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LACASAS DE ALTO POTENCIAL REDOX OBTENIDAS POR EVOLUCION
DIRIGIDA.

La invencidon se encuentra dentro del campo de la biologia molecular, la
tecnologia del ADN recombinante y la biotecnologia. Especificamente se
refiere a enzimas oxidasas de tipo lacasa mejoradas en su expresion
funcional y actividad catalitica, sus usos y el procedimiento para su
obtencidon. La expresion funcional y mejora de actividad de las lacasas se
lleva a cabo en células eucariotas de Saccharomyces cerevisiae a través de
un proceso de evolucidn molecular dirigida. Dichas enzimas pueden
emplearse como catalizadores en procesos industriales relacionados con la
transformacion de la biomasa lignocelulésica para la obtencion de
biocombustibles o la elaboraciéon de productos de madera y papel con
nuevas propiedades, para el sector alimentario, la produccidon textil y el
sector quimico, asi como para la biorremediacion de efluentes vy

contaminantes ambientales.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son un grupo de oxidasas ampliamente distribuido
en plantas superiores y en hongos, aunque también se han descrito en
algunas bacterias e incluso en cuticulas de insectos (Alcalde, 2007. En:
Industrial enzymes. Structure, function and applications. Ed. Polaina, J. y
MacCabe, A.P. Springer, Heidelberg (Alemania), pp. 459-474). Pertenecen a
la familia de las oxidasas multicobre azul (junto con las ascorbato oxidasa y
la ceruloplasmina), y se presentan generalmente como glicoproteinas

monomeéricas extracelulares.

Las lacasas, individualmente, catalizan la oxidacion de un amplio espectro
de sustancias organicas aromaticas. Entre ellas se encuentran los orto y
para-difenoles, los fenoles metoxi-substituidos, los bencenotioles, los
hidroxindoles, el 1-naftol y la siringaldazina (Gianfreda et al., 1999.

Bioremediation Journal 3:1-25). Los radicales libres resultantes sufren
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diferentes reacciones dependiendo de su estructura y de las condiciones de
reaccion. El acoplamiento de radicales libres generando productos diméricos
o poliméricos y las descarboxilaciones oxidativas son las reacciones mas
frecuentes. También son sustratos de lacasas los compuestos metalicos
inorganicos/organicos. El Mn?* es oxidado a Mn** y también el Fe (EDTA)*

es aceptado por la enzima (Thurston, 1994. Microbiology-UK 140:19-26).

La oxidacion de todos estos sustratos va acoplada a la reducciéon del
oxigeno molecular a dos moléculas de agua. Esto significa que por cada
molécula de oxigeno reducida, se oxidan 4 moléculas de sustrato sin
producir peroxido de hidrogeno. Por estos motivos, las lacasas se
consideran como los catalizadores “verdes” ideales ya que emplean O

como co-sustrato generando unicamente H>O como subproducto.

Las lacasas contienen un cobre de tipo 1 (T1) donde tiene lugar la oxidacion
del sustrato reductor, y un centro o cluster trinuclear con tres cobres, un T2 y
dos T3, donde tiene lugar la reduccion del O,. El mecanismo de reaccion
debe funcionar como una bateria, almacenando electrones de las reacciones
de oxidacion individuales para reducir el oxigeno molecular y producir agua
(Davies, 2002. Laccase. En: Handbook of Metallproteins. (ed A.
Messercschimdt et al), pp. 1359-1368. John Wiley and Sons, LTD, New
York).

El potencial redox formal (E°") de las lacasas tiene una relacion directa con
la energia requerida para arrancar un electron al sustrato reductor,
constituyendo una de las caracteristicas fundamentales de estas enzimas.
De hecho, el comportamiento catalitico de las lacasas sobre la mayoria de
los sustratos reductores depende del E°° en el Cu T1 (aceptor de
electrones). De este modo, las lacasas con un mayor E°’1y son de especial
interés en biotecnologia debido a que son capaces de oxidar sustratos con
mayor E°° como ciertos hidrocarburos aromaticos policiclicos o diversos

colorantes organicos sintéticos. EI E°° de diferentes lacasas ha sido
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ampliamente estudiado mediante técnicas espectroelectroquimicas
(principalmente voltamperometria ciclica y valoraciones redox) haciendo uso
de diferentes tipos de electrodos y mediadores redox (Xu, F. et al., 1998.
Biochem. J. 334:63-70; Shleev, S.V. et al. 2004. Biochimie 86:693-703).

El E°" del Cu T1 de algunas lacasas fungicas es mayor (E°'1¢ cercano a
+800 mV) que el de las lacasas de plantas o bacterianas (por ejemplo la
lacasa de Rhus vernicifera tiene un E°'r1= +400 mV) y otras oxidasas
multicobre azul (ascorbato oxidasa E°'t1= +340 mV). Sin embargo, es
importante sefialar que también existen marcadas diferencias en los E°'1¢ de
las diferentes lacasas fungicas, desde +465 mV de la lacasa del ascomiceto
Myceliophtora thermophila hasta +790 mV de la lacasa del basidiomiceto
Pycnoporus cinnabarinus. En este sentido, se ha realizado un enorme
esfuerzo con la intencidn de dilucidar qué factores determinan estas
diferencias en los E°’'14, sobre todo si se tienen en cuenta las geometrias de
coordinacion de los sitios de Cu, practicamente conservadas. La mayor parte
de estos estudios fisico-quimicos se ha servido del conocimiento aportado
por los modelos cristalograficos disponibles. En concreto se ha resuelto a
fecha de hoy las estructuras en 3D de 5 lacasas de Coprinus cinereus,
Melanocarpus albomyces, Bacillus subtillis, Trametes versicolor y

Pycnoporus cinnabarinus.

Las lacasas de alto potencial redox -procedentes de hongos basidiomicetos
de podredumbre blanca- poseen un enorme potencial biotecnoldgico debido
a su amplia especificidad de sustrato (oxidan fenoles, aminas, tioles,
antraceno, etc), y sus bajos requerimientos de aplicacion (so6lo requieren
oxigeno, que es transformado en agua durante la reaccioén). Cuando actuan
sobre el polimero de lignina (o compuestos de tipo fendlico) pueden catalizar
tanto actividades de degradacion como de polimerizaciéon. Ademas, su rango
de sustratos puede ser ampliado a compuestos no fendlicos mas dificiles de
degradar utilizando mediadores redox, de origen natural o sintético, en los
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denominados sistemas lacasa-mediador (Camarero ef al., 2005. Appl.
Environ. Microb. 71:1775-1784).

La tecnologia de las lacasas de alto potencial redox puede ser empleada en
practicamente la totalidad de la cadena de produccion de productos
papeleros: la elaboracidn de la pasta de papel, el blanqueo libre de cloro de
las pastas, la eliminacion del pitch o el tratamiento de efluentes. En la
industria de productos forestales dos areas mas de investigacion
emergentes son a) el disefio de materiales lignocelulésicos con nuevas
propiedades de resistencia y estabilidad mediante el injerto de compuestos
fendlicos catalizado por lacasa, en la denominada “funcionalizacion de las
fibras de celulosa”; y b) el uso de lacasas para la mejora en la adhesiéon de
tableros de madera (mediante el acoplamiento enzimatico in situ de la

lignina), sin necesidad de utilizar adhesivos toxicos a base de formaldehido.

Ademas las lacasas encuentran aplicaciones en los siguientes sectores (Xu,
2005. Industrial Biotechnology 1:38-50):
i) La industria alimentaria: procesamiento de bebidas o de productos
de panaderia.
ii) La industria textil: degradacion (detoxificacion) de los colorantes
de los efluentes o blanqueo de tejidos (lavado a la piedra de
Jjeans).
iii) Nanobiotecologia: a) como detectores de fenoles, oxigeno, azidas,
morfina, codeina, catecolaminas o flavonoides en la elaboracion
de biosensores para analisis clinicos y medioambientales; y b)
elaboracion de biopilas de combustible que ofrecen energia
eléctrica limpia (sin utilizar combustibles fosiles) mediante la
inmovilizacion de lacasas en el catodo.
iv) Biorremediacién: degradaciéon de PAHs, compuestos AOX, etc.
V) Sintesis quimica: a) produccidon de polimeros complejos (ej.
policatecol para resinas de cromatografia); b) sintesis de agentes

farmacoldgicos: antitumorales (egj. viblastina), nuevos derivados
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antibidticos (ej de la ciclosporina A), o colorantes (Suberasa® de
Novozymes); c¢) cosméticos: tintes de cabello formulados con

lacasa.

La aplicacion de las lacasas a nivel industrial requiere de sistemas de
expresion robustos que proporcionen altos niveles de enzima activa. El
empleo de sistemas de expresion heterdlogos posibilita la produccion de
lacasas de diferentes procedencias en un mismo hospedador, asi como de
nuevas variantes con propiedades mejoradas con respecto a la enzima

salvaje.

Por este motivo, se ha estudiado en profundidad la expresion heterdloga de
lacasas fungicas en hospedadores eucariotas (Kunameni et al. Microbial Cell
Factories. In press. 2008). Se ha realizado especial hincapié en sistemas de
expresion basados en hongos filamentosos (Aspergillus oryzae, Aspergillus
niger, Aspergillus sojae 'y Trichoderma reseei); y levaduras
(Saccaharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Pichia methalonica, Yarrowia
lipolytica y Kluyveromyces lactis). Gracias a los avances obtenidos en el
disefio de biorreactores y a la optimizacion de las condiciones de expresion
en levaduras, se han alcanzado niveles de expresion de unos 20 mg de
lacasa activa por litro de cultivo en Yarrowia lipolytica o Pichia pastoris. Estos
niveles son significativamente inferiores a los 135 mg/L obtenidos en
Aspergillus oryzae o los 920 mg/L en Trichoderma. Sin embargo, la eleccion
de levaduras como S. cerevisiae como hospedador ofrece la valiosa ventaja
de poder mejorar las propiedades cataliticas de las lacasas recombinantes o
su estabilidad en las condiciones de operacion, mediante técnicas de

evolucion molecular dirigida.

Se ha estudiado la expresion en S. cerevisiae de lacasas de los hongos
Coriolus hirsutus, Trametes versicolor, Melanocarpus albomyces, Trametes
sp. strain C30, Pleurotus ostreatus, Pycnoporus coccineus y Pleurotus

eryngii, aunque los niveles de expresion funcional detectados han sido
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minimos (Kunameni et al., 2008. Microbial Cell Factories. In press). No
obstante, la expresion funcional de lacasas fungicas en S. cerevisiae puede
ser incrementada significativamente mediante técnicas de evolucidon
molecular dirigida, que permite el disefio de nuevas funciones enzimaticas
no existentes en ambientes naturales o la mejora de ciertas propiedades de
la enzima (Arnold, 2001. Nature 409:253-257). Esta metodologia recrea en el
laboratorio los procesos claves de la evolucidn natural (mutacion,
recombinacion y seleccion) de manera que es posible disefiar enzimas de
gran interés cientifico y tecnologico. De esta manera, sometiendo los genes
seleccionados a ciclos sucesivos de evolucidon molecular, las diferentes
mutaciones puntuales beneficiosas se iran acumulando y combinando hasta
adquirir la propiedad deseada, que se ve mejorada de manera exponencial,
generacion tras generacion. Utilizando este procedimiento se consiguid
incrementar hasta 18 mg/L la produccion de lacasa del ascomiceto
Myceliophtora thermophila en S. cerevisiae (Bulter et al., 2003. Appl.
Environ. Microb. 69: 987-995. 2003).

En la evolucion in vitro, mediante mutagénesis aleatoria inducida y/o
recombinaciones en el material genético que codifica para una o varias
proteinas, se crea una diversidad genética que posteriormente se expresa y
explora bajo las condiciones en las que se quiere mejorar la enzima (altas
temperaturas o medios no convencionales, pHs extremos, etc.). La mayoria
de las caracteristicas enzimaticas -regioespecificidad, enantioespecificidad,
termoestabilidad, estabilidad en disolventes organicos, expresion génica,
incluso la busqueda de actividades de novo en el caso de anticuerpos
cataliticos- pueden ser sometidas a experimentos de evolucion dirigida (Tao
& Cornish, 2002. Curr. Opin. Chem. Biol. 6:858-864.).

Aungue considerando la eficiencia de transformacion, la estabilidad del ADN
plasmidico y la tasa de crecimiento, E. coli es el organismo hospedador mas
frecuentemente utilizado en la expresion funcional heterdloga de los genes

gue codifican la proteina de interés, el diferente uso de codones, y la
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imposibilidad de realizar las modificaciones post-traduccionales necesarias
para la correcta secrecion de la proteina madura (como el procesamiento
proteolitico o las glicosilaciones) pueden causar un plegamiento inapropiado
de la proteina que es acumulada en cuerpos de inclusion, impidiendo su
expresion funcional. Esto es especialmente cierto para las lacasas fungicas
para las que no se ha logrado todavia su expresion funcional en E. coli.
Algunos de estos problemas pueden evitarse si estos genes se expresan en
hospedadores eucaridticos cuya maquinaria celular sea mas proxima a la
nativa, como es el caso de las levaduras. En especial, el uso de
Saccharomyces cerevisiae es de gran interés ya que posee la habilidad de
glicosilar y secretar las proteinas al medio extracelular (lo cual evita en
muchos casos pasos intermedios de lisis celular) y tiene una elevada
eficiencia de transformacion. Ademas, haciendo uso de un vector episdémico
adecuado no integra el plasmido dentro de su genoma, facilitando asi su
posterior manipulaciéon. Otra ventaja muy interesante desde un punto de
vista evolutivo es su elevada frecuencia de recombinacion de ADN, la cual a
diferencia de E. coli permite la construccion de genotecas in vivo a través de
la recombinacién homéloga de diferentes genes (conocido como in vivo ADN
shuffling o “barajeo”). Por ultimo, la ligacion de los genes mutados en
vectores de expresion es, en muchos casos, un paso laborioso que requiere
un ajuste fino. En levaduras, el mecanismo reparador de huecos (in vivo gap
repair) puede sustituir la ligacion in vitro de una manera rapida y precisa
(Bulter & Alcalde, 2003. Directed evolution: library creation. Methods and
protocols. Ed. Arnold, F.H. y Georgiou, G. Humana Press, Totowa, New
Jersey (EEUU), pp. 17-22.).

La evolucion molecular dirigida de lacasas fungicas presenta como requisito
indispensable la expresion funcional de la enzima en Saccharomyces
cerevisiae. La expresion funcional en S. cerevisiae de lacasas de alto
potencial redox -procedentes de basidiomicetos- no se ha descrito con éxito
hasta el momento. Unicamente se ha reportado la mejora por evolucion

dirigida de lacasas de bajo potencial de oxido-reduccidn por nuestro grupo y
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colaboradores. Dichos trabajos se han centrado en la lacasa de bajo
potencial redox (E°t1 = +475 mV) del ascomiceto Myceliophthora
thermophila. En estos trabajos, los niveles de expresion funcional en S.
cerevisiae se lograron beneficiandose de la similitud existente entre el
microorganismo de partida (Myceliophthora thermophila) y S. cerevisiae,
ambos ascomicetos. Con este sistema se ha conseguido mediante evolucion
dirigida: i) su expresion funcional en S. cerevisiae, (Bulter et al.., 2003. Appl.
Environ. Microb. 69: 987-995.); y ii) su estabilizacibn en cosolventes
organicos, (Zumarraga et al., 2007. Chem. Biol. 14: 1052-1064.; Zumarraga
ef al., 2008. Proteins 71: 250-260.; Zumarraga et al., 2007 Biocatal. Biotrans.
25: 219-228; Alcalde et al., 2005. J. Biomol. Screen. 10: 624-631).

Dado que el rango de actuacion de la lacasa evolucionada de
Myceliophthora thermophila esta limitado por su bajo potencial redox (E°'11 =
+475 mV) que le impide catalizar eficientemente la oxidacion de moléculas
con potenciales redox superiores al suyo, las lacasas de alto potencial redox
producidas por hongos basidiomicetos de podredumbre de la madera
suponen un punto de partida mas adecuado para la mejora de las
propiedades de la lacasa por evolucion dirigida debido a su mayor

aplicabilidad biotecnoldgica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a polipéptidos o proteinas generadas
mediante varios métodos de evolucion dirigida de las secuencias
polinucleotidicas que comprenden el gen de la lacasa de alto potencial redox
(E°"t1 = +790 mV) del hongo basidiomiceto Pycnoporus cinnabarinus, y la
secuencia codificante de la secuencia sefial nativa del factor a, dando lugar
a una expresion funcional mejorada en S. cerevisiae y/o a una actividad
enzimatica aumentada hacia uno o mas sustratos.

Todos los polinucledtidos y polipéptidos descritos en la presente invencion

se resumen en la Tabla 1.
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SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS SECUENCIAS AMINOACIDICAS
Secuencia sefial del Secuencia de lacasa Secuencia sefial del factor Secuencia de lacasa
factor alfa madura alfa madura
SEQIDNn® | VARIANTE | SEQIDn° | VARIANTE | SEQIDn® VARIANTES SEQIDn® | VARIANTES

227 3D3 2° 1D12 21 3D3,19C8,2D8 1 1D12,3D3

24 20C7 4 3G10 23 20C7 3 3G10

26" 5F7 6 20C7 25 5F7,3G10 5 20%70’2[)3’

28° 1C9 8 10A7 27 1C9,1F10,1D12 7 10A7

d 7A9,17B7,9C3,
30 7A9 10 1F10 29 5D3,10A7 9 1F10
3P Seq fac_tor 12 1C9 31 Seq fac_tor alfa 11 1C9
alfa nativo nativo
Seq sefial .
42 de Pcl 14 19C8 41 |SeasefialdePcl | 4 19C8
. nativo
nativo

47?2 19C8 16 7A9 15 7A9

487 2D8 189 5F7 17 5F7,2D8

49° 3G10 20 17B7 19 17B7

50° 1F10 34 PcL m_adura 33 PcL m_adura

nativa nativa

51° 1D12 43° 3D3

52° 17B7 44 5D3

53° 9C3 45" 9C3

54° 5D3 469 2D8

55° 10A7

Tabla 1. Polinucleotidos y polipéptidos de la invencidon. Se indica con letra en

superindice aquellos

mutantes

que

comparten

idéntica

secuencia

aminoacidica, tanto para las secuencias nucleotidicas del factor alfa como

para las secuencias nucleotidicas de las lacasas maduras.

Asi, en un primer aspecto de esta invencion se proporciona un polinucledtido

gue codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se selecciona de la
lista que comprende: la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la
SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la
SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, la
SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27 y la SEQ ID NO: 29.

Los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID
NO: 7, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID
NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19 corresponden a variantes de la
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lacasa nativa de Pycnoporus cinnabarinus (la lacasa nativa de Pycnoporus
cinnabarinus se define también por una secuencia de nucledtidos o
polinucledtido, que constituye la secuencia codificante del polipéptido con la
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 33), obtenidas mediante un proceso de
evolucién dirigida, cuya actividad catalitica y/o expresidon funcional ha sido

mejorada mediante un procedimiento de evolucién molecular dirigida.

Los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ
ID NO: 27 y la SEQ ID NO: 29 corresponden a variantes de la secuencia
codificante de la secuencia sefal nativa del factor a (secuencia de
nucledtidos o polinucledtido, que constituye la secuencia codificante del
polipéptido con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 31) con mutaciones
introducidas mediante un proceso de evolucion dirigida para mejorar la
expresion de polipéptidos a los que se encuentran operativamente

enlazados.

Por tanto, los polinucledtidos que codifican para los polipéptidos de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5,
la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la
SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19 podran dar lugar a
lacasas cuya actividad catalitica y/o expresion funcional ha sido mejorada,
mientras que los polinucle6tidos que codifican para los polipéptidos de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO:
25, la SEQ ID NO: 27 y la SEQ ID NO: 29, mejoraran la expresion de los
polipéptidos a los que se encuentran operativamente enlazados,

particularmente lacasas.

Asi, en otro aspecto de esta invencidon se proporciona un polinucledtido que
codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se selecciona de la lista
que comprende: la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la
SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la
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SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19.

Una realizacion preferida de este aspecto de la invencidon se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante primer polinucledtido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 1.

El primer polinucledtido de la invencion constituye la secuencia codificante
de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 1, secuencia que presentan los mutantes 1D12 y
3D3 de los ejemplos de la invencidn, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 2 6 la SEQ ID NO: 43, o en sus
cadenas complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de (a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante segundo polinucledtido de la invencion,
qgue codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 3.

El segundo polinucledétido de la invencion constituye la secuencia codificante
de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 3, secuencia que presenta el mutante 3G10 de los
ejemplos de la invencion, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
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aislada que consiste en la SEQ ID NO: 4, o en su cadena complementaria,
b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),
c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante tercer polinucledtido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 5.

El tercer polinucledtido de la invencion constituye la secuencia codificante de
una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 5, secuencia que presentan los mutantes 20C7,
5D3 y 9C3 de los ejemplos de la invencidn y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 44 o la SEQ ID NO:
45, o en sus cadenas complementarias,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante cuarto polinucledtido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 7.

El cuarto polinucleétido de la invencion constituye la secuencia codificante
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de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 7, secuencia que presenta el mutante 10A7 de los
ejemplos de la invencidn, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 8, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante quinto polinucleétido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 9.

El quinto polinucledtido de la invencidn, constituye la secuencia codificante
de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 9, secuencia que presenta el mutante 1F10 de los
ejemplos de la invencion, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 10, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al

polinucledtido, de ahora en adelante sexto polinucleétido de la invencion,
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que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 11.

El sexto polinucledtido de la invencidn, constituye la secuencia codificante de
una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 11, secuencia que presenta el mutante 1C9 de los
ejemplos de la invencidn, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 12, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante séptimo polinucledtido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 13.

El séptimo polinucledtido de la invencidn, constituye la secuencia codificante
de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 13, secuencia que presenta el mutante 19C8 de
los ejemplos de la invencion, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 14, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)
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debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante octavo polinucledtido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 15.

El octavo polinucledtido de la invencidn, constituye la secuencia codificante
de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 15, secuencia que presenta el mutante 7A9 de los
ejemplos de la invencion, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 16, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante noveno polinucleétido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 17.

El noveno polinucledtido de la invencidn, constituye la secuencia codificante
de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 17, secuencia que presentan los mutantes 5F7 y
2D8 de los ejemplos de la invencion, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 18 o la SEQ ID NO: 46, o en sus
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cadenas complementarias,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante décimo polinucledtido de la invencion,
que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica corresponde a la
SEQ ID NO: 19.

El décimo polinucledtido de la invencion, constituye la secuencia codificante
de una variante de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con actividad
catalitica y/o expresion funcional mejorada, cuya secuencia polipetidica se
recoge en la SEQ ID NO: 19, secuencia que presenta el mutante 17B7 de
los ejemplos de la invencion, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 20, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Se reportan, por tanto, las secuencias polinucleotidicas de los mutantes
obtenidos por evolucion dirigida que codifican para variantes de lacasa de

Pycnoporus cinnabarinus con actividad mejorada.

El organismo Pycnoporus cinnabarinus pertenece al Superreino Eukaryota,
(grupo  Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino Dikarya, Phylum

Basidiomycota, Clase Agaricomycetes, Orden Polyporales, Familia
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Polyporaceae y Género Pycnoporus.

En otro aspecto de la invencion se proporciona un polinucleétido que codifica
el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se selecciona de la lista que
comprende: la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ
ID NO: 27 y la SEQ ID NO: 29.

Una realizacion preferida de este aspecto de la invencidn se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante undécimo polinucledtido de la
invencion, que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica
corresponde a la SEQ ID NO: 21.

El undécimo polinucleétido de la invencidn, constituye la secuencia
codificante de la secuencia sefial del factor o con mutaciones para mejorar
la expresion de polipéptidos operativamente enlazados, cuya secuencia
polipetidica se recoge en la SEQ ID NO: 21, secuencia que presentan los
mutantes 3D3, 19C8 y 2D8 de los ejemplos de la invencion, y que
corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO 47 o la SEQ ID
NO: 48, o en sus cadenas complementarias,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante duodécimo polinucledtido de la
invencion, que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica
corresponde a la SEQ ID NO: 23.
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El duodécimo polinucledtido de la invencion, constituye la secuencia
codificante de la secuencia sefial del factor o con mutaciones para mejorar
la expresion de polipéptidos operativamente enlazados, cuya secuencia
polipetidica se recoge en la SEQ ID NO: 23, secuencia que presenta el
mutante 20C7 de los ejemplos de la invencidn, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 24, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucleétido, de ahora en adelante decimotercer polinucledtido de la
invencion, que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica
corresponde a la SEQ ID NO: 25.

El decimotercer polinucledtido de la invencidon, constituye la secuencia
codificante de la secuencia sefial del factor o con mutaciones para mejorar
la expresion de polipéptidos operativamente enlazados, cuya secuencia
polipetidica se recoge en la SEQ ID NO: 25, secuencia que presentan los
mutantes 5F7 y 3G10 de los ejemplos de la invencidn, y que corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 26 o la SEQ ID NO: 49, o en su
cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.
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Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante decimocuarto polinucleétido de la
invencion, que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica
corresponde a la SEQ ID NO: 27.

El decimocuarto polinucleétido de la invencidon, constituye la secuencia
codificante de la secuencia sefial del factor o con mutaciones para mejorar
la expresion de polipéptidos operativamente enlazados, cuya secuencia
polipetidica se recoge en la SEQ ID NO: 27, secuencia que presentan los
mutantes 1C9, 1F10 y 1D12 de los ejemplos de la invencion, y que
corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 28 la SEQ ID NO: 50 6 la SEQ ID
NO: 51, o en sus cadenas complementarias,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al
polinucledtido, de ahora en adelante decimoquinto polinucledtido de la
invencion, que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica
corresponde a la SEQ ID NO: 29.

El decimoquinto polinucleétido de la invencion, constituye la secuencia
codificante de la secuencia sefial del factor o con mutaciones para mejorar
la expresion de polipéptidos operativamente enlazados, cuya secuencia
polipetidica se recoge en la SEQ ID NO: 29, secuencia que presentan los
mutantes 7A9, 17B7, 9C3, 5D3 y 10A7 de los ejemplos de la invencién, y
gue corresponde a:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
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aislada que consiste en la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 52, la SEQ ID NO:
53, la SEQ ID NO: 54 6 la SEQ ID NO: 55, o0 en sus cadenas
complementarias,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

Otro aspecto se refiere a una construccion genética de ADN o ARN, de
ahora en adelante construccion genética de la invencidon, que comprende,
uno de los siguientes tipos de secuencias:

a. un polinucledtido que codifica el polipéptido cuya secuencia
aminoacidica se selecciona de la lista que comprende: la SEQ ID
NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la
SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID
NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, para su
transcripcion in vitro o in vivo,

b. una moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria es
capaz de hibridar en condiciones astringentes con la secuencia
polinucleotidica de a), 6

c. secuencia de nucledtidos de a), 6 b), preferiblemente de doble
cadena, correspondiente a un sistema o vector de expresion
génica, operativamente enlazada con, al menos, un promotor que
dirija la transcripcion de dicha secuencia de nucleétidos de interés,
y con otras secuencias necesarias 0 apropiadas para la
transcripcidon y su regulacion en tiempo y lugar, por ejemplo,
sefiales de inicio y terminacion, sitios de corte, sefial de
poliadenilacion, origen de replicacion, activadores
transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcionales

(silencers), etc...
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Esta construccion genética incluye los vectores de clonacion y expresion que
comprenden los polinucledtidos aislados de la invencion. Tales vectores de
expresion incluyen secuencias de control, tales como, por ejemplo,
elementos de control de la traduccion (como cddigos de iniciacion y de
parada) y de la transcripcion (por ejemplo, regiones de promotor-operador,
sitios de union). Los vectores conforme a la invencidon pueden incluir
plasmidos y virus, y otros vectores de acuerdo con procedimientos bien
conocidos y documentados en la técnica, y pueden expresarse en una
variedad de sistemas de expresion diferentes, asimismo bien conocidos vy

documentados en la técnica.

Se conoce, asi mismo, una variedad de técnicas que pueden utilizarse para
introducir tales vectores en células procaridticas o eucaridticas (células
hospedantes) para su expresion. Técnicas adecuadas de transformacion o

transfeccion estan bien descritas en la bibliografia.

Un “vector” es un replicon al que se ha unido otro segmento polinucledtido,

para realizar la replicacion y/o expresion del segmento unido.

Un “replicon” es cualquier elemento genético que se comporta como una
unidad autonoma de replicacion polinucledtida dentro de una célula; esto es,

capaz de replicarse bajo su propio control.

“Secuencia de control” se refiere a secuencias de polinucle6tidos que son
necesarias para efectuar la expresion de las secuencias codificadoras a las
qgue estan ligadas. La naturaleza de dichas secuencias de control difiere
dependiendo del organismo huésped; en procariotas, dichas secuencias de
control generalmente incluyen un promotor, un sitio de unién ribosomal, y
sefales de terminacidn; en eucariotas, generalmente, dichas secuencias de
control incluyen promotores, sefiales de terminacion, intensificadores y, en
ocasiones, silenciadores. Se pretende que el término “secuencias de control”

incluya, como minimo, todos los componentes cuya presencia es necesaria
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para la expresion, y también puede incluir componentes adicionales cuya

presencia sea ventajosa.

“‘Unidos de forma operativa” se refiere a una yuxtaposicion en la que los
componentes asi descritos tienen una relaciéon que les permite funcionar en
la manera intencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa”
a una secuencia codificadora esta ligada de tal manera que la expresion de
la secuencia codificadora se consigue en condiciones compatibles con las

secuencias de control.

Un “marco de lectura libre” (ORF) es una region de una secuencia de
polinucledtidos que codifica un polipéptido; esta regidn puede representar
una porcion de una secuencia codificadora o una secuencia codificadora

completa.

Una “secuencia codificadora” es una secuencia de polinucle6tidos que se
transcribe a ARNm y/o se traduce a un polipéptido cuando esta bajo control
de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia
codificadora se determinan mediante un coddén de inicio de traduccion en el
extremo 5’ y un codon de finalizacion de la traduccidon en el extremo 3’. Una
secuencia codificadora puede incluir, pero no se limita a ARNm, ADNc, y

secuencias de polinucledtidos recombinantes.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la construccion
genética de la invencion comprende, ademas, uno de los siguientes tipos de
secuencias;

a) un polinucledtido que codifica el polipéptido cuya secuencia
aminoacidica se selecciona de la lista que comprende: la SEQ ID NO: 21, la
SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27 y la SEQ ID NO: 29, 6

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con la secuencia polinucleotidica de

a),



WO 2010/058057 PCT/ES2009/070516

23

operativamente enlazado con un polinucle6tido que codifica el polipéptido
cuya secuencia aminoacidica se selecciona de la lista que comprende: la
SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ
ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, 1a SEQ ID
NO: 17, la SEQ ID NO: 19, para su transcripcion in vitro o in vivo.

Segun se muestra en los ejemplos, el mutante 79A presentaria una actividad
catalitica y/o expresion funcional superior al resto de los mutantes obtenidos.
La secuencia sefal del factor o del mutante 79A se recoge en la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 29, y la secuencia de la enzima lacasa
correspondiente al mutante 79A se recoge en la secuencia aminoacidica
SEQ ID NO: 15.

Por tanto, en una realizacidén mas preferida de este aspecto de la invencion,
el polinucledtido aislado que codifica el polipéptido de la SEQ ID NO: 29 se
encuentra operativamente enlazado con el polinucleétido aislado que

codifica el polipéptido de la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 15.

La presente invencion permite producir, en cantidades hasta ahora no
disponibles, lacasas fungicas de alto potencial redox que presentan una

mayor expresion funcional asi como una mayor actividad catalitica.

Asi, otro aspecto se refiere al uso de los polinucleétidos aislados de la
invencion y/o de la construccidon genética de la invencidon para producir
lacasas fungicas de alto potencial redox con mayor expresion funcional y/o

mayor actividad catalitica

Los polinucledtidos aislados de la invencidn y/o la construccidon genética de
la invencidn pueden introducirse (o transfectarse) en una célula
hospedadora. Dicha célula hospedadora puede crecerse en un medio de
cultivo adecuado, expresandose la lacasa codificada por los polinucle6tidos

o construcciones genéticas de la invencion.
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Tal y como se usa en esta memoria, el término “transfeccion” se refiere a la
introduccion o transferencia de una molécula de acido nucléico exdgena en
una célula eucariota, incluyendo, pero no limitandose a ella, una molécula de

acido ribonucléico o desoxiribonucleico (por ejemplo, ARN 6 ADN desnudo).

Medios de cultivos adecuados son conocidos en el estado de la técnica. Un
“‘hospedador” o “célula hospedadora” o “célula hospedante”, como se emplea
en esta memoria, se refiere a un organismo, célula o tejido que sirve como
diana o recipiente del polinucle6tido que codifica una proteina recombinante
de interés, donde la célula hospedadora se transforma con un vector de
expresion conteniendo el polinucle6tido de interés. En esta memoria, la
proteina recombinante de interés es una enzima lacasa de origen fungico, de
alto potencial redox, que presenta una mayor expresion funcional y una

mayor actividad catalitica.

Preferiblemente, el hospedador es Saccharomyces cerevissiae. La levadura
de cerveza Saccharomyces cerevissiae es un hongo unicelular que
pertenece al Superreino Eukaryota, (grupo Metazoa/Fungi), Reino Fungi,
Subreino Dikarya, Phylum Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina,
Clase Saccharomycetes, Orden Saccharomycetales, Familia

Saccharomycetaceae y Género Saccharomyces.

La presente invencidon comprende, por tanto, variantes de genes y enzimas
del grupo de las lacasas fungicas de alto potencial redox que presentan una
mayor expresion funcional en Saccharomyces cerevisiae asi como una

mayor actividad catalitica.

Asimismo, la invencidon incluye el procedimiento para producir dichos
polinucledétidos y enzimas de alto potencial redox, extracelulares, funcionales
y solubles con actividad mejorada hacia uno o mas sustratos, mediante la

metodologia de evolucion molecular dirigida.
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Para ello, se generan miles de mutantes a través de protocolos de creacion
de diversidad in vitro o in vivo que contienen mutaciones que pueden ser
beneficiosas para la propiedad a potenciar. Los mutantes creados de esta
manera pueden ser producidos de manera sencilla en S. cerevisiae. Para
determinar si la lacasa de interés sintetizada por el sistema de expresion
tiene mejoras en su expresion y en sus propiedades funcionales, se emplean
test convencionales. Por ejemplo, para determinar si el polinucleétido
sometido a evolucion dirigida y expresado en un hospedador foraneo
produce lacasas con actividad mejorada, se pueden disefiar experimentos
para determinar la actividad funcional de la proteina. Se pueden analizar una
gran cantidad de mutantes de manera precisa y simultanea (high-throughput)
mediante el disefio de métodos de exploracion o screening, tras los cuales
los mejores mutantes pueden ser aislados, purificados y caracterizados. Los
mejores mutantes de cada ciclo evolutivo se emplean como parentales o
puntos de partida para el siguiente ciclo evolutivo obteniendo de esta
manera mejoras exponenciales sobre el parental inicial debidas a la

acumulacion de mutaciones beneficiosas de un ciclo a otro.

Por tanto, en otro aspecto de la invencién se proporciona un método para
generar lacasas de alto potencial redox, extracelulares, funcionales vy
solubles con actividad mejorada hacia uno o mas sustratos, de ahora en
adelante método de la invencion, que comprende:

a) disefiar una construccion genética que comprenda el polinucledtido
aislado que codifica el polipéptido con la secuencia aminoacidica SEQ ID
NO: 31 operativamente enlazada con el polinucleétido aislado que codifica el
polipéptido con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 33.

b) generar diversidad sobre la construccidon genética de (a), y crear las
librerias de mutantes,

d) seleccionar los mejores mutantes de expresion y actividad.

En la construccidon genética del procedimiento de la invencion se sustituye la
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secuencia sefal de la lacasa nativa de Pycnoporus cinnabarinus (de ahora
en adelante, n-PcL) por la secuencia sefial del factor o para favorecer la
expresion funcional de la lacasa madura (PcL) en S. cerevisiae. La
secuencia sefal de la lacasa nativa de Pycnoporus cinnabarinus (n-PcL) se
corresponde con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 41, y la secuencia

sefal del factor o con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 31.

En el contexto de la presente invencion, la secuencia sefial de la lacasa
nativa de Pycnoporus cinnabarinus (n-PcL) se define también por una
secuencia de nucledtidos o polinucledtido, que constituye la secuencia
codificante del polipéptido con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 41, y
gue comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 42, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

En el contexto de la presente invencion, la secuencia sefal nativa del factor
o se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante del polipéptido con la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 31, y que comprenderia diversas variantes
procedentes de:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 32, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.
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En el contexto de la presente invencion, la lacasa nativa de Pycnoporus
cinnabarinus se define también por una secuencia de nucledtidos o
polinucledtido, que constituye la secuencia codificante del polipéptido con la
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 33, y que comprenderia diversas
variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucléico de la secuencia polinucleotidica
aislada que consiste en la SEQ ID NO: 34, o en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria es capaz
de hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica
de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)

debido a la degeneracion del cédigo genético.

La secuencia sefial del factor a se emplea habitualmente para favorecer la
secrecion de proteinas heterdlogas en S. cerevisiae. Dicha secuencia sefial
se escinde durante la maduracion de la proteina y secrecion al medio
extracelular, por lo que no forma parte de la enzima madura. La nueva
construccion (la secuencia sefial del factor o fusionada con el gen que
codifica la proteina madura, desde este momento a-PcL) se somete al
proceso de evolucion dirigida con el fin de aumentar la expresion funcional y
los valores de actividad total de PcL. Por lo tanto, la acumulacién de
mutaciones beneficiosas tiene lugar tanto en la secuencia sefial del factor o

como en la secuencia de la lacasa madura (PcL).

La generacion de diversidad se lleva a cabo empleando dos herramientas
diferentes i) introduccion aleatoria de mutaciones puntuales en o-PcL
mediante la reaccion de amplificacion del ADN (polymerase chain reaction,
PCR) sometida a error y denominada desde este momento PCR
mutagénica; y ii) recombinacion de ADN de diferentes genes mutados de a-
PcL para facilitar la acumulacion de mutaciones beneficiosas y la eliminacion

de aquellas que se presentan como deletéreas o neutrales, a través de: a) el



WO 2010/058057 PCT/ES2009/070516
28

barajeo in vivo de ADN mutagenizado o b) la recombinacidén in vivo por

ensamblaje en la levadura.

Las librerias de mutantes se constituyen a través del clonaje in vivo de los
genes mutagenizados con el vector de expresion asi como de la
recombinacion de las mejores variantes y su transformacion en células de S.

cerevisiae.

La exploracion de alta capacidad o high-throughput para la seleccidén de los
mejores mutantes de expresion y actividad comprende i) la micro-
fermentacion de los clones que contienen los genes mutados y/o
recombinados para la expresion funcional de los mejores mutantes de a-PcL
en formato placas de 96 pocillos; ii) El screening de las actividades de las
enzimas recombinantes secretadas, mediante métodos colorimétricos
basados en la oxidacion de sustratos fenodlicos y no fendlicos; iii) re-
screenings adicionales para garantizar la seleccion de los genes que
expresan mayor proteina y/o actividad lacasa a través del aislamiento,
purificacion y nuevamente transformacidon y expresion de los genes

previamente seleccionados en S. cerevisiae.

En una realizacion preferida, el método de la invencion comprenderia la
identificacion y el mapeo de las mutaciones introducidas en las variantes

seleccionadas.

La identificacidon y mapeo de las mutaciones introducidas en las variantes
seleccionadas mediante la secuenciacion del ADN de los mutantes del gen
o-PcL obtenidos y localizacion de dichas mutaciones en el plegamiento
global de la proteina en base a la estructura cristalografica de la lacasa
salvaje de Pycnoporus cinnabarinus (Antorini et al., 2002. Biochim Biophys
Acta Protein Struct Mol Enzymol 1594:109-114).

La obtencion de los polinucleétidos y enzimas mejoradas descritas en la
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presente invencion podria también llevarse a cabo mediante un método
denominado “mutagénesis dirigida” basandose en la informacion de las
mutaciones reportadas en la presente patente. Esto se debe a que para
llevar a cabo este procedimiento es necesario conocer la posicion exacta y el
cambio aminoacidico que se debe incluir en la nueva proteina. Este proceso
consiste en la introduccion de cambios puntuales en la secuencia de ADN
que codifica dicha enzima. Estos cambios se introducen en el ADN
codificante (ADNc) complementario del ARN mensajero (ARNm) que codifica
la a-PcL (y que carece de las secuencias no codificantes, ‘“intrones”,
presentes en el ADN gendmico eucariota), clonado en un vector de
expresion. El vector resultante se usa como molde en reacciones en cadena
de ADN polimerasa (PCR) en las que se emplea una polimerasa de alta
fidelidad con objeto de que los cambios en el ADN se limiten a los deseados.
Para cada mutacion se disefian al menos dos oligonucleétidos “cebadores”
de la reaccidn de PCR, cuyas secuencias incorporan el cambio adecuado y
son complementarias a hebras opuestas de la misma region de ADN. La
comprobacidén de que las cadenas de ADN resultantes de la PCR portan
Unicamente las mutaciones deseadas puede lograrse mediante su

secuenciacion.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la construccion
genética del paso a) del método de la invencidon comprende un polinucle6tido
aislado que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se
selecciona de entre la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25,
la SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29 y la SEQ ID NO: 31 operativamente
enlazado con un polinucledtido aislado que codifica el polipéptido cuya
secuencia aminoacidica se selecciona de entre la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID
NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO:
11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO:
19 y la SEQ ID NO: 33.

En una realizacion particular de la presente invencion el procedimiento se
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aplica en un primer ciclo de evoluciéon dirigida del gen parental a-PcL. La
fase 1 del procedimiento se lleva a cabo empleando como molde el vector
pGAPZa de Invitrogen™ y el ADNc lac? de Pycnoporus cinnabarinus, cuya
secuencia se encuentra depositada en la base de datos de secuencias de
ADN GenBank (Gen Bank accession number. AF170093). El fragmento
amplificado de o-PcL es subclonado en el vector lanzadera pJRoC30
(Novozymes) para facilitar la expresion funcional en S. cerevisiae y la sobre-
produccion plasmidica en Escherichia coli, (Fig. 1). La fase 2 del
procedimiento se lleva a cabo a través de la construccion de dos librerias de
mutantes con diferente tasa mutacional (promedio de mutaciones puntuales
introducidas al azar en el gen parental a-PclL) creadas mediante PCR
mutagénica. En la Fig. 2 se muestran los paisajes de evolucion dirigida de
ambas librerias. La primera libreria se construy6 de forma que el 20 % de los
clones explorados tuvieran menos del 10 % de la actividad del tipo parental
(libreria de indice de mutacion medio, LMM). La segunda libreria se
construyd de forma que el 6 % de los clones explorados tuvieran menos del
10 % de la actividad del tipo parental (libreria de indice de mutacidén bajo,
LMB). Tanto LMM como LMB fueron librerias apropiadas para la seleccion

de mutantes con mejoras en los niveles de expresion y actividad.

El clonaje de las librerias mutantes con el vector de expresion se lleva a
cabo in vivo haciendo uso de la maquinaria celular eucariota de S.
cerevisiae. Para ello, se co-transforma la libreria en cuestion con el plasmido
de expresion linearizado. Los productos de PCR generados poseen
extensiones solapantes de no menos de 50 pares de bases que facilitan el
clonaje in vivo y la reparacion del vector de expresion mediante un proceso
de recombinacion homologa. Los extremos solapantes se generan gracias al
disefio de oligonucledtidos cebadores de la reaccion de PCR mutagénica

gue confieran dicha homologia con los extremos del vector linearizado.

Para la fase 3 del procedimiento se realiza un screening doble empleando

ensayos de actividad en modo de punto final con sustratos fendlicos y no
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fendlicos con la finalidad de eludir la dependencia de los mutantes
seleccionados hacia el sustrato escogido. Los protocolos de re-screenings
(en especial el segundo re-screening) se llevan a cabo a partir de células
transformantes nuevas para promover la sincronizacion celular y evitar la
seleccion de falsos positivos. Los detalles citados para esta fase son
también aplicables en todas las realizaciones particulares que se describen a
continuacion referentes a ciclos evolutivos. De la presente realizacion se
seleccionan 4 genes de lacasas mutantes denominados: 1D12, 5F7, 3D3 y
3G10 con mejoras que van desde 12,6 a 2,3 veces mejor actividad total que
el parental a-PcL expresado en S. cerevisiae (Tabla 2, Fig. 3). Desde este
momento, se define como actividad total aquella que se deriva de la mejora

en el nivel de expresion y la actividad catalitica de la enzima.

En otra realizacion particular de la presente invencion el procedimiento se
aplica en un segundo ciclo de evolucidn dirigida utilizando como parentales
los genes mutantes obtenidos en la primera generacion: 1D12, 5F7, 3D3 y
3G10. La fase 2 del procedimiento se lleva a cabo mediante la construccion
de una unica libreria mutagénica a través de un barajeo in vivo de los genes
parentales previamente mutagenizados. Este enfoque facilita el empuje
evolutivo hacia mejoras en la actividad total mediante: i) la recombinacion de
las mejores mutaciones de los genes parentales, ii) la introduccién de
nuevas mutaciones puntuales beneficiosas. La recombinacion in vivo de los
mejores parentales se lleva a cabo mediante una co-transformacién de los
productos de PCR mutagénica de dichos genes con el vector linearizado en
S. cerevisiae. Los extremos solapantes facilitan el clonaje in vivo al tiempo
gue la elevada tasa de recombinacidon homologa de S. cerevisae favorece la

recombinacion de las mutaciones acumuladas para generar genes quimera.
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Tabla 2. Mutaciones del proceso de evolucion dirigida.

A Mutacién introducida

4 Mutacion acumulada

X(an)X Mutacién en el péptido sefal (pre-prolider del factor o).

Se subrayan las mutaciones silenciosas.
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19C8 [ 11.7 111 { A
(27 G)
20C7 | 111 { 14
(27 G)
1F10 [95 |1 { A
(27 G)
1c9 [87 |1 { Alala
(27 G)
2D8 | 87 VLY A
(27 G)
7A9 [37 [ { { 1Y Al
(37 G)
5D3 19 |1 { IV A
(37 G)
9C3 17 |1 { IV Alala
(37 G)
1787 [13 |1 { { 114 Al
(37 G)

Tabla 2 (continuacioén). Mutaciones del proceso de evolucion dirigida.

La fase 3 se lleva a cabo mediante protocolos de ensayo de actividad en
modo de punto final. En la Fig. 4 se muestra el paisaje de evolucién dirigida
de la libreria construida, con un 62 % de los clones explorados con menos
del 10 % de la actividad del tipo parental. De esta realizacion se seleccionan
6 genes de lacasas mutantes denominados: 10A7, 19C8, 20C7, 1F10, 1C9,
2D8 con mejoras que van desde 17 a 8,7 veces la actividad total del mejor

gen parental de la anterior generacion, 1D12 (Tabla 2, Fig. 3).

En una realizacion particular de la presente invencion el procedimiento se
aplica en un tercer ciclo de evolucién dirigida utilizando como parentales los
genes mutantes obtenidos en la segunda generacion: 10A7, 19C8, 20C7,
1F10, 1C9, 2D8. La fase 2 del procedimiento se lleva a cabo mediante la
construccion de una unica libreria mutagénica a través de un barajeo in vivo
de los genes parentales previamente mutagenizados, de igual manera que

se describe en la realizacion anterior. La fase 3 se realiza mediante
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protocolos de ensayo de actividad en modo cinético, debido a la mayor
actividad de partida del tipo parental 10A7. En la Fig. 5 se muestra el paisaje
de evolucidon dirigida de la libreria construida, con un 36 % de los clones
explorados con menos del 10 % de la actividad del tipo parental. De esta
realizacion se seleccionan 4 genes de lacasas mutantes denominados: 7A9,
5D3, 9C3, 17B7 con mejoras que van desde 3,7 a 1,3 veces la actividad total

del mejor gen parental de la anterior generacion, 10A7 (Tabla 2, Fig. 3).

En una realizacion particular de la presente invencion, se determinan las
mutaciones introducidas en las distintas variantes generadas durante los tres
ciclos de evolucion dirigida mediante secuenciacion de los genes mutados
correspondientes (Tabla 2, Fig. 6, 7). Para la interpretacion de las
mutaciones obtenidas, y si no se indica de otra manera, el numero determina
la posicion del residuo mutado en la secuencia de aminoacidos original de
PcL madura, el primer aminoacido (a la izquierda del namero) es el original
en la secuencia de PcL madura y el segundo es aquel por el que se muta.
Para el caso de mutaciones en la secuencia sefal del factor o, el numero va
acompafiado de la letra “a”. G indica Glicina, V indica Valina, L indica
Leucina, | indica Isoleucina, F indica Fenil Alanina, Y indica Tirosina, W
indica Triptofano, S indica Serina, T indica Treonina, C indica Cisteina, M
indica Metionina, N indica Asparagina, Q indica Glutamina, D indica Acido
Aspartico, E indica Acido Glutamico, K indica Lisina, R indica Arginina, H

indica Histidina y P indica Prolina.

El mejor mutante de la ultima generacion, 7A9, acumula 8 mutaciones tras 3
ciclos evolutivos y 6000 clones explorados (Tabla 2, Fig. 6, 7). Cuatro
mutaciones se encuentran en la secuencia sefal del factor a, atribuyéndoles
la mejora en la secrecion de la enzima. La secuencia sefial del factor o
comprende 83 aminoacidos, de los cuales 19 constituyen el pre-péptido y 64
el pro-péptido. El pre-péptido es el responsable de la insercidn de la cadena
polipéptidica en maduracion en el reticulo endoplasmatico, tras lo cual es

escindido por la accién de una endo-peptidasa entre los aminoacidos 19 y
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20. El pro-péptido interviene en el plegamiento de la cadena polipéptidica
durante su transicion y estancia del reticulo endoplasmatico al aparato de
Golgi. El pro-péptido es escindido en el Golgi antes de que la enzima
madura sea secretada al exterior mediante la actuacion de tres proteasas
especificas (KEX1, KEX2 y STE13). De las mutaciones introducidas en la
secuencia sefal del factor a, A(a9)D se localiza en la regidon del pre-péptido
y proviene del mutante 1D12 de la primera generacion (con mejora de hasta
12,6 veces la actividad total de a-PclL) conservandose durante las siguientes
recombinaciones en el proceso evolutivo (Fig. 6, 7). La mutacion S(a58)G se
localiza en la region del pro-péptido y proviene del mutante 3D3 del primer
ciclo. Se conserva en varios de los mutantes seleccionados del 2° ciclo y en
los 4 mutantes seleccionados de la 32 generacion. Las mutaciones F(c48)S
y E(a86)G, localizadas en el pro-péptido y en la zona de procesamiento del
pro-péptido, respectivamente, aparecen en el mutante 10A7 de la segunda
generacidon como consecuencia de la PCR mutagénica, y se conservan en
todos los mutantes selccionados de la 32 generacidon. Las mutaciones
descritas para la secuencia sefal del factor o (Tabla 2) pueden ser
aplicables en la expresion heterdloga de cualquier otro gen eucariético
susceptible o deseable de ser expresado en S. cerevisiae (como ejemplos
no limitativos se pueden aplicar a genes de lacasas, peroxidasas, glucosas
oxidasas, P450 monooxigenasas, galactosas oxidasas, glucosidasas,
amilasas, amiloglucosidasas, galactosidasas, celulasas, invertasas,

glicosiltransferasas, lipasas, dehalogenasas).

De las 4 mutaciones que aparecen en la proteina madura (Tabla 2, Fig. 6,
7), una de ellas es silenciosa (no supone ningun cambio aminodacidico,
L457L). Las 3 restantes forman parte de la proteina madura apareciendo en
zonas conservadas de la enzima, en los alrededores del cobre catalitico del
sitio T1 y se les atribuye la mejora en la actividad catalitica de la enzima
(Fig. 8). La mutacion N208S es consecuencia de la PCR mutagénica de la
tercera generacion. La mutacion D341N proviene del mutante 19C8 de la

segunda generacion, que muestra una mejora de 11,7 veces de actividad
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total (respecto al parental) frente a los 8,7 del mutante 2D8 del que sdélo se
diferencia en la mencionada mutacioén. La mutacion P394H es responsable
de una mejora de 4,5 veces de la actividad total en el mutante 5F7 de la
primera generacion. Esta mutacion se conserva durante las siguientes

recombinaciones en todo el proceso evolutivo.

La evaluacion de la mejora de las lacasas mutantes se estima determinando
su actividad total a partir de los sobrenadantes de los fermentados celulares
a escala de microcultivo (formato 96 pocillos) o por litro de fermentado. En
una realizacion particular de la presente invencidon se evalla la actividad total
del mejor mutante de la ultima generacién, 7A9, y se cuantifica una actividad
de 40 U/L de fermentado, lo que supone una mejora de aproximadamente
3x10° veces la actividad total del parental inicial a-PcL en S. cerevisiae. La
Unidad de actividad catalitica (U) se define como la cantidad de enzima
necesaria para oxidar 1umol de sustrato por minuto bajo las condiciones de

reaccion.

En una realizacidon particular de la presente invencidon se purifica a
homogeneidad y se caracteriza bioquimicamente la variante 7A9 y se
compara con PcL salvaje (proteina madura expresada en Pycnoporus
cinnabarinus y purificada) (Fig. 9). Se determinan los perfiles de actividad
frente al pH, la termoestabilidad, el grado de glicosilacion, y se evalua la
eficiencia catalitica en la oxidacién de diversos sustratos fendlicos y no

fenodlicos.

La masa molecular de PcL salvaje se estima entorno a los 65 kDa. La masa
molecular de 7A9 expresado en S. cerevisiae es aproximadamente 120 kDa.
La N-desglicosilacion de 7A9 reduce la masa molecular hasta ~ 60 kDa,
(Fig. 9A). De estos datos se deduce que 7A9 se encuentra hiperglicosilada:
aproximadamente el 50 % de la masa molecular total son carbohidratos
covalentemente unidos a residuos de asparagina de la cadena polipeptidica
debido a las modificaciones postraduccionales en el organismo hospedador
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S. cerevisiae. Empleando el servidor Expasy, www.Expasy.org, se calcula la
masa molecular tedrica en 54249,55 Da, un 9.5 % menos de lo observado
experimentalmente para 7A9 N-desglicosilada. Esta diferencia en la masa
molecular puede ser debida a las O-glicosilaciones durante el procesamiento

de la enzima en el aparato de Golgi.

El perfil de actividad frente al pH se ve desplazado en 7A9, como efecto
lateral del proceso de evolucidon y expresion funcional en S. cerevisiae (Fig.
9B). Asi, el pH 6ptimo de actividad de PcL salvaje se situa en 3 mientras que
en 7A9 se detecta en 4. Notoriamente, 7A9 retiene el 74 % de su actividad a

pH 5.0 (PcL nativa retiene un 52 % al mismo pH).

La termoestabilidad en medio acuoso de 7A9 varia notablemente con
respecto a PcL salvaje como consecuencia de la expresion funcional y del
proceso evolutivo en S. cerevisiae (ej. TA9 mantiene el 85 % de su actividad
tras 24 h de incubacion a 40 °C frente al 57 % retenido por la PcL salvaje,
Fig. 9C). Se ha sugerido que la hiperglicosilacion puede aumentar la
estabilidad enzimatica (Bulter et al., 2003. Appl. Environ. Microb. 69: 987-
995).

La eficiencia catalitica es la relacion entre la Kt (constante catalitica o
numero de recambio, que indica la velocidad con la que un sustrato se
convierte en producto) y la K, (constante de Michaelis, que indica la afinidad
de la enzima por un sustrato dado) y revela la capacidad de una enzima para
catalizar la modificacion de un sustrato dado. El mutante 7A9 es activo frente
a una amplia gama de sustratos de diferente naturaleza, con eficiencias
cataliticas en el intervalo 100-1500 mM™ sg™' lo que pone de manifiesto que
el método de screening que se emplea en la fase 3 facilita la seleccion de

variantes funcionales frente a diferentes compuestos (Tabla 3).
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ABTS DMP

Km Kcat Kcat/Km Km Kcat Kcat/Km

(MM) ") | "M | (uM) ") | (" umT)
PcL salvaje 162 38 234 41 22 540

Mutante
20 27 1325 89 15 168
7A9

Tabla 3. Constantes cinéticas para ABTS y DMP de PcL salvaje y el mutante

7A9 expresado en S. cerevisiae

El mutante 7A9 alcanza unos niveles de expresion funcional en S. cerevisiae
detectables en modo cinético tras 24 h de induccion en medio de expresion
(0.72 U/L) en microfermentaciones en formato placa de 96 pocillos (200 uL
de

volumen final). Estos valores garantizan la posible explotacion de 7A9 asi
como de cualquiera de los mutantes generados durante el proceso evolutivo,
o de sus mutaciones individuales, para futuras mejoras por evolucion
dirigida. El disponer de una lacasa fungica de alto potencial redox del
basidiomiceto Pycnoporus cinnabarinus expresada funcionalmente vy
evolucionada en S. cerevisiae confiere las siguientes ventajas:

i) La lacasa evolucionada y sus variantes objeto de la presente
patente constituyen las primeras lacasas de alto potencial redox
gue han sido sometidas a evolucidén para su expresion funcional
en S. cerevisiae siendo un vehiculo idoneo para futuras
aplicaciones en diversos sectores (industria de productos
forestales -papel y madera-, biorremediacion, industria textil,
industria alimentaria, industria farmacéutica, industria quimica).

i) La lacasa evolucionada y sus variantes pueden ser evolucionadas
en S. cerevisiae para mejorar diferentes propiedades
(termoestabilidad, actividad a pHs basicos, oxidacion de sustratos
no naturales, resistencia a haluros) para después ser sobre-

expresadas en otros huéspedes fungicos heterdlogos (Aspergillus
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niger) u homologos (Pycnoporus cinnabarinus) a escala de mg-g/L
tal y como se ha descrito para la lacasa salvaje de P.
cinnabarinus, lo que supone una garantia en la transferencia del
producto en diversas aplicaciones (Alves et al., 2004. Appl.
Environ. Microbiol. 70:6379-6384; Record E., 2002. Eur. J.
Biochem. 269:602-609).

La lacasa salvaje de P. cinnabarinus (y también la recombinante
expresada en Aspergillus niger), ha sido utilizada con éxito en
diferentes aplicaciones biotecnoldgicas (blanqueo y control del
pitch de pastas de papel, degradacion de contaminantes
aromaticos, estabilizacion de bebidas). La evolucidon de su
actividad catalitica hacia ciertos sustratos o el aumento de la
estabilidad de la proteina en condiciones industriales, aumentara
su potencial utilidad biotecnolbgica. (Patente ES2189683; Georis
et al., 2003. Pycnoporus cinnabarinus laccases: an interesting tool
for food or non-food applications. Proc. FAB2003, Mededelingen
Faculteit Landbouwkundige en  Toegepaste Biologische
Wetenschapen, 2003; |barra et al.,, 2006. J. Chem. Technol.
Biotechnol. 81:1159-1165; Sigoillot et al., 2005. J. Biotechnol.
115:333-343; Gutiérrez et al., 2006. Environ. Sci. Technol. 40:
3416-3422).

Los términos “polinucleétido” y “acido nucléico” se usan aqui de manera

intercambiable, refiriéndose a formas poliméricas de nucledtidos de cualquier

longitud, tanto ribonucleétidos como desoxiribonucledtidos.

Los términos “péptido”, “oligopéptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan aqui

de manera intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de

aminoacidos de cualquier longitud

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra "comprende” y

sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
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componentes o0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos,
ventajas y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la
descripcidon y en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos
y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean
limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 (Fig.1). Construccion de pJRoC30-a-PcL.

Figura 2 (Fig.2). Paisajes del ensayo de screening frente a 2,6 dimetoxifenol
(DMP) de la libreria de indice de mutacion medio (LMM) y la libreria de
indice de mutacion bajo (LMB) en la primera generacion. Las actividades de
los clones de las bibliotecas de mutantes se representan en orden
descendente. Las lineas discontinuas indican la actividad del tipo parental o-
PcL.

Figura 3 (Fig.3). Esquema general del proceso de evolucion artificial. No se
incluye en el diagrama las mutaciones silenciosas introducidas. Las mejoras
se calculan con respecto al correspondiente parental empleado como
referencia durante el screening del ciclo evolutivo. El parental referente de la
primera generacion es a-PcL, el de la segunda generacion es 1D12 y el de
la tercera generacion 10A7.

Figura 4 (Fig.4). Paisaje del ensayo de screening frente a 2,2 azino-bis(3-
etil-benzotiazolin-6-sulfonato (ABTS) de la segunda generacion. Las
actividades de los clones de la biblioteca de mutantes se representan en
orden descendente. La linea discontinua indica la actividad del tipo parental
usado como estandar interno en el screening (mutante 1D12).

Figura 5 (Fig.5). Paisajes de los ensayos de screening de la tercera
generacion con DMP y ABTS. Las actividades de los clones de las
bibliotecas de mutantes se representan en orden descendente. Las lineas
discontinuas indican la actividad del tipo parental usado como estandar
interno en el screening (mutante 10A7). Los mutantes con mejor actividad
frente a ambos sustratos se eligieron para los siguientes re-screenings

(resaltado en circulo la variante 7A9).
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Figura 6 (Fig.6). Recombinacion de mutaciones durante el proceso de
evolucion. Se resaltan en diferentes colores las mutaciones introducidas
para apreciar los eventos de entrecruzamiento.

Figura 7 (Fig.7). Comparacion entre los mejores mutantes de los tres ciclos
evolutivos y la acumulaciéon de mutaciones.

Figura 8 (Fig.8). Mutaciones introducidas en la lacasa madura durante el
proceso evolutivo. A) parental a-PclL; B) mutante 7A9. Las esferas
representan los cobres cataliticos. En azul se resaltan los ligandos de los
cobres T1 y del cluster trinuclear T2/T3. 7A9, acumula ademas de las tres
mutaciones indicadas en esta figura, cuatro mutaciones en el péptido sefial y
una mutacion silenciosa. Se agradece al Prof. Piontek por haber facilitado el
acceso al fichero PDB de la estructura cristalografica.

Figura 9 (Fig.1). Caracterizacion bioquimica del mutante 7A9. A)
Electroforesis (SDS-PAGE) de los distintos pasos de purificacion de la
variante 7A9. Gel de poliacrilamida al 7,5 % tefiido con Azul de Coomasie 1)
Patron de peso molecular; 2) Concentrado después de ultrafiltracion bajo
presion con N, (membrana de 10 KDa, Amicon YM3, Millipore); 3) Después
de Cromatografia de baja resolucidon en columna de intercambio anidnico
débil (HiTrap-Q de Amersham Bioscience); 4) Después de cromatografia de
alta resolucion en columna de intercambio anionico fuerte (Resource Q,
Amersham Biosciences); 5) Misma fraccion que 4 tras desglicosilacion con la
N-desglicosilasa PNGasaF; 6) Lacasa salvaje de P. cinnabarinus (PcL). B)
Termoestabilidad del mutante 7A9 y PcL salvaje. Las actividades se
midieron con ABTS 3 mM en acetato sédico 100 mM, pH 5. Las actividades
se normalizaron con la actividad inicial a temperatura ambiente antes de la
incubacion. Cada punto representa el valor medio de tres experimentos
independientes. C) Perfiles de actividad a diferentes pHs de 7A9 y PcL
salvaje. Las actividades se midieron con ABTS 3 mM en tampon Britton y
Robinson 100 mM ajustado a los diferentes pHs de la medida. La actividad
lacasa se representa normalizada con respecto a su valor Optimo de
actividad. Cada punto representa el valor medio de tres experimentos
independientes.
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MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes

ejemplos, los cuales no pretenden ser limitativos de su alcance.

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION DE o-PcL

La sustitucidon de la secuencia sefial de la lacasa nativa de Pycnoporus
cinnabarinus (n-PcL) por la secuencia sefial del factor o genera una proteina
de fusion, a-PcL, constituida por la secuencia sefial fusionada del factor o
con el gen que codifica para la proteina madura. Para reemplazar la
secuencia sefial de n-PcL por la del factor o, se tomdé como molde el vector
de Stratagene™ pGAPZa, utilizado para expresién de proteinas en Pichia
pastoris, que contiene el pre-pro péptido sefial del factor a. En primer lugar,
se lineariz6 pGAPZa con las enzimas de restriccion EcoRI y Notl. EIl cADN
lac1 de P. cinnabarinus (n-PcL, 1494 pb, Gen Bank accession n°:
AF170093), fue amplificado con los oligonucledtidos cebadores NecoRI-
directo (SEQ ID NO: 35) y CNotl-reverse (SEQ ID NO: 36) que incluyen
dianas de restriccion para EcoRI y Notl (GAATTC y GCGGCCGC

respectivamente, subrayadas y en negrita), generando un molde de la lacasa

madura (PcL) que excluye la secuencia sefal nativa. Las condiciones de la
reaccion de amplificacion fueron las siguientes: 400 nM del oligonucle6tido
NecoRI-directo, 400 nM oligonucledtido CNotl-reverse, 0.25 mM dNTPs,
0.05 U/uL Taq polimerasa (Invitrogen), 0,5 ng/uL de n-PcL en tampdn Tris-
HCI 20 mM, pH 8,4 y 4 mM de MgCl, en un volumen final de 50 uL. El
programa de PCR empleado fue: 94 °C durante 5 min, 55 °C durante 5 min,
72 °C durante 5 min (1 ciclo), 95 °C durante 0.35 min, 50 °C durante 2 min,
72 °C durante 4 min (25 ciclos), y 72 °C durante 10 min (1 ciclo).

PcL fue digerido con EcoRIl y Notl y ligado el vector linearizado pGAPZa
generando la construccion pGAPZa-PcL. Dicho vector se transformd en
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células competentes de E. coli DH5a por choque térmico para sobre-producir
y purificar el plasmido.

a-PcL se amplificd a partir de pGAPZa-PcL mediante PCR con ayuda de los
oligonucledtidos NtpJRBglll-directo (SEQ ID NO: 37) y CtpGAPZlac-reverso
(SEQ ID NO: 38) los cuales incluyen dianas de restriccion para Bglll -
compatible con BamHI- y Notl (AGATCT y GCGGCCGC, respectivamente,
subrayadas y en negrita). La reaccion de PCR se llevo a cabo en 50 pl
conteniendo 400 nM del oligonucledtido NtpJRBglll-directo, 400 nM
oligonucledtido CtpGAPZlac-reverso, 0.25 mM dNTPs, 0.05 U/uL Taq
polimerasa (Invitrogen), 0,4 ng/uL de pGAPZa-PcL en tampoén Tris-HCI 20
mM, pH 8,4 y 4 mM de MgCl,.El programa de PCR empleado fue: 94 °C
durante 5 min, 55 °C durante 5 min, 72 °C durante 5 min (1 ciclo), 95 °C
durante 0.35 min, 50 °C durante 2 min, 72 °C durante 4 min (25 ciclos), y 72
°C durante 10 min (1 ciclo).

a-PcL fue subclonado en el vector lanzadera pJRoC30 (Novozymes, USA).
pJRoC30 es un vector episdomico bifuncional de 10477 pb que contiene el
promotor GAL1 (inducible por galactosa), el gen de resistencia a ampicilina
para la seleccidon en E. coli y el gen URA3 que confiere auxotrofia para
uracilo (las células de S. cerevisiae crecidas con este vector pueden
cultivarse en medio selectivo -sin uracilo-). Se llevo a cabo la digestion de
pJRoC30 con las enzimas BamHI y Notl, asi como la digestion de a-PcL con
Bglll y Notl. Se ligé a-PcL digerido y el plasmido pJRoC30 linearizado dando
lugar a la construccién pJRoC30-a-PcL, (Figura 1). Debido a la estrategia de
clonaciéon utilizada, en el extremo amino terminal de la proteina aparecen
dos aminoacidos extras (E-F) tras el procesamiento del péptido sefial. Las
mutaciones introducidas en la proteina madura durante el proceso evolutivo
mantienen la numeracion descrita para la lacasa madura de Pycnoporus

cinnabarinus nativa.
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EJEMPLO 2. EVOLUCION DIRIGIDA DE a-PcL

1. ELABORACION DE PROTOCOLOS PARA GENERAR DIVERSIDAD Y
CREACION DE LAS LIBRERIAS DE MUTANTES.

1.1 Ajuste de las condiciones de PCR mutagénica.

La generacion de diversidad mediante PCR-mutagénica se llevd a cabo en
un termociclador de gradiente (Thermocycler Mycycler, Biorad, EEUU) bajo
los siguientes parametros de reaccion: 95 °C durante 2 min (1 ciclo); 94 °C
durante 0.45 min, 53 °C durante 0.45 min, 74 °C durante 3 min (28 ciclos); y
74 °C durante 10 min (1 ciclo). Los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacion mutagénica fueron RMLN directo (SEQ ID NO: 39; con sitio de
union a pJRoC30 en la posicién pb 5’-160-181-3') y RMLC inverso (SEQ ID
NO: 40; con sitio de union a pJRoC30 en la posicion pb 5-2139-2158-3’).
Para promover la ligacion in vivo, los productos de PCR se disefiaron
conteniendo extensiones con una homologia de 40 pb y 66 pb para los
extremos digeridos con BamHI y Xhol del vector linearizado,

respectivamente.

En cada una de las generaciones, los correspondientes productos de PCR
fueron concentrados (DNA clean concentrador TM-5 kit, Zymo Research,
EEUU), cargados en un gel semipreparativo de agarosa de bajo punto de
fusidon y purificados con el kit Zymoclean gel DNA recovery (ZymoResearch,
USA). Los productos de PCR fueron posteriormente clonados in vivo al
transformar las células de S. cerevisiae, tras el promotor GAL1 del vector

pJRoC30 previamente linearizado com BamHI| y Xhol.

Para estimar el indice de mutacion y evaluar los diferentes paisajes de
evolucidn, se construyeron pequefas genotecas de 174 clones (2 placas de
96 pocillos) empleando polimerasas con diferente espectro mutacional.

A) Genotecas Mutazima-Il:

El indice de mutacién se moduld variando la cantidad de ADN molde en
la reaccion de PCR. La concentracion de cada uno de los reactivos, en un

volumen final de 50 uL, fue la siguiente: 370 nM de oligonucle6tido RMLN,
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370 nM de oligonucleétido RMLC, 0,8 mM dNTPs, 3 % (v/v) DMSO, 0,05
U/pL de Mutazima ADN polimerasa (Genemorph || Random Mutagenesis kit,
Stratagene), 93 ng/uL de pJRoC30-a-PcL para las genotecas de bajo indice
de mutacion y 40 ng/uL de pJRoC30-a-PcL para las de medio indice de
mutacion.

B) Genotecas Taq polimerasa/MnCl»:

En este caso, la tasa de mutacion se controld variando la concentracion
de MnCl2. Adicionalmente también se analizé el efecto de concentraciones
equilibradas/desequilibradas de dNTPs y de la concentraciéon del ADN molde
en la reaccion de PCR mutagénica (Tabla 4).

1.2 Primera generacion: PCR mutagénica con Mutazima-Il.

Se disefiaron y exploraron dos genotecas independientes, cada una de
~1000 clones, usando como parental a-PcL. Las condiciones elegidas para
la construccidon de las genotecas de bajo indice de mutaciéon (0-4,5
mutaciones/1000 pb) y medio indice de mutacion (4,5-9 mutaciones/1000
pb) se recogen en el apartado 1.1.A. Las mezclas de transformacion de cada
una de las genotecas contenian una relacion vector linearizado:productos de
PCR 1:4 (100 ng de vector y 400 ng de productos de PCR). El screening de
punto final se desarrolld como se describe en el apartado 2 del presente
ejemplo, preparando placas independientes para valorar la actividad en

presencia de sustratos fendlicos y no fendlicos.

1.3 Segunda generacion: barajeo in vivo de ADN mutagenizado.

Las mejores variantes de la primera generacidén (mutantes 1D12, 3D3, 5F7 y
3G10) se tomaron como parentales y fueron sometidos a un nuevo ciclo de
evolucion mediante PCR mutagénica con Taq/MnCl,, para posteriormente
recombinar estos productos mediante un barajeo in vivo; se exploraron
~2000 clones. Cada uno de los parentales fue amplificado mediante PCR

propensa a error con dNTPs equillibrados y una concentracion de MnCl; de
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0,01 mM tal y como se detalla en la Tabla 4. Los productos mutagenizados
por PCR se mezclaron en la misma proporcion (400 ng totales, 100 ng de
cada producto) y se transformaron conjuntamente con el vector linearizado
(relacion vector:producto PCR 1:4). El screening de punto final se desarrollo
como se describe en el apartado 2 del presente ejemplo, preparando placas
independientes para valorar la actividad en presencia de sustratos fendlicos

y no fendlicos.

1.4 Tercera generacion: barajeo in vivo de ADN mutagenizado.

Las mejores variantes de la segunda generaciéon (mutantes 10A7, 19C8,
20C7, 1F10, 1C9, y 2D8) se tomaron como parentales y fueron sometidos a
un nuevo ciclo de evolucion mediante PCR mutagénica con Taq/MnCl,, para
posteriormente recombinar estos productos mediante un barajeo in vivo; se
exploraron ~2000 clones. Cada uno de los parentales fue amplificado
mediante PCR propensa a error con dNTPs equillibrados y una
concentracion de MnCl, de 0,01 mM tal y como se detalla en la Tabla 4. Los
productos mutagenizados por PCR se mezclaron en la misma proporcion
(400 ng totales, 100 ng de cada producto) y se transformaron conjuntamente
con el vector linearizado (relacion vector:producto PCR 1:4). El screening se
desarrolld6 como se describe en el apartado 2 del presente ejemplo,
preparando placas independientes para valorar la actividad en presencia de
sustratos fendlicos y no fendlicos. En esta generacion en particular, el
screening pudo llevarse a cabo en modo cinético debido a la mejora de

actividad tras tres ciclos evolutivos.
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TIPOS DE GENOTECAS Taq/MnCl;

dNTPs desequilibrados

dNTPs
equilibrados

Componente
Concentracion de  Concentracion
ADN alta de ADN baja
Oligonucleétidos
90 nM 90 nM 90 nM
(RMLN y RMLC)
pJRoC30- a-PcL 1,5 ng/uL 0,1 ng/uL 0,1 ng/uL
0,2 MM dATP; 0,2 0,04 mM dATP;
0.3 mM (0.075
mM dGTP 0,6 mM 0,04 dGTP 0,1
dNTPs mM de
dCTP; 0,6 mM mM dCTP; 0,1
cada uno)
dTTP mM dTTP
DMSO 3% (v/v) 3% (v/v) 3% (viv)
MgCl, 0,75 mg/mL 1,5 mg/mL 1,5 mg/mL
Taq polimerasa 0,05 U/uL 0,05 U/uL 0,05 U/uL
0/0,002 mM/
OmM/0,05mM/ 0 mM/ 0,05 mM/ 0,005mM
MnCl, 0,1mM/ 0,.1 mM/ /0,01mM / 0,02
0,2 mM 0,2 mM mM /0,05 mM /

0,1 mM /0,2 mM

Tabla 4. Ajuste de las condiciones de las genotecas Taqg/MnCl, con las

diferentes variables.

2. PROTOCOLO DE SCREENING DE ALTA CAPACIDAD

2.1 Transformacion de células de S. cerevisiae.

Los medios YPD, medio minimo liquido, las placas SC y el medio de

expresion se prepararon tal como se indica en Zumarraga, M. et al.
2008(Proteins 71: 250-260.) con la salvedad de que en el medio de
expresion se incluy6 etanol 25 g/L para favorecer la secrecion de la lacasa y
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CuSO4 en concentraciones finales de 2 mM para fermentaciones en
microplaca y 4 mM para escala de produccién. Las genotecas de cada ciclo
evolutivo generadas mediante diferentes estrategias se transformaron en
células de S. cerevisiae (Yeast fransformation Kif, Sigma) para una
expresion funcional de los correspondientes clones. Se incubaron colonias
aisladas de células silvestres de S. cerevisiae en 20 mL de medio YPD
liquido a 30 °C y 210 rpm en un agitador (Edmund Buhler GmbH SM-30,
Alemania) durante toda la noche (DOesgo > 2). Una cantidad adecuada del
cultivo se inoculé en un volumen total de 120 mL de YPD atemperado para
alcanzar una DOeoo de 0,3. Se incubd de nuevo durante 4-6 h, hasta
completar dos ciclos de crecimiento y alcanzar una DOgoo de 1,2. Las células
se transformaron con las correspondientes genotecas en presencia del
plasmido linearizado, con el kit de transformacion de levadura.
Inmediatamente antes del choque térmico (42 °C durante 15 min), se afadid
DMSO a la mezcla de transformacion con una concentracion final de 10%
(v/v) para aumentar la eficiencia de transformacion (aproximadamente 20000

clones por reacciéon de transformacion).

2.2 Preparacion de las librerias para el screening de alta capacidad.

Las células de S. cerevisiae transformadas con la correspondiente genoteca
y el vector pJRoC30 linearizado se sembraron en placas SC y se incubaron
a 30 °C. Trascurridos 3-4 dias se picaron colonias individuales y se
inocularon en microplacas de 96 pocillos (Sero-well, Reino Unido) que
contenian 50 uL de medio minimo por pocillo. La columna completa numero
6 de cada placa se inocul6 con el tipo parental seleccionado del ciclo previo
(columna de referencia) y uno de los pocillos (H1) no se inoculé (control).
Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 30 °C, 210 rpm y 80%
de humedad relativa en un incubador con sistema de humidificacion
Minitron-INFORS (Biogen, Espaia). Tras 48 h, se afadieron 160 pyL de
medio de expresidon a cada pocillo y se volvieron a incubar a 30 °C y 210

rpm. Después de 24 h, se midio la DOgqo para determinar la densidad celular
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de cada pocillo con un lector de microplacas Versa Max (Molecular Devices,
EEUU). Se centrifugaron las placas (placas maestras) durante 5 min a 3200
gy 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810R (Alemania). 40 pL del
sobrenadante de cada pocillo fueron transferidos desde la placa maestra a
dos placas réplica (20 pyL del sobrenadante en cada una), mediante un robot
manipulador de liquidos Quadra 96-320 (Tomtec, EEUU). Con estas dos
placas réplica se llevaron a cabo los screenings de actividad frente al
sustrato fenolico DMP (2,6 Dimetoxifenol) y el sustrato no fendlico ABTS
(2,2 azino-bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato)).

2.3 Ensayos colorimétricos.

El screening de actividad frente a ABTS se realiz6 afiadiendo a la primera
placa réplica 180 pL de tampdn acetato 100 mM, pH 5,0 conteniendo ABTS
3mM, se agitaron las placas brevemente y se midié la absorbancia en el
lector de placas a 418 nm. Las placas se incubaron a temperatura ambiente
hasta que se desarrolld el color verde del radical catiénico ABTS®" y se midio
nuevamente la absorbancia (g41s = 36000 M"'cm™). El screening de actividad
frente a DMP se realizd afiadiendo a la segunda placa réplica 180 yL de
tampodn acetato 100 mM, pH 5,0 conteniendo DMP 3mM, se agitaron las
placas brevemente y se midié la absorbancia en el lector de placas a 469
nm. Las placas se incubaron a temperatura ambiente hasta que se
desarrolld el color amarillo del DMP oxidado y se midid nuevamente la
absorbancia (e46s = 27500 M"'cm™). Las actividades con respecto a cada
sustrato se calcularon a partir de la diferencia de la absorbancia final e
inicial. Las actividades relativas se normalizaron con la actividad del tipo

parental de la correspondiente placa.

2.4 Re-screenings

Aquellos mutantes seleccionados que mostraron mayor actividad tanto frente

a ABTS como DMP fueron sometidos a dos re-screenings consecutivos:
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Primer re-screening: alicuotas de 5 L de los clones seleccionados se

inocularon en placas multipocillo con 50 pyL de medio minimo. Las columnas
y filas de los extremos de la placa (columnas 1 y 12, filas A y H) no se
utilizaron. Tras 24 h de incubacion a 30 °C y 210 rpm, se transfirieron 5 uL a
los pocillos adyacentes, incubandose durante 24 h mas. Finalmente se
adicionaron 160 puL de medio de expresion y se incubaron durante 24 h. De
esta manera cada clon fue crecido en 4 pocillos y el parental (estandar
interno) se tratdé del mismo modo (fila D, pocillos 7-11). Las placas se
sometieron al mismo protocolo de screening, con la salvedad de que cada
valor de actividad procedi6 de la media de 4 microcultivos por clon.
Segundo re-screening: alicuotas de 100 uL de los clones mas activos

del primer re-screening se crecieron en 3 mL de medio YPD a 30 °C y 210
rpm durante 24 h. Se extrajeron los plasmidos de estos cultivos (Zymoprep
yeast plasmid miniprep kit, Zymo Research). Como el producto de las
zymoprep no era puro y la concentracion del ADN extraido fue muy baja, se
transformaron los plasmidos en células de E. coli supercompetentes XL2-
blue segun el protocolo correspondiente (Stratagene) y se seleccionaron en
placas LB/amp. Colonias aisladas se inocularon en 5 mL de medio LB/amp y
se crecieron durante toda la noche a 37 °C. Se extrajeron los plasmidos
(NucleoSpin® Plasmid kit, Macherey-Nagel). Las células de S. cerevisiae se
transformaron con los plasmidos de los mejores mutantes asi como con el
correspondiente tipo parental, y el screening se llevd a cabo de la misma
manera, con la salvedad de que cada valor de actividad procedié de la

media de 5 microcultivos por clon.

EJEMPLO 3: PRODUCCION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION
BIOQUIMICA DE LOS MUTANTES

3.1 Produccion de las lacasas en S. cerevisiae

Los clones de S. cerevisiae que contenian los genes de lacasas tanto del

tipo nativo como de mutantes fueron cultivados en 3 mL de medio minimo
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durante 48 h, a 30 °C y 250 rpm (Micromagmix shaker, Ovan). Una alicuota
de este precultivo se inocul6é para alcanzar una densidad 6ptica (DOggg) de
0.25 en un volumen total de 50 mL de medio minimo en un matraz de 500
mL con tapdn poroso. Cuando se completaron dos ciclos de crecimiento
(DOs0o = 1; 6-8 h de incubacion), se afadieron 450 mL de medio de
expresion conteniendo CuS0O,4 4 mM, etanol 25 g/L y se incubd a 20 °C y 250
rem en un matraz de 2 L de base ancha (20 cm & en la base). El cultivo se
paré tras 5 dias cuando tanto el crecimiento celular como la actividad lacasa
se estacionaron (DOeoo 28-32; actividad lacasa 20-40 U/L).

3.2 Purificacion de los mutantes

1. Se centrifugd el cultivo del aparatado 3.1. a 13000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. El sobrenadante se concentré por ultrafiltracion
tangencial. La muestra se hizo pasar a través de una membrana
de 5 KDa de tamario de poro (Minisette, Filtron) mediante un flujo
proporcionado por una bomba peristaltica (Masterflex easy-load,
Cole-Palmer). Se realizd un segundo paso de concentracion
mediante ultrafiltracidon bajo presion (ejercida con gas Ni) con
membrana de 10 KDa de tamafio de poro (Amicon YMS3, Millipore).

2. Cromatografia de intercambio aniénico de baja resolucion. Se
utilizé6 un cartucho HiTrap-Q (Amersham Biosciences) acoplado a
un equipo EconoSystem (Bio-Rad). Tras equilibrar el cartucho con
solucién A (acetato 25 mM pH 5), se aplicd la muestra y se lavo la
columna con la misma solucion para eliminar toda la fraccién no
retenida, hasta que la absorbancia a 280 nm fuese constante. La
fraccion retenida se eluyd con un gradiente en dos fases de
solucién B (NaCl 1 M en tampdn acetato sddico 25 mM, pH 5), de
0 a 20% en 45 min y de 20 a 100% en 10 min, a un flujo de 1
mL/min.

3. Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion. Se
utiliz6 una columna Resource Q (Amersham Biosciences)

acoplada a un equipo AKTApurifier (Amersham Biosciences). Se
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equilibré la columna con solucion A (acetato sédico 25 mM pH 5).
La fraccion retenida se eluyé con un gradiente en dos fases con
solucién B (NaCl 1 M en acetato sédico 25 mM pH 5), de 0 a 20 %
en 20 min y de 20 a 100 % en 10 min, a un flujo de 2 mL/min.

3.3 Caracterizacion bioquimica de los mutantes

A) Desglicosilacién

Las proteinas purificadas se desglicosilaron con la péptido-N-glicosidasa F
(PNGasa F) (Sigma), que hidroliza los oligosacaridos unidos a los residuos
asparragina. Concretamente, 8 ug de lacasa pura se desnaturalizaron con
SDS 0.2% (p/v) y B-mercaptoetanol 100 mM a 100 °C durante 10 min.
Posteriormente se afiadieron 2.5 Unidades de PNGasa F y la mezcla de
reaccion se incubo toda la noche a 37 °C. La reaccion se par6 a 100 °C
durante 10 min. Los productos se analizaron en un gel de electroforesis
(SDS-PAGE) tefiido con azul de Coomasie.

B) Medida de la estabilidad térmica

El estudio de termoestabilidad se realiz6 con ayuda del termociclador
Mycycler equipado con un formador de gradientes (Bio-Rad, EEUU), el cual
permite crear gradientes de temperatura a diferentes intervalos. Se
prepararon diluciones de las proteinas en tampédn acetato sédico 100 mM,
pH 5 de tal manera que alicuotas de 10 pyL dieran una respuesta adecuada
para medir la actividad en el lector de microplacas en modo cinético. Se
incubaron 60 uL de lacasa por cada punto del gradiente. El gradiente de
temperatura estudiado comprendié el intervalo 30-80 °C con temperaturas
intermedias de 30.0 °C, 31.7 °C, 34.8 °C, 39.3 °C, 45.3 °C, 49.9 °C, 53 °C,
55 °C, 56.8 °C, 59.9 °C, 64.3 °C, 70.3 °C, 75.0 °C, 78.1 °C y 80.0 °C. A
diferentes tiempos de incubacién (2 h, 4 h y 24 h) se extrajeron alicuotas de

10 yL de lacasa y se mezclaron con 190 yL de de ABTS 3 mM en tampdn
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acetato sodico 100 mM pH 5. La actividad se valoré en continuo (oxidacion
del ABTS a 418 nm). El tiempo 0 se determind a partir de las
correspondientes muestras incubadas a temperatura ambiente. Cada valor

procedié de al menos tres medidas independientes.

C) Ensayos de actividad a diferentes pHs.

Los perfiles de pH de la actividad de las diferentes lacasas purificadas se
realizaron en tampédn ByR 100 mM a diferentes pHs (pH 2,0-9,0, ajustados
con NaOH). Se prepararon diluciones de las enzimas en tampon acetato
sédico 100mM pH 5 para que alicuotas de 10 uL dieran una respuesta
adecuada en la medida de actividad en el lector de microplacas en modo
cinético. Las lacasas (10 pL) se anadieron por filas y el tampén a diferentes
pHs (180 pL) por columnas. Finalmente, se afiadieron 10 pL de ABTS 60
mM y se midieron las actividades de cada una de las condiciones por

triplicado.

D) Determinacién de los parametros cinéticos

Los parametros cinéticos (Km, Vimax, Keat ¥ Keat/ Km) de las enzimas nativa y de
las mutantes se determinaron en un lector de microplacas VersaMax
(Molecular Devices, USA). Se valoraron tanto sustratos no fendlicos (ABTS,
€415 = 36000 M cm™) como fendlicos (2,6-dimetoxifenol, € 46 = 27500 M
cm™) en tampoén acetato sédico 100 mM, pH 5 a 25 °C. Los parametros
cinéticos se obtuvieron mediante un ajuste no lineal por minimos cuadrados
del modelo de Michaelis-Menten utilizando el programa informatico Sigma
Plot 7.101. Cada dato experimental se obtuvo a partir de la media de tres

experimentos independientes.
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se
selecciona de la lista que comprende: la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3,
la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11,
la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO:
19, SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO:
27 ola SEQ ID NO: 29.

2. Polinucleétido segun la reivindicacion 1 que codifica el polipéptido cuya
secuencia aminoacidica se selecciona de la lista que comprende: la SEQ
ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID
NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ
ID NO: 170 la SEQ ID NO: 19.

3. Polinucledtido segun la reivindicacion 1 que codifica el polipéptido cuya
secuencia aminoacidica se selecciona de la lista que comprende: la SEQ
ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27 o la
SEQ ID NO: 29.

4. Construccion genética de ADN o ARN que comprende uno de los
siguientes tipos de secuencias:
a. un polinucle6dtido segun la reivindicacion 2, para su
transcripcion in vitro o in vivo,
b. una moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria
hibrida con la secuencia polinucleotidica de (a), 6
c. secuencia de nucledtidos de a), 6 b), correspondiente a un
sistema o vector de expresibn génica, operativamente
enlazado con, al menos, un promotor que dirija la transcripcion
de dicha secuencia de nuclet6tidos de interés, y con otras
secuencias necesarias 0 apropiadas para la transcripcion y su
regulacion en tiempo y lugar.

5. Construccion genética segun la reivindicacion 4 que ademas comprende
uno de los siguientes tipos de secuencias:
a. un polinucledtido segun la reivindicacion 3,
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se
selecciona de la lista que comprende: la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3,
la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11,
la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO:
19, SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO:
27 ola SEQ ID NO: 29.

2. Polinucleétido segun la reivindicacion 1 que codifica el polipéptido cuya
secuencia aminoacidica se selecciona de la lista que comprende: la SEQ
ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID
NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ
ID NO: 170 la SEQ ID NO: 19.

3. Polinucledtido segun la reivindicacion 1 que codifica el polipéptido cuya
secuencia aminoacidica se selecciona de la lista que comprende: la SEQ
ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27 o la
SEQ ID NO: 29.

4. Construccion genética de ADN o ARN que comprende uno de los
siguientes tipos de secuencias:
a. un polinucle6dtido segun la reivindicacion 2, para su
transcripcion in vitro o in vivo,
b. una moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria
hibrida con la secuencia polinucleotidica de (a), 6
c. secuencia de nucledtidos de a), 6 b), correspondiente a un
sistema o vector de expresibn génica, operativamente
enlazado con, al menos, un promotor que dirija la transcripcion
de dicha secuencia de nuclet6tidos de interés, y con otras
secuencias necesarias 0 apropiadas para la transcripcion y su
regulacion en tiempo y lugar.

5. Construccion genética segun la reivindicacion 4 que ademas comprende
uno de los siguientes tipos de secuencias:
a. un polinucledtido segun la reivindicacion 3,
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b. una moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria
hibrida con la secuencia polinucleotidica de (a), 6

c. la secuencia polinucleotidica de (a) 6 (b) operativamente
enlazada con un polinucledtido aislado segun la reivindicacion
1, para su transcripcion in vitro o in vivo.

6. Construccion genética segun la reivindicacion 5, en la que el
polinucledtido que codifica el polipéptido con la secuencia aminoacidica
SEQ ID NO: 15 se encuentra operativamente enlazado con el
polinucledtido que codifica el polipéptido con la secuencia aminoacidica
SEQ ID NO: 29.

7. Uso de los polinucledtidos segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o
de las construcciones genéticas segun cualquiera de las reivindicaciones
4-6, para producir lacasas fungicas de alto potencial redox.

8. Método para generar lacasas de alto potencial redox, extracelulares,
funcionales y solubles con actividad mejorada hacia uno o mas sustratos,
que comprende:

a. disefiar una construccidén genética que comprenda la SEQ ID
NO: 31 operativamente enlazada a la SEQ ID NO:33,

b. generar diversidad sobre la construccidon genética de (a), y
crear las librerias de mutantes,

c. seleccionar los mejores mutantes de expresion y actividad.

9. Método segun la reivindicacion anterior que ademas comprende la
identificacion y el mapeo de las mutaciones introducidas en las variantes
seleccionadas.

10.Método segun cualquiera de las reivindicaciones 8-9, donde la
construccidon genética del paso a) es la construccion genética segun la
reivindicacion 5.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ ES 2009/070516

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

see extra sheet
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

CI2N

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

INVENES,EPODOC,WPI, EBI-SITE,EMBASE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X Festa Giovanna et al. “Development of new
laccases by directed evolution: functional and
computational analyses.”. Proteins. Jul 2008.
Vol 72, N°. 1, pages 25-34. ISSN 1097-0134

(Electronic).

X Roodveldt Cintia et al. "Directed evolution of
proteins for heterologous expression and
stability". Current opinion in structural

biology. Feb. 2005. Vol. 15, N° 1, Pages 50-

56. ISSN 0959-440X

1,2.

1,2

Further documents are listed in the continuation of Box C.

|:| See patent family annex.

N

“p

“p

“O”

«p»

Special categories of cited documents:

document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance.

earlier document but published on or after the international filing date

document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

document referring to an oral disclosure use, exhibition, or other
means

document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

S

D'

oy

g

later document published after the international filing date or
priority date and not in conflict with the application but cited to
understand the principle or theory underlying the invention

document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other documents , such combination
being obvious to a person skilled in the art

document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

15 March 2010

(15.03.2010)

Date of mailing of the international search report

(04/05/2010)

Name and mailing address of the ISA/
OEP.M.

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

Facsimile No.

34 91 3495304

Authorized officer
J. Manso Tomico

Telephone No. +34 91 349 55 83

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2009)
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C (continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of documents, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

X

==

P.X

Bulter T. et al. "Functional expression of a
fungal laccase in Saccharomyces cerevisiae by
directed evolution". Applied and Environmental
Microbiology. 01.02.2003. Vol. 69, N°. 2,
Pages 987-995. ISSN 0099-2240 (print)

Korona B. et al. "Efficient expression and
secretion of two co-produced xylanases from
Aspergillus niger in Pichia pastoris directed by
their native signal peptides and the
Saccharomyces cerevisiae alpha-mating factor”.

Enzyme and microbial Technology. 02.08.2006. Vol.

39, N° 4, Pages 683-689. ISSN 0141-0229.

Rakestraw J A. et al. "Directed evolution of a
secretory leader for the improved expression of
heterologous proteins and full-length antibodies
in Saccharomyces cerevisiae". Biotechnology and
Bioengineering. 15.08.2009. Vol 103, N° 6,
pages 1192-1201. ISSN 0006-3592 (print)

1,2

4,8-10
4,8-10

6.7

1,3,5

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 2009)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/ES 2009/070516

Box No. II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. Claims Nos.: 4, 5 (both in part)
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

None of the claimed subject matter is supported by the description. The search was carried out based
on the fact that the genic structure is linked to fusion proteins between the alpha and laccase factor.

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

O

As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)
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Continuation Box Il

A patent application may contain no more than one invention or one group of inventions so linked as to
form a single general inventive concept.

The nucleic and polypeptidic sequences in the present application would involve a single general
inventive concept if all the alternatives were to share a common property or activity and were to share a
meaningful structural element that is essential as being responsible for the common activity or property.
In addition, this structural element should be responsible for the technical effect that is intended to make
a contribution over the prior art.

Invention 1: claims 1 (in part), 2, 4 (in part)

Polynucleotide that codes for the polypeptide, the amino acid sequence of which is chosen from the
following list: SEQ. ID. N°s: 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19. Genetic structure comprising SEQ. ID. N°s:
1,3,5,7,9, 11,13, 15, 17, 19 and sequence that hybridises with the previous sequence and functionally
connected expression system or vector with at least one promoter that controls the transcription.

Invention 2: claims 1 (in part), 3, 5 (in part)

Polynucleotide that codes for the polypeptide, the amino acid sequence of which is chosen from the
following list: SEQ. ID. N°s: 21, 23, 25, 27, 29. Genetic structure comprising SEQ. ID. N%s: 21, 23, 25,
27, 29 and sequence that hybridises with the previous sequence and functionally connected expression
system or vector with at least one promoter that controls the transcription.

Invention 3: claims 6, 7, 8, 9, 10
Genetic structure: SEQ.ID.N° 15 ----SEQ.ID.N° 29, use thereof for producing fungal laccases with a high

redox potential for generating laccases with a high redox potential through directed evolution from the
genetic structure SEQ.ID.N° 31----- SEQ.ID.N° 33.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ ES 2009/070516

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

CI2N 9/02 (2006.01)

CI2N 15/81 (2006.01)
CI2N 15/10 (2006.01)
CI2N 15/62 (2006.01)

Form PCT/ISA/210 (extra sheeet) (July 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2009/070516

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacion Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

CI2N

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la bisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

INVENES,.EPODOC,WPI, EBI-SITE,EMBASE

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°

X Festa Giovanna et al. “Development of new 1,2.
laccases by directed evolution: functional and
computational analyses.”. Proteins. Jul 2008.
Vol 72, N°. 1, paginas 25-34. ISSN 1097-0134
(Electronic).

X Roodveldt Cintia et al. "Directed evolution of 1,2
proteins for heterologous expression and
stability". Current opinion in structural
biology. Feb. 2005. Vol. 15, N° 1, paginas 50-
56. ISSN 0959-440X

En la continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos |:| Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “T” documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E” solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de .compre.nsién del principio o teoria que constituye la base de la
presentacién internacional o en fecha posterior. nvencion.

“L”  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion de X documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0”  documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, a ~Y  documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia a o.tr’o u otros d.ocumentos de la misma
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada. naturale.za, cuya combinacién resulta evidente para un experto en

la materia.
“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional

15 Marzo 2010 (15.03.2010) 04-MAY O-2010 (04/05/2010)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado

biisqueda internacional O.E.P.M. J. Manso Tomico

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

N° de fax 34 91 3495304 N° de teléfono +34 91 349 55 83

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ES 2009/070516

C (continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
X Bulter T. et al. "Functional expression of a 1,2
fungal laccase in Saccharomyces cerevisiae by
directed evolution". Applied and Environmental
Microbiology. 01.02.2003. Vol. 69, N°. 2,
paginas 987-995. ISSN 0099-2240 (print)
Y 4,8-10
Y Korona B. et al. "Efficient expression and 4,8-10
secretion of two co-produced xylanases from
Aspergillus niger in Pichia pastoris directed by
their native signal peptides and the
Saccharomyces cerevisiae alpha-mating factor”.
Enzyme and microbial Technology. 02.08.2006. Vol.
39, N° 4, paginas 683-689. ISSN 0141-0229.
A 6.7
P.X Rakestraw J A. et al. "Directed evolution of a 1,3,5

secretory leader for the improved expression of
heterologous proteins and full-length antibodies
in Saccharomyces cerevisiae". Biotechnology and
Bioengineering. 15.08.2009. Vol 103, N° 6,
paginas 1192-1201. ISSN 0006-3592 (print)

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2009/070516

Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de busqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. |:| Las reivindicaciones N°:

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones N**: 4, 5 (ambas parcialmente)

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

LLa totalidad de la materia reivindicada no esta basada en descripcion. La biisqueda se ha realizado en la
medida que la construccién génica esta relacionada con proteinas de fusién entre factor alpha y lacasas.

3. |:| Las reivindicaciones N°:

son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

Ver Hoja Adicional.

1. Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda.

2. |:| Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. |:| Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°:

4. |:| Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N°*:

Indicacién en cuanto a la protesta |:| Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

|:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido en el requerimiento.

El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2009/070516

Continuacion Recuadro III.

Una solicitud de patente no podrd comprender mds que una sola invencién o un grupo de invenciones
relacionadas entre sf de tal manera que integren un Unico concepto inventivo general.

Las secuencia nucleicas y polipeptidicas objeto de la presente solicitud integrarfan un tnico concepto
inventivo general si todas las alternativas tuvieran una propiedad o actividad comin y compartiesen un
elemento estructural significativo, que fuera esencial como responsable de la actividad o propiedad
comun. Ademads, ese elemento estructural comin debe ser el responsable del efecto técnico que suponga
una contribucién sobre el estado de la técnica anterior.

Invencion 1: reivindicacién 1 (en parte), 2, 4 (parcialmente)

Polinucledtido que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se selecciona de la lista
SEQ.ID.N%: 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19. Construccién genética que comprende SEQ.ID.N%: 1,3, 5,
7,9,11, 13,15, 17, 19 + secuencia que hibrida con la secuencia anterior + sistema o vector de expresion,
operativamente enlazado, con al menos un promotor que dirija la transcripcion.

Invencion 2: reivindicacién 1 (en parte), 3, 5 (parcialmente)

Polinucledtido que codifica el polipéptido cuya secuencia aminoacidica se selecciona de la lista
SEQ.ID.N%s: 21, 23, 25, 27, 29. Construccién genética que comprende SEQ.ID. N°s: 21, 23, 25, 27, 29 +
secuencia que hibrida con la secuencia anterior + sistema o vector de expresidn, operativamente enlazado,
con al menos un promotor que dirija la transcripcion.

Invencion 3: reivindicaciones 6, 7, 8, 9, 10.
Construccion genética: SEQ.ID.N° 15 ----SEQ.ID.N° 29, uso de la misma para producir lacasas fungicas

de alto potencial redox, método para generar lacasas de alto potencial redox por evolucidn dirigida, a
partir de la construccion genetica SEQ.ID.N® 31----- SEQ.ID.N° 33.

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Julio 2009)
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CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

CI2N 9/02 (2006.01)

CI2N 15/81 (2006.01)
CI2N 15/10 (2006.01)
CI2N 15/62 (2006.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Julio 2009)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - description
	Page 33 - description
	Page 34 - description
	Page 35 - description
	Page 36 - description
	Page 37 - description
	Page 38 - description
	Page 39 - description
	Page 40 - description
	Page 41 - description
	Page 42 - description
	Page 43 - description
	Page 44 - description
	Page 45 - description
	Page 46 - description
	Page 47 - description
	Page 48 - description
	Page 49 - description
	Page 50 - description
	Page 51 - description
	Page 52 - description
	Page 53 - description
	Page 54 - description
	Page 55 - description
	Page 56 - claims
	Page 57 - claims
	Page 58 - drawings
	Page 59 - drawings
	Page 60 - drawings
	Page 61 - drawings
	Page 62 - drawings
	Page 63 - drawings
	Page 64 - drawings
	Page 65 - drawings
	Page 66 - drawings
	Page 67 - drawings
	Page 68 - drawings
	Page 69 - drawings
	Page 70 - wo-search-report
	Page 71 - wo-search-report
	Page 72 - wo-search-report
	Page 73 - wo-search-report
	Page 74 - wo-search-report
	Page 75 - wo-search-report
	Page 76 - wo-search-report
	Page 77 - wo-search-report
	Page 78 - wo-search-report
	Page 79 - wo-search-report

