys

val

Pro

Thr
Leu
Leu
208
val
Arg
Glu
Phe
Ser

S
Thr
ASn
Cys
Gly
Ala
365
Pro

Glu

Ser

Thr Arg

pro Ser
175

Tyr Cys
190

pPhe val

Leu Ser

ASp Ile

1le Trp

255

ASn Ser
270

Met Trp
Asp Ala
Phe Cys
Phe Met

335
Glu Ala
350
Tyr Met
Thr Asp

Gln Trp

Asn Asp
415

Lys

His

Ala

AsSn

Ar

24

Ala

Lev

val

Leu

Ala

320

ASn

val

Phe

pPro

Ala

400

Pro
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Gln

Arg

val

Leu

465

Trp

val

<210> 4
<211> 27
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ASn

Ley

Arq

450

Pro

val

Lteu

Pro

Ar

43

Lys

Pro

Leu

Gly

Ala

420

Ile

Lys

ser

Ile

tLeu
500

<221> caracteristicas diversas

<222> (3)..3)

<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (4)..(4)

<223>y=cot

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (6)..(6)

<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (12)..(12)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (15)..(15)
<223>n=a,c,got

<400> 4

Pro Ser
Ala Ser
Ala Arg
Asp Pro

470
G1¥ Gly
48

Ala 1le

gcnytngaya cngtngarga ygayatg

ES 2 305 501 T3

Thr Ala

Lys Lys
430

Asp His
455
AsSn LyS

Met Ile

Ala Trp

Leu ASp Pro
425

Ala Glu 1le

Ala LYS Trp

Pro Asp Asn
475

val Gly Leu
490

val va) Levu
505

11

Phe ser

Thr Ala
445

Arg Glu
460
ser Glu

Leu Leu

GIn Phe

2
Ala Ala
Ser Lys
Asp val
val Met

495

Glu GIn
S10

Ala

Leu

Gly

AsSn

480

Gly

27
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<210> 5

<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (3)..(3)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222>(9)..(9)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (15)..(15)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (18)..(18)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (21)..(21)
<223>n=a,c,got

<400> 5
atngccatna cytgnggnat ngerca

<210> 6
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (3)..(3)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (6)..(6)
<223>n=a,c,got

<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (9)..(9)
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<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (12)..(12)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (15)..(15)
<223>n=a,c,got

<400> 6
ccnacngtne cngenacrta rtgrearta

<210> 7

<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 7
aatgatgtgta agcttccect

<210> 8

<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 8

ccagatctct cttggccaga

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DSM IP ASSETS B.V.
<120> gen SQS
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<140> PCT/EP03/10573
<141> 2003-09-23
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<151>2002-09-27

<160> 8
<170> PatentIn version 3.2
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<211> 4807
<212> ADN

<213> Phaffia rhodozyma

<220>
<221> 5’UTR
<222> (1469)..(1470)

<220>
<221> exon
<222> (1550)..(1577)

<220>
<221> Intron
<222> (1578)..(1752)

<220>
<221> exon
<222> (1753)..(1766)

<220>
<221> Intron
<222> (1767)..(1882)

<220>
<221> exon
<222> (1883)..(2071)

<220>
<221> Intron
<222> (2072)..(2182)

<220>
<221> exon
<222> (2183)..(2397)

<220>
<221> Intron
<222> (2398)..(2474)

<220>
<221> exon
<222> (2475)..(3087)

<220>
<221> Intron
<222> (3088)..(3230)

<220>
<221> exon
<222> (3231)..(3356)
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<220>
<221> Intron
<222> (3357)..(3453)

<220>
<221> exon
<222> (3454)..(3475)

<220>
<221> Intron
<222> (3476)..(3564)

<220>
<221> exon
<222> (3565)..(3881)

<220>
<221> Intron
<222> (3882)..(3958)

<220>
<221> exon
<222> (3959)..(3970)

<220>
<221> polyA_site
<222> (4106)..(4107)
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<400> 1

gttcctgtte
ggtcagaaca
gtgaggtitg
gatgaacgac
ttccagettt
agtcgatgrt
ggaggacagg
tcgaaggetg
agerecteet
ctgaccgatc
aggttcatgt
agcaggctca
grcgagatte
gcgggggatc
tcataggtga
cgacttgggce
tggcgggrtc
aatgacagtt
actgaagaag

cttgatcaga
ctgctetc
tgtgettgec
cagagacgac
ctgtaatgeg
cagegtrteg

ctttetteeg

agtcaaagag
tcggagatac
cctaggaaget
atgtcgaacc
tctgeecrct
crgtcgacag
gtggcttraa
actcctcttg
ctttctacee
cgaatatcta
ttgaaagcat
atgatcactt
treeetctec
acccgeatat
aggttaaaac
agectcgtee
gtcatggccg
tccecgacgec

gragggtctc

ES 2 305 501 T3

tgggaaaaac
aatggeccat
aatcccttcg
catctccatc
ccagtttcgc
gagaccagta
caaatcggta
ctatgtgtat
ggagagtaag
gcgcaggttg
tgatcctage
ggggtttotg
ttttggtcga
taagcggtat
ggaatggata
atagtgtctg
tgatcatctg
atcactaaga

gtcgagccag

atgaaagtaa
agaggaagga
tttctcaaag
ctcgaaatca
agctttctet
gaaggcggaa
gtacggagga
gagagcatat
acacacaaag
cttctctact
tgectetatce
catcttgatg
gaaaaaaaaa
gacgctcatc
ggaggagcta
atggttatat
ctttgttaga
cacaaacgta

tgcaaccaga

aaagatgtaa
aagctactta
atatcrtett
agtttactcg
tcgggaagaa
ccgacaattt
tcgaacggeg
ccgttgatgt
aatcacgaag
ggtrccattc
tgaggccagt
ttcaaccaag
cggetteget
aaccggccaa
accacgettt
cgtcatagaa
cattgtccat
tccagcacgc

gttacagatg

tgaaagaagg
ccagaaacca
tgaaagcatc
atrttagacct
gctetccegec
tggatggatc
cttcretegt
ctcagttaaa
aatatgatga
ttrcgaacgat
ctgccaatgt
tgtcgcaacg
tcgeacgege
gtgrtcttca
tattttaatt
aggcagcegee
cagtcacctc
catgtccate

aacatcaggc

cccgacttat gaatatggec gttattgtac acttcttggt getcctcgag

gtgtrtrtca CtttCctttcc ggatcaaacg agactgctcg tgtatctatc

atatgagcat cccatgccte tgctcaaatg atgctggage tacgatccat

acaaaacggg gttgtatgaa ctctacattt
ttcttcatct ttctctaatg ctttrregta
cgtgtcttct trctcctttg acggtcatca

tccttectte tctcrctteg tctgaacatc

cctaatgtta ttggaatttt

gtccgrctet tcaacctregce

crrrctrcre rerecrtegtet

agcatcatc

atg ggc ata
Met Gly Ile
1

tca gat tac ctc¢ gtt ctg g gtcagttctg tcttrtgttt gattcttatc
ser gsp Tyr Leu val Leu

16

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1558

1607
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ttettgecgg cggtegectg
ccegegtcaa tcactgaccr
gatacgtgtg ccggctgett

tatcgtatgc ttcatgttga

tacgatcgct tgkgcraccyg

€ga gct tta atg cag

tac gcg atc

ES 2 305 501 T3

tcttgggtat atcatcagca
ttrggtccte tacttettec
aacag ct ttc acg cat

Ala phe Thr His
tgtttagtca cgcggactga

tctttcttgg aaatccttec

tgg cat gag

Arg Ala Leu Met GIn Tyr Ala Ile Trp His Glu

20

act gca cag gag gaa cat gca aca
Thr Ala G]g Glu Glu His Ala Thr

35

aag gaa tgt tgg aag tat ttg gat
Lys Glu Cys Trp Lys ;gr Leu Asp Leu Thr Ser

50

val
70

25

tcc g?t tgg
ser Gly Trp
40

Ctg act tca

60

gtc atc aaa gag ttg gac g?a gat ctt acc cga
Ite Lys Glu teu Asp Gly

Asp Leu Thr Arg
75

TCatcrLCctc tctectttga gatctggtcg cctecgeatt

gaagctgaca acaccatctc tactgttcgg gacacggcta

Ctc gct ctt cga gga ctg gat acc att gag gat
Leu Ala kgu Arg Gly Leu Asp ;3r Ile Glu Asp

aat gat gt? aag ctt ccc ctg ctt cgg aca ttc

Asn ?38 va

tcC cct 9gg tgg acc ttt act g?
Ser pro Gly Trp Thr ;38 Thr Gly Ser Gly ;Eg

115

gag ctt ctt gtt cac ttc gat gt

Lys Leu Pro Leu Leu Arg Thr Phe
105

a tcc ggt cca

atgagaaaca tgatgttccc

ctgtcgaatt gatcctgatt

cct gtaggtgttt

Pro

cctggeeggt tgattttctg

catcag gcc gat ctg
Q}a Asp Leu

cct cga agg aat atc
fro ggg Arg Asn 1le

gac <¢ga gaa act atg
:gp Arg Glu Thr Met

aga agt ttc gca oct
Arg Ser phe Ala g;a

gtc gtacgtgttt
val

ttcttgttge agaagggtca

g atc tgt tta ttc tat
ITe Cys ggu Phe Tyr

gac atg agt cta tct
Asp ggt Ser tLeu Ser

tg9g
Trp

110

aa aag ctt gac
Tu LyS Leu Asp

aat gag aag gat aga
Asn Glu LyS Asp ;gg

gcc atc gcc gag ttt gcc aac ttg

Glu Leu Leu val g;g Phe Asp Va? Ala Ile Ala Glu phe Ala Asn Leu

140

145

gac gtc aa gtgagtttcc ctttatggtt ggatcatccg ctcgacagac

Asp val Asn

tcgaaacget catcactttg gtctgcttga tgaacag € tct ¢gg aac gre att
iga Arg Asn val Ile

17

1667
1727
1776

1836
1891

1939

1987

2035

2081

2141
2197

2245

2293

2341

2389

2437

2490
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cga
Ar

15
cte
Ley

ttc
phe

tcc
Ser

cag
Gln

atc
Ile
235

cca
pro

aca
Thr

aaa
Lys

cat
H1s

gtt
val
315

gag
Glu

aga
Arg

ataacattgg aggttcttga ctctraagcg tcttccaatc tgatgectce aattatcatc

gac
Asp

tct
Ser

aac
Asn

cga
Arg

atg
Met
220

cte
Leu

aga
Arg

agg

atc
1le

ac
The

cta
teu

ctc
Lau

205

gta
val

cga
Arg

Tttt
e

Arg sh

2y

act
Thr
300

ttc
phe

cta
Leu

aag
LYyS

tca
ser
285

acc
Thr

aac
Asn

tgc
Cys

&y

act
Thr

cce
Pro

tac
TYyr
190

tet
phe

ctt
Leu

gat
Asp

atc
Ile

aac
ASNn
270

atg
Met

gac
Asp

ttt
phe

1444
phe

gaa
Glu
350

cge
Arg

tcc
ser
175

tgt
Cys

qQrc
val

tca
Ser

ate
Ile

tg99
Tr

25

tcg
ser

tg9
Tep

gca
Ala

tgt
Cys

atg
Met
335

gcc
Ala

aaq
Lys
160

aag
Lys

cat
H1s

gcg
Ala

aac
ASD

cgg
Ar

24
ccC
Ja

ttg
Leu

gt
va

ctg
Leu

gce
Ala
320

aac
AsSn

tC
831

atg
Met

cct
Pro

tac
Tys

acc

Tor

tcyg
Ser
225

gag
Glu

aac
AsSn

act
Thr

ttg
Leu
gac
AS

30

atc
1le

ccCa
Pro

a
&l

ES 2 305 501 T3

&y

gt
va

gtc
val

gag
Glu
210

ttc
Phe

gac
Asp

ccg
pPro

gac
Asp

agt
Ser
290

tac
Tyr

ccg
Pro

C
an

aac
AsSn

gcce
Ala

gce
Ala
195

aag
Lys

ey

gce
Ala

atc
Ile

ctg
Leu
275

gcg
Ala

ctc
Leu

gct
Ala

gt
va

&y

gag
Glu
180

3y

gaa
Glu

ctc
teu

gac
Asp

tat
%o

gtc
val

atg
Met

tca
ser

gtc
val

ttc
phe
340

atg gcc gac tre

Met
165

tc
3al

ctc
Leu

cga
Arg

ctt
Leu

gaa
Glu
245

act
Thr

aag
Lys

aca
Thr

ctt
Leu

atg
Met
325

caa
GIn

Ala

ca
éia

gte
Va

cca
Pro

ctc
Leu
230

&ty

gc
H

a3da
Lys

ctc
Leu

cta
Leu
310

tcg
Ser

cga
Arg

Asp

Phe

tcg ace

Ser

7 &y

ttc

Pha

215

caa
Glin

cgt
Arg

cat
His

a
&l

gac
AsSp
295

aag
Lys

ate
Ile

aac
ASn

Thr

gag
Glu
200

ttg

Leu

aag
Lys

&y

ca
21a

aac
Asn
280

gcg
Ala

aac
Asn

gca
Ala

ata
Ile

gce
Ala

aa
Tu
185

&

gcc
Ala

aca
Thr

ttc
Phe

ccg
Pro
265
atc
Ile

atc
Ile

cag
GlIn

acg
Thr

aaa
Lys
3%5

tct
Ser
170

gat
Asp

ctc
Leu

aac
AsSn

aac
AsSn

tgg9
Trp
250

Sty

gac
ASp

acc
Thr

agt
sSer

ttg
Leu
330

atc
Ile

gtgcgttcgc gegrictgty tcraccttee

agrrtrgtet ttretgettt cctertrgtit cttttcggeg tgattcaatc cag ctc

att atg aag tgc aac
Ile Met Lys Cys Asn

355

tat gct cga aag att
Tyr Ala Arg Lys g}g

atc aag ttg agc gtt

Ile Lys Leu Ser val

390

aac cct cgg gag gt
ASn Pro Arg Glu va

360

cat g¢c aag gct att cct aca gat cct aac ttc
His Ala Lys Ala %;8 pro Thr Asp Pro ;gg pPhe

gca tac atg ttt aga gat
Ala Tyr Met phe Arg ;;8

365

gcg tot g?t cga gtgagttgat cgatcgatcc

Ala Cys G

)

atctrrtgtt ttgatcatcg cgagacttga ctgatcgatt actcaaaaca tcatcgettc

18

Leu

2538

2586

2634

2682

2730

2778

2826

2874

2922

2970

3018

3066

3117

3177
3233

3281

3329

3376

3436
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tccrtettge tctctag atc gaa caa tgg get gag cac t gtatgttect
Ile Glu GIn Trp 233 Glu His

ccgecectce ttcaagttte ctctcgettc atctttgttg agaagaggga tctgatgtat

ctttctttgt tcggatcag ac tac €cc tc¢a ttt atg atg att cgg cct teg
Tyr Tyr :gg Ser rhe met Met g}s Arg Pro ser

aat
ASD

ey
430

cct
Pro

gac
ASp
415

gac
Asp

gct
Ala

cxt
Leu

&

aat
Asn
480

&y

gct

gct
Ala

Ala

tcc
ser

aag
Lys

gat
Asp

Tt
3a1

atg
Met
495

gt
va

aac
Asn

caa
Gln

tta
teu

cgt
Arg

ccc
Pro

499
Ar

cCcC
Pro

gca
Ala
420

ata

gce
Ile

Ala

43

gtc

agg
val

Ar
45

cct
Pro

ttg
Leu
465

tgg gta
Trp val

ctc
Leu

gt
va

aag9
Lys

ccg
Pro

ttg
Lev

&y

aaa
Lys

cc
gla

gat
Asp

agc
Ser

tca
Ser

tct
Ser

c€gg
Arg

ccg
Pro

acyg
The

gcg
Ala

aag
Lys

aag
Lys
440

cac

gat ca
His

Asp
455

aac
ASn

aag
Lys

470

atc ggc
Ile G?
48
ttg

Leu
500

gct
Ala

3y

atc
Ile

atc
Ile

gct

tgg
Ala :

Trp

gtgcgttctt ccaaagagcc tttctctcat gaacacgcac

ctt
Ley
425

cct
Pro

gac
Asp

atc

gct
Ile

a
Ala A

Glu

gct

tgg
Ala

Trp

aag
Lys

aac
Asn
475

teg
Leu

ccg
Pro

gac
Asp

te a
3a1 g?y
490
ctt
Leu

gtt
val
50S

gtt
val

tere
Phe

tca
Ser

acc gcc
Thr Ala
445

aga
Ar
46
tcg
Ser

gag
Glu

a
&l

ctc
Leu

ttg
Leu

cag
Gln

ataggttgat ctaattctat

ctractetgt catacag ttt gag caa taa tctcaagatt ctagtccatc
phe Glu GlIn

ctttcgctca
ttactttctg
tttagtagaa
ttgtctaata
cttecctetgg
aatcaaagaa

tcttegeagt

acgatctgcet
ggatctrcct
accgatcctt
aaatttcctt
accatctcett
gaacatgtat

tttcatcaga

gccaatcgac
gacacttgac
agagaaaaac
tcatttgctg
gatctccttg
gagtttgaaa

tagagaacga

<210>2
<211> 1536

tctcatgggt
cgattcgtta
aacccctgeg
aaatcgaccg
tacaaagatg
aagattatca

ggagacgtac

510
tettctectt

tctrgaatcc
cattcgatct
taaagagtcg
ctcaatattc
ttgattterga
cagcacatat
agaccgtgec
ataaagccgt
cgcactcgag
gattttaaag
ttgggcacgg
acataatgtg

ggtctgattt

ctecettctee
tccgatccaa
tggcgaaaat
getttttctt
tttgtgctac
ggttccaaga
crgtectect

cttttgacac
ccccaccttet
tagtcgatca
ctgctgccag
acttttcgac
134 4444444

gttatcg

19

gtcttctetg
tgtaatctge
ctaagcaaag
gtggcgaagce
tatatgatca
atacaaccgg
ctcratagaa
ggggagaaag
tctttaatgg
gaccttecga
gtcggtgaat
ccggatgaga

tgertrceete

grtrctttec
ataccctcge
agaatcactt
ttcatccegt
agttctertga
cccaagtcgt
gccgtataggyg
agaacgaaag
caattcaaga
acgacagata
cccecctaggt
acgtcgtgaa

cgtaactctc

3485

3545
3596

3644

3692

3740

3788

3836

3881

3941
3990

4050
4110
4170
4230
4290
4350
4410
4470
4530
4590
4650
4710
4770
4807
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<212> ADN

<213> Phaffia rhodozyma

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1536)

<400> 2

atg
Met
1

ctg
Lev

atc
Ile

atg
Met

gce
Ala
65

ttc
Phe

cta
Leu

ctt
Leu

gat
ASp

aac
Asn
145

atg
Met

cct
Pro

tac
Tyr

acc
Thr

sty

cga
Arg

act
Thr

aag
Lys
50

gtc
val

tat
Tyr

tct
ser

gac
Asp

aga
Ar
13

ttg
Leu

ay

gt
va

134
val

gag
Glu
210

ata
Ile

gct
Ala

gca

35

gaa
Glu

atc
Ile

ctc
Leu

aat
ASn

tcc
Ser
115

gag
Glu

gac
Asp

aac
ASn

gcc
Ala

get
Ala
195

aag
Lys

tca
Ser

tta
Leu
20

ca
cln

tgt
cys

ada
Lys

ct
213

gat
Asp
100

cct
Pro

cte
Leu

gtc
val

gat
Asp
5

atg
Met

tgg
Trp

gag
Glu

ctt
Leu
85

gt
va

ctt
Leu

aac
Asn

atg
Met
165

gtc
val

ctc
Leu

<ga
Arg

tac
Tyr

cag
GIn

gaa
Glu

aag
Lys

ttg
Leu
70

cga
Arg

aag
Lys

tgg
Tep

144
8a1

tct
ser
150

gcc
Ala

cag
GIn

gtc
val

cca
pro

cre
Leu

tac
Tyr

cat
His

tat
Tyr
5

gac
Asp

&y

ctt
Leu

acc
Thr

cac
His
135

€99
Arg

gac
AsSp

tcg
ser

ay

ttc
Phe
215
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gtt
val

<
252

gca
Ala
40

txg
Leu

3y

ctg
Leu

ccc
Pro

Tttt
phe
120

tee
Phe

daac
ASn

ttt
Phe

acc
Thr

gag
Glu
200

ttg
Leu

ctg
Leu

atc
Ile
25

aca
Thr

gat
ASp

gat
Asp

gat
ASp

ctg
Leu
105

act
Thr

gat
Asp

gtc

gct
Ala

gaa
Glu
18§

&ty

gcc
Ala

gct
Ala
10

tgg
Trp

tcc
ser

ctg
Leu

ctt
Leu

ace
90

ctt
Leu

gt
va

att
Ile

tce
Ser
170

gat
ASp

ctc
Leu

aac
ASn

20

ttc
Phe

cat
His

&

act
Thr

acc
Thr
758

att
Ile

cgg
Arg

tcc
ser

gcc
Ala
cga
Ar

15

cte
Leu

154
Phe

Tcc
Ser

acg
Thr

ga
FH

t9g
Trp

tca
ser
60

cga
Arg

949
Glu

aca
Thr

&y

atc
Ile
140

gac
Asp

tce
Ser

aac
Asn

cga
Arg

atg
220

cat
His

cCt
Pro

gac
45

aga
Arg

gte
val

gat
Asp

tte
pPhe

cca
Pro
125

gcc
Ala

ate
Ile

acg
Thr

cta
Leu

ctc
Leu
205

gta
va)

(dad
Pro

cga
Arg
30

cga
Arg

agt
ser

atce
Ile

gac
Asp

t9g9
Tr
11

aat
Asn

gag
Glu

ace
Thr

cccC
Pro

tac
130
tee

cte
Leu

gcce
Ala
15

agg
Arg

gaa
Glu

ttc
Phe

tgt
Cys

atg
Met
95

gaa
Glu

a
&

tte
Phe

cgc
Arg

t¢c
Ser
175

tgt cat
Tyr Cys His

gtc

tca aac
sSer Asn

gat
Asp

aat
ASn

act
Thr

gca
Ala

tta
Leu
80

agt
Ser

aag
Lys

aag
LyS

gcc
Ala
aag
LysS
160

aag
LysS

C
Phe Val 212

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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tcg
ser
225

&b

aac
Asn

act
Thr

ttg
Leu

gac
Asp
305

atc
Ile

cca
Pro

gag
Glu

aga
Arg

aac
ASh
385

ga
S

phe Ty

gac gcc
Asp Ala

ccg ate
Pro Ile

gac ctg
Asp Leu

275
agt gcg
ser Ala
290

tac ctc
Tyr Leu

ccg gct
Pro Ala

gcg gt
Ala va

ctc att
teu Ile
355

gat tat

Asp Tyr
370

ttc ate
phe 1le

€3¢ tac
His Tyr

ctc
Leu

cte
Leu

gac gaa

Asp

tat
Tyr
260
gte
val

atg
Met

tca
ser

gte
val

14 4d
pPhe
340

atg
Met

gct
Ala

aag
LyS

tac
TYyr

caa aac ccc gca
GIn Asn Pro Ala

cgt
Arg

gtc
val

ttg
Leu
465

tgg
Trp

gt
va

tta agg
H

Leu A
43

agg aag

420

ata
Ile

Arg Lys Lys

45

cct ccg agce
Pro Pro Ser

gta ttg atc
val Leu Ile

Leu

Leu
500

daa

245

act
Thr

aag
Lys

aca
Thr

ctt
Leu

atg
Met
325

caa
GlIn

aag
Lys

cga
Arg

ttg
Leu

cce
pPro
405

ccce
Pro

gcc
Ala

ES 2 305 501 T3

ctc caa aag
Leu GIn Lys

230

3y % &Y

gcg cat gca

Ala

His Ala

aaa gaa aac
Lys Glu Asn

280

ctc gac gcg
Leu Asp Ala
29

cta aag aac
Leu Lys Asn

310

tcg att gca
ser Ile Ala

cga aac ata
Arg Asn Ile

tgc aac aac
Cys Asn Asn

360

aag att cat
Lys Ile His
378

agc gtt gceg
ser val Ala

390

tca ttt atg
ser phe Met

tca
ser

Tt
ser

gcc <gg

Ala arg

gat

ccg

Asp Pro

470

&ty &y

485

ctc g?t ttg gcr atc
Gly

Ile

acg gcg
Thr Ala

aag aag

Lys LyS

aca
Thr

e
Phe

ccg
Pro
265

arc
Ile

atc
Ile

cag
Gln

ac
The

aaa
Lys
345

cct
pro

gee
Ala

tgt
Cys

atg
Met

aac
AsSn

tgg
Tr
25

&y

gac
Asp

acc
Thr

agt
Ser

ttg
Leu
330

atc
Ile

€g9
Arg

aag
Lys

&y

att
Ile
410

425

atc ctt cga gat
Ile Leu Arg Asp

235

cca aga gag atc
Pro Arg Glu Ile

aca agg ttt aac
Thr Arg Phe Asn

Lys

270

aaa g?a tca atg
Gly Ser Met

285

c€at act acc gac
His Thr Thr Asp

300

gtt ttC aac trt
val phe Asn Phe

315

gag cta tgc ttc
Glu Leu Cys Phe

aga aag gaa
g?; Glu

ATg LYS

350

gag gtg gca tac
Glu val Ala Tyr
365

gct att cct aca
Ala Ile Pro Thr

380

cga atc gaa caa

Arg Ile G
39

Tu GIn

€g9g CcCt tcg aat
Arg Pro Ser Asn

Ctt gac cCt ttc tca
Leu Asp Pro pPhe Ser

ol
43

gct gag atc acc gec get get ctt

att

g9

Ile Arq

#99
r

258
tcg
Ser

tgg
Trp

gca
Ala

tgt
Cys

atg
met
335

gce
Ala

atg
Met

gat
Asp

t99
Trp

gac
Asp
415

240

cC
21&

ttg
Leu

gt
va

ctg
Leuw

gct
Ala
320

daac
AsSn

tc
331

1444
Phe

cct
Pro

gct
Ala
400

cct
Pro

a gac gct
5 Asp Ala

Ala Glu Ile Thr Ala Ala Ala Leu

440

gat cac
ASp His

455

aac aag
ASn Lys

atg atc
Met [le

gct tgg
Ala Trp

gtt
val

c€cg gac aac tcg
Pro Asp Asn Ser

475

Q?a ttg ttg
Gly

Leu Leu

490

505

21

gtr gtt ctt cag
val val Leu GIn

445

gct aag tgg aga gag tcc aag g?a
Ala Lys Trp :gg Glu G

Ser Lys

y

gag gat gtt aat
Glu Asp val Asn

ctc gt
Leu va

480

atg g
Met G?;

495

ttt gag caa taa
Phe Glu GlIn
510

720

768

816

b4

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536
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<210>3
<211>5

11

<212> PRT
<213> Phaffia rhodozyma

<400> 3

Met

teu

Ile

Met

Ala

65

Phe

Leu

tLeu

ASp

AsSn

145

Met

Pro

Tyr val Ala Gly Leu val Gly Glu Gly Leu Ser Arg Leu
195 200

Thr Glu Lys Glu Arg Pro Ph
210

Gly
Arg

Thr

Tyr
ser
Asp
Arg
1

Leu

Gly

Ile

Ala

Ala

35

Glu

Ile

Leu

Asn

Ser

115

Glu

Asp

AsSn

Ser

Leu

20

GIn

Cys

Lys

Ala

Leu

val

Gly

val Ala Glu

180

?Sp Tyr

Met

Glu

Trp

Glu

Leu

85

val

Gly

Leu

AsSn

Met

165

val

GIn

6lu

Lys

Leu

70

Arg

Lys

Trp

val

ser

150

Ala

ES 2 305 501 T3

Leu val
Tyr Ala

His Ala
40

3!’ Leu

Asp Gly
Gly Leu
Leu Pro
Thr Phe

120

His Phe
135

Arg Asn

Asp Phe

Leu

ASp

Asp

ASp

Leu

105

The

Asp

val

Ala

Gln Ser Thr Glu

215

185

22

Ala

10

Trp

Ser

teu

Leu

Thr

90

Leu

Gly

val

1le

ser

170

Asp

Phe

His

Gly

Thr

Thr

75

Ile

Arg

ser

Ala

Phe

Thr His
Glu Pro
Trp Asp
45
ggr Arg
Arg val
Glu Asp
Thr Phe
Gly Pro

125

Ile Ala
140
Asp Ile

ser YThr

AsSn Leu

205

e Leu Ala Asn GIn met val
220

Pro Ala
1S

Arg Arg
30
Arg Glu
Ser pPhe
Ile Cys
ASp Met
95
Trp Glu
Asn Glu
Glu pPhe
Thr Arg
Pro Ser
175

Tyr Cys
190

fhe val

Leu Ser

Asp

Asn

Thr

Ala

Leu

80

Ser

Lys

Lys

Ala

His

Ala

Asn
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ser
225
Glu
ASn
Thr
Leu
AS

305
1le
Pro
Glu
Arg
Asn
385
Glu
GIn
Arg

val

Leu
465

Trp

val

Phe
Asp
Pro
Asp

Ser
290

Tyr
Pro
Ala
Leu
AS
37
Phe
HiS
Asn
Leu
Ar
45

Pro

val

Leu

Gly

Ala

Ile Ty

Leu
275
Ala

Leu

Ala

Ile

TYyf

Pro

Ar

43

Lys

Pro

Leu

Gly

Leu

Asp

Met

Ser

val

Phe

340

Ala

Lys

TYyr

Ala

420

Ile

LYyS

ser

1le

Ley
500

Leu

Glu

245

Thr

Lys

Thr

Leu

Met

325

GIn

Lys

Arg

teu

pPro

405

Pro

Ala

Ala
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Leu GIn Lys Thr Asn lle
230 235

Gly

Ala

Lys

Leu

Leu

310

Ser

Arg

Cys

Lys

Ser

390

Ser

Ser

Ser

Arg

Arg

His

Glu

ASp

Lys

Ile

AsSn

Ash

Ile

375

val

Phe

Thr

Lys

ASp
455

Gly

Ala

ASn

280

Ala

AsSh

Ala

Ile

ASn

360

His

Ala

Met

Ala

Lys

440

HisS

Phe

Pro

265

Ile

Ile

Gln

The

Lys

Pro

Ala

Cys

Met

Leu

425

Ala

Ala

Trp
250
Gly
Asp
Thr
ser
Leu
330
Ile
Arg
LYS
Gly
Ile
410

ASp

Glu

pro
Thr
Lys
His
val
318
Glu
Arg
Glu
Ala
Ar

39

Arg

Pro

Ile

Leu Arg Asp Ile

Arg

Arg

Gly

Thr

300

Phe

Leu

LysS

val

Ile

380

Ile

Pro

Phe

Thr

Glu

Phe

ser

285

AsSn

Cys

Gly

Ala

365

Pro

Glu

Ser

Ser

Ala
445

Lys Trp Arg Glu
46

Ile Trp
255

Asn Ser
270

Metr Trp
Asp Ala
Phe Cys
Phe Met
Glu Ala
350

Tyr Met
Thr Asp
Gln Trp
ASn AS
41
Gly Asp
430

Ala Ala

ser Lys

Ar

24

Ala
Leu
val
Leu
Ala
320
ASn
val
Phe
Pro
Ala
400
Pro
Ala

teu

Gly

ASp Pro Asn Lys Pro Asp Asn Ser Glu Asp val Asn

470

475

480

Gly Gly Met Ile val Gly Leu Leu Leu val Met Gly
48! Y 493 495

Ala 1le Ala Trp val val Leu G1n Phe Glu GlIn
505 510

23
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<210>4
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (3)..(3)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (4)..(4)
<223>y=cot

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (6)..(6)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (12)..(12)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (15)..(15)
<223>n=a,c,got

<400> 4

gcnytngaya cngtngarga ygayatg

<210>5

<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (3)..(3)
<223>n=a,c,got

<220>
<221> caracteristicas diversas
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<222>(9)..9)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (15)..(15)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (18)..(18)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (21)..(21)
<223>n=a,c,got

<400> 5
atngccatna cytgnggnat ngcrca

<210> 6
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (3)..(3)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (6)..(6)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222>(9)..09)
<223>n=a,c,got

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (12)..(12)
<223>n=a,c,got

<220>
<221> caracteristicas diversas

ES 2 305 501 T3

25

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<222> (15)..(15)
<223>n=a,c,got

<400> 6

ccnacngtnc cngcenacrta rtgrcarta

<210> 7

<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7

aatgatgtgta agcttccect

<210> 8

<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

ccagatctct cttggecaga
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