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DESCRIPCION

Fitasas bacterianas recombinantes y su utilizacion.

Esta invencion se refiere a polinucle6tidos recién identificados, polipéptidos codificados por tales polinucledtidos,
el uso de tales polinucledtidos y polipéptidos, asi como la produccién y el aislamiento de tales polinucleétidos y
polipéptidos. Mas concretamente, los polipéptidos de la presente invencion han sido identificados como enzimas que
tienen actividad fitasa.

Antecedentes de la invencion

Los minerales son elementos esenciales para el crecimiento de todos los organismos. Los minerales de la dieta
pueden derivar de muchos materiales de origen, incluyendo plantas. Por ej., las semillas de plantas son una fuente rica
de minerales puesto que contienen iones que forman complejo con los grupos fosfato de las moléculas de acido fitico.
Estos minerales asociados a fitato satisfacen las necesidades dietéticas de algunas especies de organismos criados en
granja, tales como los rumiantes provistos de estémago mudltiple. Por lo tanto, los rumiantes no requieren suplemen-
tacion dietética con fosfato inorgdnico y minerales puesto que los microorganismos en el rumen producen enzimas
que catalizan la conversion de fitato (mio-inositol-hexafosfato) a inositol y fosfato inorgénico. En el procedimiento,
se liberan los minerales que han formado complejo con el fitato. La mayoria de las especies de organismos criados
en granja, no obstante, son incapaces de utilizar eficazmente los minerales asociados con el fitato. De este modo, por
ejemplo, en la produccion de ganado de animales monogéstricos (p. €j., cerdos, aves, y peces), el alimento estd com-
plementado comtiinmente con minerales y/o con sustancias antibidticas que alteran el entorno de la flora digestiva del
organismo que lo consume aumentando las tasas de crecimiento.

Por lo que se refiere a esto, existen muchas cargas problemadticas -relacionadas con la nutricién, las etapas de
procesamiento ex vivo, la salud y la medicina, la conservaciéon medioambiental, y la gestién de recursos- que estan
asociadas a una hidrélisis insuficiente de fitato en muchas aplicaciones. Los siguientes son ejemplos no limitantes de
estos problemas:

1. 1) La suplementacion de dietas con minerales inorgdnicos es un gasto costoso.

2. 2) La presencia de fitato no hidrolizado es indeseable y problemadtica en muchas de las aplicaciones ex vivo
(p. €j. ocasionando la presencia de un sedimento no deseado).

3. 3) La complementacién de dietas con antibidticos posee un tratamiento médico para seres humanos y ani-
males parecido aumentando la abundancia de patégenos tolerantes a los antibidticos.

4. 4) La descarga de minerales fecales no absorbidos al medio ambiente desorganiza y dafa los ecosistemas
de los suelos circundantes, las aguas de las piscifactorias, y las aguas superficiales en general.

5. 5) Los valiosos ofrecimientos nutricionales de muchos productos alimenticios potenciales permanecen sig-
nificativamente sin explotar y desaprovechados.

Muchas plantas potencialmente nutritivas, incluyendo particularmente sus semillas, contienen cantidades apre-
ciables de nutrientes, p. ej. fosfato, que estdn asociados con fitato de una manera tal que estos nutrientes no estan
disponibles libremente tras su consumo. La no disponibilidad de estos nutrientes es superada por algunos organismos,
incluyendo vacas y otros rumiantes, que tienen una capacidad digestiva suficiente -transformada en gran parte por la
presencia de formas de vida simbidticas en sus tractos digestivos- para hidrolizar fitato y liberar los nutrientes asocia-
dos. Sin embargo, la mayoria de especies de animales criados en granja, incluyendo cerdos, peces, pollos, pavos, asi
como otros organismos no rumiantes incluidos el hombre, son incapaces de liberar eficazmente estos nutrientes tras la
ingestion.

Por consiguiente, los productos alimenticios que contienen fitato requieren un suplemento de nutrientes exogenos
y/o una fuente de actividad fitasa con el fin de corregir sus deficientes ofrecimientos nutricionales tras su consumo por
un gran nimero de especies de organismos.

En otro aspecto mas, la presencia de fitato no hidrolizado conduce a consecuencias problematicas en los procesos ex
vivo incluyendo -pero no limitados a- el tratamiento de productos alimenticios. Pero solamente en una ejemplificacion,
como se describe en EP0321004-B1 (Vaara ef al.), hay una etapa en el tratamiento de los granos de maiz y sorgo por
medio de la cual los granos duros maceran en agua para reblandecerlos. Las sustancias solubles en agua que lixivian
durante este procedimiento pasan a formar parte de unas aguas de infusién de maiz, que se concentran mediante
evaporacion. El dcido fitico no hidrolizado en las aguas de infusién de maiz, en gran parte en forma de sales de calcio
y magnesio, estd asociado con fésforo y deposita un sedimento no deseable con proteinas e iones metalicos. Este
sedimento es problemadtico en la evaporacion, el transporte y el almacenamiento de las aguas de infusién de maiz. Por
lo tanto, las moléculas de fitasa descritas en la presente memoria -solas o combinadas con otros reactivos (incluyendo
pero no limitados a enzimas, incluyendo proteasas)- son ttiles no sélo en esta aplicacién (p. €j., para la prevencion del
sedimento no deseado) sino también en otras aplicaciones en las que es deseable la hidrélisis de fitato.
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La suplementacién de dietas con sustancias antibidticas tiene muchos resultados beneficiosos en la produccién de
ganado. Por ejemplo, ademds de su papel como medio profil4ctico para prevenir la enfermedad, se ha demostrado que
la administracién de antibidticos exégenos aumenta las tasas de crecimiento en mas de 3-5%. El mecanismo de esta
accion puede implicar también -en parte- una alteracién en el entorno de la flora digestiva de los animales criados en
granja, dando como resultado un equilibrio de la microflora que es mucho mejor para la absorcién de nutrientes.

Sin embargo, un efecto significativamente negativo asociado con el uso excesivo de antibiéticos es el riesgo de
crear un depdsito de cepas microbianas patdgenas resistentes a antibidticos. El riesgo es inminente, y la aparicion de
patdgenos resistentes a los farmacos en seres humanos ya se ha ligado al uso de antibiéticos en el ganado. Por ejemplo,
la Avoparcina, el antibiético utilizado en alimentos para animales, fue prohibida en muchos lugares en 1997, y a los
animales se les estd suministrando ahora otro antibidtico, la virginiamicina, que es muy similar al nuevo farmaco, la
Sinercida, utilizada para remplazar la vancomicina en seres humanos. Sin embargo, los estudios ya han demostrado
que algunos enterococos de animales criados en granja son resistentes a la Sinercida. Por consiguiente, es probable
que vuelvan a producirse las consecuencias de tolerancia no deseadas, tales como las que ya se han observado con la
Avoparcina y la vancomicina, no importando que se utilicen nuevos antibiéticos como agentes profildcticos globales
para los animales criados en granja. Por lo tanto, los investigadores estdn exigiendo controles mds estrictos sobre el
uso de farmacos en la industria.

Los aumentos en las tasas de crecimiento logrados en animales criados con productos alimenticios complementa-
dos con las de moléculas de fitasa descritas en la presente memoria coinciden -si no sobrepasan- los logrados utilizando
antibidticos tales como, por ejemplo, Avoparcina. Por lo tanto, la moléculas de fitasa descritas en la presente memoria
-solas o combinadas con otros reactivos (incluyendo pero no limitados a enzimas, incluyendo proteasas)- son ttiles
no sélo en esta aplicacién (p. e€j., para aumentar la tasa de crecimiento de animales criados en granja) sino también en
otras aplicaciones en las que es deseable la hidrélisis de fitato.

Una consecuencia medioambiental es que el consumo de los productos alimenticios que contienen fitato por cual-
quier especie de organismo que es deficiente en fitasa -con independencia de si los productos alimenticios estdn com-
plementados con minerales- conduce a contaminacién fecal resultante de la excrecidn de minerales no absorbidos. Esta
contaminacion tiene un impacto negativo no sélo sobre el hdbitat inmediato sino también por consiguiente sobre las
aguas circundantes. Las alteraciones medioambientales se producen principalmente al final de la cadena alimentaria,
y por lo tanto tienen el potencial de penetrar hacia arriba y por todas partes un ecosistema efectuando un dafio per-
manente y catastréfico -particularmente después de afios de continua contaminacién. Este problema tiene el potencial
de automanifestarse en cualquier drea en la que se produzca la transformacién concentrada de fitato- incluyendo las
etapas de transformacion in vivo (p. €j. por animales en dreas de produccién de ganado, terrenos zooldgicos, refugios
de vida salvaje, etc.) e in vitro (p. €j. en la molturacién en mojado de maiz comercial, procedimientos de maceracién
de cereales, etc.).

La decision de utilizar moléculas de fitasa afiadidas ex6genamente -ya sea para su remplazo completo o para
aumentar el uso de minerales y/o antibidticos administrados exdgenamente- necesita por ultimo pasar una prueba de
viabilidad financiera y eficacia de costes por el usuario cuya forma de vida depende de la aplicacién relevante, tal
como la produccion de ganado.

Por consiguiente, existe la necesidad de medios para lograr la hidrdlisis eficaz y rentable de fitato en diferentes
aplicaciones. Particularmente, existe la necesidad de métodos para optimizar la hidrélisis de fitato en aplicaciones
comerciales. En un aspecto concreto, existe la necesidad de optimizar los métodos de tratamiento comerciales que
mejoran los ofrecimientos nutricionales de los productos alimenticios que contienen fitato para su consumo por seres
humanos y animales criados en granja.

Estén disponibles informes previos de fitasas recombinantes, pero sus inferiores actividades son eclipsadas por
las moléculas de fitasa recién descubiertas de la presente invencion. Por lo tanto, se espera que las moléculas de
fitasa descritas en la presente memoria proporcionen un funcionamiento comercial sustancialmente superior al de las
moléculas de fitasa identificadas previamente, p. €j. moléculas de fitasa de origen flngico.

El fitato se produce como una fuente de fésforo almacenado virtualmente en todos los alimentos vegetales (Graf
(Ed.), 1986). El 4cido fitico forma una parte normal de la semilla en cereales y legumbres. Funciona uniéndose a los
minerales de la dieta que son esenciales para la nueva planta a medida que emerge de la semilla. Cuando los grupos
fosfato del 4cido fitico son separados por la enzima fitasa de la semilla, se pierde la capacidad para unirse a los iones
metdlicos y los minerales se vuelven disponibles para la planta. En los cereales para la alimentacién de ganado, los
minerales traza unidos por el 4cido fitico permanecen no disponibles en gran parte para la absorcién por los animales
monogdstricos, que carecen de actividad fitasa.

Aunque se produce algo de hidrélisis de fitato en el colon, la mayoria del fitato pasa a través del tracto gastroin-
testinal de los animales monogdastricos y se excreta en el estiércol contribuyendo a los problemas de contaminacién
por fosfato fecal en dreas de produccion intensiva de ganado. El fésforo inorganico liberado en el colon tiene un valor
nutricional apreciablemente disminuido para el ganado puesto que el fésforo inorgdnico es absorbido en gran parte -si
no virtualmente exclusivamente- en el intestino delgado. De este modo, una cantidad apreciable de los minerales de la
dieta nutricionalmente importantes del fitato no estd disponible para los animales monogéstricos.
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En resumen, los nutrientes asociados a fitato comprenden no sélo fosfato que estd unido covalentemente al fitato,
sino también otros minerales que estdn quelados también con el fitato. Por otra parte, después de la ingestion, el fitato
no hidrolizado puede encontrarse y asociarse con minerales adicionales. La quelacidon de minerales puede inhibir la
actividad de las enzimas para las que estos minerales sirven como co-factores.

La conversion de fitato en inositol y fésforo inorganico puede ser catalizada por enzimas microbianas referidas
ampliamente como fitasas. Fitasas tales como la fitasa Nim. EC 3.1.3.8 son capaces de catalizar la hidr6lisis de
hexafosfato de mio-inositol a 1,2,4,5,6-pentafosfato y ortofosfato de D-mio-inositol. Se informa que algunas fitasas
fingicas hidrolizan pentafosfato de inositol a tetra-, tri-, y fosfatos inferiores. Por ejemplo, se ha informado que
fitasas de A. ficuum producen mezclas de di- y mono-fosfatos de mioinositol (Ullah, 1988). Los microorganismos
que producen fitasa comprenden bacterias tales como Bacillus subtilis (Powar y Jagannathan, 1982) y Pseudomonas
(Cosgrove, 1970); levaduras tales como Sacchoromyces cerevisiae (Nayini y Markakis, 1984); y hongos tales como
Aspergillus terreus (Yamada et al., 1968).

Las fosfatasas dcidas son enzimas que hidrolizan cataliticamente una amplia variedad de ésteres fosfato y usual-
mente exhiben 6ptimos de pH por debajo de 6,0 (Igarashi & Hollander, 1968). Por ejemplo, las enzimas EC Nim.
3.1.3.2 catalizan la hidrélisis de monoésteres ortofosféricos a productos de ortofosfato. Se ha informado que una
fosfatasa dcida ha sido purificada a partir de A. ficuum. La forma desglicosilada de la fosfatasa 4cida tiene un peso
molecular aparente de 32,6 kDa (Ullah et al., 1987).

La fitasa y las fosfatasas dcidas menos especificas son producidas por el hongo Aspergillus ficuum en forma de
enzimas extracelulares (Shieh et al., 1969). Se informa que Ullah purific6 una fitasa a partir de A. ficuum de tipo
salvaje que tenia un peso molecular aparente de 61,7 kDA (en SDS-PAGE; corregido para la glicosilacién); 6ptimos
de pH a pH 2,5 y pH 5,5; una Km de aproximadamente 40 um; y, una actividad especifica de aproximadamente 50
U/mg (Ullah, 1988). En la solicitud de patente PCT WO 91/05053 también se describe el aislamiento y la clonacién
molecular de una fitasa de Aspergillus ficuum con 6ptimos de pH a pH 2,5 y pH 5,5, una Km de aproximadamente 250
um, y una actividad especifica de aproximadamente 100 U/mg proteina.

En resumen, la actividad especifica citada para estas enzimas microbianas referidas previamente ha estado apro-
ximadamente en el intervalo de 50-100 U/mg proteina. En contraste, se ha medido que la actividad fitasa descrita
en la presente invencién es de aproximadamente 4400 U/mg. Esto corresponde aproximadamente a una mejora de la
actividad de 40 veces o mayor.

La posibilidad de utilizar microbios capaces de producir fitasa como aditivo alimentario para animales ha sido
referida previamente (USPN 3.297.548 Shieh y Ware; Nelson et al., 1971). La rentabilidad de este enfoque ha sido
una limitacion principal para esta y otras aplicaciones comerciales. Por lo tanto son muy deseables las moléculas de
fitasa mejoradas.

También se ha informado que las fitasas microbianas son ttiles para producir alimento para animales en algunos
procedimientos industriales, p. ej., productos de desecho de trigo y maiz. En un aspecto, el procedimiento de moltura-
cién de maiz en mojado produce glitenes comercializados como alimentos para animales. Se informa que la adicién
de fitasa puede mejorar el valor nutricional del producto alimenticio. Por ejemplo, se ha informado previamente del
uso de enzimas fitasa fingicas y condiciones de procedimiento (t ~50°C y pH ~5.5) en (p. ej. EP 0 321 004). En resu-
men, al transformar harina de soja utilizando métodos de maceracién tradicionales, esto es, métodos sin la adicién de
enzima fitasa exdgena, se informa de que la presencia de fitato no hidrolizado produce harina y residuos inadecuados
para los alimentos para criar peces, volateria y otros no rumiantes asi como terneros alimentados con leche. Se informa
que la fitasa es ttil para mejorar el valor nutritivo y comercial de este material de soja con alto contenido de proteina
(véase Finase Enzymes de Alko, Rajamiki, Finlandia). En Alko, Ltd. se ha utilizado una combinacién de fitasa fin-
gica y una fosfatasa dcida con un 6ptimo de pH de 2,5 de A. niger como suplemento en alimentos para animales en
su producto degradativo de 4cido fitico Finas F y Finasa S. Sin embargo, la rentabilidad de este enfoque permanece
como una limitacién principal para un uso mas extendido. De este modo una fuente rentable de fitasa podria aumentar
considerablemente el valor de las harinas de soja como alimento para animales (Shieh et al., 1969).

Para resolver los problemas descritos, se ha propuesto el tratamiento de los productos alimenticios con enzimas
fitasa exdgenas, pero este enfoque no se ha optimizado completamente, particularmente con respecto a la viabilidad y
la rentabilidad. Esta optimizacion requiere la consideracion de que existe una amplia gama de aplicaciones, particular-
mente para la produccién a gran escala. Por ejemplo, existe una amplia gama de productos alimenticios, sus métodos
de preparacion, y especies de organismos receptores.

En una ejemplificacién concreta, se aprecia que la fabricacion de bolitas de alimento para peces requiere la expo-
sicién de los ingredientes a temperaturas y/o presiones elevadas con el fin de producir bolitas que no se disuelven y/o
degradan prematuramente (p. €j. antes de su consumo) después del sometimiento al agua. De este modo seria deseable
para este procedimiento de fabricacidon obtener enzimas aditivas que sean estables en condiciones de temperatura y/o
presion elevadas. Por lo tanto se aprecia que distintas fitasas pueden ser diferentemente preferibles u 6ptimas para
distintas aplicaciones.

Ademds se advierte que una manera importante de optimizar un proceso enzimatico es a través de la modificacion
y mejora de la enzima catalitica crucial. Por ejemplo, se puede formar una planta transgénica que comprende un
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sistema de expresion para expresar una molécula de fitasa. Se aprecia que intentando mejorar los factores que no estin
directamente relacionados con la actividad de la molécula expresada apropiada, tal como el nivel de expresion, s6lo
se puede lograr como maximo un nivel de optimizacién finito -y potencialmente insuficiente-. Por lo tanto, existe la
necesidad de obtener moléculas con caracteristicas mejoradas.

Un modo concreto de lograr mejoras en las caracteristicas de una molécula es a través de un enfoque tecnoldgico
denominado evolucién dirigida, incluyendo los enfoques propiedad de Diversa Corporation para los cuales se ha acu-
fiado y registrado el término DirectEvolution®. Estos enfoques se elaboran adicionalmente en la patente del mismo
propietario que Diversa (documento US 5.830.696) asi como diferentes solicitudes de patente copendientes. En resu-
men, DirectEvolution® comprende: a) el sometimiento de uno o mas moldes moleculares a mutagénesis para generar
moléculas novedosas, y b) la seleccion entre estas especies de moléculas progenie novedosas con caracteristicas mas
deseables.

Sin embargo, el poder de la evolucién dirigida depende de la eleccidn de partida de los moldes de partida, asi
como del procedimiento o los procedimientos de mutagénesis elegidos y del procedimiento o los procedimientos de
escrutinio utilizados. Por ejemplo, el enfoque de generar y evaluar un intervalo completo de permutaciones mutagéni-
cas sobre los moldes moleculares elegidos al azar y/o sobre los moldes moleculares iniciales que tienen propiedades
demasiado subdptimas con frecuencia es una tarea prohibitivamente larga. El uso de tales moldes ofrece, como mu-
cho, una ruta subdptima mds larga y potencialmente proporciona posibilidades muy escasas de producir moléculas
progenie suficientemente mejoradas. Adicionalmente, se aprecia que el cuerpo de conocimientos actual sobre el tema
es muy limitado con respecto a la capacidad de pronosticar rigurosamente modificaciones beneficiosas.

Por consiguiente, un enfoque deseable es descubrir y hacer uso de moléculas que tienen propiedades desarrolladas
previamente -preferiblemente ventajas enzimaticas desarrolladas previamente- en la naturaleza. De este modo se apre-
cia en la presente descripcion que la naturaleza proporciona (a través de lo que a veces se ha denominado “evolucién
natural”) moléculas que pueden ser utilizadas inmediatamente en aplicaciones comerciales, o que alternativamente, se
pueden someter a evolucién dirigida para lograr incluso mejoras mayores.

En suma, existe la necesidad de fuentes de actividad fitasa novedosas, altamente activas, fisiolégicamente eficaces,
y econémicas. Especificamente, existe la necesidad de identificar fitasas novedosas que: a) tengan actividades superio-
res en una o mds aplicaciones especificas, y sean de este modo ttiles para optimizar estas aplicaciones especificas; b)
sean Utiles como moldes para la evolucién dirigida para lograr moléculas novedosas incluso mejoradas adicionalmen-
te; y ¢) sean utiles como herramientas para la identificacién de moléculas relacionadas adicionales por medios tales
como enfoques basados en la hibridacion. Esta invencién retine estas necesidades de un modo novedoso.

Compendio de la invencién

La presente invencion proporciona un polinucleétido y un polipéptido codificado por el mismo que ha sido iden-
tificado como una enzima fitasa que tiene actividad fitasa. De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se
proporciona una enzima recombinante novedosa, asi como sus fragmentos activos, andlogos y derivados.

Mais concretamente, esta invencion se refiere al uso de moléculas recombinantes de fitasa de origen bacteriano que
son ttiles para mejorar el valor nutricional de los productos alimenticios que contienen fitato. Publicaciones previas
han descrito el uso de fitasas fingicas, pero el uso de fitasas bacterianas para este propésito es novedoso.

Aun mas concretamente, esta invencion se refiere al uso de moléculas recombinantes recién identificadas de fitasa
con origen en E. coli que son utiles para mejorar el valor nutricional de los productos alimenticios que contienen
fitato.

Este uso comprende emplear las moléculas recién identificadas para hidrolizar fitato en productos alimenticios. La
hidrdlisis se puede producir antes de la ingestion o después de la ingestion o tanto antes como después de la ingestién
del fitato. Esta aplicacién es concretamente relevante, pero no estd limitada, a organismos no rumiantes e incluye la
expresion de las moléculas novedosas de fitasa descritas en anfitriones transformados, el contacto de las moléculas
novedosas de fitasa descritas con fitato en productos alimenticios y otras sustancias, y el tratamiento de sistemas
digestivos animales con las moléculas novedosas de fitasa descritas.

Adicionalmente, la hidrdlisis se puede producir independientemente del consumo, p. ej. en una aplicacion in vitro,
tal como en un recipiente de reaccién. De este modo, el tratamiento de materiales que contienen fitato incluye el
tratamiento de una amplia gama de sustancias, incluyendo las que no se pretende que sean productos alimenticios, p.
ej. el tratamiento de materiales excrementales (o fecales).

Las moléculas de la presente invencion incluyen una fitasa recombinante aislada de Escherichia coli B que mejora
la eficacia de la liberacion de fosforo desde el fitato y las sales de 4cido fitico en comparacion con fitasas fungicas
previamente identificadas.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona una enzima fitasa que es 1itil para la incorpo-
racion a productos alimenticios. El polipéptido de este aspecto de la invencidn es aislado, sintético o recombinante y
comprende una secuencia de aminodcidos descrita en la Figura 8 como SEQ ID NO: 8, y tiene una o mas modifica-
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ciones de aminodcidos seleccionadas entre W68E, Q84W, A95P, K97C, S168E, N226C, Y277D o cualquiera de sus
combinaciones.

El polipéptido puede carecer de su secuencia sefial homéloga. Puede estar glicosilado. Puede estar inmovilizado.

Mais especificamente, se proporciona una enzima fitasa tal que es util para mejorar el valor nutricional de los
productos alimenticios que contienen fitato. Alin mas especificamente, se proporciona una enzima fitasa tal que, cuan-
do se aplica a los productos alimenticios que contienen fitato, mejora mediblemente el indice de crecimiento de un
organismo que lo consume. Se especula que el mecanismo de accién beneficioso de la actividad fitasa comprende
apreciablemente si no sustancialmente la hidrélisis de fitato. Se prevé que la accién beneficiosa se puede producir
antes de la ingestién o alternativamente después de la ingestion o alternativamente tanto antes como después de la
ingestion de los productos alimenticios que contienen fitato. En el caso en el que la accién beneficiosa se produce
después de la ingestion, un objeto de la presente invencion es proporcionar una enzima fitasa que tenga una actividad
que se conserve después de su consumo por organismos no rumiantes.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién se proporciona un polinucleétido aislado, sintético o recom-
binante que codifica un polipéptido del primer aspecto de la presente invencion -incluyendo ARNm, ADN, ADNc,
ADN genémico- asi como derivados activos, andlogos y fragmentos de tal enzima.

De acuerdo con otro aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para producir
tales polipéptidos mediante técnicas recombinantes que comprende cultivar células anfitrionas procaridticas y/o eu-
caridticas recombinantes, que contienen un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencion, en
condiciones que promueven la expresion de dicho polipéptido y la posterior recuperacién de dicho polipéptido.

De acuerdo con otro aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para expresar
tales polipéptidos, o los polinucledtidos que codifican tales polipéptidos en plantas transgénicas u 6rganos de plantas
y métodos para la produccion de tales plantas. Esto se puede lograr introduciendo en una planta un constructo de
expresion que comprende un nucledtido que codifica tales polipéptidos.

De acuerdo con otro aspecto adicional de la presente invencidn, se proporciona un procedimiento para utilizar
tales polipéptidos, o polinucleétidos que codifican tales polipéptidos para su uso en procedimientos comerciales, tales
como, por ejemplo, procedimientos que liberan minerales desde los fitatos en materiales vegetales in vitro, es decir, en
procedimientos de tratamiento de alimentos.

De acuerdo con otro aspecto adicional de la presente invencidn, se proporcionan productos alimenticios elaborados
mediante los procedimientos de tratamiento de alimentos descritos.

También se proporciona un organismo no humano transgénico cuyo genoma comprende una secuencia de acido
nucleico heteréloga de acuerdo con la invencidn y que codifica un polipéptido que tiene actividad fitasa, donde dicho
transgén da como resultado la expresién de un polipéptido de fitasa.

Otros aspectos de la invencién se presentan en las reivindicaciones adjuntas.

Estos y otros aspectos de la presente invencidn resultardn evidentes para los expertos en la técnica a partir de las
enseflanzas de la presente memoria.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos son ilustrativos de las realizaciones de la invencién y no se pretende que limiten el alcance
de la invencion abarcado por las reivindicaciones.

La Figura 1 muestra la secuencia de nucle6tidos y de aminodcidos deducida del polipéptido de la presente inven-
cion. La secuenciacion se realizé utilizando un secuenciador de ADN automatico 378 (Applied Biosystems, Inc.).

La Figura 2 muestra el perfil de pH y temperatura y los datos de estabilidad para el polipéptido de la presente
invencién. La prueba utilizada para este andlisis es la siguiente para la deteccion de actividad fitasa: La actividad fitasa
se mide incubando 150 ul de la preparacién de polipéptido con 600 ul de fitato sédico 2 mM en tampén Tris-HCI 100
mM pH 7,5, con un suplemento de CaCl, 1 mM durante 30 minutos a 37°C. Después de la incubacién la reaccién
se detiene afladiendo 750 ul de 4cido tricloroacético al 5%. El fosfato liberado se midié frente al patrén de fosfato
espectrofotométricamente a 700 nm después de anadir 1500 ul del reactivo coloreado (4 volimenes de molibdato de
amonio al 1,5% en 4cido sulftrico al 5,5% y 1 volumen de sulfato ferroso al 2,7%; Shimizu, 1992). La DO a 700 nm
se indica en el eje de las Y de los gréficos en la Figura 2. La temperatura o el pH se indican en el eje de las X de los
gréficos.

La Figura 3 muestra un grafico con los resultados de un andlisis de tolerancia térmica entre el SEQ ID NO: 8 y el
SEQ ID NO: 10 (fitasa modificada).

La Figura 4 muestra un gréfico con la estabilidad de las enzimas fitasa en condiciones de digestibilidad simuladas.
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La Figura 5 muestra un grafico con la expresién de la fitasa de tipo salvaje y modificada (SEQ ID NO: 10) en
diferentes células anfitrionas.

La Figura 6 muestra un gréfico de la actividad fitasa residual en SGF con pepsina.
Las Figuras 7A y 7B muestran la secuencia de nucledtidos la Fitasa appA de E. coli (SEQ ID NO: 7).

Figura 8 muestra la secuencia de aminoacidos de la Fitasa appA de E. coli (SEQ ID NO: 8) y una fitasa modificada
(SEQ ID NO: 10).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un polipéptido térmicamente estable que tiene una secuencia de polinucle6tidos
y polipéptidos modificada de tal manera que proporciona una fitasa que tiene una estabilidad térmica aumentada en
comparacién con otras enzimas fitasa. La expresion de esta nueva fitasa en S. pombe o P. pastoris, por ejemplo, dio
como resultado la produccién de variantes glicosiladas que mostraron tolerancia térmica adicional.

Las moléculas de fitasa de la presente invencién son novedosas con respecto a sus estructuras. Adicionalmente,
las presentes moléculas de fitasa son evidentemente novedosas con respecto a su actividad. Por ejemplo, utilizando un
analisis (como se describe en Food Chemicals Codex, 4* Ed.) se demostr6 que la actividad de la presente enzima fitasa
era muy superior en comparacion con un control de fitasa fingica (Aspergillus). Especificamente, varios experimentos
mostraron que la fitasa de E. coli tenia una actividad de aproximadamente 4400 unidades/mg y la fitasa de Aspergillus
tenfa una actividad de aproximadamente 105 unidades/mg. Esto corresponde a una diferencia de actividad de mas de
40 veces. Con el fin de facilitar la comprensién de los ejemplos proporcionados en la presente memoria, se describirdn
algunos métodos y/o términos que aparecen con frecuencia.

El término “anticuerpo,” segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a moléculas de inmunoglobulina
intactas, asi como fragmentos de moléculas de inmunoglobulina, tales como fragmentos Fab, Fab’, (Fab’),, Fv, y SCA,
que son capaces de unirse a un epitopo de un polipéptido de fitasa. Estos fragmentos de anticuerpo, que conservan
alguna capacidad para unirse selectivamente al antigeno (p. €j., un antigeno de fitasa) del anticuerpo del que derivan, se
pueden elaborar utilizando métodos bien conocidos en la técnica (véase, p. ej., Harlow y Lane, supra), y se describen
adicionalmente, a continuacion.

1. (1) Un fragmento Fab consiste en un fragmento de unién al antigeno monovalente de una molécula de
anticuerpo, y se puede producir mediante digestién de una molécula completa de anticuerpo con la enzima
papaina, para producir un fragmento que consiste en una cadena ligera intacta y una porcidn de una cadena
pesada.

2. (2) Un fragmento Fab’ de una molécula de anticuerpo se puede obtener tratando una molécula completa de
anticuerpo con pepsina, seguido de reduccion, para producir una molécula que consiste en una cadena ligera
intacta y una porcién de una cadena pesada. Se obtienen dos fragmentos Fab’ por molécula de anticuerpo
tratada de esta manera.

3. (3) Se puede obtener un fragmento (Fab’), de un anticuerpo tratando una molécula completa de anticuerpo
con la enzima pepsina, sin posterior reduccién. Un fragmento (Fab’), es un dimero de dos fragmentos Fab’,
mantenidos juntos mediante dos enlaces disulfuro.

4. (4) Un fragmento Fv se define como un fragmento disefiado genéticamente que contiene la region variable
de una cadena ligera y la region variable de una cadena pesada expresado en forma de dos cadenas.

5. (5) Un anticuerpo de cadena sencilla (“SCA”) es una molécula de cadena sencilla disefiada genéticamente
que contiene la regién variable de una cadena ligera y la regidn variable de una cadena pesada, conectadas
por un conector polipeptidico flexible, adecuado.

El término cantidad “efectiva en la degradacion” hace referencia a la cantidad de enzima que se requiere para de-
gradar al menos el 50% del fitato, en comparacién con el fitato que no estd en contacto con la enzima. Preferiblemente,
se degrada al menos el 80% del fitato.

“Digestion” de ADN hace referencia a una escision catalitica del ADN con una enzima de restriccién que actda s6lo
en ciertas secuencias en el ADN. Las diferentes enzimas de restriccion utilizadas en la presente memoria son asequibles
comercialmente y sus condiciones de reaccidn, cofactores y otros requerimientos se utilizaron como conocerdn los
expertos normales en la técnica. Con fines analiticos, se utiliza tipicamente 1 ug de plasmido o fragmento de ADN
con aproximadamente 2 unidades de enzima en aproximadamente 20 ul de solucién tampén. Con el fin de aislar
los fragmentos de ADN para la construccién del plasmido, se digieren tipicamente de 5 a 50 ug de ADN con 20
a 250 unidades de enzima en un volumen mayor. Los tampones y las cantidades de sustrato apropiados para las
enzimas de restriccién concretas estdn especificados por el fabricante. Normalmente se utilizan tiempos de incubacién
de aproximadamente 1 hora a 37°C, pero pueden variar de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Después de
digestion la reaccion se somete a electroforesis directamente en un gel para aislar el fragmento deseado.
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Segtn se utiliza en esta invencion, el término “epitopo’ hace referencia a un determinante antigénico en un anti-
geno, tal como un polipéptido de fitasa, al que se une el paratopo de un anticuerpo, tal como un anticuerpo especifico
de fitasa. Los determinantes antigénicos usualmente consisten en agrupamientos de moléculas superficiales quimica-
mente activas, tales como aminodcidos o cadenas laterales de azicares, y pueden tener caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas.

Los términos “fragmento”, “derivado” y “andlogo” cuando se refieren a la enzima de la Figura 1 comprenden una
enzima que conserva al menos una funcién o actividad bioldgica que es al menos esencialmente la misma que la de
la enzima de referencia. Ademads, los términos “fragmento”, “derivado” o “andlogo” son ilustrados por una molécula
en “forma pro”, tal como una proproteina de baja actividad que puede ser modificada mediante escision para producir
una enzima madura con una actividad significativamente mayor.

El término “gen” significa el segmento de ADN implicado en la produccion de una cadena polipeptidica; incluye
regiones precedentes y posteriores a la regién codificante (lider y trailer) asi como secuencias intermedias (intrones)
entre los segmentos codificantes individuales (exones).

El término “aislado” significa que el material es retirado de su entorno original (p. €j., el entorno natural si es de
origen natural). Por ejemplo, un polinucledtido o una enzima de origen natural presentes en un animal vivo no estdn
aislados, pero los mismos polinucleétidos o enzimas, separados de algunos o todos los materiales coexistentes en el
sistema natural, estdn aislados. Tales polinucle6tidos podrian ser parte de un vector y/o tales polinucle6tidos o enzimas
podrian ser parte de una composicion, y todavia ser aislados ya que tal vector o composicion no es parte de su entorno
natural.

Por “4cido nucleico aislado” se quiere significar un dcido nucleico, p. €j., una molécula de ADN o ARN aislada, que
no es inmediatamente contigua a las secuencias limitrofes 5’ y 3° a las que normalmente es inmediatamente contigua
cuando estd presente en el genoma de origen natural del organismo del que deriva. El término describe de este modo,
por ejemplo, un dcido nucleico que se incorpora a un vector, tal como un plasmido o vector viral; un 4cido nucleico
que se incorpora al genoma de una célula heterdloga (o al genoma de una células homdéloga, pero en un sitio diferente
del que aparece naturalmente); y un 4cido nucleico que existe como una molécula separada, p. €j., un fragmento de
ADN producido mediante amplificacién PCR o digestion mediante enzimas de restriccion, o una molécula de ARN
producida mediante transcripcién in vitro. El término también describe un 4cido nucleico recombinante que forma
parte de un gen hibrido que codifica secuencias polipeptidicas adicionales que se pueden utilizar, por ejemplo, en la
produccion de una proteina de fusion.

“Ligacién” hace referencia al procedimiento de formacién de enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos de dcido
nucleico bicatenarios (Sambrook et al., 1989). A no ser que se proporcione de otro modo, la ligacién se puede com-
pletar utilizando tampones y condiciones conocidos con 10 unidades de ADN ligasa de T4 (“ligasa”) por 0,5 ug de
cantidades aproximadamente equimolares de los fragmentos de ADN que se vayan a ligar.

Segtn se utiliza en la presente memoria, una “molécula de 4cido nucleico” comprende al menos una base nucleoti-
dica o un par de bases nucleotidicas, dependiendo de si es monocatenario o bicatenario, respectivamente. Ademas, una
molécula de 4cido nucleico puede pertenecer exclusivamente o quiméricamente a cualquier grupo de moléculas que
contienen nucledtidos, como se ilustra mediante, pero no limitados a, los siguientes grupos de moléculas de 4dcidos nu-
cleicos: ARN, ADN, 4cidos nucleicos genémicos, dcidos nucleicos no gendémicos, dcidos nucleicos de origen natural
y de origen no natural, y dcidos nucleicos sintéticos. Esta incluye, a modo de ejemplo no limitante, 4cidos nucleicos
asociados con cualquier organulo, tales como la mitocondria, el ARN ribosémico, y moléculas de dcidos nucleicos
compuestos quiméricamente de uno o mas componentes que no son de origen natural junto con componentes de origen
natural.

Adicionalmente, una “molécula de dcido nucleico” puede contener en parte uno o mas componentes con una base
no nucleotidica como se ilustra mediante, pero no limitados a, aminodcidos y azicares. De este modo, a modo de
ejemplo, pero sin limitacion, se considera que una ribozima que tiene en parte una base nucleotidica y en parte una
base proteica es una “molécula de acido nucleico”.

Ademads, a modo de ejemplo, pero no de limitacién, se considera igualmente que una molécula de 4cido nucleico
que esta marcada con un radical detectable, tal como una marca radiactiva o alternativamente una no radiactiva, es una
“molécula de acido nucleico”.

Los términos “secuencia de dcido nucleico que codifica” o “ADN que codifica una secuencia de” o una “secuencia
de nucledtidos que codifica” una enzima particular -asi como otros términos sinénimos- hacen referencia a una secuen-
cia de ADN que es transcrita y traducida a una enzima cuando se coloca bajo el control de las secuencias reguladoras
apropiadas. Una “secuencia promotora” es una regién reguladora de ADN capaz de unirse a la ARN polimerasa en
una célula e iniciar la transcripcién de una secuencia codificante aguas abajo (direccién 3°). El promotor es parte de
la secuencia de ADN. Esta region de la secuencia tiene un codén de inicio en su extremo 3’. La secuencia promotora
no incluye el nimero minimo de bases donde unir los elementos necesarios para iniciar la transcripcion a niveles
detectables por encima del fondo. Sin embargo, después de que la ARN polimerasa se une a la secuencia y se inicia la
transcripcion en el codén de inicio (extremo 3’ con un promotor), la transcripcién prosigue aguas abajo en direccién
3’. En la secuencia promotora se encontrard un sitio de iniciacién de la transcripcion (convenientemente definido me-
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diante mapeo con la nucleasa S1) asi como dominios de unién a proteinas (secuencias consenso) responsables de la
unién de la ARN polimerasa.

Los términos “4cido nucleico que codifica una enzima (proteina)” o “ADN que codifica una enzima (proteina)” o
“polinucledtido que codifica una enzima (proteina)” y otros términos sinénimos abarcan un polinucleétido que incluye
s6lo la secuencia codificante para la enzima asi como un polinucleétido que incluye secuencias codificantes y/o no
codificantes adicionales.

En una realizacién preferida, una “especie de molécula de 4cido nucleico especifica” se define por su estructu-
ra quimica, como se ilustra mediante, pero no limitada a, su secuencia primaria. En otra realizacién preferida, una
“especie de molécula de 4cido nucleico” especifica se define por la funcidn de la especie de acido nucleico o por la
funcién de un producto derivado de la especie de acido nucleico. Asi, a modo de ejemplo no limitante, una “especie
de molécula de 4cido nucleico especifica” se puede definir por una o més actividades o propiedades atribuibles a ella,
incluyendo actividades o propiedades atribuibles a su producto expresado.

La presente definicién de “ensamblar una muestra de dcido nucleico de trabajo en una genoteca de acido nucleico”
incluye el procedimiento de incorporar una muestra de dcido nucleico a una coleccién basada en un vector, por ejemplo
mediante ligacién en un vector y transformacién de un anfitrion. Mds adelante se proporciona una descripcién de
los vectores, anfitriones, y otros reactivos relevantes asi como sus ejemplos no limitantes especificos. La presente
definicién de “ensamblar una muestra de dcido nucleico de trabajo en una genoteca de 4cido nucleico” también incluye
el procedimiento de incorporar una muestra de 4cido nucleico a una coleccién no basada en vectores, por ejemplo
mediante ligacién a adaptadores. Preferiblemente los adaptadores se pueden recocer con cebadores de PCR para
facilitar la amplificaciéon mediante PCR.

Por lo tanto, en una realizacién no limitante, una “genoteca de dcido nucleico” comprende una coleccién basada
en vectores de una o mas moléculas de dcido nucleico. En otra realizacién preferida una “genoteca de dcido nucleico”
comprende una coleccién de moléculas de acido nucleico no basada en vectores. En otra nueva realizacién preferida
una “genoteca de 4cido nucleico” comprende una colecciéon combinada de moléculas de dcido nucleico que estd en
parte basada en vectores y en parte no basada en vectores. Preferiblemente, la coleccion de moléculas que comprende
una genoteca es inspeccionable y separable de acuerdo con la especie de molécula de dcido nucleico individual.

La presente invencién proporciona un “constructo de 4cido nucleico” o alternativamente un “constructo de nucle6-
tidos” o alternativamente un “constructo de ADN”. El término “constructo” se utiliza en la presente memoria para
describir una molécula, tal como un polinucleétido (p. €j., un polinucleétido de fitasa) que puede estar opcionalmente
unido quimicamente a uno o mas radicales moleculares adicionales, tales como un vector, o partes de un vector. En
un aspecto especifico -pero de ningtin modo limitante-, un constructo de nucleétidos es ilustrado por un constructo de
expresion de ADN para la expresion del ADN adecuado para la transformacién de una célula anfitriona.

“Oligonucledtidos” hace referencia a un polidesoxinucleétido monocatenario o dos cadenas de polidesoxinucle6-
tidos complementarias que se pueden sintetizar quimicamente. Tales oligonucleétidos sintéticos pueden tener o no un
fosfato 5°. Los que lo tienen no se unirdn a otro oligonucledtido sin afiadir un fosfato con un ATP en presencia de una
quinasa. Un oligonucledtido sintético se unird a un fragmento que no ha sido desfosforilado.

Una secuencia codificante estd “conectada operablemente a” otra secuencia codificante cuando la ARN polimerasa
transcriba las dos secuencias codificantes a un ARNm sencillo, que después es traducido a un polipéptido sencillo que
tiene aminodcidos derivados de ambas secuencias codificantes. No se necesita que las secuencias codificantes sean
contiguas entre si con tal que las secuencias expresadas sean procesadas en ltima instancia para producir la proteina
deseada.

El término “sonda especifica de fitasa”, en el contexto de este método de la invencién, hace referencia a sondas que
se unen a los 4cidos nucleicos que codifican los polipéptidos de fitasa, o a sus secuencias complementarias, a un grado
detectablemente mayor que los 4cidos nucleicos que codifican otras enzimas, o0 a sus secuencias complementarias.

En sentido estricto, los términos “fitato”, “dcido fitico”, y “fitina”, se pueden diferenciar como sigue: “fitato,” hace
referencia a una forma aniénica de 4cido fitico; “acido fitico” hace referencia a hexafosfato de inositol, un compuesto
que aparece naturalmente en las plantas, incluyendo particularmente hojas de plantas, y que puede servir como sustrato
para la enzima fitasa; y “fitina” hace referencia a una sal de 4cido fitico, tal como una sal de calcio-magnesio de
dcido fitico. Se entiende, por lo tanto, que “fitato”, “4cido fitico”, y “fitina” son formas quimicamente relacionadas
e interconvertibles que tienen una estructura quimica compartida. Segun se utiliza en la presente memoria, por lo
tanto, “fitato”, “dcido fitico”, y “fitina” son términos intercambiables en tanto que estdn altamente relacionados, son
similares, son interconvertibles quimicamente, y todos (con o sin dicha interconversién quimica) pueden ser sometidos
a degradacion por la enzima fitasa novedosa descrita en la presente memoria. Por lo tanto, cuando sélo se utiliza uno
de los términos “fitato”, “4cido fitico”, o “fitina” en las descripciones de los métodos descritos en la presente memoria,
se entiende que funcionan como un término representativo que hace referencia adicionalmente a cualquier sustrato de

9% g

la enzima fitasa incluyendo “fitasa”, “dcido fitico”, y “fitina”.

Un “polinucleétido” es una molécula compuesta de 2 o mds bases nucleotidicas o pares de bases nucleotidicas.
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Una molécula que tiene una “forma pre” o una “forma pro” hace referencia a una molécula que experimenta
cualquier combinacién de una o mas modificaciones quimicas covalentes y no covalentes (p. ej. glicosilacion, escisién
proteolitica, dimerizacién o oligomerizacién, cambio conformacional inducido por temperatura o inducido por pH,
asociacion con un cofactor, etc.) en vias de lograr una forma molecular m4s madura que tiene una diferencia de
propiedades (p. €j. un aumento de actividad) en comparacion con la molécula en forma pro de referencia. Cuando una
molécula precursora en “forma pre” o en “forma pro” es capaz de experimentar dos o mas modificaciones quimicas
(p. ¢j. dos escisiones proteoliticas, o una escision proteolitica y un cambio de glicosilacién) en vias a la produccién
de una molécula madura, también se puede utilizar el término “forma pre-pro” en referencia a la molécula precursora.
Por lo tanto, una pre-pro-enzima es una enzima en ‘“forma pre-pro”. Igualmente, una pre-pro-hormona es una hormona
en “forma pre-pro”.

Segtn se utiliza en la presente memoria, el término “reactivo” incluye moléculas de fitasa de la presente invencion.
Preferiblemente, tales moléculas de fitasa catalizan la hidrdlisis de fitato a inositol y fosfato libre con liberacién de
minerales desde el complejo de 4cido fitico. Una molécula de fitasa ilustrativa es una fitasa derivada de Escherichia
coli B. Esta enzima ilustrativa se muestra en la Figura 1, SEQ ID NO: 2. Adicionalmente, segtin se utiliza en la presente
memoria, el término “reactivo” incluye moléculas de reactivo sustrato de la presente invencion, tales como moléculas
de fitato. Preferiblemente, tales moléculas de fitato se encuentran en productos alimenticios, productos alimenticios
potenciales, subproductos de productos alimenticios (tanto en subproductos in vitro como subproductos in vivo, p. €j.
productos de reaccién ex vivo y productos excrementales animales), precursores de productos alimenticios, y cualquier
otra fuente de fitato.

Enzimas “recombinantes” hace referencia a enzimas producidas mediante técnicas de ADN recombinante, es decir,
producidas a partir de células transformadas con un constructo de ADN exdgeno que codifica la enzima deseada.
Enzimas “sintéticas” son aquellas preparadas mediante sintesis quimica.

Como es conocido en la técnica la “similitud” entre dos enzimas se determina comparando la secuencia de ami-
nodcidos y sus sustitutos de aminodcidos conservados de una enzima con la secuencia de una segunda enzima. La
similitud se puede determinar mediante procedimientos que son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, un progra-
ma BLAST (Herramienta de Busqueda de Alineamientos Locales Basicos por “Basic Local Alignment Search Tool”
del Centro Nacional de Informacién Biolégica).

Se dice que los miembros de un par de moléculas (p. €j., un par anticuerpo-antigeno o un par acido nucleico)
se “unen especificamente” entre si si se unen entre si con mayor afinidad que a otras moléculas no especificas. Por
ejemplo, se puede describir que un anticuerpo originado contra un antigeno al que se une mds eficazmente que a otra
proteina no especifica se une especificamente al antigeno. (Similarmente, se puede describir que un 4cido nucleico son-
da se une especificamente a un dcido nucleico diana si forma un duiplex especifico con la diana mediante interacciones
de pares de bases (véase lo anterior).)

“Condiciones de hibridacién restrictivas” significa que la hibridacién se producira sélo si existe al menos 90% de
identidad, preferiblemente al menos 95% de identidad y muy preferiblemente al menos 97% de identidad entre las
secuencias. Véase Sambrook et al., 1989.

Una secuencia de aminoécidos “sustancialmente idéntica” es una secuencia que difiere de una secuencia o secuen-
cias de referencia s6lo en las sustituciones de aminodcidos conservativas, por ejemplo, sustituciones de un aminodcido
por otro de la misma clase (p. €j., sustitucién de un aminodcido hidréfobo, tal como isoleucina, valina, leucina, o
metionina, por otro, o sustitucién de un aminoédcido polar por otro, tal como la sustitucién de arginina por lisina, dcido
glutdmico por dcido aspértico, o glutamina por asparagina).

Adicionalmente una secuencia de aminodcidos “sustancialmente idéntica” es una secuencia que difiere de una
secuencia o secuencias de referencia en una o mas sustituciones, deleciones, o inserciones no conservativas, parti-
cularmente cuando tal sustitucién se produce en un sitio que no es el sitio activo de la molécula, y siempre que el
polipéptido conserve esencialmente sus propiedades de funcionamiento. Por ejemplo, se pueden suprimir uno o mas
aminodcidos de un polipéptido de fitasa, dando como resultado la modificacién de la estructura del polipéptido, sin
alterar significativamente su actividad bioldgica. Por ejemplo, se pueden eliminar los aminoacidos amino- o carboxi-
lo-terminales que no son requeridos para la actividad bioldgica de la fitasa. Tales modificaciones pueden dar como
resultado el desarrollo de polipéptidos de fitasa activos mds pequefios.

La presente invencién proporciona una “enzima sustancialmente pura”. El término “enzima sustancialmente pura”
se utiliza en la presente memoria para describir una molécula, tal como un polipéptido (p. ej., un polipéptido de fitasa,
o uno de sus fragmentos) que estd sustancialmente libre de otras proteinas, lipidos, carbohidratos, dcidos nucleicos, y
otras sustancias bioldgicas con las que se asocia naturalmente. Por ejemplo, una molécula sustancialmente pura, tal
como un polipéptido, puede ser al menos en un 60%, en peso seco, la molécula de interés. La pureza de los polipéptidos
se puede determinar utilizando métodos convencionales incluyendo, p. ¢€j., electroforesis en gel de poliacrilamida (p.
€j., SDS-PAGE), cromatografia en columna (p. ej., cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)), y andlisis de la
secuencia de aminodcidos amino terminal.

La presente invencién proporciona una enzima recombinante purificada que cataliza la hidrélisis de fitato a inositol
y fosfato libre con liberacién de minerales desde el complejo de 4cido fitico. Una enzima purificada ilustrativa es una
fitasa derivada de Escherichia coli B.
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La enzima fitasa del SEQ ID NO:2 tiene un peso molecular de aproximadamente 47.056 kilodaltons medido me-
diante SDS-PAGE e inferido de la secuencia de nucledtidos del gen. El pl es 6,70. El perfil de pH y los datos de
temperatura y estabilidad para esta enzima se presentan en la Figura 2. Esta enzima purificada se puede utilizar para
catalizar la hidr6lisis de fitato a inositol y fosfato libre cuando se desee. La enzima fitasa tiene una elevada termoes-
tabilidad; de este modo es ttil concretamente para aplicaciones con aumento de temperatura y/o presién incluyendo,
pero no limitadas a, la preparacién de bolitas de producto alimenticio para peces que no se disolverdn prematuramente
en agua.

Los polipéptidos de fitasa incluidos en la invencién tienen la secuencia de aminoécidos de la fitasa mostrada en la
Figura 8 (SEQ ID NO : 8), modificada como se ha mencionado. Los polipéptidos de fitasa, tales como los aislados
de E. coli B, pueden estar caracterizados por catalizar la hidrdlisis de fitato a inositol y fosfato libre con liberacién de
minerales desde el complejo de 4cido fitico.

La homologia o identidad se mide a menudo utilizando soporte 16gico para el andlisis de secuencia (por ej., Se-
quence Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center,
1710 University Avenue, Madison, WI 53705). Tal soporte 16gico empareja secuencias similares mediante la asigna-
cién de grados de homologia a diferentes deleciones, sustituciones y otras modificaciones. Los términos “homologia”
e “identidad” en el contexto de dos o mds secuencias de dcidos nucleicos o polipéptidos, hacen referencia a dos o mas
secuencias o subsecuencias que son las mismas o tienen porcentajes especificados de residuos aminoédcido o nucleéti-
dos que son los mismos cuando se comparan o alinean para la correspondencia méixima a lo largo de una ventana de
comparacidén o region designada medidos utilizando cualquier nimero de algoritmos de comparacién de secuencias o
mediante alineamiento manual e inspeccién visual.

Para la comparacién de secuencias, una secuencia actia tipicamente como secuencia de referencia, con la que
se comparan las secuencias de ensayo, no obstante se puede utilizar una base de datos de secuencias de referencia.
Cuando se utiliza un algoritmo de comparacidn de secuencias, las secuencias de ensayo y de referencia se introducen
en un ordenador, se designan las coordenadas de las subsecuencias, si fuera necesario, y se designan los parametros del
programa de algoritmos de secuencia. Se pueden utilizar los pardmetros del programa por defecto, o se pueden designar
pardametros alternativos. El algoritmo de comparacion de la secuencia calcula después el porcentaje de identidades de
secuencia para las secuencias de ensayo con respecto a la secuencia de referencia, basdndose en los pardmetros del
programa.

Una “ventana de comparacién”, segtin se utiliza en la presente memoria, incluye la referencia a un segmento de
cualquiera de las posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en 20 a 600, usualmente de aproxima-
damente 50 a aproximadamente 200, mas usualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en el que
una secuencia se puede comparar con una secuencia de referencia con mismo nimero de posiciones contiguas des-
pués de alinear éptimamente las dos secuencias. Los métodos de alineamiento de secuencia para la comparacién son
bien conocidos en la técnica. Los alineamientos de secuencias dptimos para la comparacién se pueden realizar, p. €j.,
mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981, mediante el algorit-
mo de alineamiento de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol 48:443, 1970, mediante la bisqueda en el
método de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, mediante implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA del Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineamiento manual e inspeccion visual. Otros
algoritmos para determinar la homologia o la identidad incluyen, por ejemplo, ademéds de un programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool del National Center for Biological Information), ALIGN, AMAS (Analysis of Multiply
Aligned Sequences), AMPS (Protein Multiple Sequence Alignment), ASSET (Aligned Segment Statistical Evalua-
tion Tool), BANDS, BESTSCOR, BIOSCAN (Biological Sequence Comparative Analysis Node), BLIMPS (BLocks
IMProved Searcher), FASTA, Intervals & Points, BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS, LCONSEN-
SUS, WCONSENSUS, algoritmo de Smith-Waterman, DARWIN, algoritmo Las Vegas, FNAT (Forced Nucleotide
Alignment Tool), Framealign, Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP (Fristensky Sequence Analysis Package),
GAP (Global Alignment Program), GENAL, GIBBS, GenQuest, ISSC (Sensitive Sequence Comparison), LALIGN
(Local Sequence Alignment), LCP (Local Content Program), MACAW (Multiple Alignment Construction & Analysis
Workbench), MAP (Multiple Alignment Program), MBLKP, MBLKN, PIMA (Pattern-Induced Multi-sequence Align-
ment), SAGA (Sequence Alignment by Genetic Algorithm) y WHAT-IF. Tales programas de alineamiento se pueden
utilizar también para escrutar bases de datos de genomas para identificar las secuencias de polinucledtidos que tienen
secuencias sustancialmente idénticas. Estdn disponibles varias bases de datos de genomas, por ejemplo, una porcién
sustancial del genoma humano estd disponible como parte del Proyecto de Secuenciaciéon del Genoma Humano “Hu-
man Genome Sequencing Project” (J. Roach, http://weber.u.Washington.edu/-roach/human_genome_progress 2.html)
(Gibbs, 1995). Ya se han secuenciado al menos veintitin genomas diferentes, incluidos, por ejemplo, M. genitalium
(Fraser et al., 1995), M. jannaschii (Bult et al., 1996), H. influenzae (Fleischmann et al., 1995), E. coli (Blattner et
al., 1997), y levadura (S. cerevisiae) (Mewes et al., 1997), y D. melanogaster (Adams et al., 2000). También se ha
realizado un progreso significativo en la secuenciacién de genomas de organismos modelo, tales como ratén, C. ele-
gans, y Arabadopsis sp. Ciertas bases de datos que contienen informacién genémica anotada con alguna informacién
funcional son mantenidas por una organizacién diferente, y son accesibles a través de internet, por ejemplo, wwwti-
gr.org/tdb; www.genetics.wisc.edu; http://genoma-www.stanford.edu/-ball; hiv-web.lanl.gov; www.ncbi.nhn.nih.gov;
www.ebi:ac.uk; http://Pasteur.fr/oter/biology; y www.genoma.wi.mit.edu.
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Un ejemplo de algoritmo ttil son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que son descritos por Altschul et al., Nuc.
Acids Res. 25:3389-3402, 1977, y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990, respectivamente. El soporte 16gico
para realizar los andlisis BLAST estd disponible al publico a través del Centro Nacional para la Informacién Bio-
tecnoldgica “National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica
primero la identificacién de pares de secuencias de alta puntuacién (HSP) mediante la identificacidn de palabras cortas
de longitud W en la secuencia problema, que o coinciden o satisfacen cierta puntuacién T umbral de valor positivo
cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T es referido como el
umbral de puntuacién de la palabra cercana (Altschul ef al., supra). Estos éxitos con la palabra cercana iniciales actiian
como siembras para iniciar las bisquedas para encontrar los HSP mds largos que las contienen. Las palabras acertadas
se prolongan en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia durante tanto como se pueda incrementar la puntuacién
de alineamiento cumulativa. Las puntuaciones cumulativas se calculan utilizando, para las secuencias de nucleétidos,
los pardmetros M (puntuacién recompensa para un par de residuos de emparejamiento; siempre >0). Para la secuencia
de aminodcidos, se utiliza una matriz de puntuacion para calcular la puntuacién cumulativa. La prolongacién de las
palabras acertadas en cada direccion se detiene cuando: la puntuacién de alineamiento cumulativa decae en una can-
tidad X desde su valor mdximo logrado; la puntuacién cumulativa tiende a cero o menos, debido a la acumulacién de
uno o mds alineamientos de residuos de puntuacién negativa; o se alcanza el final de cada secuencia. Los pardmetros
del algoritmo BLAST W, T, y X determinan la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLASTN
(para la secuencia de nucleétidos) utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10,
M=5, N=4 y una comparacioén de ambas hebras. Para las secuencias de amino4cidos, el programa BLASTP utiliza por
defecto una longitud de palabra de 3, y expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacién BLOSUMG62 (véase Henikoff
& Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915, 1989) alineamiento (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4,
y una comparacién de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, p. €j., Kar-
lin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873, 1993). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la probablhdad minina de la suma (P(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad por medio
de la cual podria ocurrir por casualidad un emparejamiento entre dos secuencias de nucleétidos o de aminodcidos.
Por ejemplo, un 4cido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad minima de la
suma en una comparacion del dcido nucleico de ensayo con el dcido nucleico de referencia es menor de aproximada-
mente 0,2, més preferiblemente menos de aproximadamente 0,01, y muy preferiblemente menos de aproximadamente
0,001.

En una realizacién, las homologias entre una secuencia de proteinas y de dcidos nucleicos se evaldan utilizando la
Herramienta de Biisqueda de Alineamientos Locales Bésicos (“BLAST”). En particular, se utilizan cinco programas
BLAST especificos para realizar las siguientes tareas:

1. (1) BLASTP y BLAST3 comparan una secuencia de aminodcidos problema con una base de datos de
secuencias de proteinas;

2. (2) BLASTN compara una secuencia de nucledtido problema con una base de datos de secuencias de nu-
cleétidos;
3. (3) BLASTX compara los productos de la traduccién conceptual de seis marcos de una secuencia de nu-

cleétidos problema (ambas cadenas) con una base de datos de secuencias de proteina;

4. (4) TBLASTN compara una secuencia de proteinas problema con una base de datos de secuencias de
nucledtidos traducida en los seis marcos de lectura (ambas cadenas)

5. (5) TBLASTX compara las traducciones de los seis marcos de una secuencia de nucleétidos problema con
las traducciones de los seis marcos de una base de datos de secuencias de nucledtidos.

Los programas BLAST identifican secuencias homoélogas identificando segmentos similares, que son referidos en
la presente memoria como “pares de segmentos de alta puntuacién”, entre una secuencia de aminodcidos o dcidos nu-
cleicos problema y una secuencia de ensayo que se obtiene preferiblemente a partir de una base de datos de secuencias
de proteinas o de acidos nucleicos. Los pares de segmentos de alta puntuacion se identifican preferiblemente (es decir,
alinean) por medio de matrices de puntuacién, muchas de las cuales son conocidas en la técnica. Preferiblemente, la
matriz de puntuacién utilizada es la matriz BLOSUMG62 (Gonnet ef al., Science 256: 1443-1445, 1992; Henikoff y
Henikoff, Proteins 17: 49-61, 1993). Menos preferiblemente, también se utilizan las matrices PAM o PAM250 (véase,
p. €j., Schwartz y Dayhoft, eds., 1 978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas of Protein Sequence and
Structure, Washington: National Biomedical Research Foundation). Los programas BLAST son accesibles a través de
la U.S. National Library of Medicine.

Los pardmetros utilizados con los algoritmos anteriores se pueden adaptar dependiendo de la longitud de la se-

cuencia y del grado de homologia estudiado. En algunas realizaciones, los pardmetros pueden ser los pardmetros por
defecto utilizados por los algoritmos en ausencia de instrucciones del usuario.
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Un andlogo, derivado, o fragmento de la enzima de la Figura 1 puede ser (a) uno en el que uno o mas de los
residuos de aminodcidos estdn sustituidos por un residuo de aminodcido que no estd codificado por el cédigo genético,
o (b) uno en el que uno o mds de los residuos de aminodcidos incluyen un grupo sustituyente, o (c) uno en el que
la enzima madura se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto que aumenta la vida media de la enzima
(por ejemplo, polietilenglicol), o (d) proporcionar una marca o etiqueta, tal como una etiqueta 6xHis o una etiqueta
de proteina fluorescente verde, (e) uno en el que los aminodcidos adicionales se fusionan a la enzima madura, tal
como una secuencia lider o secretora o una secuencia que se emplea para la purificacién de la enzima madura o una
secuencia de proproteinas.

Una variante, p. €j., una enzima “fragmento”, “analogo” o “derivado”, y una enzima de referencia pueden diferir en
la secuencia de aminoacidos en una o mds sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncamientos, que pueden
estar presentes en cualquier combinacion.

Entre las variantes preferidas se encuentran aquellas que varian de una referencia mediante sustituciones de ami-
noécidos conservativas. Tales sustituciones son aquellas que sustituyen un aminodcido dado en un polipéptido por otro
aminodcido de caracteristicas parecidas. Tipicamente observadas como sustituciones conservativas estan los reempla-
70s, Uno por otro, entre los aminodcidos alifaticos Ala, Val, Leu e Ile; el intercambio de residuos hidroxilo Ser y Thr,
el cambio de residuos dcidos Asp y Glu, la sustitucién entre los residuos amida Asn y Gln, el cambio de los residuos
alcalinos Lys y Arg y los reemplazos entre los residuos aromadticos Phe, Tyr.

De este modo, en una ejemplificacion particular no limitante, una sustitucién puede comprender una sustitucién de
un aminodcido por otro aminodcido con una propiedad parecida. En otra ejemplificacion particular no limitante, una
sustitucion puede comprender una sustituciéon de un aminoécido por un aminodacido distinto, donde el cambio es no
inhibidor o silencioso o mejorado con respecto al menos una propiedad de la enzima.

Adicionalmente, en una ejemplificacién no limitante, una adicién puede comprender una adicién en el extremo
amino o carboxi terminal de la proteina o alternativamente entre los sitios terminales, donde el cambio es no inhibidor
o silencioso o mejorado con respecto al menos una propiedad de la enzima.

En otra ejemplificacién particular no limitante, un cambio puede comprender una pluralidad de modificaciones,
incluidas sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y/o truncamientos, en la enzima codificada por el polinucleéti-
do de referencia (SEQ ID NO:1, de manera que, con independencia de los efectos de las modificaciones individuales,
cuando se tomen juntas como un conjunto, el efecto de las modificaciones sea no inhibidor o silencioso o mejorado
con respecto al menos una propiedad de la enzima.

La mayoria de las variantes altamente preferidas son las variantes que conservan sustancialmente la misma funcién
bioldgica y actividad que el polipéptido de referencia del que varia.

El término “variante” hace referencia a polinucledtidos o polipéptidos de la invencién modificados en uno o mas
pares de bases, codones, intrones, exones, o residuos de aminoacidos (respectivamente) que todavia conservan la acti-
vidad biolégica de una fitasa de la invencién. Las variantes se pueden producir mediante cualquier nimero de medios
incluidos métodos tales como, por ejemplo, PCR propensa a error, barajado, mutagénesis dirigida por oligonucledti-
dos, PCR de ensamblaje, mutagénesis sexual por PCR, mutagénesis in vivo, mutagénesis por casetes, mutagénesis de
conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto exponencial, mutagénesis de sitio especifico, reensamblaje por ligacion,
GSSM y cualquiera de sus combinaciones como se comenta mds completamente mds abajo.

El polinucleétido que codifica el SEQ ID NO: 2 se aisl6 originalmente de ADN gendémico recuperado de Esche-
richia coli B como se describe mds abajo. Contiene un marco de lectura abierto que codifica una proteina de 432
residuos de aminodacidos.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona un polinucleétido aislado que codifica una
enzima ilustrativa de la presente invencion (SEQ ID NO: 8, mutado).

La invencién también proporciona moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican el polipéptido de fitasa
descrito antes. Estos dcidos nucleicos pueden contener secuencias de nucledtidos de origen natural, o secuencias
que difieren de las de los dcidos nucleicos de origen natural que codifican las fitasas, pero codifican los mismos
aminodcidos, debido a la degeneracion del cédigo genético. Los dcidos nucleicos de la invencién pueden contener
nucledtidos de ADN o ARN, o sus combinaciones o modificaciones.

El polinucleétido de la presente invencidn puede estar en forma de ADN cuyo ADN incluye ADNc, ADN gen6-
mico, y ADN sintético. El ADN puede ser bicatenario o monocatenario, y si es monocatenario puede ser la cadena
codificante o la cadena no codificante (anti-sentido).

El polinucleédtido que codifica la enzima madura puede incluir, pero no esta limitado a: s6lo la secuencia codifican-
te para la enzima madura; la secuencia codificante para la enzima madura y secuencias codificantes adicionales tales
como una secuencia lider o una secuencia de proproteina; la secuencia codificante para la enzima madura (y opcional-
mente la secuencia codificante adicional) y secuencias no codificantes, tales como intrones o secuencias codificantes
5’ y/o 3’ de la secuencia codificante para la enzima madura.
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El polinucleédtido puede tener una secuencia codificante que es una variante alélica de origen natural de la secuencia
codificante. Como es conocido en la técnica, una variante alélica es una forma alternativa de una secuencia de polinu-
cleétidos que puede tener una sustitucién, delecién o adicién de uno o mds nucleétidos, que no altera sustancialmente
la funcién de la enzima codificada.

Como se comenta en la presente memoria, las variantes se pueden producir mediante cualquier nimero de medios
incluidos métodos tales como, por ejemplo, PCR propensa a error, barajado, mutagénesis dirigida por oligonucleétidos,
PCR de ensamblaje, mutagénesis sexual por PCR, mutagénesis in vivo, mutagénesis por casetes, mutagénesis de
conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto exponencial, mutagénesis de sitio especifico, reensamblaje por ligacion,
GSSM vy cualquiera de sus combinaciones.

Se puede utilizar un método no estocdstico denominado reensamblaje de ligacidn sintética (SLR), que estd algo re-
lacionado con el barajado estocdstico, salvo que los elementos esenciales del 4cido nucleico no se barajan o concatenan
o quimerizan al azar, pero en cambio se ensamblan no estocdsticamente para crear variantes.

El método SLR no depende de la presencia de un alto nivel de homologfa entre los polinucleétidos que se van a
barajar. El método se puede utilizar no estocdsticamente para generar genotecas (o conjuntos) de moléculas progenie
que comprenden por encima de 10'® quimeras diferentes. Posiblemente, el SLR se puede utilizar incluso para generar
genotecas que comprenden por encima de 10'°° quimeras progenie diferentes.

Un método no estocéstico para producir un conjunto de moléculas de acidos nucleicos quiméricas finalizadas que
tienen un orden de ensamblaje total que se elige mediante disefio comprende las etapas de generacion mediante disefio
de una pluralidad de elementos esenciales de dcidos nucleicos especificos que tienen extremos ligables mutuamente
compatibles ttiles, y ensamblaje de estos elementos esenciales de dcidos nucleicos, de manera que se logre un orden
de ensamblaje total disefiado.

Se considera que los extremos ligables mutuamente compatibles de los elementos esenciales del 4cido nucleico que
se va a ensamblar son “itiles” para este tipo de ensamblaje ordenado si posibilitan el acoplamiento de los elementos
esenciales en 6rdenes predeterminados. De este modo, el orden de ensamblaje total en el que se pueden acoplar los
elementos esenciales del dcido nucleico es especificado por el disefio de los extremos ligables y, si se va a utilizar
mas de una etapa de ensamblaje, el orden de ensamblaje total en el que se pueden acoplar los elementos esenciales
del 4cido nucleico también esta especificado por el orden sucesivo de la etapa o etapas de ensamblaje. Las piezas de
construccién recocidas se pueden tratar con una enzima, tal como una ligasa (p. ej., ADN ligasa de T4) para lograr la
unién covalente de las piezas de construccion.

El disefio de los elementos esenciales del dcido nucleico se puede obtener tras los andlisis de las secuencias de
un conjunto de moldes de 4cido nucleico progenitores que sirve como base para producir un conjunto progenie de
moléculas quiméricas de acido nucleico finalizadas. Estos moldes de 4cido nucleico progenitores sirven de este modo
como una fuente de informacién de la secuencia que ayuda al disefio de los elementos esenciales de dcido nucleico
que se van a mutagenizar, esto es quimerizados o barajados.

Las secuencias de una pluralidad de moldes de dcido nucleico progenitores se alinean con el fin de seleccionar uno
0 mds puntos de demarcacién, cuyos puntos de demarcacion se pueden localizar en un drea de homologia. Los puntos
de demarcacién se pueden utilizar para delinear los limites de los elementos esenciales del dcido nucleico que se vaya
a generar. De este modo, los puntos de demarcacién identificados y seleccionados en las moléculas progenitoras sirven
como puntos de quimerizacién potenciales en el ensamblaje de las moléculas progenie.

Tipicamente un punto de demarcacion util es un drea de homologia (que comprende al menos una base nucleotidi-
ca homdloga) compartida por al menos dos moldes progenitores, pero el punto de demarcacion puede ser un drea de
homologia que es compartida por al menos la mitad de los moldes progenitores, al menos dos tercios de los moldes
progenitores, al menos tres cuartas partes de los moldes progenitores, y preferiblemente casi todos los moldes proge-
nitores. Incluso mas preferiblemente un punto de demarcacion todavia ttil es un drea de homologia que es compartida
por todos los moldes progenitores.

El procedimiento de ensamblaje por ligacién se realiza exhaustivamente con el fin de generar una genoteca ex-
haustiva. En otras palabras, todas las combinaciones ordenadas posibles de los elementos esenciales del 4cido nuclei-
co estan representadas en el conjunto de moléculas de 4cidos nucleicos quiméricas finalizadas. Al mismo tiempo, el
orden de ensamblaje (es decir el orden de ensamblaje de cada elemento esencial en la secuencia 5’ a 3 de cada dcido
nucleico quimérico finalizado) en cada combinacién es mediante disefio (0 no estocdstico). Debido a la naturaleza no
estocdstica del método, se reduce enormemente la posibilidad de productos secundarios no deseados.

El procedimiento de ensamblaje por ligacion se puede realizar sistemdticamente, por ejemplo con el fin de generar
una genoteca compartimentada sistemdticamente, con compartimentos que pueden ser escrutados sistemdticamente,
por €j., de uno en uno. A través del uso selectivo y juicioso de los elementos esenciales de los dcidos nucleicos especi-
ficos, unido al uso selectivo y juicioso de las reacciones de ensamblaje por etapas sucesivas, se puede lograr un disefio
experimental en el que se elaboren conjuntos especificos de productos progenie en cada uno de los diversos recipientes
de reaccidén. Esto permite realizar un examen y un procedimiento de escrutinio sistemdticos. De este modo, esto permi-
te examinar un nimero potencialmente muy grande de moléculas progenie sistematicamente en grupos mas pequefios.
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Debido a su capacidad para realizar quimerizaciones de una manera que es altamente flexible aunque también
exhaustiva y sistemdtica, particularmente cuando hay un bajo nivel de homologia entre las moléculas progenitoras, el
método proporciona la generacién de una genoteca (o conjunto) que comprende un gran nimero de moléculas pro-
genie. Debido a la naturaleza no estocéstica del reensamblaje por ligacion, las moléculas progenie generadas pueden
comprender una genoteca de moléculas de dcidos nucleicos quiméricos finalizados que tienen un orden de ensamblaje
total que se elige mediante disefio. En una realizacién concreta, tal genoteca generada comprende de mds de 10 a mas
de 10" especies moleculares progenie diferentes.

Un conjunto de moléculas de dcidos nucleicos quiméricos finalizados, producido como se ha descrito puede com-
prender un polinucleétido que codifica un polipéptido. Este polinucledtido puede ser un gen, que puede ser un gen
artificial. Alternativamente, este polinucle6tido puede ser una ruta génica, que puede ser una ruta génica artificial. Se
pueden incorporar uno o més genes artificiales a una ruta génica artificial, tal como una ruta operable en un organismo
eucaridtico (incluidas plantas).

En otra ejemplificacion, la naturaleza sintética de la etapa en la que se generan los elementos esenciales permite
el disefio y la introduccién de nucleétidos (por ej., uno o mas nucleétidos, que pueden ser, por ejemplo, codones o
intrones o secuencias reguladoras) que pueden ser eliminadas por dltimo opcionalmente en un procedimiento in vitro
(p. ej., mediante mutagénesis) o en un procedimiento in vivo (por ej., utilizando la capacidad de empalme del gen de un
organismo anfitrién). Se aprecia que en muchos casos puede ser también deseable la introduccién de estos nucleétidos
por muchas otras razones ademds del beneficio potencial de crear un punto de demarcacion qtil.

Un elemento esencial de acido nucleico se puede utilizar para introducir un intrén. De este modo, se pueden
introducir intrones funcionales en un gen artificial. Asimismo, se pueden introducir intrones funcionales en una ruta
génica artificial. Es posible la generacion de un polinucleétido quimérico que es un gen artificial que contiene uno (o
mas) intrones introducidos artificialmente.

El método descrito también proporciona la generacién de un polinucledtido quimérico que es una ruta génica artifi-
cial que contiene uno (o0 mds) intrones introducidos artificialmente. El intrén o los intrones introducidos artificialmente
pueden ser funcionales en una o mas células anfitrionas para el empalme de genes sobre todo en el modo en el que los
intrones de origen natural sirven funcionalmente en el empalme de genes. Es posible un procedimiento para producir
polinucleétidos que contienen intrones artificiales para introducirlos en organismos anfitriones para su recombinacién
y/o empalme.

Un gen artificial producido también puede servir como sustrato para la recombinacion con otro 4cido nucleico. Asi-
mismo, una ruta génica artificial producida también puede servir como sustrato para la recombinacién con otro acido
nucleico. La recombinacién puede ser facilitada por, o producirse en, dreas de homologia entre el gen que contiene
el intrén artificial y un dcido nucleico que sirve como compaiiero de recombinacion. El compaiiero de recombinacién
puede ser también un 4cido nucleico generado mediante el método descrito, incluidos un gen artificial o una ruta géni-
ca artificial. La recombinacién puede ser facilitada por o se puede producir en dreas de homologia que existen en uno
(o mas) intrones introducidos artificialmente en el gen artificial.

El método de reensamblaje por ligacién sintética utiliza una pluralidad de elementos esenciales de dcidos nucleicos,
cada uno de los cuales tiene preferiblemente dos extremos ligables. Los dos extremos ligables de cada elemento
esencial de dcido nucleico pueden ser dos extremos romos (es decir teniendo cada uno un saliente de cero nucleétidos),
o preferiblemente un extremo romo y uno saliente, o ain mds preferiblemente dos salientes.

Un saliente ttil para este propdsito puede ser un saliente 3’ o un saliente 5°. De este modo, un elemento esencial
del 4cido nucleico puede tener un saliente 3’ o alternativamente un saliente 5° o alternativamente dos salientes 3’ o
alternativamente dos salientes 5’. El orden global en el que los elementos esenciales de los 4cidos nucleicos se en-
samblan para formar una molécula quimérica de dcido nucleico finalizada se determina mediante disefio experimental
intencionado y no es al azar.

Un elemento esencial de dcido nucleico se genera mediante sintesis quimica de dos 4cidos nucleicos monocatena-
rios (referidos también como oligos monocatenarios) y poniéndolos en contacto de manera que se les permita hibridar
para formar un elemento esencial de 4cido nucleico bicatenario.

Un elemento esencial de dcido nucleico monocatenario puede tener un tamafio variable. Los tamafios de estos
elementos esenciales pueden ser pequeios o grandes. Los tamafos preferidos para el elemento esencial oscilan de 1 par
de bases (sin incluir ningtn saliente) a 100.000 pares de bases (sin incluir ningtn saliente). También se proporcionan
otros intervalos de tamafio preferidos, que tienen limites inferiores de 1 pb a 10.000 pb (incluido cada valor entero
intermedio), y limites superiores de 2 pb a 100.000 pb (incluido cada valor entero intermedio).

Existen muchos métodos mediante los cuales se puede generar un elemento esencial de d4cido nucleico bicatenario
que es util; y estos son conocidos en la técnica y pueden ser realizados facilmente por los expertos en la técnica.

Un elemento esencial de 4cido nucleico bicatenario se puede generar generando primero dos acidos nucleicos
monocatenarios y permitiéndoles hibridar para formar un elemento esencial de dcido nucleico bicatenario. Las dos
cadenas de un elemento esencial de 4cido nucleico bicatenario pueden ser complementarias en cada nucleétido aparte
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de cualquiera que forme un saliente; no conteniendo de este modo emparejamientos erréneos, aparte de cualquier
saliente. Las dos cadenas de un elemento esencial de d4cido nucleico bicatenario pueden ser complementarias en menos
que todos los nucleétidos aparte de cualquiera que forme un saliente. De este modo, un elemento esencial de acido
nucleico bicatenario se puede utilizar para introducir degeneracién del codon. Preferiblemente la degeneracién del
codén se introduce utilizando la mutagénesis de saturacidn del sitio descrita en la presente memoria, utilizando uno o
mas casetes N, N, G/T o alternativamente utilizando uno o mas casetes N,N,N.

El método de recombinacién in vivo se puede realizar a ciegas sobre un conjunto de hibridos o alelos desconocidos
de un polinucleétido o secuencia especificos. Sin embargo, no es necesario conocer la secuencia de ADN o ARN real
del polinucleétido especifico.

El enfoque de la utilizacién de recombinacién en una poblacion mixta de genes puede ser util para la generacién de
cualquier proteina util, por ejemplo, interleuquina I, anticuerpos, tPA y hormona de crecimiento. Este enfoque se puede
utilizar para generar proteinas que tienen especificidad o actividad alterada. El enfoque puede ser til también para la
generacion de secuencias hibridas de dcidos nucleicos, por ejemplo, regiones promotoras, intrones, exones, secuencias
intensificadoras, regiones no traducidas 3’ o regiones no traducidas 5° de genes. De este modo este enfoque se puede
utilizar para generar genes que tienen aumento de las tasas de expresion. Este enfoque puede ser ttil también en el
estudio de secuencias de ADN repetitivas. Finalmente, este enfoque puede ser util para mutar ribozimas o aptdmeros.

Las variantes de los polinucledtidos y polipéptidos descritos en la presente memoria se pueden obtener mediante el
uso de ciclos repetidos de reordenamiento reductivo, recombinacién y seleccién que permiten la evolucién molecular
dirigida de secuencias lineales altamente complejas, tales como ADN, ARN o proteinas a través de recombinacion.

El barajado de moléculas in vivo es ttil para proporcionar variantes y se puede realizar utilizando la propiedad
natural de las células para recombinar multimeros. Si bien la recombinacién in vivo ha proporcionado la ruta natural
principal hacia la diversidad molecular, la recombinacién genética permanece como un procedimiento relativamente
complejo que implica 1) el reconocimiento de homologias; 2) la escisién de la cadena, la invasién de la cadena, y
etapas metabdlicas que conducen a la produccidon de quiasmas recombinantes, y finalmente 3) la resolucién de los
quiasma en moléculas recombinadas discretas. La formacién del quiasma requiere el reconocimiento de secuencias
homdlogas.

Se puede utilizar un método para producir un polinucleétido hibrido a partir de al menos un primer polinucledtido
y un segundo polinucleétido para producir un polinucleétido hibrido introduciendo al menos un primer polinucledtido
y un segundo polinucledtido que comparten al menos una regién con homologia parcial de la secuencia en una célula
anfitriona adecuada. Las regiones con homologia parcial de la secuencia promueven procedimientos que dan como re-
sultado la reorganizacién de la secuencia produciendo un polinucledtido hibrido. El término “polinucleétido hibrido”,
seglin se utiliza en la presente memoria, es cualquier secuencia de nucleétidos que resulte del método y contenga la
secuencia de al menos dos secuencias de polinucleétidos originales. Tales polinucledtidos hibridos pueden resultar de
eventos de recombinacién intermolecular que promueven la integracién de la secuencia entre moléculas de ADN. Ade-
mads, tales polinucleétidos hibridos pueden resultar de procedimientos de reordenamiento reductivo intramoleculares
que utilizan secuencias repetidas para alterar una secuencia de nucleétidos en una molécula de ADN.

El método proporciona un medio para generar polinucledtidos hibridos que pueden codificar polipéptidos hibridos
biolégicamente activos (p. €j., una fitasa hibrida). Los polinucleétidos originales pueden codificar polipéptidos biol6-
gicamente activos. El método produce nuevos polipéptidos hibridos utilizando procedimientos celulares que integran
la secuencia de los polinucleétidos originales de manera que el polinucleétido hibrido resultante codifica un poli-
péptido que demuestra actividades derivadas de los polipéptidos biolégicamente activos originales. Por ejemplo, los
polinucledtidos originales pueden codificar una enzima concreta a partir de microorganismos diferentes. Una enzima
codificada por un primer polinucleétido de un organismo o variante puede, por ejemplo, funcionar eficazmente en unas
condiciones medioambientales concretas, p. €j., alta salinidad. Una enzima codificada por un segundo polinucleétido
de un organismo o variante diferente puede funcionar eficazmente en condiciones medioambientales diferentes, tales
como temperaturas extremadamente altas. Un polinucleétido hibrido que contiene secuencias del primer y segundo
polinucleétidos originales puede codificar una enzima que exhibe caracteristicas de ambas enzimas codificadas por
los polinucledtidos originales. De este modo, la enzima codificada por el polinucleétido hibrido puede funcionar efi-
cazmente en las condiciones medioambientales compartidas por cada una de las enzimas codificadas por el primer y
segundo polinucledtidos, p. €j., alta salinidad y temperaturas extremas.

Las enzimas codificadas por los polinucledtidos originales incluyen, pero no estdn limitadas a, las fitasas. Un
polipéptido hibrido puede exhibir una actividad enzimatica especializada no desplegada en las enzimas originales.
Por ejemplo, después de la recombinacién y/o el reordenamiento reductivo de los polinucleétidos que codifican las
actividades hidrolasa, se puede escrutar el polipéptido hibrido resultante codificado por un polinucleétido hibrido en
busca de actividades hidrolasa especializadas obtenidas a partir de cada una de las enzimas originales, es decir, el
tipo de enlace sobre el que actda la hidrolasa y la temperatura a la que funciona la hidrolasa. De este modo, por
ejemplo, se puede escrutar la hidrolasa para averiguar las funcionalidades quimicas que distinguen la hidrolasa hibrida
de las hidrolasas originales, tales como: (a) amida (enlaces peptidicos), es decir, proteasas; (b) enlaces éster, es decir,
esterasas y lipasas; (c) acetales, es decir, glucosidasas y, por ejemplo, la temperatura, pH o concentracién salina a la
cual funciona el polipéptido hibrido.
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Las fuentes de los polinucledtidos originales se pueden aislar de organismos individuales (“productos aislados™),
colecciones de organismos que se han desarrollado en medios definidos (“cultivos de enriquecimiento’), u, organismos
no cultivados (“muestras medioambientales”). El uso de un enfoque independiente del cultivo para obtener polinucleé-
tidos que codifican actividades bioldgicas novedosas a partir de muestras medioambientales es muy preferible puesto
que permite acceder a recursos de biodiversidad sin explotar.

Las “genotecas medioambientales” se generan a partir de muestras medioambientales y representan los genomas
colectivos de los organismos de origen natural archivados en vectores de clonacién que se pueden propagar en anfi-
triones procariéticos adecuados. Puesto que el ADN clonado es extraido inicialmente directamente de las muestras
medioambientales, las genotecas no estdn limitadas a la pequefia fraccién de procariotas que se pueden desarrollar
en un cultivo puro. Adicionalmente, una normalizacién del ADN medioambiental presente en estas muestras podria
permitir una representacién mas igual del ADN de todas las especies presentes en la muestra original. Esto puede
aumentar espectacularmente la eficacia de la bisqueda de genes interesantes a partir de constituyentes minimos de la
muestra que pueden estar infrarrepresentados en varios 6rdenes de magnitud en comparacién con las especies domi-
nantes.

Por ejemplo, se escrutan bibliotecas génicas generadas a partir de uno o mas microorganismos no cultivados en
busca de una actividad de interés. Las rutas potenciales que codifican las moléculas bioactivas de interés se capturan
primero en células procaridticas en forma de bibliotecas de expresion génica. Los polinucleétidos que codifican las
actividades de interés se aislan de tales genotecas y se introducen en una célula anfitriona. La célula anfitriona se
desarrolla en condiciones que promueven la recombinacion y/o el reordenamiento reductivo creando biomoléculas
potencialmente activas con actividades novedosas o potenciadas.

Los microorganismos a partir de los que se puede preparar el polinucleétido incluyen microorganismos procario-
ticos, tales como Xanthobacter, Eubacteria y Archaebacteria, y microorganismos eucaridticos inferiores tales como
hongos, algunas algas y protozoos. Los polinucleétidos se pueden aislar a partir de muestras medioambientales en
cuyo caso el dcido nucleico se puede recuperar sin el cultivo de un organismo o recuperar de uno o0 mas organismos
cultivados. En un aspecto, tales microorganismos pueden ser extremofilos, tales como hipertermofilos, psicroéfilos,
psicrétrofos, haldfilos, baréfilos y acidéfilos. Los polinucleétidos que codifican enzimas aisladas de microorganismos
extremofilos son particularmente preferidos. Tales enzimas pueden funcionar a temperaturas por encima de 100°C en
manantiales calientes terrestres y en aberturas termales de profundidades marinas, a temperaturas por debajo de 0°C
en aguas drticas, en el entorno salino saturado del Mar Muerto, a valores de pH alrededor de 0 en depésitos de carbén
y en manantiales geotérmicos ricos en azufre, o a valores de pH superiores a 11 en sedimentos de aguas residuales. Por
ejemplo, algunas esterasas y lipasas clonadas y expresadas en organismos extremofilos muestran una alta actividad a
lo largo de un amplio intervalo de temperaturas y pH.

Los polinucledtidos seleccionados y aislados como se ha descrito antes en la presente memoria se introducen
en una célula anfitriona adecuada. Una célula anfitriona adecuada es cualquier célula que es capaz de promover la
recombinacién y/o el reordenamiento reductivo. Los polinucleétidos seleccionados ya estdn preferiblemente en un
vector que incluye las secuencias de control apropiadas. La célula anfitriona puede ser una célula eucariética superior,
tal como una célula de mamifero, o una célula eucaridtica inferior, tal como una célula de levadura, o preferiblemente,
la célula anfitriona puede ser una célula procariética, tal como una célula bacteriana. La introduccién del constructo
en la célula anfitriona se puede efectuar mediante transfeccién con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-
Dextrano, o electroporacién (Davis et al., 1986).

Como ejemplos representativos de los anfitriones apropiados, se pueden mencionar: células bacterianas, tales como
E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium; células fingicas, tales como levadura; células de insecto tales como
S2 de Drosophila 'y Sf9 de Spodoptera; células animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes; adenovirus;
y células vegetales. Se considera que la seleccién de un anfitrién apropiado se encuentra dentro del alcance de los
expertos en la técnica a partir de las ensefianzas de la presente memoria.

Con referencias concretas a los diferentes sistemas de cultivo de células de mamifero que se pueden emplear para
expresar la proteina recombinante, los ejemplos de los sistemas de expresion en mamiferos incluyen las lineas de
fibroblastos de riiién de mono COS-7, descritas en “SV40-transformed simian cells support the replication of early
SV40 mutants” (Gluzman, 1981), y otras lineas celulares capaces de expresar un vector compatible, por ejemplo, las
lineas celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK. Los vectores de expresion en mamiferos comprenderdn un origen de
replicacién, un promotor e intensificador adecuados, y también sitios de unién al ribosoma necesarios cualesquiera,
un sitio de poliadenilacidn, y sitios donadores y aceptores de empalme, secuencias de terminacion transcripcionales,
y secuencias no transcritas limitrofes 5°. Las secuencias de ADN derivadas del empalme de SV40, y los sitios de
poliadenilacién se pueden utilizar para proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos.

Las células anfitrionas que contienen los polinucledtidos de interés se pueden cultivar en medios nutrientes conven-
cionales modificados segtn sea apropiado para activar los promotores, seleccionar los transformantes o amplificar los
genes. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son los utilizados previamente con la
célula anfitriona seleccionada en cuanto a la expresion, y resultard evidente para los expertos en la técnica. Los clones
que se identifican por tener la actividad enzimadtica especificada pueden ser secuenciados después para identificar la
secuencia de polinucledtidos que codifica una enzima que tiene la actividad intensificada.
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Los métodos se pueden utilizar para generar polinucleétidos novedosos que codifican rutas bioquimicas a partir de
uno o mds operones o agrupaciones génicas o de sus porciones. Por ejemplo, las bacterias y muchos eucariotas tienen
un mecanismo coordinado para regular los genes cuyos productos estan implicados en procedimientos relacionados.
Los genes son agrupados, en estructuras referidas como “agrupamientos génicos”, en un solo cromosoma o inmedia-
tamente adyacentes entre si y se transcriben juntos bajo el control de una sola secuencia reguladora, incluyendo un
solo promotor que inicia la transcripcién del agrupamiento completo. De este modo, un agrupamiento génico es un
grupo de genes adyacentes que son casi idénticos o estdn relacionados, usualmente en cuanto a su funcién. Un ejemplo
de una ruta bioquimica codificada por los agrupamientos génicos son los policétidos. Los policétidos son moléculas
que son una fuente extremadamente rica de actividades bioldgicas, incluidos antibidticos (tales como las tetracicli-
nas y la eritromicina), agentes anticancerosos (daunomicina), inmunosupresores (FK506 y rapamicina), y productos
veterinarios (monensina). Muchos policétidos (producidos por policétido sintasas) son valiosos como agentes tera-
péuticos. Las policétido sintasas son enzimas multifuncionales que catalizan la biosintesis de una enorme variedad
de cadenas carbonadas que difieren en longitud y patrones de funcionalidad y ciclacién. Los genes de las policétido
sintasas corresponden a los agrupamientos génicos y al menos un tipo (denominado tipo I) de policétido sintasas tie-
nen genes y enzimas de gran tamafio, complicando la manipulacién genética y los estudios in vitro de estos genes/
proteinas.

El ADN del agrupamiento génico se puede aislar de diferentes organismos y ligar en vectores, particularmente
vectores que contienen secuencias reguladoras de la expresion que pueden controlar y regular la produccién de una
actividad detectable de proteina o matriz relacionada con proteina de los agrupamientos génicos ligados. El uso de
vectores que tienen una capacidad excepcionalmente grande para la introduccién de ADN exdgeno es particularmente
apropiada para su uso con tales agrupamientos génicos y se describen a modo de ejemplo en la presente memoria para
incluir el factor f (o factor de fertilidad) de E. coli. Este factor f de E. coli es un plasmido que afecta a su transferencia
de alta frecuencia durante la conjugacién y es ideal para lograr y propagar establemente grandes fragmentos de ADN,
tales como los agrupamientos génicos de muestras microbianas mixtas. Una vez ligados en un vector apropiado, dos
0 maés vectores que contienen diferentes agrupamientos génicos de fitasa se pueden introducir en una célula anfitriona
adecuada. Las regiones con homologia de secuencia parcial compartida por los agrupamientos génicos promoveran
procedimientos que dan como resultado la reorganizacién de la secuencia dando como resultado un agrupamiento gé-
nico hibrido. El agrupamiento génico hibrido novedoso se puede escrutar después en busca de aumentos de actividades
no encontrados en los agrupamientos génicos originales.

Un método para producir un polipéptido hibrido biolégicamente activo y escrutar tal polipéptido en busca de
aumento de actividad incluye:

1. 1) introducir al menos un primer polinucleétido conectado operablemente y un segundo polinucleétido
conectado operablemente, compartiendo dichos al menos primer polinucledtido y segundo polinucleétido
como minimo una regién con homologia parcial de secuencia, en una célula anfitriona adecuada;

2. 2) hacer crecer la célula anfitriona en condiciones que promuevan la reorganizacion de la secuencia dando
como resultado un polinucleétido hibrido conectado operablemente;

3. 3) expresar un polipéptido hibrido codificado por el polinucleétido hibrido;

4. 4) escrutar el polipéptido hibrido en condiciones que promuevan la identificacién del aumento de actividad
bioldgica; y

5. 5) aislar un polinucledtido que codifica el polipéptido hibrido.

Los métodos para escrutar diferentes actividades enzimdticas son conocidos por los expertos en la técnica y se co-
mentan a lo largo de la memoria. Tales métodos se pueden emplear cuando se aislan los polipéptidos y polinucleétidos
de la invencidn.

Como ejemplos representativos de los vectores de expresion que se pueden utilizar se pueden mencionar las par-
ticulas virales, baculovirus, vectores de insercidn o vectores de reemplazo del bacteridfago 1, fagos, pldsmidos, fagé-
midos, césmidos, fésmidos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC), ADN viral (p. €j., vaccinia, adenovirus, virus
de la viruela aviar, pseudorrabias y derivados de SV40), cromosomas artificiales basados en P1 (PAC), plasmidos de
levaduras, cromosomas artificiales de levaduras (YAC), y cualquier otro vector especifico para anfitriones especificos
de interés (tales como bacilus, aspergilus y levadura). De este modo, por ejemplo, el ADN puede ser incluido en uno
cualquiera de una variedad de vectores de expresion para expresar un polipéptido. Tales vectores incluyen secuencias
de ADN cromosémico, no cromosdmico y sintético. Se conoce un gran niimero de vectores adecuados que son co-
nocidos por los expertos en la técnica, y son asequibles comercialmente. Los siguientes vectores se proporcionan a
modo de ejemplo; Bacterianos: vectores pQE (Qiagen), pldsmidos pBluescript, vectores pNH, vectores (lambda-ZAP
(Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); Eucariéticos: pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVK3,
pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Sin embargo, se puede utilizar cualquier otro pldsmido u otro vector con tal
que sea replicable y viable en el anfitrion. En la presente invencién se pueden emplear vectores de bajo nimero de
copias o de alto nimero de copias.
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Un tipo preferido de vector para su uso en la presente invencién contiene un origen de replicacién con factor f.
El factor f (o factor de fertilidad) en E. coli es un pldsmido que efectia su propia transferencia de alta frecuencia
durante la conjugacién y la transferencia menos frecuente del propio cromosoma bacteriano. Una realizacién parti-
cularmente preferida es la utilizacién de vectores de clonacién, referidos como “fésmidos” o vectores de cromoso-
mas artificiales bacterianos (BAC). Estos derivan del factor f de E. coli que es susceptible de integrar establemente
grandes segmentos de ADN gendmico. Cuando se integran con ADN de una muestra medioambiental no cultivada
mixta, esto hace posible lograr grandes fragmentos genémicos en forma de una “genoteca de ADN medioambiental”
estable.

Otro tipo de vector para su uso en la presente invencién es un vector cosmidico. Los vectores cosmidicos fueron
disenados originalmente para clonar y propagar grandes segmentos de ADN gendémico. La clonacién en vectores
cosmidicos se describe con detalle en “Molecular Cloning: A laboratory Manual” (Sambrook et al., 1989).

La secuencia de ADN en el vector de expresion estd conectada operativamente a una o varias secuencias de control
de la expresion apropiadas (promotores) para dirigir la sintesis de ARN. Los promotores bacterianos nombrados con-
cretos incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Py, Py y trp. Los promotores eucariéticos incluyen temprano inmediato
de CMV, timidina quinasa de HSV, temprano y tardio de SV40, LTR de retrovirus, y metalotioneina-I de ratén. La
seleccién del vector y promotor apropiados se encuentra en el nivel de los expertos normales en la técnica. El vec-
tor de expresion también contiene un sitio de unidn al ribosoma para la iniciacién de la traduccién y un terminador
de la transcripcion. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion. Las regio-
nes promotoras se pueden seleccionar de cualquier gen deseado utilizando vectores CAT (cloranfenicol transferasa)
u otros vectores con marcadores seleccionables. Ademads, los vectores de expresion contienen preferiblemente uno o
mas genes marcadores seleccionables para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de células anfitrionas
transformadas tales como dihidrofolato reductasa o resistencia a la neomicina para el cultivo de células eucaridticas,
o resistencia a la tetraciclina o la ampicilina en E. coli.

El reordenamiento in vivo estd enfocado a procedimientos “inter-moleculares” referidos colectivamente como “re-
combinacién” que en bacterias, se observa generalmente como un fenémeno “dependiente de RecA”. La invencién
puede depender de los procedimientos de recombinacién de una célula anfitriona para recombinar y reordenar se-
cuencias, o de la capacidad de las células para mediar procedimientos reductivos para disminuir la complejidad de
las secuencias casi repetidas en la célula mediante delecién. Este procedimiento de “reordenamiento reductivo” se
produce mediante un procedimiento “intra-molecular”, independiente de RecA.

Los polinucledtidos variantes se pueden generar mediante el procedimiento de reordenamiento reductivo. El méto-
do implica la generacién de constructos que contienen secuencias consecutivas (secuencias que codifican originales),
su insercién en un vector apropiado, y su posterior introduccién en una célula anfitriona apropiada. El reordenamiento
de las identidades moleculares individuales se produce mediante procedimientos combinatorios entre las secuencias
consecutivas en el constructo que posee regiones de homologia, o entre las unidades casi repetidas. El procedimiento
de reordenamiento recombina y/o reduce la complejidad y la extension de las secuencias repetidas, y da como resul-
tado la produccion de especies moleculares novedosas. Se pueden aplicar diferentes tratamientos para aumentar la
tasa de reordenamiento. Estos podrian incluir el tratamiento con luz ultravioleta, o productos quimicos que dafian el
ADN, y/o el uso de lineas de células anfitrionas que presentan niveles de “inestabilidad genética”. De este modo el
procedimiento de reordenamiento puede implicar la recombinacién homoéloga o la propiedad natural de las secuencias
casi repetidas para dirigir su propia evolucién.

Las secuencias repetidas o “casi repetidas” juegan un papel en la inestabilidad genética. Las “casi repeticiones”
son repeticiones que no estdn restringidas a su estructura unitaria original. Las unidades casi repetidas se pueden
presentar en forma de una matriz de secuencias en un constructo; unidades consecutivas de secuencias similares.
Una vez ligadas, los empalmes entre las secuencias consecutivas se vuelven esencialmente invisibles y la naturaleza
casi repetitiva del constructo resultante es ahora continua a nivel molecular. La delecién transforma las respuestas de
la célula reduciendo la complejidad de funcionamiento del constructo resultante entre las secuencias casi repetidas.
Las unidades casi repetidas proporcionan un repertorio practicamente ilimitado de moldes después de que puedan
ocurrir eventos de desfase. Los constructos que contienen las casi repeticiones proporcionan eficazmente de este
modo suficiente elasticidad molecular para que puedan producirse eventos de delecion (y potencialmente insercion)
virtualmente en cualquier parte de las unidades casi repetitivas.

Las secuencias casi repetidas se ligan todas en la misma orientacién, por ejemplo cabeza-cola o viceversa, la
célula no puede distinguir unidades individuales. Por consiguiente, el procedimiento reductivo se puede producir en
la totalidad de las secuencias. En contraste, cuando por ejemplo, las unidades se presentan cabeza-cabeza, en lugar de
cabeza-cola, la inversion delinea los puntos finales de la unidad adyacente de manera que la formacidn de la delecién
favorecerd la pérdida de unidades discretas. De este modo, es preferible con el presente método que las secuencias
estén en la misma orientacion. La orientacion al azar de las secuencias casi repetidas dard como resultado la pérdida
de eficacia del reordenamiento, mientras que la consecuente orientacion de las secuencias ofrecerd la mayor eficacia.
Sin embargo, aunque tener menos secuencias contiguas en la misma orientacion disminuye la eficacia, todavia puede
proporcionar la suficiente elasticidad para la recuperacién eficaz de las moléculas novedosas. Se pueden elaborar
constructos con las secuencias casi repetidas en la misma orientacién para permitir una mayor eficacia.
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Las secuencias se pueden ensamblar en una orientacién cabeza-cola utilizando cualquiera de una variedad de
métodos, incluidos los siguientes:

1. a) Se pueden utilizar cebadores que incluyen una cabeza de poli-A y una cola de poli-T que cuando se
convierten en monocatenarios proporcionarian orientacidn. Esto se podria lograr habiendo elaborado las
primeras pocas bases de los cebadores a partir de ARN y por tanto ficilmente separadas por la ARNasaH.

2. b) Se pueden utilizar cebadores que incluyen sitios de escisién tinicos mediante restriccion. Se requeririan
sitios multiples, una bateria de secuencias tnicas, y etapas de sintesis y ligacion repetidas.

3. ¢) Las pocas bases internas del cebador podrian ser tioladas y utilizar una exonucleasa para producir molé-
culas con la cola apropiada.

La recuperacion de las secuencias reordenadas depende de la identificacion de vectores de clonacién con un IR
reducido. Las secuencias codificantes reordenadas se pueden recuperar después mediante amplificacion. Los productos
se vuelven a clonar y se expresan. La recuperacién de los vectores de clonacién con un IR reducido se puede efectuar
mediante:

1. 1) El uso de vectores s6lo mantenidos establemente cuando el constructo tiene una complejidad reducida.

2. 2) La recuperacion fisica de los vectores acortados mediante procedimientos fisicos. En este caso, se podria
recuperar el vector de clonacién utilizando procedimientos de aislamiento de plasmidos convencionales y
fraccionar por tamafios en un gel de agarosa gel, o columnas con un corte de bajo peso molecular utilizando
procedimientos convencionales.

3. 3) La recuperacion de vectores que contienen genes interrumpidos que se pueden seleccionar cuando dis-
minuye el tamafio del inserto.

4. 4) El uso de técnicas de seleccidn directa con un vector de expresion y la seleccion apropiada.

Las secuencias codificantes (por ejemplo, genes) de organismos relacionados pueden demostrar un alto grado de
homologia y codifican productos proteicos bastante diversos. Estos tipos de secuencias son particularmente titiles en
la presente invencién como casi repeticiones. Sin embargo, si bien los ejemplos ilustrados mds abajo demuestran el
reordenamiento de las secuencias codificantes originales casi idénticas (casi repeticiones), este procedimiento no esta
limitado a tales repeticiones casi idénticas.

El siguiente ejemplo demuestra semejante método. Se representan secuencias de dcido nucleico codificantes (casi
repeticiones) derivadas de tres (3) especies tnicas. Cada secuencia codifica una proteina con un conjunto distinto de
propiedades. Cada una de las secuencias difiere en un tnico o unos pocos pares de bases en una tinica posicién de la
secuencia que se denominan “A”, “B” y “C”. Las secuencias casi repetidas son amplificadas por separado o colecti-
vamente y ligadas en ensamblajes al azar de manera que se encuentran disponibles todas las posibles permutaciones
y combinaciones en la poblacién de moléculas ligadas. El nimero de unidades casi repetidas se puede controlar por
medio de las condiciones de ensamblaje. El niimero medio de unidades casi repetidas en un constructo se define como
el indice repetitivo (IR).

Una vez formados, los constructos pueden, o no ser fraccionados por tamafios sobre gel de agarosa de acuerdo
con los protocolos publicados, insertados en un vector de clonacion, y transfectados a una célula anfitriona apropiada.
Después las células se propagan y se efectia el “reordenamiento reductivo”. Se puede estimular la velocidad del
procedimiento de reordenamiento reductivo mediante la introduccién de dafios en el ADN si se desea. Que la reduccién
en el IR esté mediada por la formacién de deleciones entre secuencias repetidas por un mecanismo “intramolecular”,
o esté mediada por eventos de tipo recombinacién a través de mecanismos “inter-moleculares” es irrelevante. El
resultado final es un reordenamiento de las moléculas en todas las posibles combinaciones.

Opcionalmente, el método comprende la etapa adicional de escrutar los miembros de la genoteca de la reserva
barajada para identificar los miembros individuales de la genoteca barajada que tienen la capacidad de unirse o inter-
accionar de otro modo, o catalizar una reaccién concreta (p. €j., como la catélisis de la hidrdlisis de un haloalcano).

Los polipéptidos que se identifican a partir de tales genotecas se pueden utilizar para fines terapéuticos, diagnés-
ticos, de bisqueda y propésitos relacionados (p. ej., catalizadores, solutos para incrementar la osmolaridad de una
solucién acuosa, y similares), y/o se pueden someter a uno o mds ciclos adicionales de barajado y/o seleccion.

Antes de o durante la recombinacién o el reordenamiento, los polinucleétidos generados mediante el método
descrito en la presente memoria se pueden someter a agentes o procedimientos que promueven la introduccién de
mutaciones en los polinucleétidos originales. La introduccién de tales mutaciones incrementaria la diversidad de los
hibridos polinucleotidicos resultantes y los polipéptidos codificados a partir de ellos. Los agentes o procedimientos
que promueven la mutagénesis pueden incluir, pero no estdn limitados a: (+)-CC-1065, o un andlogo sintético tal como
(+)-CC-1065- (N3-Adenina, véase Sun y Hurley, 1992); un aducto de 4’-fluoro-4-aminobifenilo N-acetilado o desace-
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tilado capaz de inhibir la sintesis de ADN (véase, por ejemplo, van de Poll ez al., 1992); o un aducto de 4-aminobifenilo
N-acetilado o desacetilado capaz de inhibir la sintesis de ADN (véase también, van de Poll et al., 1992, pags. 751-
758); cromo trivalente, una sal de cromo trivalente, un aducto de ADN hidrocarbonado aromatico policiclico (“PAH”)
capaz de inhibir la replicacién del ADN, tal como 7-bromometil-benz[a]antraceno (“BMA?”), tris(2,3-dibromopropil)
fosfato (“Tris-BP”), 1,2-dibromo-3-cloropropano (“DBCP”), 2-bromoacroleina (2BA), benzo[a]pireno-7,8-dihidro-
diol-9-10-epoxido (“BPDE”), una sal de hal6geno de platino(II), N-hidroxi-2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-quinolina
(“N-hidroxi-1Q”), y N-hidroxi-2-amino-1-metil-6-fenilimidazo- [4,5-f]-piridina (‘“N-hidroxi-PhIP”). Los métodos es-
pecialmente preferidos para ralentizar o detener la amplificacién por PCR consisten en luz ultravioleta (+)-CC-1065
y (+)-CC-1065- (N3-Adenina). Los métodos particularmente preferidos son los ductos de ADN o los polinucleétidos
que comprenden los aductos de ADN de los polinucleétidos o las reservas de polinucleétidos, que pueden ser liberados
o separados mediante un procedimiento que incluye el calentamiento de la solucién que comprende los polinucleétidos
antes del procesamiento adicional.

Un método de produccién de recombinantes proteicos que tienen actividad bioldgica implica tratar una muestra
que comprende polinucleétidos molde de doble hebra que codifican una proteina de tipo salvaje en condiciones que
proporcionan la produccion de polinucleétidos hibridos o reorganizados.

Se pueden utilizar cebadores de codones patentados (que contienen una secuencia N,N,N degenerada) para intro-
ducir mutaciones puntuales en un polinucledtido, con el fin de generar un grupo de polipéptidos progenie en el que
esta representado un intervalo completo de sustituciones de un tnico aminodcido en cada posiciéon de aminoacidos
(mutagénesis saturada del sitio génico (GSSM)). Los oligos utilizados estan formados contignamente por una primera
secuencia homdloga, una secuencia N,N,N degenerada, y preferiblemente pero no necesariamente una segunda se-
cuencia homologa. Los productos traduccionales de la progenie aguas abajo del uso de tales oligos incluyen todos los
posibles cambios de aminodcidos en cada sitio de aminodcido a lo largo del polipéptido, debido a que la degeneracién
de la secuencia N,N,N incluye codones para los 20 aminoacidos.

Uno de tales oligos degenerados (formado por una casete degenerada N,N,G/T) se utiliza para someter cada codén
original de un molde polinucleotidico parental a una gama completa de sustituciones de codones. Alternativamente,
se utilizan al menos dos casetes N,N,G/T degeneradas en el mismo oligo o no, para someter al menos dos codones
originales de un molde polinucleotidico parental a una gama completa de sustituciones de codones. De este modo,
mas de una secuencia N,N,G/T puede estar contenida en un oligo para introducir mutaciones de aminodcidos en
mds de un sitio. Esta pluralidad de secuencias N,N,G/T puede ser directamente contigua, o separada por una o m4s
secuencias de nucledtidos adicionales. Los oligos utiles para introducir adiciones y deleciones se pueden utilizar
solos o combinados con los codones que contienen una secuencia N,N,G/T, para introducir cualquier combinacién o
permutacién de adiciones, deleciones, y/o sustituciones de aminodcidos.

En una ejemplificacidn concreta, es posible mutagenizar dos o mas posiciones de aminoacidos contiguas utilizando
un oligo que contiene tripletes contiguos N,N,G/T, es decir una secuencia (N,N,G/T), degenerada.

Se pueden utilizar casetes degeneradas que tienen una degeneracién menor que la de la secuencia N,N,G/T. Por
ejemplo, puede ser deseable en algunos casos utilizar (p. €j., en un oligo) una secuencia triplete degenerada que
comprende s6lo un N, donde dicho N puede estar en primera, segunda o tercera posicion del triplete. Se puede utilizar
cualquier otra base incluyendo cualquier combinacién y permutacion de las mismas en las dos posiciones restantes
del triplete. Alternativamente, puede ser deseable en algunos casos utilizar (p. ej., en un oligo) una secuencia triplete
N,N,N degenerada, o una secuencia triplete N,N,G/C.

Se aprecia, no obstante, que el uso de un triplete degenerado (tal como una secuencia triplete N, N, G/T o N, N,
G/C) es ventajosa por diversas razones. Esto proporciona medios para generar sistematicamente y bastante facilmente
la sustitucién de toda la gama de posibles aminodcidos (para un total de 20 aminodcidos) en todas y cada una de las
posiciones de aminodcidos de un polipéptido. De este modo, para un polipéptido de 100 aminodcidos se proporciona un
modo de generar sistemdticamente y bastante facilmente 2.000 especies distintas (es decir, 20 posibles aminoacidos
por 100 posiciones de aminodcidos). Se aprecia que se proporcionan, por medio del uso de un oligo que contiene
una secuencia triplete N, N, G/T o N, N, G/C degenerada, 32 secuencias individuales que codifican 20 posibles
aminodcidos. De este modo, en un recipiente de reaccidn en el que una secuencia de polinucledtidos parental esta
sometida a mutagénesis de saturacién utilizando uno de tales oligos, se generan 32 polinucledtidos progenie distintos
que codifican 20 polipéptidos distintos. En contraste, el uso de un oligo no degenerado en la mutagénesis dirigida al
sitio conduce solo a un polipéptido progenie producto por recipiente de reaccion.

También se proporciona el uso de oligos no degenerados, que se pueden utilizar opcionalmente combinados con los
cebadores degenerados descritos. Se aprecia que en algunas situaciones, resulta ventajoso utilizar oligos no degene-
rados para generar mutaciones puntuales especificas en un polinucleétido de trabajo. Esto proporciona un medio para
generar mutaciones puntuales silenciosas especificas, mutaciones puntuales que conducen a los correspondientes cam-
bios de aminodacido, y mutaciones puntuales que causan la generacién de codones de terminacién y la correspondiente
expresion de fragmentos polipeptidicos.

De este modo, cada recipiente de reacciéon de mutagénesis de saturacién puede contener polinucleétidos que co-
difican al menos 20 moléculas polipeptidicas progenie de manera que los 20 aminodcidos estian representados en una
posicion de aminodacido especifica correspondiente a la posicién del codén mutagenizada en el polinucledtido parental.
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Los polipéptidos progenie degenerados 32 veces generados a partir de cada recipiente de reaccion de mutagénesis de
saturacion se pueden someter amplificacién clénica (p. €j., clonados en un anfitrién E. coli adecuado utilizando un
vector de expresién) y someter a un escrutinio de la expresiéon. Cuando un polipéptido progenie individual es identifi-
cado mediante escrutinio por presentar un cambio favorable en las propiedades (cuando se compara con el polipéptido
parental), puede ser secuenciado para identificar la correspondiente sustitucion de aminodcidos favorable contenida en
él.

Se aprecia que tras mutagenizar todas y cada una de las posiciones de aminodcidos de un polipéptido parental
utilizando la mutagénesis de saturacidn descrita en la presente memoria, se pueden identificar los cambios de ami-
nodcidos favorables en mas de una posiciéon de aminodcido. Se pueden generar una o mas moléculas progenie nuevas
que contienen una combinacién de todas o de parte de estas sustituciones de aminodcidos favorables. Por ejemplo,
si se identifican 2 cambios de aminodacidos favorables especificos en cada una de las 3 posiciones de aminoécidos de
un polipéptido, las permutaciones incluyen 3 posibilidades en cada posicién (sin cambio con respecto al aminoécido
original, y cada uno de los dos cambios favorables) y 3 posiciones. De este modo, existen 3 x 3 x 3 o0 27 posibilidades
totales, incluyendo 7 que fueron examinadas previamente - 6 mutaciones puntuales individuales (es decir, 2 de cada
una de las tres posiciones) y sin cambio en ninguna posicion.

La mutagénesis de saturacién del sitio se puede utilizar junto con el barajado, la quimerizacién, la recombinacién
y otros procedimientos de mutagénesis, junto con el escrutinio. Se puede utilizar cualquiera de los procedimientos de
mutagénesis, incluyendo la mutagénesis de saturacién, de una manera reiterativa. En una ejemplificacién, se emplea
el uso iterativo de cualquier procedimiento mutagenizante combinado con el escrutinio.

De este modo, en una ejemplificacién no limitante, los polinucleétidos y polipéptidos de la invencién se pueden
obtener mediante mutagénesis de saturacion combinada con procedimientos de mutagenizacion adicionales, tales co-
mo procedimientos en los que dos o més polinucledtidos afines son introducidos en una célula anfitriona adecuada de
manera que se genere un polinucleétido hibrido mediante recombinacién y reordenamiento reductivo.

Ademds de realizar la mutagénesis a lo largo de la secuencia completa de un gen, se puede utilizar la mutagénesis
para remplazar cualquiera de las numerosas bases de una secuencia de polinucleétidos, donde el nimero de bases que
se va a mutagenizar es preferiblemente cada niimero entero de 15 a 100.000. De este modo, en lugar de mutagenizar
cada posicién a lo largo de una molécula, se puede someter cada una o un nimero discreto de bases (preferiblemente
un subgrupo que totaliza de 15 a 100.000) a mutagénesis. Preferiblemente, se utiliza un nucleétido separado para
mutagenizar cada posicién o grupo de posiciones a lo largo de una secuencia de polinucleétidos. Un grupo de 3
posiciones que se va a mutagenizar puede ser un codén. Las mutaciones son introducidas preferiblemente utilizando
un cebador mutagénico, que contiene una casete heter6loga, también referida como casete mutagénica. Las casetes
preferidas pueden tener de 1 a 500 bases. Cada posicién de nucledtido de semejantes casetes heterdlogas es N, A, C,
G, T, A/C, A/G, A/T, C/G, C/T, G/T, C/G/T, A/IG/T,A/C/T, A/IC/G, o E, donde E es cualquier base que no sea A, C, G,
o T (E puede ser referida como oligo disefiador).

En sentido general, la mutagénesis de saturacién comprende mutagenizar un grupo completo de casetes muta-
génicas (donde cada casete tiene preferiblemente de aproximadamente 1-500 bases de longitud) en la secuencia de
polinucleétidos definida que se va a mutagenizar (donde la secuencia que se va a mutagenizar tiene preferiblemente
de aproximadamente 15 a 100.000 bases de longitud). De este modo, un grupo de mutaciones (que oscila de 1 a 100
mutaciones) es introducido en cada casete que va a ser mutagenizada. El agrupamiento de mutaciones que se va a
introducir en una casete puede ser diferente o igual a un segundo agrupamiento de mutaciones que va a ser introduci-
do en una segunda casete durante la aplicacién de una ronda de mutagénesis de saturacién. Tales agrupamientos son
ilustrados por deleciones, adiciones, agrupamientos de codones concretos, y agrupamientos de casetes de nucleétidos
concretas.

Las secuencias definidas que se van a mutagenizar incluyen un gen completo, una ruta, un ADNc, un marco
de lectura abierto completo (ORF), y un promotor completo, un intensificador, un represor/transactivador, un origen
de replicacién, un intrén, un operador, o cualquier grupo polinucleotidico funcional. Generalmente, una “secuencia
definida” para este fin puede ser cualquier polinucleétido que tenga una secuencia de polinucleétidos de 15 bases, y
secuencias de polinucledtidos de longitudes entre 15 bases y 15.000 bases (esta invencién nombra especificamente
cada niimero entero en medio). Las consideraciones de la eleccidn de los agrupamientos de codones incluyen los tipos
de aminoécidos codificados por una casete mutagénica degenerada.

Una ejemplificacion particularmente preferida de un agrupamiento de mutaciones que puede ser introducido en una
casete mutagénica incluye sustituciones de codones degeneradas (utilizando oligos degenerados) que codifican 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, y 20 aminodcidos en cada posicién. Una genoteca de polipéptidos
es codificada de ese modo.

Los polinucleétidos pueden tener la secuencia codificante para la enzima madura fusionada en el mismo marco de
lectura a una secuencia de polinucledtidos que ayuda a la expresion y secrecién de una enzima a partir de una célula
anfitriona, por ejemplo, una secuencia lider que funciona para controlar el transporte de una enzima desde la célula.
Una enzima que tiene una secuencia lider es un ejemplo de una preproteina y puede tener la secuencia lider escindida
por la célula anfitriona para formar la forma madura de la enzima. Los polinucleétidos también pueden codificar una
proproteina que es ilustrada por una proteina madura mas los restos aminoécido 5’ adicionales. Una proteina madura
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por lo demads que tiene una prosecuencia es ilustrada por una proproteina que es una forma inactiva de la proteina. Una
vez que la prosecuencia es escindida queda una proteina madura activa.

De este modo, por ejemplo, el polinucledtido codifica una enzima madura, o una enzima que tiene tanto una
prosecuencia como una presecuencia (p. €j. una secuencia lider).

Las secuencias codificantes para las enzimas fitasa fueron identificadas preparando ADN gendémico de E. coli B,
por ejemplo, y recuperando (a través, por ejemplo, de amplificacién por PCR) a partir del ADN genémico, el ADN
que codifica la actividad fitasa. Tales métodos para la recuperacién son bien conocidos en la técnica. Un medio, por
ejemplo, comprende disefiar los cebadores de amplificacién para recuperar la secuencia codificante, amplificar el gen a
partir del ADN genémico, subclonar el ADN en un vector, transformar el constructo resultante en una célula anfitriona,
y expresar la enzima fitasa para su evaluacion. Tales procedimientos son bien conocidos en la técnica y los métodos
son proporcionados, por ejemplo, por Sambrook et al., 1989.

Se aisl6 una enzima fitasa a partir de un ADN gendmico de E. coli B mediante la siguiente técnica:

se obtuvo ADN genémico de E. coli B comercialmente (Sigma: Num. de Catalogo D-2001, St. Louis, Nueva
Jersey). Se utilizaron los siguientes cebadores para amplificar el gen directamente a partir del ADN gendmico:

cebador 5°  gtttctgaattcaaggaggaatttaa ATGAAAGCGATCTTAATCCCATT (SEQID NO: 3);y

cebador 3°  gtttctggatccTTACAAACTGCACGCCGGTAT (SEQ ID NO: 4)

La polimerasa de Pfu se utilizé de acuerdo con el protocolo de los fabricantes (Stratagene Cloning Systems, Inc.,
La Jolla, CA).

El producto de la PCR y el vector pQE60 (Qiagen) fueron digeridos ambos con las endonucleasas de restriccion
EcoRI y BglIl (New England Biolabs) de acuerdo con los protocolos de los fabricantes. La ligacién y la transforma-
cion, y la expresion en células anfitrionas pREP4 M15 (Qiagen) proporcionan una proteina etiquetada con 6X-His C-
terminal.

Después se pueden medir las secuencias de dcido nucleico y otras enzimas en cuanto a su retencién de la actividad
bioldgica caracteristica para la enzima de la presente invencién, por ejemplo, en un andlisis para detectar la actividad
enzimdtica fitasa (Food Chemicals Codex, 4* Ed.). Tales enzimas incluyen las formas truncadas de la fitasa, y variantes
tales como las variantes por delecién e insercion.

Un ejemplo in vitro de semejante andlisis es el siguiente andlisis para la deteccién de la actividad fitasa: Se puede
medir la actividad fitasa incubando 150 ul de la preparacién de enzima con 600 ul de fitato sédico 2 mM en tampén
Tris-HC1 100 mM pH 7.5, con un suplemento de CaCl, 1 mM durante 30 minutos a 37°C. Después de la incubacién
la reaccidn se detiene afiadiendo 750 ul de 4cido tricloroacético al 5%. El fosfato liberado se midi6 espectrofotométri-
camente frente al patrén fosfato a 700 nm después de afiadir 1500 ul del reactivo de color (4 volimenes de molibdato
de amonio al 1,5% en 4cido sulfirico al 5,5% y 1 volumen de sulfato ferroso al 2,7%; Shimizu, 1992). Una unidad
de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima requerida para liberar un yumol de Pi por minuto en
las condiciones del andlisis. La actividad especifica se puede expresar en unidades de actividad enzimdtica por mg de
proteina.

La enzima de la presente invencién tiene actividad enzimadtica con respecto a la hidrdlisis de fitato a inositol y
fosfato libre.

Las enzimas y polinucledtidos de la presente invencidn se proporcionan preferiblemente en forma aislada, y pre-
feriblemente se purifican hasta la homogeneidad. El polipéptido de fitasa de la invencién se puede obtener utilizando
cualquiera de los numerosos métodos convencionales. Por ejemplo, se pueden producir polipéptidos de fitasa en un
sistema de expresién recombinante convencional (véase mds abajo), sintetizado quimicamente (este enfoque puede
estar limitado a fragmentos peptidicos de fitasa pequenos), o se pueden purificar a partir de organismos en los que
son naturalmente expresados. Los métodos de expresion utiles incluyen el uso de anfitriones mamiferos, anfitriones
microbianos, y anfitriones vegetales.

La expresién recombinante de las presentes moléculas de fitasa se puede llevar a cabo combinada con una o mas
moléculas adicionales tales como, por ejemplo, otras enzimas. Este enfoque es ttil para producir productos combi-
nados, tales como una planta o una parte de una planta que contiene las presentes moléculas de fitasa asi como una
o mds moléculas adicionales - preferiblemente dichas moléculas de fitasa y dichas moléculas adicionales son ttiles
en un tratamiento combinado. Las moléculas expresadas recombinantemente resultantes se pueden utilizar en forma
homogeneizada y/o purificada o alternativamente en una forma relativamente no purificada (p. €j. en forma de partes
consumibles de plantas que son ttiles cuando se mezclan con otros productos alimenticios para catalizar la degradacién
de fitato).
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En sintesis, en una realizacién no limitante, la presente invencion proporciona una enzima recombinante expresada
en un anfitrién. En otra realizacién no limitante, la presente invencién proporciona a enzima fitasa sustancialmente
pura. De este modo, una enzima de la presente invencién puede ser una enzima recombinante, una enzima natural, o
una enzima sintética, preferiblemente una enzima recombinante.

La presente invencion también se refiere a vectores que incluyen polinucledtidos de la presente invencién, células
anfitrionas que son disefiadas genéticamente con vectores de la invencion, y a la produccién de enzimas de la invencién
mediante técnicas recombinantes.

Las células anfitrionas son disefiadas genéticamente (p. ej. transducidas o transformadas o transfectadas) con los
vectores que contienen los polinucledtidos de esta invencidn. Tales vectores pueden ser, por ejemplo, un vector de
clonacién o un vector de expresion. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de un pldsmido, una particula viral,
un fago, un prién, etc. Las células anfitrionas disefiadas pueden ser cultivadas en medios nutrientes convencionales
modificados segtn sea apropiado para activar los promotores, y/o seleccionar los transformantes o amplificar los
genes de la presente invencion. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son aquellos
utilizados previamente con la célula anfitriona seleccionada para la expresion, y serdn evidentes para los expertos en
la técnica.

Los polinucleétidos de la presente invencion se pueden emplear para producir enzimas mediante técnicas recom-
binantes. De este modo, por ejemplo, el polinucledtido puede ser incluido en cualquiera de una variedad de vectores
de expresion para expresar una enzima. Tales vectores incluyen secuencias de ADN cromosdmicas, no cromosdmicas
y sintéticas, p. €j., derivados de SV40; plasmidos bacterianos; ADN de fagos; baculovirus; plasmidos de levadura;
vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, ADN virales tales como vaccinia, adenovirus,
virus de la viruela aviar, y pseudorrabia. Sin embargo, se puede utilizar cualquier otro vector con tal que sea replicable
y viable en el anfitrion.

La secuencia de ADN apropiada se puede insertar en el vector mediante una variedad de procedimientos. En ge-
neral, la secuencia de ADN se inserta en uno o varios sitios de endonucleasas de restriccion apropiadas mediante
procedimientos conocidos en la técnica. En este significado se incluye el uso de moléculas de extremos romos que
podrian ser generadas mediante el uso de la digestién con enzimas de restriccion asi como medios independientes
de la digestidon con enzimas de restriccién. Alternativamente, el inserto puede ser incorporado a un vector por me-
dios denominados “independientes de ligasa”. En un aspecto particular, un medio “independiente de ligasa” se ilustra
mediante el uso de la ligacién mediada por topoisomerasa a la temperatura ambiente, por ejemplo de acuerdo con
el kit disponible en el mercado denominado TOPO-TA Cloning® (Invitrogen Corporacién, Carlsbad, CA). También
pueden resultar utiles enzimas alternativas, incluyendo isémeros de topoisomerasa asi como enzimas de recombina-
cién mas distantemente relacionadas (p. ej. recombinasas), para mediar este tipo de incorporacién “independiente de
ligasa”. En otro aspecto particular, un medio “independiente de ligasa” se ilustra mediante el uso de mecanismos de
reparacion del anfitrién. Se considera que tales procedimientos y otros estin dentro del alcance de los expertos en la
técnica.

La secuencia de ADN en el vector de expresion estd conectada operativamente a una o varias secuencias de control
de la expresion apropiadas (promotores) para dirigir la sintesis de ARNm. Como ejemplos representativos de tales
promotores, se pueden mencionar: un promotor de LTR o SV40, un lac o trp de E. coli, un promotor P, del fago
lambda y otros promotores que se sabe que controlan la expresion de genes en células procaridticas o eucariéticas o
sus virus. El vector de expresion también contiene un sitio de unién al ribosoma para el inicio de la traduccién y un
terminador de la transcripcién. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

Ademds, los vectores de expresion contienen preferiblemente uno o mas genes marcadores seleccionables para
proporcionar un rasgo tipico para la seleccion de células anfitrionas transformadas tales como la dihidrofolato reduc-
tasa o la resistencia a la neomicina para el cultivo de células eucaridticas, o tales como la resistencia a tetraciclina o
ampicilina en E. coli.

El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada como se ha descrito aqui antes, asi como un promotor o
una secuencia de control apropiados, pueden ser empleados para transformar un anfitrién apropiado para permitir al
anfitrién expresar la proteina.

Como ejemplos representativos de los anfitriones apropiados, se pueden mencionar: células bacterianas, tales como
E. coli, Streptomyces, Bacillus subtilis; células flingicas, tales como levaduras; células de insecto tales como Drosop-
hila S2 y Spodoptera Sf9; células de animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes; adenovirus; células
vegetales, efc. Se considera que la seleccién de un anfitrién apropiado estd dentro del alcance de los expertos en la
técnica a partir de las ilustraciones de la presente memoria.

Mas concretamente, la presente invencién también incluye constructos recombinantes que comprenden una o mas
de las secuencias ampliamente descritas antes. Los constructos comprenden un vector, tal como un pldsmido o un
vector viral, en el que se ha insertado una secuencia de la invencién, en orientacién directa o inversa. En un as-
pecto preferido de esta realizacidn, el constructo comprende adicionalmente secuencias reguladoras, incluyendo, por
ejemplo, un promotor, conectado operablemente a la secuencia. También se pueden incorporar uno o mas insertos
adicionales que conducen a la expresion de una o mds moléculas adicionales, tales como otra fitasa o una enzima
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proteasa, preferiblemente dichas una o mas moléculas adicionales son ttiles combinadas con la presente fitasa en un
tratamiento combinado.

Los expertos en la técnica conocen un gran nimero de vectores y promotores adecuados, y son asequibles comer-
cialmente. Los “plasmidos” se designan por una p mindscula precedida y/o seguida de letras mayusculas y/o ndimeros.
Los plasmidos de partida de la presente memoria son asequibles comercialmente, asequibles al publico sobre una base
no restringida, o se pueden construir a partir de plasmidos asequibles de acuerdo con los procedimientos publicados.
Ademas, los plasmidos equivalentes a los descritos son conocidos en la técnica y serdn evidentes para el experto en la
técnica.

Los siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo; Bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBlues-
cript II (Stratagene); pTRC99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); Eucariéticos: pXT1, pSGS (Stratagene)
pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Sin embargo, se puede utilizar cualquier otro pldsmido u otro vector
con tal que sean replicables y viables en el anfitrion.

Las regiones promotoras se pueden seleccionar a partir de cualquier gen deseado utilizando vectores de CAT
(cloranfenicol transferasa) u otros vectores con marcadores seleccionables. Dos vectores apropiados son pKK232-8 y
pCM7. Los promotores bacterianos nombrados concretos incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Py, P, y trp. Los
promotores eucaridticos incluyen temprano inmediato de CMYV, timidina quinasa de HSV, temprano y tardio de SV40,
LTR de retrovirus, y metalotioneina-I de raton. La seleccion del vector y el promotor apropiados estan al alcance de
los expertos normales en la técnica.

En una realizacién adicional, la presente invencién se refiere a células anfitrionas que contienen los constructos
descritos antes. La célula anfitriona puede ser una célula eucaridtica superior, tal como una célula de mamifero, o una
célula eucaridtica inferior, tal como una célula de levadura, o la célula anfitriona puede ser una célula procaridtica,
tal como una célula bacteriana. La introduccion del constructo en la célula anfitriona se puede efectuar mediante
transfeccién con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-Dextrano, o electroporacién (Davis, 1986).

Se pueden utilizar los constructos en células anfitrionas de una manera convencional para producir el producto
génico codificado por la secuencia recombinante. Alternativamente, las enzimas de la invencién pueden ser producidas
sintéticamente mediante sintetizadores peptidicos convencionales.

Las proteinas maduras pueden ser expresadas en células de mamifero, levadura, bacterias, u otras células bajo el
control de promotores apropiados. Los sistemas de traduccién sin células también se pueden emplear para producir
tales proteinas utilizando ARN derivados de los constructos de ADN de la presente invencién. La clonacién y los vec-
tores de expresion apropiados para su uso con anfitriones procariéticos y eucariéticos se han descrito (p. ej. Sambrook
et al., 1989).

La transcripcion del ADN que codifica la enzimas de la presente invencidn por eucariotas superiores se incrementa
insertando una secuencia intensificadora en el vector. Los intensificadores son elementos de ADN que actdan en cis,
usualmente de aproximadamente 10 a 300 pb que actiian sobre un promotor para incrementar su transcripcién. Los
ejemplos incluyen el intensificador de SV40 del lado tardio del origen de replicacién de 100 a 270 pb, un intensificador
del promotor temprano de citomegalovirus, el intensificador del polioma del lado tardio del origen de replicacién, e
intensificadores de adenovirus.

Generalmente, los vectores de expresion recombinante incluirdn origenes de replicacién y marcadores seleccio-
nables que permitan la transformacién de la célula anfitriona, p. €j., el gen de resistencia a ampicilina de E. coli y
el gen TRP1 de S. cerevisiae, y un promotor derivado de un gen altamente expresado para dirigir la transcripciéon de
una secuencia estructural aguas abajo. Tales promotores pueden derivar de operones que codifican enzimas glicoliticas
tales como 3-fosfoglicerato quinasa (PGK), factor A, fosfatasa 4cida, o proteinas de choque térmico, entre otras. La
secuencia estructural heter6loga se ensambla en la fase apropiada con las secuencias de inicio y terminacion de la
traduccion, y preferiblemente, una secuencia lider capaz de dirigir la secrecion de la enzima traducida. Opcionalmen-
te, la secuencia heteréloga puede codificar una enzima de fusién incluyendo un péptido de identificaciéon N-terminal
que confiere las caracteristicas deseadas, p. €j., estabilizacién o purificacién simplificada del producto recombinante
expresado.

Los vectores de expresion utiles para uso bacteriano se construyen insertando una secuencia estructural de ADN
que codifica una proteina deseada junto con sefiales de inicio y terminacion de la traduccidn adecuadas en una fase de
lectura operable con un promotor funcional. El vector comprenderd uno o mas marcadores seleccionables fenotipicos
y un origen de replicacién para asegurar el mantenimiento del vector y para proporcionar, si fuera deseable, la ampli-
ficacién dentro del anfitrién. Los anfitriones procariéticos adecuados para la transformacién incluyen E. coli, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium y diversas especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus,
aunque también se pueden emplear otros, es una cuestion de eleccion.

Como ejemplo representativo pero no limitante, los vectores de expresion Utiles para uso bacteriano pueden com-
prender un marcador seleccionable y un origen de replicacién bacteriano derivado de plasmidos disponibles en el
mercado que comprenden elementos genéticos del vector de clonacién pBR322 (ATCC 37017) bien conocido. Tales
vectores comerciales incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) y GEM1 (Pro-
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mega Biotec, Madison, WI, USA). Estas secciones de la “cadena principal” de pBR322 se combinan con un promotor
apropiado y la secuencia estructural que se va a expresar.

Después de la transformacién de una cepa anfitriona adecuada y el crecimiento de la célula anfitriona hasta una
densidad celular apropiada, el promotor seleccionado es inducido mediante medios apropiados (p. €j., desplazamiento
de la temperatura o induccién quimica) y las células se cultivan durante un periodo adicional.

Las células se cosechan tipicamente mediante centrifugacion, se desorganizan mediante medios fisicos o quimicos,
y el extracto bruto resultante se conserva para su purificacion adicional.

Las células microbianas empleadas en la expresion de proteinas pueden ser desorganizadas mediante cualquier
método conveniente, incluyendo el ciclo de congelacidon-descongelacién, la sonicacidn, la desorganizacién mecdnica,
o el uso de agentes de lisis celular, tales métodos son bien conocidos para los expertos en la técnica.

También se pueden emplear diversos sistemas de cultivo de células de mamifero para expresar la proteina recom-
binante. Los ejemplos de los sistemas de expresién de mamifero incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos de rifién de
mono, como se ha descrito (Gluzman, 1981), y otras lineas celulares capaces de expresar un vector compatible, por
ejemplo, las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK. Los vectores de expresién en mamifero comprenderdn un
origen de replicacion, un promotor y un intensificador adecuados, y también cualquier sitio de unién al ribosoma, sitio
de poliadenilacién, sitios donadores y aceptores de empalme, secuencias de terminacion transcripcional, y secuencias
no transcritas limitrofes 5°. Las secuencias de ADN derivadas de los sitios de empalme, y poliadenilacién de SV40 se
pueden utilizar para proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos.

La enzima puede ser recuperada y purificada de los cultivos de células recombinantes mediante métodos que
incluyen precipitacién con sulfato de amonio o etanol, extracciéon con acido, cromatografia de intercambio aniéni-
co o catiénico, cromatografia con fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad,
cromatografia con hidroxilapatita y cromatografia con lectina. Se pueden utilizar las etapas de replegamiento de la
proteina, seglin sea necesario, para completar la configuracion de la proteina madura. Finalmente, se puede emplear la
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) para las etapas de purificacién finales.

Las enzimas de la presente invencidn pueden ser un producto purificado naturalmente, o un producto de proce-
dimientos sintéticos quimicos, o producidas mediante técnicas recombinantes a partir de un anfitrién procariético o
eucaridtico (por ejemplo, mediante células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insecto y de mamifero
en cultivo). Dependiendo del anfitrion empleado en el procedimiento de produccién recombinante, las enzimas de
la presente invencion pueden estar glicosiladas o pueden no estar glicosiladas. Las enzimas de la invencion pueden
incluir o no un residuo de aminodcido metionina inicial.

En una realizacion preferida, la enzima de la presente invencién es una enzima fitasa que es estable al calor y
resistente al calor y cataliza la hidrdlisis enzimatica de fitato, es decir, la enzima es capaz de renaturalizarse y recuperar
la actividad después de un periodo breve (es decir, 5 a 30 segundos), o mds largo, por ejemplo, minutos u horas, de
exposicion a temperaturas de hasta aproximadamente 50°C o ligeramente por encima de 50°C.

La presente invencion se describe adicionalmente con referencia a los ejemplos contenidos en la presente memoria;
no obstante, se debe entender que la presente invencién no esta limitada a tales ejemplos. Todas las partes o cantidades,
a menos que se especifique de otro modo, son en peso.

La presente invencién también proporciona un polinucledtido de fitasa variante aislado, o una de sus porciones oli-
gonucleotidicas que comprende una mutacién como se describe en la presente memoria. Segn se utiliza en la presente
memoria, el término “aislado” o “purificado,” cuando se utiliza en referencia a un polinucleétido, oligonucledtido, o
polipéptido, significa que el material estd en una forma distinta de aquellas en la que se encuentra normalmente en la
naturaleza. De este modo, cuando se produce un polinucleétido o polipéptido en una célula en la naturaleza, un polinu-
cleétido aislado o un polipéptido purificado puede ser uno que estd separado, al menos en parte, de los materiales con
los que normalmente esta asociado. En general, un polinucleétido aislado o un polipéptido purificado estd presente en
una forma en la que constituye al menos aproximadamente del 5 al 10% de una composicién, normalmente del 20% al
50% de una composicién, particularmente aproximadamente del 50% al 75% de una composicién, y preferiblemente
aproximadamente del 90% al 95% o mds de una composicidon. Los métodos para aislar un polinucleétido o polipéptido
son bien conocidos y rutinarios en la técnica.

Como parte de, o después del aislamiento, un polinucleétido se pueden reunir con otros polinucleétidos, tales como
moléculas de ADN, por ejemplo, para estudios de mutagénesis, para formar proteinas de fusion, o para la propagacioén
o expresion del polinucleétido en un anfitrién. Los polinucleétidos aislados, solos o reunidos con otros polinucleétidos,
tales como vectores, pueden ser introducidos en células anfitrionas, en cultivo o en organismos completos. Tales
polinucleétidos, cuando son introducidos en células anfitrionas en cultivo o en organismos completos, sin embargo se
consideran “aislados” debido a que no estdn en la forma en la que existen en la naturaleza. De un modo similar, los
polinucleétidos, oligonucledtidos, y polipéptidos pueden estar presentes en una composicion tal como una formulacién
de medio (soluciones para la introduccién de polinucleétidos, oligonucleétidos, o polipéptidos, por ejemplo, en células
0 composiciones o soluciones para reacciones quimicas o enzimdticas que no son composiciones de origen natural)
y, alli quedan polinucleétidos, oligonucleétidos, o polipéptidos aislados dentro del significado de ese término segtin
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se emplea en la presente memoria. Un polinucleétido aislado puede ser un polinucleétido que no es inmediatamente
contiguo a las secuencias de nucleétidos a las que es inmediatamente contiguo en el genoma u otra molécula de
ADN celular de origen natural en la naturaleza. De este modo, un polinucleétido recombinante, puede comprender un
polinucleétido incorporado a un vector, un pldsmido auténomamente replicante, o un virus; o al ADN gendémico de un
procariota o un eucariota, que normalmente no expresa un polipéptido concreto.

Segtn se utiliza en la presente memoria, el término “polinucleétido” u “oligonucleétido” o “secuencia de nucledti-
dos” o similares hace referencia a un polimero de dos o mas nucleétidos o andlogos de nucleétidos. El polinucleétido
puede ser una molécula de acido ribonucleico (ARN) o de dcido desoxirribonucleico (ADN), y puede ser ADN o ARN
de cadena sencilla o de cadena doble, o un hibrido de ADN:ARN de cadena doble. El polinucleétido u oligonucleétido
pueden contener una o més bases modificadas, por ejemplo, inosina o una base tritilada. Los enlaces que conectan los
nucledtidos en un polimero son generalmente enlaces fosfodiéster, pero pueden ser otros enlaces utilizados rutina-
riamente para conectar nucledtidos incluyendo, por ejemplo, enlaces fosforotioato, enlaces tioéster, y similares. Un
polinucleétido también puede ser una forma modificada quimicamente, enzimaticamente o metabdlicamente.

Segtn se utiliza en la presente memoria, el término “polinucle6tido mutante o variante” significa una secuencia
de nucleétidos que tiene uno o unos pocos cambios de nucleétidos en comparacién con la secuencia de nucleétidos
mostrada en los SEQ ID NO: 1, 7 0 9, por ejemplo. El cambio de nucleétido puede ser una delecidn, insercién o
sustitucion, y puede ser silencioso de manera que no haya cambio en el marco de lectura de un polipéptido codificado
por el polinucleétido de tipo salvaje, o puede ser un cambio que de como resultado un cambio de aminoécido o la
introduccién de un codén de PARADA en el polinucleétido, o un cambio en una secuencia de nucleétidos implicada
en la transcripcion o traduccién del polinucleétido, por ejemplo, un cambio que de como resultado una alteracion del
empalme de un transcrito del gen en un ARNm.

Por conveniencia para su estudio y para su uso como marco de referencia, la secuencia de nucleétidos de la fitasa
expuesta en el SEQ ID NO: 1 o el SEQ ID NO: 7 es referida como poli nucleétido de tipo salvaje o secuencia génica
de “tipo salvaje”, y, de un modo similar, el polipéptido mostrado como SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 8 es referido
como polipéptido de fitasa de tipo salvaje.

Los ejemplos de una secuencia de polinucledtidos de fitasa variante incluyen secuencias sustancialmente como las
mostradas en el SEQ ID NO: 7, donde el polinucleétido tiene una secuencia de nucle6tidos como se expone en a)
el SEQ ID NO: 9; b) el SEQ ID NO: 9 donde todas las T son U (ARN); donde la expresion del dcido nucleico que
codifica la fitasa conduce a la produccién de dicha enzima fitasa sustancialmente pura; y ¢) el SEQ ID NO: 7, donde
390 es G; 391 es A; el nucledtido 438 es T; 439 es G; 440 es G; 471 es C; 473 es T; 477 es T;, 448 es G; 449 es T;
690 es G; 691 es A; 692 es G; 729 es T; 730 es A; 731 es T; 864 es T; 865 es G; 1017 es G, o una cualquiera de
sus combinaciones. Una secuencia de nucledtidos variante es sustancialmente idéntica al SEQ ID NO: 7, y tiene una
secuencia de nucledtidos modificada seleccionada entre el nucle6tido 390 es Gy 391 es A; el nucleétido 438 es T, 439
esGy440esG;471esCy473esT;477es T, 448 es G,y 449 es T; 690 es G, 691 es Ay 692 es G; 729 es T, 730 es
A,y 731 esT; 864 esTy865es G; 1017 es G, o una cualquiera de sus combinaciones.

Los polinucleétidos mutantes incluyen secuencias de polinucle6tidos que hibridan selectivamente con los comple-
mentos de las secuencias de polinucleétidos, o sus porciones oligonucleotidicas, descritos en la presente memoria, en
condiciones de hibridaciéon muy restrictivas, por €j., hibridacién a ADN unido a un filtro en NaHPO, 0,5 M, dode-
cilsulfato de sodio al 7% (SDS), EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en 0,1 x SSC/SDS al 0,1% a 68°C (Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, (Green Publishing Associates, Inc., y John Wiley & Sons, Inc., Nueva York
1989), y suplementos; véase p. 2.10.3; Sambrook et al., Molecular Cloning: A laboratory manual (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). Los mutantes también incluyen polinucleétidos que codifican un polipéptido de fitasa sus-
tancialmente como se muestra en el SEQ ID NO: 8, pero que tiene una o mds mutaciones; o un ARN correspondiente
a semejante polinucledtido (p. j., SEQ ID NO: 9).

Una secuencia polinucleotidica o polipeptidica que es “sustancialmente idéntica” a un polinucleétido de fitasa del
SEQ ID NO: 1 o el SEQ ID NO: 7 o una secuencia polipeptidica del SEQ ID NO: 2 o el SEQ ID NO: 8 es idéntica
generalmente en al menos 80% o 85%, usualmente al menos aproximadamente 90%, y particularmente al menos
aproximadamente 95%, y preferiblemente al menos aproximadamente 99% a la secuencia de nucleétidos o secuencia
de aminodcidos mostrada en los SEQ ID NO: 1, 7 0 9 o los SEQ ID NO: 2, 8 o 10, respectivamente. Una secuencia
polinucleotidica o polipeptidica que es sustancialmente idéntica a los SEQ ID NO: 1, 7, 9 o 2, 8, o 10 variard en
uno o mds de los sitios que tienen una mutacién, por ejemplo, una mutacién presente en un polinucleétido de fitasa
variante como se muestra en el parrafo anterior. La identidad de secuencia se puede medir utilizando el soporte 16gico
de andlisis de secuencias (por €j., Sequence Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, Universidad
de Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison WI53705).

Un polinucleétido o una porcién oligonucleotidica del mismo segun se describe en la presente memoria puede ser
util, por ejemplo, como sonda o como cebador para una reacciéon de amplificacion. La referencia a una “porcién oli-
gonucleotidica” de un polinucledtido significa que una secuencia de nucleétidos del polinucleétido variante o mutante
es menor que el polinucleétido completo. Generalmente, un oligonucleétido titil como sonda o un cebador contiene
al menos aproximadamente 10 nucleétidos, y usualmente contiene aproximadamente de 15 a 30 nucleétidos o mas
(véanse, por ejemplo, las Tablas 1 y 2). Los polinucleétidos y oligonucledtidos se pueden preparar mediante cualquier
método adecuado, incluyendo, por ejemplo, mediante de digestién con enzimas de restriccién de un polinucledtido
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apropiado, mediante sintesis quimica directa utilizando un método tal como el método del fosfotriéster (Narang et
al., 1979, Meth. Enzymol., 68:90-99); el método del fosfodiéster (Brown et al., 1979, Meth. Enzymol., 68:109-151)
- el método de la dietilfosforamidita (Beaucage et al., 1981, Tetrahedron Lett., 22:1859-1862); el método del triester
(Matteucci et al., 1981, J. Am. Chem. Soc., 103: 3185-3191), incluyendo los métodos de sintesis automatizados; o me-
diante el método del soporte sdlido (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 4.458.066). Ademas,
se puede preparar un polinucleétido u oligonucleétido utilizando métodos de ADN recombinante como los descritos
en la presente memoria o conocidos de otro modo en la técnica.

Un oligonucleétido puede incluir una porcién de un polinucleétido de fitasa, incluyendo, por ejemplo, una secuen-
cia sustancialmente idéntica a la del SEQ ID NO: 7, excepto donde el nucledtido 390 es G; 391 es A; el nucledtido
438 esT;439es G; 440es G; 471 esC; 473 es T; 477 es T; 448 es G; 449 es T; 690 es G; 691 es A; 692 es G; 729 es T;
730 es A; 731 es T; 864 es T; 865 es G; 1017 es G, o donde el oligonucledtido contiene una combinacién de tales sus-
tituciones con respecto al SEQ ID NO:7. De este modo, como se describe en la presente memoria, el oligonucleétido
puede tener cualquier longitud y puede abarcar una o mds de las mutaciones anteriores.

Un oligonucleétido puede hibridar selectivamente con una secuencia de nucleétidos de fitasa mutante como se
describe en la presente memoria. Segun se utiliza en la presente memoria, “hibridar selectivamente” hace referencia
a la capacidad de una sonda oligonucleotidica (o polinucleotidica) para hibridar con un polinucleétido mutante, pero
no sustancialmente con una secuencia de tipo salvaje. Las condiciones de hibridacién que permiten la hibridacién
selectiva se pueden obtener variando la restriccién de las condiciones de hibridacién, como se ha descrito antes, y
dependeran en parte, de la longitud de la sonda, del contenido de G:C relativo, de la concentracién de sal, y similares
(véase Sambrook et al., supra, 1989). Las condiciones de hibridacién que son condiciones muy restrictivas incluyen,
por ejemplo, lavado en 6 x SSC/pirofosfato de sodio al 0,05% a aproximadamente 37°C (para una sonda de ADN de
14 nucleétidos), aproximadamente 48°C (para una sonda de 17 nucleétidos), aproximadamente 55°C (para una sonda
de 20 nucleétidos), y aproximadamente 60°C (para una sonda de 23 nucledtidos).

Se puede utilizar un oligonucledtido como sonda para escrutar en busca de una variante o mutante de interés.
Ademés, los oligonucleétidos incluyen una molécula antisentido, que puede ser ttil, por ejemplo, en reacciones de re-
gulacién y amplificacién polinucleotidicas de secuencias de polinucleétidos, incluyendo secuencias de polinucle6tidos
de fitasa. Adicionalmente, tales oligonucleétidos se pueden utilizar como parte de una ribozima o una secuencia de tri-
ple hélice para la regulacién del gen de la fitasa. Aun mas, tales oligonucledtidos se pueden utilizar como componente
de un método de diagndstico, por medio del cual se puede determinar el nivel de transcrito de fitasa. Adicionalmente,
tales oligonucleétidos se pueden utilizar, por ejemplo, para escrutar e identificar homélogos de fitasa de otras especies.

El término “cebador” o “cebador de PCR” hace referencia a un oligonucledtido natural o sintético que puede
actuar como punto de inicio de la sintesis de ADN cuando se sitia en condiciones adecuadas para la prolongacién
del cebador. La sintesis de un producto de prolongacién del cebador se inicia en presencia de nucleésido trifosfatos y
una polimerasa en un tamp6n apropiado a una temperatura adecuada. Un cebador puede comprender una pluralidad
de cebadores, por ejemplo, cuando existe cierta ambigiiedad en la informacién referente a uno o ambos extremos de
la region diana que se va a sintetizar. Por ejemplo, si se determina una secuencia de acido nucleico a partir de una
secuencia de proteina, un cebador generado para sintetizar la secuencia de dcido nucleico que codifica la secuencia de
proteina puede comprender una coleccién de cebadores que contienen secuencias que representan todas las posibles
variaciones de codones basadas en la degeneracion del cédigo genético. Uno o mds de los cebadores de esta coleccién
serd homdlogo al extremo de la secuencia diana o una secuencia que limite con la secuencia diana. Del mismo modo,
si una regién conservada muestra niveles significativos de polimorfismo en una poblacién, se pueden preparar mezclas
de cebadores que amplificardn secuencias adyacentes.

Durante la amplificacién por PCR, se utilizan pares de cebadores que flanquean una secuencia diana de interés
para amplificar la secuencia diana. Un par de cebadores comprende tipicamente un cebador directo, que hibrida con
el extremo 5’ de la secuencia diana, y un cebador inverso, que hibrida con el extremo 3’ de la secuencia diana. Un
par de cebadores incluye al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso que permite la generacién de un
producto de amplificacion, que puede ser un producto de amplificacion especifico de grandes fragmentos de fitasa o un
producto de amplificacién anidada de semejante producto de amplificacion, incluyendo un cebador directo e inverso
siempre que el cebador directo se encuentre en 5’ (o aguas arriba) con respecto al cebador inverso con referencia a
una secuencia diana de polinucledtidos, y que los cebadores estén suficientemente préximos de manera que se pueda
generar un producto de amplificacién.

Las secuencias de 4cido nucleico que codifican una proteina de fusién se pueden producir y se pueden conectar
operativamente a secuencias para el control de la expresion. Tales proteinas de fusidon y composiciones son ttiles en el
desarrollo de anticuerpos o para generar y purificar péptidos y polipéptidos de interés. Segun se utiliza en la presente
memoria, el término “conectado operativamente” hace referencia a una yuxtaposicién, donde los componentes asf des-
critos estdn en una relacion que permite que funcionen de la manera pretendida. Por ejemplo, una secuencia de control
de la expresion conectada operativamente a una secuencia codificante se liga de manera que se logre la expresion
de la secuencia codificante en condiciones compatibles con las secuencias de control de la expresidn, mientras dos
secuencias codificantes conectadas operativamente se pueden ligar de manera que estén en el mismo marco de lectura
y, por lo tanto, codifiquen una proteina de fusién.
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Segtn se utiliza en la presente memoria, el término “secuencias de control de la expresion” hace referencia a se-
cuencias de dcido nucleico que regulan la expresion de una secuencia de dcido nucleico a la cual estdn conectadas
operativamente. Las secuencias de control de la expresion estdn conectadas operativamente a una secuencia de acido
nucleico cuando las secuencias de control de la expresion controlan y regulan la transcripcion y, cuando sea apropiado,
la traduccidn de la secuencia de 4cido nucleico. De este modo, las secuencias de control de la expresion pueden incluir
promotores, intensificadores, terminadores de la transcripcion, un codén de inicio (es decir, ATG) delante de un gen
que codifica la proteina, sefiales de empalme para intrones, mantenimiento del marco de lectura correcto de ese gen
para permitir la traduccién apropiada del ARNm, y codones de TERMINACION. Las secuencias de control incluyen,
como minimo, componentes cuya presencia puede influir en la expresion, y también pueden incluir componentes adi-
cionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias compaiieras de fusién. Las secuencias
de control de la expresion pueden incluir un promotor.

Un polinucleétido puede comprender una porciéon de una molécula de dcido nucleico recombinante, que, por
ejemplo, puede codificar una proteina de fusién. El polinucleétido, o la molécula de 4cido nucleico recombinante,
pueden ser insertados en un vector, que puede ser un vector de expresion, y pueden derivar de un pldsmido, un virus
o similares. El vector de expresién generalmente contiene un origen de replicacién, un promotor, y uno o mas genes
que permiten la seleccion fenotipica de células transformadas que contienen el vector. Los vectores adecuados para su
uso en la presente invencién incluyen, pero no estdn limitados al vector de expresion basado en T7 para la expresion
en bacterias (Rosenberg, ef al., Gene 56: 125,1987), el vector de expresion pMSXND para la expresion en células de
mamifero (Lee y Nathans, J. Biol. Chem. 263: 3521, 1988); vectores de expresion derivados de baculovirus para la
expresion en células de insecto; y similares.

La eleccion de un vector también dependera del tamafio de la secuencia de polinucleétidos y la célula anfitriona
que se vaya a emplear en los métodos de la invencion. De este modo, el vector utilizado en la invencién puede ser un
plasmido, fago, césmido, fagémido, virus (p. €j., retrovirus, parainfluenzavirus, herpesvirus, reovirus, paramyxovirus,
y similares), o porciones seleccionadas de los mismos (p. €j., proteina de la envoltura, glicoproteina de las espiculas,
proteina de la capside). Por ejemplo, los csmidos y los fagémidos se utilizan tipicamente cuando la secuencia de 4cido
nucleico especifica que se va a analizar o modificar es grande debido a que estos vectores son capaces de propagar
establemente polinucledtidos grandes. Los c6smidos y los fagémidos son particularmente adecuados para la expresién
o manipulacién de los polinucleétidos de fitasa del SEQ ID NO: 1 o 7 o un polinucleétido de fitasa mutante como en
el SEQ ID NO: 9.

En levaduras, se pueden utilizar numerosos vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles (véanse
Ausubel et al, supra, 1989; Grant et al., Meth. Enzymol. 153: 516-544, 1987; Glover, ADN Cloning, Vol. II, IRL
Press, Washington D. C., Ch. 3, 1986; y Bitter, Meth. Enzymol. 152: 673-684, 1987; y The Molecular Biology of the
Yeast Saccharomyces, Eds. Strathem et al., Cold Spring Harbor Press, Vols. I y II, 1982). Se puede utilizar un promo-
tor de lavadura constitutivo tal como ADH o LEU2 o un promotor inducible tal como GAL (“Cloning in Yeast,” Cap.
3, Rothstein, En “DNA Cloning” Vol. 11, A Practical Approach, ed. Glover, IRL Press, 1986). Alternativamente, se
pueden utilizar vectores que promueven la integracion de secuencias de ADN fordneas en el cromosoma de levadura.
La construccién de vectores de expresion y la expresion de genes en células transfectadas implican el uso de meca-
nismos de clonacién molecular también bien conocidas en la técnica (véase Sambrook et al., supra, 1989; Ausubel
et al., supra, 1989). Estos métodos incluyen mecanismos de ADN recombinante in vitro, mecanismos sintéticos y
recombinacién in vivo/recombinacién genética.

Un polinucleétido u oligonucledtido puede estar contenido en un vector y puede ser introducido en una célula
mediante transformacién o transfeccién de la célula. Por “transformacion” o “transfeccién” se quiere significar un
cambio genético permanente (estable) o transitorio inducido en una célula después de la incorporacién de ADN nuevo
(es decir, ADN ex6geno a la célula). Cuando la célula es una célula de mamifero, el cambio genético permanente se
logra generalmente mediante la introduccion del ADN en el genoma de la célula.

Una célula transformada o una célula anfitriona puede ser cualquier célula procaridtica o eucaridtica en la que
(o en un antecesor de la cual) se ha introducido, por medio de técnicas de ADN recombinante, una secuencia de
polinucleétidos de la invencién o uno de sus fragmentos. La transformacién de una célula anfitriona se puede llevar a
cabo mediante mecanismos convencionales como los que son bien conocidos para los expertos en la técnica. Cuando el
anfitrién es un procariota, tal como E. coli, se pueden preparar células competentes que son capaces de absorber ADN
a partir de células cosechadas tras la fase de crecimiento exponencial y se pueden tratar con posterioridad mediante el
método del CaCl, por medio de procedimientos bien conocidos en la técnica, o utilizando MgCl, o RbCl. También se
puede realizar la transformacién después de formar un protoplasto de la célula anfitriona o mediante electroporacion.

Cuando el anfitrién es un eucariota, tales métodos de transfeccién incluyen el uso de coprecipitados de fosfato de
calcio, procedimientos mecdnicos convencionales tales como microinyeccion, electroporacién, insercién de un plas-
mido encerrado en liposomas, o el uso de vectores de virus, u otros métodos conocidos en la técnica. En un método
se utiliza un vector viral eucaridtico, tal como el virus de simios 40 (SV40) o el papilomavirus bovino, para infectar
transitoriamente o transformar células eucariéticas y expresar la proteina. (Eucariotic Viral Vectors, Cold Spring Har-
bor Laboratory, Gluzman ed., 1982). Preferiblemente, se utiliza un anfitrién eucariético como célula anfitriona como
se describe en la presente memoria. La célula eucaridtica puede ser una célula de levadura (p. €j., Saccharomyces
cerevisiae), o puede ser una célula de mamifero, incluyendo una célula humana.
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Se pueden utilizar una variedad de sistemas de expresién de anfitrién-vector para expresar una secuencia de nu-
cledtidos de fitasa tal como el SEQ ID NO: 1 o el SEQ ID NO: 7, una secuencia codificante del SEQ ID NO: 1 o
un polinucleétido de fitasa mutante tal como el SEQ ID NO: 9. Tales sistemas de expresién con anfitrién representan
vehiculos por medio de los cuales se pueden producir las secuencias de nucledtidos de interés y se puede purificar
con posterioridad, y también representan células que, cuando son transformadas o transfectadas con las secuencias de
nucleédtidos codificantes apropiadas, pueden expresar una proteina, incluyendo un polipéptido variante o mutante o
una de sus porciones peptidicas in situ. Tales células incluyen, pero no estdn limitadas a, microorganismos tales como
bacterias (p. €j., E. coli, B. subtilis) transformadas con vectores de expresién de ADN de bacteriéfago recombinante,
ADN plasmidico o ADN cosmidico que contienen un polinucleétido, o una de sus porciones oligonucleotidicas (tipo
salvaje, variante u otro mutante); levadura (p. ej., Saccharomyces, Pichia) transformada con vectores de expresion
de levadura recombinantes que contienen un polinucleétido, o una de sus porciones oligonucleotidicas (tipo salvaje,
variante u otro mutante); sistemas de células de insecto infectadas con vectores de expresion de virus recombinantes
(p. €j., baculovirus) que contienen un polinucleétido, o una de sus porciones oligonucleotidicas (tipo salvaje, variante
u otro mutante); sistemas de células vegetales infectadas con vectores de expresion de virus recombinante (p. €j., virus
del mosaico de la coliflor o virus del mosaico del tabaco) o transformadas con vectores de expresion de plasmidos
recombinantes (p. €j., pldsmido Ti) que contiene un polinucleétido mutante o una de sus porciones oligonucleotidicas;
o sistemas de células de mamifero (p. ej., COS, CHO, BHK, 293, 3T3) que albergan constructos de expresién recombi-
nantes que contienen promotores derivados del genoma de células de mamifero (p. ej., promotor de la metalotioneina)
o de virus de mamiferos (p. €j., el promotor tardio de adenovirus; el promotor de 7,5 K del virus vaccinia).

En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar ventajosamente numerosos vectores de expresion dependiendo del
uso pretendido de la proteina fitasa (tipo salvaje, variante u otro mutante de fitasa) que estd siendo expresada. Por
ejemplo, cuando se va a producir una gran cantidad de semejante proteina, para la generacién de anticuerpos, o para
escrutar genotecas peptidicas, pueden ser deseables vectores que dirigen la expresion de elevados niveles de proteinas
de fusién producto que son facilmente purificadas. Tales vectores incluyen, pero no estin limitados a, el vector de
expresion en E. coli pUR278 (Ruter et al., 1983, EMBO J. 2:1791), en el que un polinucledtido de fitasa, o una de sus
porciones oligonucleotidicas (tipo salvaje, variante u otro mutante) pueden ser ligados individualmente en el vector
en marco con la regioén codificante de lac Z de manera que se produce una proteina de fusidn; vectores pIN (Inou-
ye y Inouye, Nucl. Acids Res. 13:3101-3109, 1985; Van Heeke y Schuster, J. Biol. Chem. 264:5503-5509, 1989); y
similares. También se pueden utilizar vectores pGEX para expresar polipéptidos fordneos en forma de proteinas de
fusién con glutation-S-transferasa (GST). En general, tales proteinas de fusién son solubles y pueden ser facilmente
purificadas a partir de células lisadas mediante adsorcién sobre cuentas de glutation-agarosa seguido de elucién en
presencia de glutation libre. Los vectores pGEX se disefian para que incluyan sitios de escisién de trombina o pro-
teasa factor Xa de manera que la proteina fitasa clonada, la variante o el mutante puedan ser liberados del radical
GST.

En un sistema de insecto, se utiliza virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como
vector para expresar genes foraneos. El virus crece sobre células de Spodoptera frugiperda. Un polinucleétido de fitasa,
o una de sus porciones oligonucleotidicas se puede clonar individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo el
gen de la polihedrina) del virus y colocar bajo el control de un promotor de AcNPV (por ejemplo el promotor de
la polihedrina). La insercién satisfactoria de un polinucleétido de fitasa, o una de sus porciones oligonucleotidicas
dard como resultado la inactivacién del gen de la polihedrina y la produccién de virus recombinante no ocluido (es
decir, virus que carece de la cubierta proteinicea codificada por el gen de la polihedrina). Estos virus recombinantes
se utilizan después para infectar células de Spodoptera frugiperda en las que se expresa el gen insertado (véase Smith
et al., 1983, J. Virol. 46:584; Patente de los Estados Unidos Num. 4.215.051).

En células anfitrionas de mamifero, se pueden utilizar numerosos sistemas de expresion basados en virus. En los
casos en los que se utiliza un adenovirus como vector de expresion, se puede ligar un polinucleétido de fitasa, o una
de sus porciones oligonucleotidicas, a un complejo de control de la transcripcién/traduccién de adenovirus, p. €j.,
el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Este gen quimérico puede ser insertado después en el genoma de
adenovirus mediante recombinacion in vitro o in vivo. La insercién en una region no esencial del genoma viral tal
como laregién E1 o E3 da como resultado un virus recombinante que es viable y capaz de expresar una proteina fitasa
(p. ¢j., tipo salvaje, o sus variantes o mutantes) en los anfitriones infectados (Logan y Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA 81:3655-3659, 1984). También se pueden requerir sefiales de inicio especificas para una traduccién eficaz de la
secuencia de fitasa insertada. Estas sefiales incluyen el codén de iniciaciéon ATG y secuencias adyacentes. Cuando se
inserta un polinucleétido completo, incluyendo su propio codén de iniciacion y secuencias adyacentes, en el vector de
expresion apropiado, pueden no ser necesarias sefiales de control traduccional adicionales. Sin embargo, cuando solo
se inserta una porcion de una secuencia, se deben proporcionar sefiales de control traduccional exdgenas, incluyendo,
por ejemplo, un codén de iniciaciéon ATG. Ademads, el coddn de iniciacién debe estar en fase con el marco de lectura
de la secuencia codificante deseada para asegurar la traduccion del inserto completo. Estas sefiales de control de la
traduccion exdgenas y codones de iniciacién pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como sintéticos. Se puede
aumentar la eficacia de expresion mediante la inclusién de elementos intensificadores de la transcripcién apropiados,
terminadores de la transcripcién, y similares (véase Bittner ef al., Meth. Enzymol. 153:516-544, 1987).

Ademds, se puede seleccionar una cepa de células anfitrionas que modula la expresion de las secuencias insertadas,
o modifica y procesa el polipéptido expresado de una manera especifica. Tales modificaciones (p. ej., glicosilacién) y
procesamientos (p. €j., escision) de los productos proteicos pueden ser importantes para la funcidn de la proteina. Las
diferentes células anfitrionas tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento y la modificacién
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post-traduccionales de las proteinas. Se pueden seleccionar lineas celulares o sistemas anfitriones apropiados para
asegurar la correcta modificacién y procesamiento de la proteina fordnea que estd siendo expresada. Con este fin, se
pueden utilizar las células anfitrionas eucaridticas que poseen la maquinaria celular para el procesamiento apropia-
do del transcrito primario, la glicosilacion, y la fosforilacién del polipéptido. Tales células anfitrionas de mamifero
incluyen, pero no estan limitadas a, CHO, VERO, BHK, HeLa, COS, MDCK, 293, 3T3, WI38, y similares.

Para la produccién de elevado rendimiento, a largo plazo de proteinas recombinantes, se prefiere la expresion
estable. Por ejemplo, se pueden disefiar lineas celulares que expresan establemente una proteina, incluyendo el tipo
salvaje, las variantes o los mutantes de fitasa. En lugar de utilizar vectores de expresion que contienen origenes de
replicacién virales, las células anfitrionas se pueden transformar con ADN controlado por elementos de control de la
expresion apropiados (p. €j., secuencias promotoras y/o intensificadoras, terminadores de la transcripcion, sitios de
poliadenilacién, y similares), y un marcador seleccionable. Después de la introduccién del ADN foraneo, las células
disenadas se pueden hacer crecer durante 1-2 dias en medio enriquecido, cambidndose después a medio selectivo.
El marcador seleccionable del pldsmido recombinante confiere resistencia para la seleccién y permite que las células
integren establemente el plasmido en sus cromosomas y crezcan hasta formar focos, que pueden ser clonados después
y ampliados en lineas celulares. Este método puede ser utilizado ventajosamente para disefiar lineas celulares que
expresan una variante o polipéptido mutante de fitasa. Tales lineas celulares disefiadas pueden ser particularmente
utiles en el escrutinio y la evaluacién de compuestos que afectan a la actividad endégena de un polipéptido variante o
mutante de fitasa. Tales lineas celulares disefiadas también pueden ser ttiles para discriminar entre factores que tienen
efectos especificos vs. no especificos. En particular, las lineas celulares mutantes deben carecer de funciones clave, y
se pueden utilizar diversas mutaciones para identificar los dominios funcionales clave empleando andlisis in vivo.

Se pueden utilizar numerosos sistemas de seleccidn, incluyendo pero no limitados al gen de la timidina quinasa
del virus del herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223,1977), de la hipoxantina-guanina fosforribosil-transferasa
(Szybalska y Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026, 1962), y de la adenina fosforribosiltransferasa (Lowy
et al., Cell 22:817, 1980) en células tk~, hgprt™ o aprt™, respectivamente. También se pueden utilizar los genes de
resistencia a antimetabolitos como base de la seleccion para dhfr, que confiere resistencia a metotrexato (Wigler et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567,1980; O’Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527, 1981); gpt, que
confiere resistencia a dcido micofendlico (Mulligan y Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072,1981); neo, que
confiere resistencia al aminoglicésido G-418 (Colberre-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1,1981); e hygro, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre et al., Gene 30:147,1984). Por lo tanto, la invencién proporciona un vector que
contiene un polinucledtido de fitasa mutante, o una de sus porciones oligonucleotidicas, incluyendo un vector de
expresion que contiene cualquiera de las secuencias anteriores asociada operativamente con un elemento regulador
que dirige la expresion de una secuencia codificante o un cebador; y también proporciona una célula anfitriona que
contiene cualquiera de las secuencias anteriores, sola o asociada operativamente con un elemento regulador, que puede
dirigir la expresion de un polipéptido codificado por el polinucleétido, segtin sea apropiado.

Se puede aislar una secuencia de polinucledtidos de fitasa mutante realizando una reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR; véase la Patente de los Estados Unidos Num. 4.683.202) utilizando dos cebadores oligonucleotidicos,
incluyendo reservas de cebadores degenerados disefiados sobre la base de las secuencias de aminodcidos de un po-
lipéptido de fitasa tal como la descrita en el SEQ ID NO: 8 o uno de sus mutantes como se describe en la presente
memoria. El molde para la reaccién puede ser un ADNc obtenido mediante transcripcion inversa del ARNm preparado
a partir de organismos que se sabe que expresan una enzima fitasa o un homoélogo. El producto de la PCR puede ser
subclonado y secuenciado o manipulado de muchas maneras (p. €j., manipulado adicionalmente mediante PCR anida-
da) para asegurarse de que las secuencias amplificadas representan las secuencias de una secuencia polinucleotidica
de fitasa o mutante. El fragmento de la PCR puede ser utilizado después para aislar un clon de ADNc completo (inclu-
yendo clones que contienen una secuencia de polinucleétidos mutante) mediante marcaje del fragmento amplificado
y escrutinio de una genoteca de 4cido nucleico (p. €j., una genoteca de ADNc de bacteriéfago). Alternativamente,
se puede utilizar el fragmento marcado para escrutar una genoteca gendémica (para una revision de las estrategias de
clonacion, véanse, por ejemplo, Sambrook et al., supra, 1989; Ausubel et al., supra, 1989).

Los polipéptidos de fitasa que han sido modificados a partir de la secuencia de aminodcidos de tipo salvaje inclu-
yen sustituciones de residuos de aminoacido, por ejemplo, aminoécidos cargados negativamente que incluyen acido
aspdrtico y 4cido glutdmico; aminodcidos cargados positivamente que incluyen lisina y arginina; aminodcidos con
grupos de cabeza polar no cargados que tienen valores del caracter hidréfilo similares que incluyen los siguientes:
leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina. En muchos
casos, no obstante, una sustitucién de un nucleétido puede ser silenciosa, no dando como resultado ningiin cambio en
el polipéptido codificado.

Los polipéptidos o péptidos sintéticos pueden ser preparados mediante sintesis quimica, por ejemplo, métodos de
sintesis peptidica quimica en fase sélida, que son bien conocidos (véanse, por ejemplo, Merrifield, J. Am. Chem. Soc.,
85: 2149-2154, 1963; Stewart y Young, Solid Phase Peptide Synthesis, Segunda ed., Pierce Chemical Co., Rockford,
III., pag. 1112), y han sido empleados en kits de disefio y sintesis de péptidos en el laboratorio disponibles en el
mercado (Cambridge Research Biochemicals). Tales kits de laboratorio disponibles en el mercado han utilizado ge-
neralmente las ensefianzas de Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81: 3998(1984) y proporcionan péptidos
sintetizadores sobre las puntas de multitud de varillas o alfileres, cada uno de los cuales estd conectado a una tnica
placa. Cuando se utiliza semejante sistema, se invierte una placa de varillas o alfileres y se inserta en una segunda placa
con los correspondientes pocillos o reservorios, que contienen soluciones para adjuntar o anclar un aminoécido apro-
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piado a las puntas de los alfileres o las varillas. Repitiendo etapa del procedimiento, es decir, invirtiendo e insertando
las puntas de las varillas o alfileres en soluciones apropiadas, los aminodcidos construyen los péptidos deseados.

Se encuentran disponibles numerosos sistemas de sintesis peptidica FMOC asequibles. Por ejemplo, se puede lle-
var a cabo el ensamblaje de un polipéptido o fragmento sobre un soporte sélido utilizando un sintetizador peptidico
automatizado Modelo 431 A de Applied Biosystems, Inc. Semejante equipo proporciona un rdpido acceso a los pép-
tidos de la invencion, ya sea mediante sintesis directa o mediante sintesis de una serie de fragmentos que se pueden
acoplar utilizando otras técnicas conocidas. Por lo tanto, los métodos para la sintesis quimica de polipéptidos y pépti-
dos son bien conocidos para los expertos en la técnica, p. €j., se pueden sintetizar péptidos mediante mecanismos en
fase solida, escindirlos de la resina y purificarlos mediante cromatografia liquida de alta resolucién preparativa (véase,
p. €j., Creighton, 1983, Proteins: Structures and Molecular Principles, W. H. Freeman & Co., N. Y., pags. 50-60).

La composicién de los péptidos sintéticos se puede confirmar mediante andlisis de aminodcidos o secuenciacion;
por ej., utilizando los procedimientos de degradacién de Edman (véase por ej., Creighton, 1983, supra en las pags. 34-
49). De este modo se pueden sintetizar quimicamente fragmentos del polipéptido de fitasa, variante, o mutante.

Los métodos para producir una enzima fitasa se muestran en la Figura 1. El método incluye hacer crecer una
célula anfitriona que contiene un polinucleétido que codifica la enzima (p. ej., SEQ ID NO: 1, 7 0 9), en condiciones
que permiten la expresion del dcido nucleico, y opcionalmente aislar la enzima codificada por el dcido nucleico. Los
métodos de cultivo de la célula anfitriona se describen en los Ejemplos y son conocidos por los expertos en la técnica.

En una particular realizacion, la presente invencion proporciona para la expresion de un polipéptido con actividad
fitasa en plantas transgénicas u érganos de plantas y métodos para su produccién. Se proporcionan constructos de
expresion ADN para la transformacién de plantas con un gen que codifica fitasa bajo el control de secuencias regula-
doras que son capaces de dirigir la expresion de la fitasa. Estas secuencias reguladoras incluyen secuencias capaces de
dirigir la transcripcion en plantas, ya sea constitutivamente, o en maneras especificas de la fase y/o tejido.

El modo de expresion depende, en parte, del uso de la planta o sus partes. Las plantas transgénicas y los érganos
de plantas proporcionados por la presente invencién se pueden aplicar a diversos procedimientos industriales ya sea
directamente, p. €j. en alimentos animales o alternativamente, se puede extraer la fitasa expresada y si se desea,
purificarla antes de la aplicacién. Alternativamente, la planta anfitriona recombinante o parte de la planta se pueden
utilizar directamente. En un aspecto particular, la presente invencién proporciona métodos de catdlisis de reacciones de
hidrdlisis de fitato utilizando semillas que contienen cantidades elevadas de fitasa. El método implica poner en contacto
semillas de tipo no salvaje, transgénicas, preferiblemente en forma triturada o mascada, con sustrato que contiene fitato
y permitir que las enzimas de las semillas aumenten la velocidad de reaccién. Al afadir directamente las semillas a
un sustrato que contiene fitato, la invencién proporciona una solucién al procedimiento costoso y problematico de
extraer y purificar la enzima. En una ejemplificacién particular - pero en ningtin caso limitante, la presente invencién
también proporciona métodos de tratamiento por medio de los cuales a un organismo que carece de suficiente carga
de una enzima se le administra la enzima en forma de semillas que contienen cantidades elevadas de la enzima. En
una realizacién preferida, el ritmo de la administracién de la enzima a un organismo se coordina con el consumo de
productos alimenticios que contienen fitato.

La expresion de fitasa en plantas se puede lograr mediante una variedad de métodos. Especificamente, por ejemplo,
se encuentran disponibles tecnologias para transformar un gran nimero de especies de plantas, incluyendo especies di-
cotileddneas (p. ej. tabaco, patata, tomate, Petunia, Brassica). Adicionalmente, por ejemplo, se encuentran disponibles
estrategias para la expresion de genes fordneos en plantas. Adicionalmente, se han identificado secuencias reguladoras
de genes vegetales que son ttiles para la construccion de genes quiméricos que pueden ser funcionalmente expresados
en plantas y en células vegetales (p. ej. Klee er al., 1987; Clark et al., 1990; Smith et al., 1990).

La introduccién de constructos génicos en plantas se puede lograr utilizando diversas tecnologias incluyendo la
transformacién con Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes. Los ejemplos no limitantes de los tejidos
vegetales que se pueden transformar de este modo incluyen protoplastos, microesporas o polen, y explantes tales como
hojas, tallos, raices, hipocotilos, y cotilos. Ademas, se puede introducir el ADN directamente en los protoplastos y
células o tejidos vegetales mediante microinyeccion, electroporacidon, bombardeo con particulas, y absorcién directa
de ADN.

Se pueden producir proteinas en plantas mediante una variedad de sistemas de expresion. Por ejemplo, el uso de un
promotor constitutivo tal como el promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (Guilley et al., 1982) es itil para
la acumulacién de la proteina expresada en virtualmente todos los érganos de la planta transgénica. Alternativamente,
el uso de promotores que son altamente especificos del tejido y/o especificos de la fase resulta ttil para esta invencién
(Higgins, 1984; Shotwell, 1989) con el fin de desviar la expresion a los tejidos deseados y/o a la fase de desarrollo
deseada. Los detalles adicionales relevantes para la expresion en plantas de las moléculas de fitasa de la presente
invencién se describen, por ejemplo, en el documento USPN 5.770.413 (Van Ooijen et al.) y el documento USPN
5.593.963 (Van Ooijen et al.), aunque estas referencias no ilustran las moléculas inventivas de la presente solicitud y
en lugar de ello ilustran el uso de fitasas flingicas.

En sintesis, resulta relevante para esta invencion que se puedan utilizar una variedad de medios para lograr la
expresion recombinante de fitasa en una planta transgénica o porcion de planta. Tales plantas transgénicas y porciones
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de plantas son ttiles como fuentes de fitasa expresada recombinantemente, que se puede afiadir directamente a fuentes
que contienen fitato. Alternativamente, la fitasa expresada por la planta recombinante puede ser extraida de la fuente
vegetal y, si se desea, purificada antes de ponerla en contacto con el sustrato de la fitasa.

En el contexto de la presente invencidn, las plantas que se van a seleccionar incluyen, pero no estan limitadas a
cultivos que producen flores comestibles tales como la coliflor (Brassica oleracea) la alcachofa (Cynara scolymus),
frutas tales como la manzana (Malus, p. €. domesticus), la banana (Musa p. €. acuminata), las bayas (tales como
pasas, Ribes, p. ej. rubrum), cerezas (tales como cerezas, Prunus, p. ej. avium), pepino (Cucumis, p. ej. sativus), uvas
(Vitis, p. €j. vinifera), limén (Citrus limon), meldn (Cucumis melo), nueces (tales como nuez de nogal, Juglans, p. €j.
regia; cacahueta, Arachis hipogeae), naranja (Citrus, p. ej. maxima), melocotén (Prunus, p. ej. persica), pera (Pyra,
p. €j. communis), ciruela (Prunus, p. ej. domestica), fresa (Fragaria, p. €j. moschata), tomate (Lycopersicon, p. €j.
esculentum), hojas, tales como alfalfa (Medicago, p. ej. sativa), coles (p. ej. Brassica oleracea), endivias (Cichoreum,
p. €j. endivia), puerro (Allium, p. ej. porrum), lechuga (Lactuca, p. €j. sativa), espinacas (Spinacia, p. €j. oleraceae),
tabaco (Nicotiana, p. ej. tabacum), raices, tales como arrurruz (Maranta, p. ej. arundinacea), remolacha (Beta, p. ej.
vulgaris), zanahoria (Daucus, p. €j. carota), yuca (Manihot, p. €j. esculenta), nabo (Brassica, p. €j. rapa), rdbano
(Raphanus, p. ej. sativus), iame (Dioscorea, p. €j. esculenta), batata (Ipomoea batatas) y semillas, tales como judia
(Phaseolus, p. €j. vulgaris), guisante (Pisum, p. €j. sativum), soja (Glycine, p. €j. max), trigo (Triticum, p. €j. aestivum),
cebada (Hordeum, p. ej. vulgare), maiz (Zea, p. ej. mays), arroz (Oryza, p. €j. sativa), colza (Brassica napus), mijo
(Panicum L.), girasol (Helianthus annus), avenas (Avena sativa), tubérculos, tales como colinabo (Brassica, p. €j.
oleraceae), patata (Solanum, p. ej. tuberosum) y similares.

Se entiende que se pueden utilizar plantas adicionales asi como sistemas de expresion no vegetales en el contexto
de esta invencion. La eleccion de la especie vegetal se determina principalmente por el uso pretendido de la planta o
partes de la misma y la susceptibilidad de la especie vegetal a la transformacion.

Se encuentran disponibles numerosas técnicas para la introduccién del constructo de expresién que contiene la
secuencia de ADN que codifica la fitasa en las plantas diana. Tales técnicas incluyen pero no estdn limitadas a la
transformacion de protoplastos utilizando el método de calcio/polietilenglicol, la electroporacion y la microinjeccién o
el bombardeo con particulas (recubiertas) (Potrykus, 1990). Ademads de estos métodos denominados de transformacién
directa con ADN, se encuentran ampliamente disponibles sistemas de transformacién que implican vectores, tales
como vectores virales (p. ej. del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) y vectores bacterianos (p. ej. del género
Agrobacterium) (Potrykus, 1990). Después de la seleccion y/o el escrutinio, se pueden regenerar los protoplastos, las
células o partes de la planta que han sido transformados en plantas completas, utilizando métodos conocidos en la
técnica (Horsch et al., 1985). La eleccién de las técnicas de transformacién y/o regeneracion no es critica para esta
invencion.

Para dicotiledéneas, una realizacion preferida de la presente invencidon utiliza el principio del sistema de vectores
binario (Hoekema ez al., 1983; EP 0120516 Schilperoort et al.) en el que se emplean cepas de Agrobacterium que
contienen un pldsmido vir con los genes de la virulencia y un pldsmido compatible que contiene el constructo génico
que se va a transferir. Este vector puede replicar tanto en E. coli como en Agrobacterium, y deriva del vector binario
Bin19 (Bevan, 1984) que resulta alterado en detalles que no son relevantes para esta invencion. Los vectores binarios
que se utilizan en este ejemplo contienen entre el limite izquierdo y el derecho secuencias del ADN-T, un gen NPTII
idéntico que codifica la resistencia a la kanamicina (Bevan, 1984) y un sitio de clonacién multiple para clonar en los
constructos génicos requeridos.

La transformacién y regeneracion de cultivos de monocotiledéneas no es un procedimiento convencional. Sin
embargo, el reciente progreso cientifico demuestra que en principio las monocotiledéneas son susceptibles de trans-
formacién y que las plantas transgénicas fértiles pueden ser regeneradas a partir de células transformadas. El desarrollo
de sistemas de cultivo de tejidos reproducibles para estos cultivos, junto con los potentes métodos de introduccién de
material genético en células vegetales han facilitado la transformacién. En la actualidad los métodos de eleccién para
la transformacién de monocotiledéneas son el bombardeo con microproyectiles de explantes o células en suspension,
y la absorcidon directa de ADN o la electroporacién de protoplastos. Por ejemplo, se han obtenido con éxito plantas
de arroz transgénicas utilizando el gen hph bacteriano, que codifica la resistencia a la higromicina, como marcador
de seleccion. El gen fue introducido mediante electroporacién (Shimamoto et al., 1993). Se han obtenido plantas de
maiz transgénico introduciendo el gen bar de Streptomyces hygroscopicus, que codifica la fosfinotricin-acetiltrans-
ferasa (una enzima que inactiva el herbicida fosfinotricina), en células embrionarias de un cultivo en suspension de
maiz mediante bombardeo con microparticulas (Gordon-Kamm et al., 1990). Se ha informado sobre la introduccién
de material genético en protoplastos de aleurona de otros cultivos de monocotiledéneas tales como trigo y cebada
(Lee et al., 1989). Se han regenerado plantas de trigo a partir de cultivos en suspensién embrionarios seleccionando
solamente los tejidos de callo embrionario compactos y nodulares maduros para el establecimiento de los cultivos en
suspensioén embrionarios (Vasil et al., 1972: Vasil et al., 1974). La combinacién con sistemas de transformacién para
estos cultivos permite la aplicacion de la presente invencién a monocotiledéneas. Estos métodos también se pueden
aplicar a la transformacién y regeneracion de dicotiledéneas.

La expresion del constructo de fitasa implica detalles tales como la transcripcién del gen por las polimerasas de la
planta, la traduccion del ARNm, etc. que son conocidos por los expertos en los mecanismos de las técnicas de ADN
recombinante. Solo los detalles relevantes para la apropiada comprension de esta invencién se comentan mas abajo.
En la presente invencién se pueden utilizar las secuencias reguladoras que se conocen o se ha descubierto que causan
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la expresion de la fitasa. La eleccion de las secuencias reguladoras utilizadas depende del cultivo diana y/o del 6érgano
diana de interés. Tales secuencias reguladoras se pueden obtener de plantas o virus de plantas, o se pueden sintetizar
quimicamente. Tales secuencias reguladoras son promotores activos en la direccion de la transcripcién en plantas, ya
sea constitutivamente o especificos de la fase y/o el tejido, dependiendo del uso de la planta o de una de sus partes.
Estos promotores incluyen, pero no estdn limitados a promotores que muestran expresion constitutiva, tales como el
promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) (Guilley et al., 1982), aquellos para la expresion especifica
en hojas, tales como el promotor del gen de la subunidad pequefia de la ribulosa bisfosfato carboxilasa (Coruzzi et al.,
1984), aquellos para la expresion especifica en raices, tales como el promotor del gen de la glutamina sintasa (Tingey
et al., 1987), aquellos para la expresion especifica en semillas, tales como el promotor A de la cruciferina de Brassica
napus (Ryan et al., 1989), aquellos para la expresion especifica en tubérculos, tales como el promotor de patatina de
clase I de la patata (Koster-Topfer ez al., 1989; Wenzler et al., 1989) o aquellos para la expresion especifica en frutos,
tales como el promotor de la poligalacturonasa (PG) de tomate (Bird ef al., 1988).

Otras secuencias reguladoras tales como las secuencias terminadoras y las sefiales de poliadenilacién incluyen
cualquiera de semejantes secuencias que funcionen como tales en plantas, cuya eleccion estd a la altura del experto. Un
ejemplo de tales secuencias es la region limitrofe 3’ del gen de la nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens
(Bevan, supra). Las reguladoras también pueden incluir secuencias intensificadoras, tales como las encontradas en el
promotor 35S de CaMV, y las secuencias estabilizadoras del ARNm tales como la secuencia lider de RNA4 del Virus
del Mosaico de la Alfalfa (AIMV) (Brederode et al., 1980) o cualquier otra secuencia que funcione de una manera
similar.

La fitasa debe ser expresada en un entorno que permita la estabilidad de la proteina expresada. La eleccién de los
compartimentos celulares, tales como el citosol, el reticulo endopldsmico, la vacuola, el cuerpo proteico o el espacio
peripldsmico puede ser utilizada en la presente invencidn para crear semejante entorno estable, dependiendo de los
pardmetros biofisicos de la fitasa. Tales pardmetros incluyen, pero no estan limitados a un pH éptimo, sensibilidad a
las proteasas o sensibilidad a la molaridad del compartimento preferido.

Para obtener la expresion en el citoplasma de la célula, la enzima expresada no debe contener un péptido sefial
secretor o cualquier otra secuencia diana. Para la expresion en cloroplastos y mitocondrias la enzima expresada debe
contener el denominado péptido de transito especifico para importar a estos orgdnulos. Las secuencias de redireccio-
namiento que se pueden anclar a la enzima de interés con el fin de lograr esto son conocidas (Smeekens et al., 1990;
van den Broeck et al., 1985; Wolter et al., 1988). Si se desea actividad de la enzima en las vacuolas, tiene que estar
presente un péptido sefial secretor, asi como una secuencia de redireccionamiento especifica que dirija la enzima a
estas vacuolas (Tague et al., 1990). Lo mismo se verifica para los cuerpos proteicos de las semillas. La secuencia de
ADN que codifica la enzima de interés debe ser modificada de tal manera que la enzima pueda ejercer su accion en la
locacion de la célula deseada.

Para lograr la expresion extracelular de la fitasa, el constructo de expresion de la presente invencién utiliza una
secuencia sefial secretora. Aunque se prefieren secuencias sefal que son homologas (nativas) para la especie anfitriona
vegetal, también se pueden utilizar secuencias sefial heter6logas, es decir aquellas que se originan a partir de otras
especies vegetales y de origen microbiano. Tales secuencias sefial son conocidas por los expertos en la técnica. Las
secuencias seflal apropiadas que se pueden utilizar en el contexto de la presente invencién son descritas por Blobel et
al., 1979; Von Heijne, 1986; Garcia et al., 1987; Sijmons et al., 1990; Ng et al., 1994; y Powers et al., 1996).

Todas las partes de los constructos de ADN relevantes (promotores, secuencias reguladoras, secretoras, estabili-
zadoras, de redireccionamiento, o de terminacién) de la presente invencién pueden ser modificadas, si se desea, para
influir en sus caracterfisticas de control utilizando los métodos conocidos por los expertos en la técnica. Se sefiala que
las plantas que contienen fitasa obtenida por medio de la presente invencidn pueden ser utilizadas para obtener plantas
u 6rganos de plantas con niveles de fitasa atin més elevados. Por ejemplo, puede ser posible obtener tales plantas u
organos de plantas mediante el uso de mecanismos de variacién somoclonal o mediante mecanismos de cruzamiento.
Tales mecanismos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacién, la presente invencién proporciona un método (y sus productos) para lograr un sistema de
expresion al alza altamente eficaz para la fitasa y otras moléculas. En una realizacién preferida, la presente invencién
proporciona un método (y sus productos) para lograr un sistema de expresion al alza altamente eficaz para la fitasa
y la fosfatasa dcida de pH 2,5 en Trichoderma. Este sistema da como resultado composiciones de enzima que tienen
una utilidad concreta en la industria de la alimentacién animal. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se
encuentran en la literatura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitante
concreta, semejante literatura asequible publicamente incluye EP 0659215 (WO 9403612 A1) (Nevalainen et al.),
aunque estas referencias no ilustran las moléculas inventivas de la presente solicitud.

En una realizacién, la presente invencién proporciona un método (y sus productos) para producir formulaciones
liquidas acuosas estabilizadas que tienen actividad fitasa que muestran un aumento de resistencia a la inactivacién por
calor de la actividad de la enzima y que conservan su actividad fitasa durante periodos de almacenamiento prolon-
gados. Las formulaciones liquidas se estabilizan por medio de la adicién de urea y/o un poliol tal como sorbitol y
glicerol como agente estabilizante. También se proporcionan preparaciones alimenticias para animales monogastricos
y métodos para su produccién que resultan del uso de tales formulaciones liquidas acuosas estabilizadas. Los detalles
adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura publica y/o son conocidos por los expertos en la téc-
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nica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura asequible piblicamente incluye EP0626010
(WO 9316175 A1) (Barendse et al.), aunque las referencias de la literatura asequible publicamente no ilustran las
moléculas inventivas de la presente solicitud.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un método para hidrolizar fitato que comprende poner en
contacto el fitato con una o méas de las moléculas novedosas de fitasa descritas en la presente memoria. Por lo tanto,
la invencién proporciona un método para catalizar la hidrdlisis de fitato a inositol y fosfato libre con liberacién de
minerales desde el complejo de dcido fitico. El método incluye poner en contacto un sustrato de fitato con una cantidad
eficaz degradante de una enzima de la invencién. El término cantidad “eficaz degradante” hace referencia a la cantidad
de enzima que se requiere para degradar al menos el 50% del fitato, en comparacién el fitato que no estd en contacto
con la enzima. Preferiblemente, se degrada al menos el 80% del fitato.

En otra realizacién, la invencién proporciona un método para hidrolizar enlaces fosfo-mono-ester en fitato. El
método incluye administrar una cantidad eficaz de moléculas de fitasa de la invencién para producir inositol y fosfato
libre. Una cantidad “eficaz” hace referencia a la cantidad de enzima que es requerida para hidrolizar al menos el 50%
de los enlaces fosfo-mono-ester, en comparacion el fitato que no estd en contacto con la enzima. Preferiblemente, al
menos el 80% de los enlaces son hidrolizados.

En un aspecto particular, cuando se desea, las moléculas de fitasa se pueden utilizar combinadas con otros reac-
tivos, tales como otros catalizadores; con el fin de efectuar cambios quimicos (p. ej. hidrdlisis) en las moléculas de
fitato y/o en otras moléculas de la fuente o las fuentes se sustrato. De acuerdo con este aspecto, preferiblemente las
moléculas de fitasa y los reactivos adicionales no se inhibirdn entre si, mas preferiblemente las moléculas de fitasa
y los reactivos adicionales tendrdn un efecto aditivo global, y mas preferiblemente atn las moléculas de fitasa y los
reactivos adicionales tendrdn un efecto sinérgico global.

Las fuentes relevantes de moléculas sustrato de fitato incluyen productos alimenticios, productos alimenticios po-
tenciales, subproductos de productos alimenticios (tanto subproductos in vitro como subproductos in vivo, p. €j. pro-
ductos de reaccion ex vivo y productos excrementales de animales), precursores de productos alimenticios, y cualquier
otra fuente material de fitato.

En un aspecto no limitante, la fitasa recombinante puede ser consumida por organismos y conserva la actividad
tras el consumo. En otra ejemplificacion, se pueden utilizar enfoques transgénicos para lograr la expresion de la
fitasa recombinante - preferiblemente de una manera controlada (se encuentran disponibles métodos para controlar la
expresion de moléculas transgénicas de una manera especifica del tiempo y especifica del tejido).

En una ejemplificacién concreta, la actividad fitasa en el material de origen (p. ej. un origen vegetal transgénico
o un anfitrién procaridtico recombinante) puede ser incrementada tras el consumo; este incremento de la actividad
se puede producir, por ejemplo, tras la conversion de una molécula de fitasa precursora en forma pro en una enzima
significativamente mds activa en una forma mds madura, donde dicha conversién puede resultar, por ejemplo, de la
inyeccidn y digestioén de la fuente de fitasa. La hidrdlisis del fitato sustrato se puede producir en cualquier momento
después de poner en contacto la fitasa con el fitato; por ejemplo, ésta se puede producir antes de la inyeccidn o después
de la inyeccion o tanto antes como después de la inyeccién de sustrato o enzima o ambos. Adicionalmente se aprecia
que el fitato sustrato se puede poner en contacto -ademds de con la fitasa- con uno o mds reactivos adicionales, tales
como otra enzima, que también se puede aplicar directamente o después de la purificacién de su material de origen.

Se aprecia que el material o los materiales de origen de fitasa se pueden poner en contacto directamente con el
material o los materiales de origen de fitato; p. ej, después de la trituracién o la masticacion in vitro o in vivo de la
fuente o fuentes de fitasa y la fuente o fuentes de fitato. Alternativamente la enzima fitasa puede ser purificada de
los materiales de origen, o el fitato sustrato puede ser purificado de cualquiera de los materiales de origen, o tanto la
enzima fitasa como el fitato sustrato pueden ser purificados de cualquiera de los materiales de origen antes de poner
en contacto la enzima fitasa con el fitato sustrato. Se aprecia que se puede de utilizar una combinacién de reactivos
purificados y no purificados - incluyendo una o varias enzimas o uno o varios sustratos o ambos.

Se aprecia que se puede utilizar mas de un material de origen como fuente de actividad fitasa. Esto resulta ttil para
lograr una liberacién controlada de reactivo o reactivos a partir de los materiales de origen, en la que la liberacién de los
diferentes reactivos de sus materiales de origen se producen diferencialmente, por ejemplo a medida que los materiales
de origen inyectados son digeridos in vivo o a medida que los materiales de origen son procesados en aplicaciones in
vitro. El uso de mds de un material de origen de actividad fitasa también es Util para obtener actividades fitasa en un
intervalo de condiciones y fluctuaciones del mismo, que se pueden encontrar -tales como un intervalo de valores de
pH, temperaturas, salinidades, e intervalos de tiempo- por ejemplo durante diferentes etapas de procesamiento de una
aplicacion. El uso de diferentes materiales de origen también es til con el fin de obtener diferentes reactivos, como se
ilustra mediante una o mds formas o isémeros de fitasa y/o fitato y/u otros materiales.

Se aprecia que un tinico material de origen, tal como una especie de planta transgénica (o porciones de planta de la
misma), puede ser un material de origen tanto de fitasa como de fitato; y que las enzimas y sustratos pueden ser com-
partimentados diferencialmente en dicha tnica fuente - p. ej. secretado vs. no secretado, expresado diferencialmente
y/o con abundancias diferenciales en las diferentes porciones u drganos o tejidos de la planta o en compartimentos
subcelulares de la misma porcién u érgano o tejido de la misma planta. La purificacién de las moléculas de fitasa con-
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tenidas alli puede comprender el aislamiento y/o procesamiento adicional de una o mds porciones u érganos o tejidos
o compartimentos subcelulares deseables de la planta.

En un aspecto particular, esta invencién proporciona un método para catalizar reacciones in vivo y/o in vitro uti-
lizando semillas que contienen cantidades incrementadas de enzimas. El método comprende afiadir semillas de tipo
no salvaje, transgénicas, preferiblemente en forma triturada, a una mezcla de reaccién y permitir que las enzimas de
las semillas aumenten la velocidad de reaccién. Mediante la adicidén directa de las semillas a la mezcla de reaccién el
método proporciona una solucién al procedimiento de extraccién y purificacion de la enzima mas costoso y engorroso.
También se proporcionan métodos de tratamiento por medio de los cuales se le administra a un organismo que carece
de suficiente carga de una enzima la enzima en forma de semillas de una o mas especies vegetales, preferiblemente
especies vegetales transgénicas, que contienen una mayor cantidad de la enzima. Los detalles adicionales referentes a
este enfoque se encuentran en la literatura piblica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplifica-
cién no limitante concreta, semejante literatura asequible publicamente incluye el documento USPN 5.543.576 (Van
Ooijen et al.) y el documento USPN 5.714.474 (Van Ooijen ef al.), aunque estas referencias no ilustran las moléculas
inventivas de la presente solicitud y en su lugar ilustran el uso de fitasas flingicas.

En un aspecto no limitante concreto, las presentes moléculas de fitasa son ttiles para generar formas de vida del
sistema digestivo recombinantes (o microbios o flora) y para la administracién de dichas formas de vida recombinantes
del sistema digestivo a animales. La administracién se puede realizar opcionalmente sola o combinada con otras
enzimas y/u otras formas de vida que pueden proporcionar actividad enzimatica en un sistema digestivo, donde dichas
otras enzimas y dichas formas de vida pueden ser recombinantes o de otro tipo. Por ejemplo, la administracion se
puede realizar combinada con bacterias xilanoliticas.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método para macerar granos de maiz o sorgo
en agua templada que contiene diéxido de azufre en presencia de una preparacion de enzima que comprende una o
mds enzimas degradantes de fitina, preferiblemente en un cantidad tal que la fitina presente en el maiz o el sorgo es
sustancialmente degradada. La preparacién de enzima puede comprender fitasa y/o fosfatasa dcida y opcionalmente
otras enzimas degradantes del material vegetal. El tiempo de maceracién puede ser de 12 a 18 horas. La maceracién
puede ser interrumpida por una etapa de molienda intermedia, reduciendo el tiempo de maceracién. En una realizacién
preferida, los granos de maiz o sorgo se maceran en agua templada que contiene diéxido de azufre en presencia de una
preparacién de enzima que incluye una o mas enzimas degradantes de fitina, tales como fitasa y fosfatasas dcidas, para
eliminar o reducir enormemente el 4cido fitico y las sales de 4cido fitico. Los detalles adicionales referentes a este
enfoque se encuentran en la literatura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién
no limitante concreta, semejante literatura asequible publicamente incluye el documento USPN 4.914.029 (Caransa
et al.) y el documento EP 0321004 (Vaara et al.), aunque estas referencias no ilustran las moléculas inventivas de la
presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método para obtener una masa de pan que tiene
propiedades fisicas deseables tales como no pegajosidad y elasticidad y un pan producto de calidad superior por ejem-
plo de un volumen especifico que comprende afiadir moléculas de fitasa a la masa de pan. En una realizacién preferida,
las moléculas de fitasa de la presente invencion se afladen a una preparacion para masa de pan en elaboracién que es
formada y cocida con posterioridad. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura
publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitantes concreta, semejante lite-
ratura disponible publicamente incluye JP 03076529 (Hara et al.), aunque esta referencia no ilustra las moléculas de
fitasa inventivas de la presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método para producir productos alimenticios de
soja mejorados. Las habas de soja se combinan con moléculas de fitasa de la presente invencion para separar el dcido
fitico de las habas de soja, produciendo de este modo productos alimenticios de soja que tienen una carga mejorada
de nutrientes traza esenciales para los organismos consumidores y su digestibilidad de proteinas. En una realizacién
preferida, en la produccién de leche de soja, se afiaden moléculas de fitasa de la presente invencién o se ponen en
contacto con habas de soja con el fin de reducir el contenido de dcido fitico. En una ejemplificacién no limitante,
el procedimiento de aplicacion puede ser acelerado agitando la leche de soja junto con la enzima con calentamiento
o efectuando una reaccién de tipo mezclado en un recipiente de agitacion utilizando una enzima inmovilizada. Los
detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura piblica y/o son conocidos por el experto
en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura puiblicamente asequible incluye JP
59166049 (Kamikubo et al.), aunque esta referencia no ilustra las moléculas inventivas de la presente solicitud.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir un producto mezclado para agua de
bebida o alimento para animales en forma liquida, y que comprende utilizar mezclas minerales y mezclas de vitaminas,
y también moléculas novedosas de fitasa de la presente invencién. En una realizacion preferida, se obtiene una mezcla
correctamente dosificada y compuesta de nutrientes necesarios para el organismo consumidor sin riesgo alguno de
precipitacion y destruccién de minerales/vitaminas importantes, al mismo tiempo que se hace un uso 6ptimo del fosfato
unido a fitina en el alimento. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura publica
y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura
publicamente disponible incluye el documento EP 0772978 (Bendixen et al.), aunque esta referencia no ilustra las
moléculas inventivas de la presente solicitud.
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Se aprecia que las moléculas de fitasa de la presente invencién también se pueden utilizar para producir otros
productos alimenticios bebibles (o bebidas) alcohélicos o no alcohélicos basados en el uso de mohos y/o cereales
y/u otras plantas. Estos productos alimenticios bebibles incluyen licores, vinos, bebidas alcohdlicas mixtas (p. ej.
bebidas refrescantes a base de vino, otros cafés alcohdlicos tales como café Irlandés, etc.), cervezas, cervezas con bajo
contenido de alcohol, zumos, extractos, productos homogeneizados, y purés. En una ejemplificacién preferida, las
moléculas de fitasa descritas en la presente se utilizan para generar versiones transgénicas de mohos y/o cereales y/u
otras plantas utiles para la produccién de tales productos alimenticios bebibles. En otra ejemplificacion preferida,
las moléculas de fitasa descritas en la presente se utilizan como ingredientes adicionales en el procedimiento de
fabricacién y/o en el contenido final de tales productos alimenticios bebibles. Los detalles adicionales referentes a
este enfoque se encuentran disponibles en la literatura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. Sin
embargo -debido a la novedad de la presente invencidn- las referencias en la literatura piblicamente disponible no
ilustran las moléculas inventivas descritas en la presente.

En otra ejemplificacién no limitante, la presente invencidn proporciona un medio para obtener sake refinado que
tiene una cantidad reducida de fitina y un contenido incrementado de inositol. Tal sake puede tener -por medio de
efectos directos y/o psicogénicos- una accién preventiva sobre una enfermedad hepdtica, arteriosclerosis, y otras en-
fermedades. En una realizacion preferida, se produce un sake a partir de arroz Koji multiplicando el moho Koji del
arroz que tiene una elevada actividad fitasa como materia prima. Se aprecia que las moléculas de fitasa de la presente
invencion se pueden utilizar para producir u moho util con una actividad intensificada (preferiblemente un moho trans-
génico) y/o afiadirlas ex6genamente para aumentar los efectos del moho Koji. La cepa se afiade al arroz hervido y se
produce Koji mediante un procedimiento convencional. En una ejemplificacion preferida, se utiliza el Koji preparado,
el arroz completo se prepara en dos fases y se produce el Sake a una temperatura de Sake constante de 15°C para
dar el Sake refinado objetivo que tiene una cantidad reducida de fitina y una cantidad incrementada de inositol. Los
detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura piblica y/o son conocidos por el experto
en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura ptiblicamente disponible incluye JP
06153896 (Soga et al.) y JP 06070749 (Soga et al.), aunque estas referencias no ilustran las moléculas inventivas de
la presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método para obtener un absorbefaciente capaz de
promover la absorcion de minerales incluyendo el calcio ingerido sin ser digeridos por los jugos géstricos o los jugos
intestinales a un bajo coste. En una realizacién preferida, dicho absorbefaciente de minerales contiene un producto
hidrolizado parcial de écido fitico como ingrediente activo. Preferiblemente, el producto hidrolizado parcial de acido
fitico es producido mediante hidrdlisis de 4cido fitico o sus sales utilizando las moléculas de fitasa novedosas de la
presente invencién. El tratamiento con dichas moléculas de fitasa se puede producir mediante tratamiento solo y/o
combinado (para inhibir o aumentar el efecto final), y estd seguido de la inhibicién de la hidrélisis en un intervalo
con el fin de no liberar todos los radicales fosfato. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran
en la literatura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacion no limitante concreta,
semejante literatura piblicamente disponible incluye JP 04270296 (Hoshino), aunque la referencia en la literatura
publicamente disponible no ilustra las moléculas inventivas de la presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método (y los productos del mismo) para producir
una composicion de enzima que tiene un aditivo o preferiblemente una actividad hidrolizadora de fitato sinérgica; di-
cha composicién comprende moléculas novedosas de fitasa de la presente invencién y uno o mas reactivos adicionales
para lograr una composicién que es util para un tratamiento combinado. En una realizacién preferida, el tratamiento
combinado de la presente invencién se logra con el uso de al menos dos fitasas de diferente especificidad de posicion,
es decir cualquiera de las combinaciones de fitasas 1, 2, 3, 4, 5, y 6. Combinando fitasas de diferente especificidad
de posicion se obtiene un efecto aditivo o sinérgico. Las composiciones tales como comidas y alimentos o aditivos
para comidas y alimentos que comprenden tales fitasas combinadas también estdn incluidas en esta invencién como
los procedimientos para su preparacion. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la litera-
tura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante
literatura publicamente disponible incluye el documento WO 9830681 (Ohmann ef al.), aunque las referencias de la
literatura publicamente disponible no ilustran el uso de las moléculas inventivas de la presente solicitud.

En otra realizacién preferida, el tratamiento combinado de la presente invencidn se logra con el uso de una fosfatasa
dcida que tiene actividad hidrolizadora de fitato a un pH de 2,5, a una baja proporcién correspondiente a un perfil
de actividad de pH de 2,5:5,0 de aproximadamente 0,1:1,0 a 10:1, preferiblemente de aproximadamente 0,5:1,0 a
5:1, atin mas preferiblemente de aproximadamente 0,8:1,0 a 3:1, y mas preferiblemente ain de aproximadamente
0,8:1,0 a 2:1. Dicha composicién enzimdtica presenta preferiblemente una eficacia hidrolizadora de fitato sinérgica
superior por medio de tratamiento térmico. Dicha composicién enzimadtica es util en el tratamiento de productos
alimenticios (comida bebible y sélida, alimentos y productos de forraje) para mejorar la hidrélisis del fitato. Los
detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura piblica y/o son conocidos por el experto
en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura piblicamente disponible incluye el
documento USPN 5.554.399 (Vanderbeke et al.) y el documento USPN 5.443.979 (Vanderbeke et al.), aunque estas
referencias no ilustran el uso de las moléculas inventivas de la presente solicitud, si no que en su lugar ilustran el uso
de fitasas flngicas (en particular Aspegillus).

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método (y los productos del mismo) para producir
una composicién que comprende la presente enzima que actda sobre fitato novedosa combinada con una o mas enzimas
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adicionales que actian sobre polisacaridos. Tales polisacaridos se puede seleccionar del grupo que consiste en arabi-
nanos, fructanos, fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos, xilanos, levanos, fucoidano, carragenano,
galactocarolosa, pectina, dcido péctico, amilosa, pullulano, glic6geno, amilopectina, celulosa, carboxilmetilcelulosa,
hidroxipropil-metilcelulosa, dextrano, pustulano, quitina, agarosa, queratano, condroitina, dermatano, dcido hialuréni-
co, acido alginico, y polisacaridos que contienen al menos una aldosa, cetosa, dcido o amina seleccionados del grupo
que consiste en eritrosa, treosa, ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa, alosa, altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, ga-
lactosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, xilulosa, psicosa, fructosa, sorbosa, tagatosa, dcido glucurénico, dcido glucénico,
acido gludrico, acido galacturénico, 4cido manurdnico, glucosamina, galactosamina y dcido neuraminico.

En un aspecto particular, la presente invencién proporciona un método (y los productos del mismo) para producir
una composicién que tiene actividad hidrolizadora de fitato sinérgica que comprende una o mds moléculas novedosas
de fitasa de la presente invencion, una celulasa (incluyendo preferiblemente pero no exclusivamente una xilanasa),
opcionalmente una proteasa, y opcionalmente uno o més reactivos adicionales. En realizaciones preferidas, tales tra-
tamientos combinados son ttiles en el tratamiento de productos alimenticios, productos de la madera, tales como
productos de papel, y como soluciones y sélidos de limpieza.

En una ejemplificacion no limitante, las presentes moléculas de fitasa son ttiles combinadas con los componentes
del celulosoma. Se sabe que las celulasas de muchas bacterias celuloliticas se organizan en complejos multienzimaticos
discretos, denominados celulosomas. Las mudltiples subunidades de celulosomas estdn compuestas por numerosos
dominios funcionales, que interaccionan entre si y con el sustrato celulésico. Una de estas subunidades comprende
una nueva clase caracteristica de polipéptidos de andamiaje no cataliticos, que integra selectivamente las diversas
subunidades de celulasa y xilanasa en el complejo cohesivo. La aplicacién inteligente de hibridos de celulosoma y
constructos quiméricos de dominios de celulosoma debe permitir un mejor uso de la biomasa celulésica y puede
ofrecer una amplia gama de aplicaciones novedosas en la investigacion, la medicina y la industria.

En otra ejemplificacién no limitante, las presentes moléculas de fitasa son ttiles -ya sea solas o en tratamientos
combinados- en los campos de la produccion de pasta de papel mediante métodos biolégicos y blanqueo de pasta de
papel mediante métodos bioldgicos donde se desea una reduccién en el uso de productos quimicos nocivos medioam-
bientalmente utilizados tradicionalmente en la industria de la pasta de papel y el papel. El tratamiento de las agua
residuales representa otro extenso campo de aplicacién donde las enzimas biolégicas han demostrado ser eficaces no
s6lo en la eliminacién del color si no también en la bioconversién de sustancias potencialmente nocivas en productos
bioldgicos ttiles.

En otra ejemplificacién no limitante, las presentes moléculas de fitasa son utiles para generar formas de vida que
pueden proporcionar al menos una actividad enzimatica -ya sea solas o en tratamientos combinados- en el tratamiento
de sistemas digestivos de organismos. Los organismos particularmente relevantes a tratar incluyen organismos no
rumiantes. Especificamente, se aprecia que este enfoque se puede realizar solo o combinado con otras moléculas
bioldgicas (por ejemplo, xilanasas) para generar un anfitrién recombinante que expresa una pluralidad de moléculas
biolégicas. También se aprecia que la administracion de las presentes moléculas de fitasa y/o anfitriones recombinantes
que expresan las presentes moléculas de fitasa se puede realizar sola o combinada con otras moléculas biolégicas, y/o
formas de vida que pueden proporcionar actividades enzimadticas en un sistema digestivo - donde dichas otras enzimas
y dichas formas de vida pueden ser recombinantes o de otro tipo. Por ejemplo, la administracién se puede realizar
combinada con bacterias xilanoliticas.

Por ejemplo, ademds de fitato, muchos organismos también son incapaces de digerir adecuadamente las hemice-
Iulosas. Las hemicelulosas o xilanos son los componentes principales (35%) de los materiales vegetales. Para los ani-
males rumiantes, aproximadamente el 50% de los xilanos dietéticos son degradados, pero sélo se degradan pequenas
cantidades de xilanos en el intestino inferior de los animales no rumiantes y los humanos. En el rumen, las principales
especies xilanoliticas son Butyrivibrio fibrisolvens y Bacteroides ruminicola. En el colon humano, Bacteroides ovatus
y Bacteroides fragilis subspecies “a” son las principales bacterias xilanoliticas. Los xilanos son quimicamente com-
plejos, y su degradacion requiere mdltiples enzimas. La expresion de estas enzimas por las bacterias del intestino varia
enormemente entre especies. Butyrivibrio fibrisolvens elabora xilanasas extracelulares pero la especie Bacteroides tie-
ne una actividad xilanasa ligada a la célula. La caracterizacién bioquimica de las enzimas xilanoliticas de bacterias del
intestino no se ha realizado completamente. Se ha clonado un gen de xilosidasa a partir de B. fibrosolvens 113. Los
datos de las hibridaciones de ADN utilizando un gen de xilanasa clonado de B. fibrisolvens 49 indican que este gen
puede estar presente en otras cepas de B. fibrisolvens. Se transfiri6 un xilanasa de Bact. ruminicola y fue altamente
expresada en Bact. fragilis y Bact. uniformis. Se han clonado genes de arabinosidasa y xilosidasa de Bact. ovatus y
ambas actividades parecen estar catalizadas por una tnica enzima novedosa, bifuncional.

Por lo tanto, se aprecia que las presentes moléculas de fitasa son tiles para 1) transferirlas a un anfitrién adecuado
(tal como Bact. fragilis o Bact. uniformis); 2) lograr la expresiéon adecuada en un anfitrién recombinante resultante;
y 3) administrar dicho anfitrién recombinante a organismos para mejorar la capacidad de los organismos tratados
para degradar el fitato. La investigacién continuada en los campos de la genética y la bioquimica proporcionardn
conocimiento y entendimiento para la manipulacion de la digestién en el intestino y una mejor comprension de la
digestion de la fibra colénica.

Los detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura publica y/o son conocidos por
el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura publicamente disponible
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incluye el documento USPN 5.624.678 (Bedford e al.), el documento USPN 5.683.911 (Bodie et al.), el documento
USPN 5.720.971 (Beauchemin et al.), el documento USPN 5.759.840 (Sung et al.), el documento USPN 5.770.012
(Cooper), el documento USPN 5.786.316 (Baeck et al), el documento USPN 5.817.500 (Hansen et al.), y los articulos
de revistas (Jeffries, 1996; Prade, 1996; Bayer et al., 1994; Duarte et al., 1994; Hespell & Whitehead, 1990; Wong et
al., 1988), aunque estas referencias no ilustran las moléculas de fitasa inventivas de la presente solicitud, ni ilustran
la adicién de moléculas de fitasa en la produccién de productos alimenticios, productos de la madera, tales como pro-
ductos de papel, y como soluciones y sélidos de limpieza. En contraste, la presente invencion ilustra que las moléculas
de fitasa -preferiblemente las moléculas de fitasa inventivas de la presente solicitud- se pueden afiadir al reactivo o los
reactivos descritos con el fin de obtener preparaciones que tienen una actividad fitasa adicional. Preferiblemente, dicho
reactivo o reactivos las moléculas de fitasa adicionales y no se inhibiran entre si, mas preferiblemente dicho reactivo o
reactivos las moléculas de fitasa adicionales tendran un efecto aditivo global, y més preferiblemente atin dicho reactivo
o reactivos las moléculas de fitasa adicionales tendran un efecto sinérgico global.

Un método (y los productos del mismo) para mejorar la utilizacién de fésforo del fitato y el tratamiento y la pre-
vencion de la discondroplasia tibial en animales, concretamente en la volateria, incluye administrar a los animales una
composicién alimenticia que contiene un derivado de vitamina D; hidroxilado. El derivado de vitamina D; se adminis-
tra preferiblemente a los animales en un alimento que contiene niveles reducidos de calcio y fésforo para potenciar la
utilizacion del fésforo del fitato. Por lo tanto, el derivado de vitamina D; se administra preferiblemente combinado con
las moléculas novedosas de fitasa de la presente invencidn para una potenciacion adicional del fésforo del fitato. Los
detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura publica y/o son conocidos por el experto
en la técnica. En una ejemplificaciéon no limitante concreta, semejante literatura piblicamente disponible incluye el
documento USPN 5.516.525 (Edwards et al.) y el documento USPN 5.366.736 (Edwards et al.), el documento USPN
5.316.770 (Edwards et al.) aunque estas referencias no ilustran las moléculas inventivas de la presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método (y los productos del mismo) para obtener
productos alimenticios que 1) comprenden fitina que es ficilmente absorbida y utilizada en forma de inositol en el
cuerpo de un organismo; 2) que es capaz de reducir el fésforo en la materia excremental; y 3) que es por lo tanto util
para mejorar la contaminacién medioambiental. Dichos productos alimenticios comprenden una mezcla de un cereal
que contiene fitina, un microorganismo productor de acido lactico, y una molécula de fitasa novedosa de la presente
invencién. En una realizacién preferida, dichos productos alimenticios son producidos componiendo un cereal que
contiene fitina (preferiblemente, p. ej. salvado de arroz) con un grupo microbiano eficaz que tiene una propiedad
aciddfila, que produce 4cido l4ctico, sin producir 4cido butirico, libre de patogenicidad, y una fitasa. Los ejemplos
del grupo microbiano eficaz incluyen p. ej. Streptomyces sp. (ATCC 3004) perteneciente al grupo de Actinomyces
y Lactobacillus sp. (IFO 3070) pertenecientes al grupo de los lactobacilos. Adicionalmente, una cantidad preferible
de adicion de un grupo microbiano eficaz es de 0,2% en peso en términos de peso corporal bacteriano basdndose
en el material de cereal. Ademads, la cantidad de adicién de fitasa es preferiblemente de 1-2% en peso basidndose en
la fitina del material cereal. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en la literatura publica
y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura
publicamente disponible incluye JP 08205785 (Akahori et al.), aunque las referencias de la literatura ptblicamente
asequible no ilustran las moléculas inventivas de la presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método para mejorar la solubilidad de las pro-
teinas vegetales. Mds especificamente, la invencion se refiere a métodos para la solubilizacidn de proteinas en fuentes
de proteina vegetal, cuyos métodos comprenden tratar la fuente de proteina vegetal con una cantidad eficaz de una
0 mds enzimas fitasa -incluyendo las moléculas de fitasa de la presente invencion- y tratar la fuente de proteina ve-
getal con una cantidad eficaz de una o mds enzimas proteoliticas. En otro aspecto, la invencién proporciona aditivos
para alimentos animales que comprenden una fitasa y una o mds enzimas proteoliticas. Los detalles adicionales re-
ferentes a este enfoque se encuentran en la literatura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una
ejemplificacién no limitante concreta, semejante literatura ptiblicamente disponible incluye el documento EP 0756457
(WO 9528850 A1) (Nielsen y Knap), aunque las referencias de la literatura publicamente disponible no ilustran las
moléculas inventivas de la presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método para producir una preparacién de proteina
de una planta que comprende dispersar los materiales fuente de proteina vegetal en agua a un pH en el intervalode 2 a 6
y mezclar las moléculas de fitasa de la presente invencién. El extracto dcido que contiene la proteina soluble se separa
y se seca para producir una proteina sélida de caricter deseable. También se pueden utilizar una o mds proteasas
para mejorar las caracteristicas de la proteina. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se encuentran en
la literatura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitante concreta,
semejante literatura publicamente disponible incluye el documento USPN 3.966.971 (Morehouse et al.), aunque las
referencias de la literatura publicamente disponible no ilustran las moléculas inventivas de la presente solicitud.

En un aspecto no limitante, la presente invencién proporciona un método (y los productos del mismo) para activar
el fésforo inerte del suelo y/o el compost, para mejorar la velocidad de utilizacién de un compuesto nitrogenado, y para
suprimir la propagacién de mohos patégenos afiadiendo tres reactivos, fitasa, saponina y quitosana, al compost. En una
realizacién no limitante el método puede comprender tratar el compost por medio de 1) la adicién de microorganismos
que contienen fitasa al medio -preferiblemente anfitriones recombinantes que expresan al alza las moléculas novedosas
de fitasa de la presente invencion- p. €j. 100 ml de medio/100 kg compost himedo; 2) alternativamente la adicién
también de una fuente vegetal que contiene fitasa -tal como salvado de trigo- p. ej. de 0,2 a 1 kg/100 kg compost
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himedo; 3) la adicién de una fuente que contiene saponina -tal como turba, artemisas y plantas de yuca- p. ej. de
0,5 a 3,0 g/kg; 4) la adicién de materiales que contienen quitosana -tales como conchas pulverizadas de camarones,
cangrejos, etc.- p. €j. de 100 a 300 g/kg de compost hiimedo. En otra realizacién no limitante, se utilizan fuentes
recombinantes de los tres reactivos, fitasa, saponina, y quitosana. Los detalles adicionales referentes a este enfoque se
encuentran en la literatura publica y/o son conocidos por el experto en la técnica. En una ejemplificacién no limitante
concreta, semejante literatura puiblicamente disponible incluye el documento JP 07277865 (Toya Taisuke), aunque las
referencias de la literatura publicamente disponible no ilustran las moléculas inventivas de la presente solicitud.

Se pueden utilizar fragmentos del gen completo de la presente invencién como sonda de hibridacién para una
genoteca de ADNc o gendmica para aislar el ADN completo y para aislar otros ADN que tienen una elevada similitud
de secuencia con el gen o una actividad bioldgica similar. Las sondas de este tipo tienen al menos 10, preferiblemente
al menos 15, y incluso mas preferiblemente al menos 30 bases y pueden contener, por ejemplo, al menos 50 o mas
bases. La sonda también se puede utilizar para identificar un clon de ADN correspondiente a un transcrito completo y
un clon o clones gendémicos que contienen el gen completo incluyendo regiones reguladoras y promotoras, exones, €
intrones.

En los métodos para identificar moléculas de 4cido nucleico que codifican miembros de la familia del polipép-
tido fitasa ademds del SEQ ID NO: 1, se escruta una muestra, p. €j., una genoteca de 4cido nucleico, tal como una
genoteca de ADNc, que contiene un dcido nucleico que codifica un polipéptido de fitasa con una sonda especifica
de fitasa, p. €j., una sonda de dcido nucleico especifica de fitasa. Las sondas de 4dcido nucleico especificas de fitasa
son moléculas de 4cido nucleico (p. €j., moléculas que contienen nucleétidos de ADN o ARN, o sus combinaciones
o modificaciones) que hibridan especificamente con los 4dcidos nucleicos que codifican los polipéptidos de fitasa, o
sus secuencias complementarias. El término “sonda especifica de fitasa”, en el contexto de este método, hace refe-
rencia a sondas que se unen a 4cidos nucleicos que codifican polipéptidos de fitasa, o a sus secuencias complementa-
rias, en un grado detectablemente mayor que a los 4cidos nucleicos que codifican otras enzimas, o a sus secuencias
complementarias.

El método facilita la produccién de sondas de 4cido nucleico especificas de fitasa. Los métodos para obtener tales
sondas se puede disefiar basdndose en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 1. Las sondas, que pueden
contener al menos 12, p. ej., al menos 15, 25, 35, 50, 100, o 150 nucleétidos, se pueden producir utilizando cualquie-
ra de los numerosos métodos convencionales (véase, p. ej., Ausubel et al., supra). Por ejemplo, preferiblemente, las
sondas se generan utilizando métodos de amplificacién por PCR. En estos métodos, se disefian cebadores que corres-
ponden a secuencias conservadas de fitasa (véase la Figura 1), que pueden incluir aminodcidos especificos de fitasa,
y el producto resultante de la PCR se utiliza como sonda para escrutar una genoteca de 4cido nucleico, tal como una
genoteca de ADNc.

Este método se puede utilizar para aislar secuencias de dcido nucleico sustancialmente similares a la molécula de
acido nucleico aislada que codifica una enzima fitasa descrita en la Figura 1 (SEQ ID NO: 1). Las secuencias de acido
nucleico aisladas son sustancialmente similares si: (i) son capaces de hibridar en condiciones restrictivas, descritas
mas adelante, con el SEQ ID NO: 1; o (ii) codifican un polipéptido de fitasa como se muestra en el SEQ ID NO: 2
debido a la degeneracion del cédigo genético (p. ej., degenerado con respecto al SEQ ID NO: 1).

Las secuencias degeneradas de ADN codifican la secuencia de aminodcidos del SEQ ID NO: 2, pero tienen varia-
ciones en la secuencia de nucledtidos codificantes. Segun se utiliza en la presente memoria, “sustancialmente similar”
hace referencia a las secuencias que tienen una identidad similar a las secuencias de la presente invencion. Las se-
cuencias de nucledtidos que son sustancialmente similares se pueden identificar mediante hibridacién o mediante
comparacién de la secuencia. Las secuencias enzimdticas que son sustancialmente similares se pueden identificar
mediante uno o mds de los siguientes: digestion proteolitica, electroforesis en gel y/o microsecuenciacion.

Un medio para aislar una molécula de 4cido nucleico que codifica una enzima fitasa consiste en sondear una
genoteca gendmica de genes con una sonda natural o disefiada artificialmente utilizando procedimientos reconocidos
en la técnica (véase, p. €j., Ausubel et al., supra). Un experto en la técnica apreciard que el SEQ ID NO: 1, o sus
fragmentos (que comprenden al menos 15 nucleétidos contiguos), es una sonda particularmente ttil. Otras sondas
particularmente utiles para este fin son los fragmentos hibridables a las secuencias del SEQ ID NO: 1 (es decir, que
comprenden al menos 15 nucle6tidos contiguos).

También se aprecia que tales sondas pueden estar y preferiblemente estdn marcadas con un reactivo analiticamente
detectable para facilitar la identificacién de la sonda. Los reactivos ttiles incluyen pero no estin limitados a radiac-
tividad, colorantes fluorescentes o enzimas capaces de catalizar la formacién de un producto detectable. Las sondas
son por tanto Utiles para aislar copias complementarias ADN de otras fuentes animales o para escrutar tales fuentes en
busca de secuencias relacionadas.

Con respecto a las secuencias de dcido nucleico que hibridan con las secuencias de 4cido nucleico especificas des-
critas en la presente memoria, la hibridacién se puede llevar a cabo en condiciones de restriccion reducida, restriccién
media o incluso condiciones restrictivas. Como ejemplo de hibridacion de oligonucleétidos, primero se pre-hibrida
una membrana polimérica que contiene dcido nucleico desnaturalizado inmovilizado durante 30 minutos a 45°C en
una solucién que consiste en NaCl 0,9 M, NaH,PO, 50 mM, pH 7,0, Na,EDTA 5,0 mM, SDS al 0,5%, 10X Denhardt,
y 0,5 mg/mL de 4cido polirriboadenilico. Después se afiaden aproximadamente 2 X 107 cpm (actividad especifica 4-
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9 X 10® cpm/ug) de sonda oligonucleotidica marcada en el extremo con P*? a la solucién. Después de 12-16 horas
de incubacién, la membrana se lava durante 30 minutos a la temperatura ambiente en 1X SET (NaCl 150 mM, Tris
hidrocloruro 20 mM, pH 7,8, Na,EDTA 1 mM) que contiene SDS al 0,5%, seguido de un lavado de 30 minutos en 1X
SET de nueva aportacién a Tm-10°C para la sonda oligonucleotidica. Después la membrana se expone a una pelicula
auto-radiografica para la deteccion de las sefiales de hibridacién.

Las moléculas de 4cido nucleico de la invencién se pueden utilizar como moldes en métodos convencionales para
la produccién de productos génicos de fitasa (p. ej., ARN de fitasa y polipéptidos de fitasa). Ademas, las moléculas de
acido nucleico que codifican polipéptidos de fitasa (y sus fragmentos) y los dcidos nucleicos relacionados -tales como
(1) los acidos nucleicos que contienen secuencias que son complementarias a, o que hibridan con, 4cidos nucleicos
que codifican polipéptidos de fitasa, o sus fragmentos (p. €j., fragmentos que contienen al menos 12, 15, 20, o 25 nu-
cleétidos); y (2) los dcidos nucleicos que contienen secuencias que hibridan con secuencias que son complementarias
a 4cidos nucleicos que codifican polipéptidos de fitasa, o sus fragmentos (p. €j., fragmentos que contienen al menos 12,
15, 20, o 25 nucleétidos)- pueden ser utilizados en métodos centrados en sus propiedades de hibridacién. Por ejemplo,
como se describe con detalle en la presente memoria, semejantes moléculas de dcido nucleico pueden ser utilizadas en
los siguientes métodos: métodos de PCR para sintetizar 4cidos nucleicos de fitasa, métodos para detectar la presencia
de un 4cido nucleico de fitasa en una muestra, métodos de escrutinio para identificar 4cidos nucleicos que codifican
nuevos miembros de la familia de la fitasa. Los usos basados en la hibridacién incluyen los de tipo Southern, los de
tipo Northern, la proteccion de ARN, y cualquier procedimiento de hibridacién en el que se utiliza un 4cido nucleico
como compaiiero de hibridacion.

Los fragmentos o porciones de los polinucleétidos de la presente invencioén se pueden utilizar para sintetizar los
polinucledtidos completos de la presente invencién. Por lo tanto, los fragmentos o porciones de la enzimas de la
presente invencion se pueden emplear para producir la correspondiente enzima completa mediante sintesis peptidica;
por lo tanto, los fragmentos se pueden emplear como intermedios para producir las enzimas completas. La separacién
por tamanos de los fragmentos escindidos se lleva a cabo generalmente utilizando gel de poliacrilamida al 8 por ciento
como se describe en la literatura (p. ej. Goeddel et al., 1980).

Las presentes enzimas, asi como sus fragmentos, otros derivados, y andlogos de las mismas y los correspondientes
nucledétidos se pueden utilizar en la evolucién dirigida. El descubrimiento y uso de una pluralidad de moldes como los
descritos en la presente memoria puede aumentar significativamente el rendimiento potencial de la evolucién dirigida
en comparacién con la evolucién dirigida de una tnica proteina molde. Por tanto, la necesidad del descubrimiento
se basa en la premisa de que la naturaleza proporciona una abundancia de rasgos potencialmente inalcanzables o
impredecibles en miembros distintos pero relacionados de agrupamientos moleculares, y que la explotacion de estos
rasgos puede facilitar enormemente la evolucién dirigida. De este modo, las moléculas relacionadas pero distintas
pueden servir como molde de partida tinicos para la evolucién dirigida de una caracteristica deseada. Alternativamente,
pueden servir como depdsitos de informacion de estructura-funcién incluyendo, pero no limitados a, una variedad de
motivos consenso. Ambas utilidades ayudan a obviar la tarea poco practica logisticamente de explorar de una vez una
gama demasiado amplia de permutaciones mutacionales en cualquier molécula dada. Por ejemplo, la gama completa
de permutaciones mutacionales en una proteina de 100 aminodcidos incluye mds de 10'*° posibilidades (suponiendo
que existen 20 posibilidades de aminodcidos en cada posicién), un nimero demasiado grande para la consideracién
practica.

Por lo tanto, particularmente debido a restricciones logisticas y técnicas, es un enfoque deseable -en la realizacién
de la “evolucidn dirigida”- para descubrir y hacer uso de una pluralidad de moldes de partida relacionados que tienen
diferencias pre-evolucionadas. Estos moldes se pueden someter después a una variedad de manipulaciones mutagéni-
cas incluyendo, a modo de ejemplificacién no limitante, mutagénesis de ADN y desarrollo de enzimas combinatorio,
un enfoque que se elabora adicionalmente en el documento co-pendiente USPN 5.830.696 (Short et al.).

Las actividades enzimaticas de las moléculas novedosas generadas pueden ser escrutadas mediante una variedad
de métodos incluyendo, a modo de ejemplificacién no limitante: a) bioinmunopurificaciéon molecular; b) escrutinio de
clones recombinantes; y ¢) escrutinio de extractos.

Las presentes enzimas, asi como sus fragmentos, otros derivados, y andlogos, y las células que las expresan se
pueden utilizar como inmundgeno para producir anticuerpos para éstas. Estos anticuerpos pueden ser, por ejemplo,
anticuerpos policlonales o0 monoclonales. Se incluyen los anticuerpos quiméricos, de cadena sencilla, y humaniza-
dos, asi como los fragmentos Fab, o el producto de una genoteca de expresion Fab. Se pueden utilizar los diversos
procedimientos conocidos en la técnica para la produccidn de tales anticuerpos y fragmentos.

Los anticuerpos generados contra las enzimas correspondientes a una secuencia de la presente invencion se pueden
obtener mediante inyeccion directa de las enzimas en un animal o mediante administracién de las enzimas a un animal,
preferiblemente no humano. El anticuerpo asi obtenido se unird después a las enzimas por si mismo. De esta manera,
se puede utilizar incluso una secuencia que codifica sélo un fragmento de las enzimas para generar anticuerpos que se
unen a las enzimas nativas completas. Tales anticuerpos se pueden utilizar después para aislar la enzima de las células
que expresan esa enzima.

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, se puede utilizar cualquier técnica que proporcione anticuerpos
producidos por cultivos continuos de lineas celulares. Los ejemplos incluyen la técnica del hibridoma (Kohler y Mils-
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tein, 1975), la técnica del trioma, la técnica del hibridoma de células B humanas (Kozbor et al., 1983), y la técnica del
hibridoma-EBYV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., 1985, pags. 77-96).

Las técnicas descritas para la produccién de anticuerpos de cadena sencilla (documento USPN 4.946.778 Ladner
et al.) se pueden adaptar para producir anticuerpos de cadena sencilla para los productos enzimaticos inmunogénicos
de esta invencion. Asimismo, se pueden utilizar ratones transgénicos para expresar anticuerpos humanizados para los
productos enzimdticos inmunogénicos de esta invencion.

Los anticuerpos generados contra la enzima de la presente invencion se pueden utilizar en el escrutinio de enzimas
similares de otros organismos y muestras. Tales mecanismos de escrutinio son conocidos en la técnica. Los anticuerpos
también se pueden emplear como sonda para escrutar genotecas génicas generadas a partir de este u otros organismos
para identificar esta actividad o actividades de reaccion cruzada.

El aislamiento y la purificacién de los polipéptidos producidos en los sistemas descritos antes se pueden llevar
a cabo utilizando métodos convencionales, apropiados para el sistema concreto. Por ejemplo, se pueden utilizar la
cromatografia preparativa y las separaciones inmunoldgicas empleando anticuerpos, tales como anticuerpos monoclo-
nales o policlonales.

Como se ha mencionado antes, los antigenos que se pueden utilizar en la produccién de anticuerpos especificos de
fitasa incluyen polipéptidos de fitasa, p. €j., cualquiera de las fitasas mostradas en los fragmentos polipeptidicos de la
Figura 1. El polipéptido o péptido utilizado para inmunizar un animal se puede obtener mediante métodos recombinan-
tes, de sintesis quimica o de purificacién convencionales. Como es bien sabido en la técnica, con el fin de incrementar
la inmunogenicidad, se puede conjugar un antigeno con una proteina portadora. Los portadores comtinmente utilizados
incluyen hemocianina de lapa ojo de cerradura (KLH), tiroglobulina, albimina de suero bovino (BSA), y toxoide del
tétanos. El péptido acoplado se utiliza después para inmunizar el animal (p. €j., un ratén, una rata, o un conejo). Ade-
mads de tales portadores, se pueden administrar coadyuvantes bien conocidos con el antigeno para facilitar la induccién
de un respuesta inmunitaria fuerte.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales especificos de fitasa se pueden purificar, por ejemplo, mediante la
union a, y la elucién de, una matriz que contiene un polipéptido de fitasa, p. €j., el polipéptido de fitasa (o uno de sus
fragmentos) para el que se originaron los anticuerpos. Los métodos adicionales para la purificacién y concentracién
de anticuerpos son bien conocidos en la técnica y se pueden poner en préctica con los anticuerpos especificos de fitasa
de la invencién (véase, p. €j., Coligan et al., 1996).

Los anticuerpos anti-idiotipo correspondientes a antigenos especificos de fitasa se pueden producir utilizando mé-
todos convencionales. Estos anticuerpos se originan para anticuerpos especificos de fitasa, y de este modo imitan los
epitopos especificos de fitasa.

Los usos adicionales son de fragmentos de los polipéptidos de fitasa que conservan al menos una actividad o
epitopo especificos de fitasa. La actividad de la fitasa se puede analizar examinando la catdlisis de fitato a inositol y
fosfato libres. Tales fragmentos se pueden identificar facilmente comparando las secuencias de fitasa encontradas en
la Figura 1.

En una ejemplificacién no limitante, se puede utilizar un fragmento de un polipéptido de fitasa que contiene, p.
€j., al menos 8-10 aminodcidos como inmundgeno en la produccién de anticuerpos especificos de fitasa. El fragmento
puede contener, por ejemplo, una secuencia de aminoécidos que estd conservada en las fitasas, y estas secuencias de
aminodcidos pueden contener aminodcidos que estdn conservados en fitasas. En otra ejemplificacién no limitante, los
fragmentos de fitasa descritos antes se pueden utilizar en inmunoandlisis, tales como ELISA, para detectar la presencia
de anticuerpos especificos de fitasa en las muestras.

Se pueden emplear diversos métodos para elaborar los animales transgénicos de la invencién. En general, se pueden
emplear tres de tales métodos. En uno de tales métodos, se cosecha un embrién en la fase pronuclear (un “embrién
de una célula”) de una hembra y se microinyecta el transgén en el embridn, en cuyo caso el transgén serd integrado
cromosOmicamente tanto en las células germinales como en las células somdticas del animal maduro resultante. En
otro de tales métodos, se aislan células pluripotenciales embrionarias y el transgén se incorpora a ellas mediante
electroporacion, transfeccion plasmidica o microinyeccion, seguido de reintroduccién de las células pluripotenciales
en el embrién donde colonizan y contribuyen a la linea germinal. Los métodos para la microinyeccién de especies
de mamiferos se describen en la Patente de los Estados Unidos Niim. 4.873.191. En otro mds de tales métodos, se
infectan células embrionarias con un retrovirus que contiene el transgén por medio del cual las células germinales del
embridn tienen el transgén cromosémicamente integrado. Cuando los animales que se van a volver transgénicos son
aves, debido a que los huevos fertilizados de aves generalmente experimentan una divisién celular en las primeras
veinte horas en el oviducto, la microinyeccién en el prontdcleo del huevo fertilizado es problemadtica debido a la
inaccesibilidad del pronticleo. Por lo tanto, de los métodos para elaborar animales transgénicos descritos generalmente
antes, la infeccidn por retrovirus es la preferida para las especies de aves, por ejemplo como se describe en la Patente de
los Estados Unidos Num. 5.162.215. Si se va a utilizar la micro-inyeccién con especies de aves, no obstante, se puede
utilizar un procedimiento publicado por Love et al., (Biotechnology, 12 Enero 1994) por medio del cual se obtiene el
embrion de una gallina sacrificada aproximadamente dos horas y media después de la puesta del huevo puesto antes,
se microinyecta el transgén en el citoplasma del disco germinal y se cultiva el embrién en una céscara anfitriona hasta
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su madurez. Cuando los animales que se van a volver transgénicos son del género bovino o porcino, la microinyeccién
puede ser dificultada por la opacidad de los huevos haciendo dificil de ese modo identificar los niicleos mediante
microscopia de contraste de interferencia diferencial tradicional. Para superar este problema, se pueden centrifugar
primero los huevos para segregar los pronticleos para una mejor visualizacion.

Los “animales no humanos” de la invencion son animales bovinos, porcinos, ovinos y aves (p. €j., vaca, cerdo,
oveja, pollo). Los animales “transgénicos no humanos” de la invencién se producen introduciendo “transgenes” en
la linea germinal del animal no humano. Se puede utilizar células diana embrionarias en diversas fases de desarrollo
para introducir los transgenes. Se utilizan diferentes métodos dependiendo de la fase de desarrollo de la célula diana
embrionaria. El cigoto es la mejor diana para la microinyeccién. El uso de cigotos como diana para la transferencia
génica tiene una ventaja principal ya que en la mayoria de los casos el ADN inyectado se incorporard al gen anfitrién
antes de la primera escisién (Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442, 1985). Como consecuencia
todas las células del animal transgénico no humano llevardn incorporado el transgén. Esto también se reflejard en
general en la transmisidn eficaz del transgén del fundador a los véastagos puesto que el 50% de las células germinales
albergaran el transgén.

El término “transgénico” se utiliza para describir un animal que incluye material genético exdgeno en todas sus
células. Un animal “transgénico” se puede producir mediante cruzamiento de dos animales quiméricos que incluyen
material genético exdgeno en las células utilizadas en la reproduccién. El veinticinco por ciento de los véstagos
resultantes serdn transgénicos es decir, animales que incluyen el material genético exdgeno en todas sus células en
ambos alelos, el 50% de los animales resultantes incluird el material genético exégeno en un alelo y el 25% no incluira
material genético exdgeno.

En el método de microinyeccion el transgén es digerido y purificado libre de cualquier ADN vector, p. €j., mediante
electroforesis en gel. Se prefiere que el transgén incluya un promotor asociado operativamente que interaccione con
las proteinas celulares implicadas en la transcripcién, dando como resultado a la larga la expresion constitutiva. Los
promotores ttiles en este aspecto incluyen aquellos de citomegalovirus (CMV), virus de la leucemia de Moloney
(MLV), y herpes virus, asi como aquellos de los genes que codifican la metalotioneina, la actina esquelética, la P-
enolpiruvato-carboxilasa (PEPCK), la fosfoglicerato (PGK), DHFR, y la timidina quinasa. También se pueden emplear
promotores para las largas repeticiones terminales virales (LTR) tales como el Virus del sarcoma de Rous. Cuando los
animales que se va a volver transgénicos son aves, los promotores preferidos incluyen aquellos del gen de la 8-globina
de pollo, el gen de la lisozima de pollo, y el virus de la leucosis aviar. Los constructos ttiles en la transfeccién
plasmidica de células pluripotenciales embrionarias emplearan elementos reguladores adicionales bien conocidos en
la técnica tales como elementos intensificadores para estimular la transcripcion, aceptores de empalme, sefiales de
terminacion y poliadenilacion, y sitios de unidn al ribosoma para permitir la traduccién.

También se puede utilizar la infeccién retroviral para introducir un transgén en un animal no humano, como se
ha descrito antes. Se puede cultivar el embrién no humano en desarrollo in vitro hasta la fase de blastocisto. Durante
este tiempo, los blastomeros pueden ser dianas para la infeccion retroviral (Jaenich, R, Proc. Natl. Acad. Sci USA
73: 1260-1264,1976). La infeccion eficaz de los blastémeros se obtiene mediante tratamiento enzimadtico para separar
la zona peldcida (Hogan, et al. (1986) en Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y.). El sistema vector viral utilizado para introducir el transgén es tipicamente un retrovirus
de replicacion defectuosa que porta el transgén (Jahner, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6927-6931, 1985; Van
der Putten, et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 82: 6148-6152, 1985). La transfeccién se obtiene facil y eficazmente
cultivando los blastémeros sobre una monocapa de células productoras de virus (Van der Putten, supra; Stewart, et
al., EMBO J. 6: 383-388, 1987). Alternativamente, se puede realizar la infecciéon en una fase mds tardia. El virus o
las células productoras de virus se pueden inyectar en el blastocele (D. Jahner et al., Nature 298: 623-628, 1982).
La mayoria de las fundadoras serdn un mosaico para el transgén puesto que la incorporacioén se produce s6lo en un
subgrupo de las células que formaban el animal transgénico no humano. Adicionalmente, la fundadora puede contener
diversas inserciones retrovirales del transgén en diferentes posiciones del genoma que generalmente se segregardn
en el vastago. Ademads, también es posible introducir transgenes en la linea germinal, aunque con una baja eficacia,
mediante infeccién retroviral intrauterina del embridn de gestacion media (D. Jahner et al., supra).

Un tercer tipo de célula diana para la introduccion del transgén es la célula pluripotencial embrionaria (ES). Las
células ES se obtienen de embriones de pre-implantacién cultivados in vitro y fusionados con embriones (M. J. Evans
et al., Nature 292:154-156, 1981; M. O. Bradley et al., Nature 309:255-258, 1984; Gossler, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci USA 83:9065-9069, 1986; y Robertson et al., Nature 322:445-448, 1986). Los transgenes pueden ser introducidos
eficazmente en las células ES mediante transfecciéon con ADN o mediante transduccién mediada por retrovirus. Tales
células ES transformadas pueden ser combinadas después de eso con blastocistos de un animal no humano. Las células
ES colonizan después el embrién y contribuyen a la linea germinal del animal quimérico resultante. (Para una revisién
véase Jaenisch, R., Science 240:1468-1474, 1988).

“Transformada” significa una célula en la que (o en uno de cuyos antecesores) se ha introducido, por medio
de mecanismos de 4cidos nucleicos recombinantes, una molécula de 4cido nucleico heter6loga. “Heteréloga” hace
referencia a una secuencia de dcido nucleico que se origina a partir de otra especie o se modifica a partir de su forma
original o la forma expresada fundamentalmente en la célula.
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“Transgén” significa cualquier fragmento de ADN que es insertado mediante un artificio en una célula, y se con-
vierte en parte del genoma del organismo (es decir, se integra establemente o en forma de un elemento extracromo-
somico estable) que se desarrolla a partir de esa célula. Semejante transgén puede incluir un gen que es parcialmente
o completamente heter6logo (es decir, fordneo) con respecto al organismo transgénico, o puede representar un gen
homologo con respecto a un gen endégeno del organismo. En esta definicion se encuentra incluido un transgén creado
proporcionando una secuencia de ARN que es transcrito a ADN y después incorporado al genoma. Los transgenes de
la invencidén incluyen secuencias de ADN que codifican fitasas o polipéptidos que tienen actividad fitasa, e incluyen
polinucleétidos, que pueden ser expresados en un animal transgénico no humano. El término “transgénico” segtin se
utiliza en la presente memoria incluye adicionalmente cualquier organismo cuyo genoma ha sido alterado mediante
manipulacién in vitro del embrién temprano o huevo fertilizado o mediante tecnologia transgénica para inducir un
gen inactivado especifico. El término “gen inactivado” segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una
interrupcién dirigida de un gen in vivo con pérdida completa de funcién que se ha logrado mediante cualquier tec-
nologia transgénica familiar para los expertos en la técnica. En una realizacion, los animales transgénicos que tienen
inactivaciones de genes son aquellos en los que el gen diana se ha vuelto no funcional mediante insercién dirigida
al gen que se va a volver no funcional mediante recombinacién homdloga. Segtin se utiliza en la presente memoria,
el término “transgénico” incluye cualquier tecnologia transgénica familiar para los expertos en la técnica que puede
producir un organismo que porta un transgén introducido o uno en el que un gen endégeno se ha vuelto no funcional
o “inactivado”.

El transgén que se va a utilizar es una secuencia de ADN que comprende una secuencia que codifica una fitasa
o un polipéptido que tienen actividad fitasa, incluyendo un polinucledtido que tiene una secuencia como la que se
muestra en el SEQ ID NO: 1 o una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una secuencia como la que se
muestra en el SEQ ID NO: 2. Donde las secuencias de ADN apropiadas que codifican proteinas que tienen actividad
fitasa pero difieren en la secuencia de 4cido nucleico debido a la degeneracién del codigo genético también pueden
ser utilizadas en la presente memoria, como pueden ser utilizadas las formas truncadas, las variante alélicas y los
homdlogos interespecie.

Después de que el embrion haya sido microinyectado, colonizado con células pluripotenciales embrionarias trans-
fectadas o infectado con un retrovirus que contiene el transgén (excepto para la practica de la invencioén sujeto en
especies aviares que se trata en otra parte de la presente memoria) el embrién es implantado en el oviducto de una
hembra pseudoprefiada. La consiguiente progenie se somete a ensayo en cuanto a la incorporacién del transgén me-
diante andlisis de transferencia Southern de muestras de sangre o tejido utilizando sondas especificas del transgén. La
PCR es particularmente util en este aspecto. La progenie positiva (G0) se cruza para producir los vastagos (G1) que se
analizan en cuanto a la expresion del transgén mediante andlisis de transferencia Northern de muestras de tejidos.

Estos métodos incrementan la absorcion de fésforo en el animal transgénico y/o disminuyen la cantidad de conta-
minante en el estiércol del organismo transgénico aproximadamente un 15%, tipicamente aproximadamente un 20%,
y mads tipicamente aproximadamente de un 20% a aproximadamente un 50%.

Los animales contemplados para su uso en la practica de la presente invencién son aquellos animales generalmente
referidos como animales domésticos incluyendo mascotas (p. €j., especies caninas, felinas, aviares etc.) y aquellos tti-
les para el procesamiento de comestibles, es decir, aves tales como pollos de cria para carne y ponedoras de huevos y
pavos, 6vidos tales como cordero, bovidos tales como ganado vacuno y vacas de leche, peces y sdidos. Para los fines de
la presente invencidn, estos animales son referidos como “transgénicos” cuando semejante animal tiene una secuencia
heteréloga de ADN, o una o mds secuencias de ADN adicionales normalmente enddgenas para el animal (colectiva-
mente referidas en la presente memoria como “transgenes’”) integradas cromosémicamente en las células germinales
del animal. El animal transgénico (incluyendo su progenie) también tendrd el transgén integrado fortuitamente en los
cromosomas de las células somadticas.

En algunos casos puede ser ventajoso liberar y expresar una secuencia de fitasa de la invencion localmente (por ej.,
en un tipo de tejido o célula concreto). Por ejemplo, la expresion local de una fitasa o enzima digestiva en el intestino
del animal ayudard a la digestion y absorcion, por ejemplo, de fitato y fésforo, respectivamente. La secuencia nucleica
puede ser liberada directamente en las glandulas, el tejido y las células salivares y/o en las células epiteliales que
revisten el intestino, por ejemplo. Tales métodos de liberacién son conocidos en la técnica e incluyen electroporacion,
vectores virales y absorcién directa de ADN.

Por ejemplo, un constructo de dcido nucleico de la presente invencién comprendera moléculas de acido nucleico
en una forma adecuada para la absorcion en células diana dentro de un tejido anfitrién. Los 4cidos nucleicos pueden
estar en forma de moléculas de ADN o ARN desnudo, donde las moléculas pueden comprender uno o mas genes
estructurales, uno o mds genes reguladores, cadenas antisentido, cadenas susceptibles de formacién de triplex, o simi-
lares. Comtinmente, el constructo de dcido nucleico incluird al menos un gen estructural bajo el control transcripcional
y traduccional de una region reguladora adecuada. Mds usualmente, los constructos de dcido nucleico de la presen-
te invencidén comprenderdn 4cidos nucleicos incorporados a un vehiculo de liberacién para mejorar la eficacia de
transfeccion, donde el vehiculo de liberacion se dispersard en particulas més grandes que comprenden un material
excipiente hidréfilo seco.

Uno de tales vehiculos de liberacién comprende vectores virales, tales como retrovirus, adenovirus, y virus adenoa-
sociados, que han sido inactivados para prevenir la auto-replicacién pero que mantienen la capacidad viral nativa de
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unirse a una célula anfitriona diana, liberar material genético en el citoplasma de la célula anfitriona diana, y promover
la expresion de genes estructurales y otros que han sido incorporados a la particula. Los retrovirus adecuados para la
transferencia génica mediada son descritos por Kahn ef al. (1992) CIRC. RES. 71: 1508-1517. Una liberacién génica
de adenovirus adecuada es descrita por Rosenfeld et al. (1991) SCIENCE 252: 431-434. Los sistemas de liberacién
retrovirales y de adenovirus son descritos por Friedman (1989) SCIENCE 244:1275-1281.

Un segundo tipo de vehiculo de liberacién de dcido nucleico comprende vesiculas de transfeccidn liposomales,
incluyendo constructos liposomales tanto aniénicos como catiénicos. El uso de liposomas aniénicos requiere que los
acidos nucleicos sean atrapados dentro del liposoma. Los liposomas catidénicos no requieren atrapamiento de acido
nucleico y en lugar de ello se pueden formar mediante simple mezclado de los 4cidos nucleicos y los liposomas. Los
liposomas catiénicos se unen dvidamente a las moléculas de 4cido nucleico cargadas negativamente, incluyendo tanto
ADN como ARN, para producir complejos que proporcionan una eficacia de transfeccion razonable en muchos tipos
de células. Véase, Farhood et al. (1992) BIOCHEM. BIOPHYS. ACTA. 1111: 239-246. Un material particularmente
preferido para formar vesiculas liposomales es la lipofectina que estd compuesta por una mezcla equimolar de dioleil-
fosfatidiletanolamina (DOPE) y dioleiloxipropil-trietilamonio (DOTMA), como describen Feigner y Ringold (1989)
NATURE 337: 387-388.

También es posible combinar estos dos tipos de sistemas de liberacién. Por ejemplo, Kahn ez al. (1992), supra.,
ilustran que se puede combinar un vector de retrovirus en una vesicula de DEAE-dextrano catidnica para aumentar
adicionalmente la eficacia de la transformacién. También es posible incorporar proteinas nucleares a vesiculas de
liberacion virales y/o liposomales para mejorar adicionalmente las eficacias de transfecciéon. Véase, Kaneda et al.
(1989) SCIENCE 243: 375-378.

En otra realizacion, se proporciona un coadyuvante digestivo que contiene una enzima como Unico ingrediente
activo o combinada con uno o més agentes y/o enzimas distintos (como se describe en la solicitud co-pendiente U.S.
Num. de Serie 09/580.937, titulada “Dietary Aids and Methods of Use Thereof”, presentada el 25 de mayo de 2000).
El uso de enzimas y otros agentes en ayudas digestivas de ganado o animales domésticos no s6lo mejora la salud y la
esperanza de vida del animal si no que también ayuda a incrementar la salud del ganado y la produccién de productos
alimenticios a partir del ganado.

Actualmente, algunos tipos de alimentos para el ganado (p. ej., ciertos alimentos para la volateria) estdn muy
complementados con numerosos minerales (p. €j., fésforo inorgdnico), enzimas, factores de crecimiento, farmacos,
y otros agentes para el reparto al ganado. Estos suplementos sustituyen muchas de las calorfas y nutrientes naturales
presentes en los cereales, por ejemplo.

Al reducir o eliminar el suplemento de fésforo inorgdnico y otros suplementos (p. ej., sales de minerales ves-
tigiales, factores de crecimiento, enzimas, antibidticos) del propio alimento, el alimento seria susceptible de llevar
mads nutrientes y energia. Por lo tanto, la dieta restante contendria energia mas utilizable. Por ejemplo, las dietas de
harina de cereales-aceite de semillas contienen generalmente aproximadamente 3.200 kcal de energia metabolizable
por kilogramo de dieta, y las sales minerales no suministran energia metabolizable. La eliminacién de los minerales
innecesarios y la sustitucién por cereal incrementaria por lo tanto la energia utilizable en la dieta. De este modo, la in-
vencién puede se diferenciada del alimento que contiene fitasa comuinmente utilizado. Por ejemplo, en una realizacion,
se utiliza un material biocompatible que es resistente a la digestion por el tracto gastrointestinal de un organismo.

En muchos organismos, incluyendo, por ejemplo, volateria o aves tales como, por ejemplo, pollos, pavos, gansos,
patos, loros, pavos reales, avestruces, faisanes, codornices, palomas, emus, kiwis, somormujos, carolinas, cacatuas,
canarios, pingiiinos, flamencos, y tértolas turcas, el tracto digestivo incluye una molleja que almacena y utiliza objetos
biocompatibles duros (p. ej., rocas y conchas de marisco) para ayudar a la digestion de semillas y otros alimentos
consumidos por un ave. Un tracto digestivo tipico de esta familia general de organismos, incluye el es6fago que
contiene una bolsa, denominada buche, donde se almacena el alimento durante un breve periodo de tiempo. Desde
el buche, la comida se mueve hacia abajo al estomago verdadero, o proventriculo, donde el acido clorhidrico y la
pepsina comienzan el proceso de la digestién. A continuacién, la comida se mueve hacia la molleja, que es de forma
oval y con paredes gruesas con potentes musculos. La funcién principal de la molleja es moler o triturar las particulas
de comida - un procedimiento que es ayudado por la ingesta por parte del ave de pequenas cantidades de grava fina
o arenilla. Desde la molleja, la comida se mueve hacia el duodeno. El intestino delgado de las aves es similar al de
mamiferos. Existen dos bolsas ciegas o ceca, de aproximadamente 10,2-15,2 centimetros de longitud en la unién del
intestino delgado y grueso. El intestino grueso es corto, constando principalmente del recto de aproximadamente 7,6-
10,2 centimetros de longitud. El recto vacia en la cloaca y las heces son excretadas a través del ano.

Los objetos biocompatibles duros consumidos (o introducidos de otro modo) y presentados en la molleja pro-
porcionan un vector ttil para el reparto de diversos agentes enzimaticos, quimicos, terapéuticos y antibiéticos. Estas
sustancias duras tienen una vida util de unas pocas horas a unos pocos dias y después de un periodo de tiempo pasan.
Por lo tanto, la invencién proporciona coadyuvantes dietéticos modificados impregnados, recubiertos (p. €j., matrices
y membranas impregnadas) para la liberacidn de agentes digestivos o terapéuticos utiles en un organismo. Tales coad-
yuvantes dietéticos incluyen objetos que son tipicamente ingeridos por el organismo para ayudar a la digestién dentro
de la molleja (p. ej., rocas o arenilla). La invencién proporciona objetos biocompatibles que estan recubiertos o im-
pregnados de agentes ttiles como coadyuvante digestivo para un organismo o para el reparto de un agente terapéutico
o médico o un producto quimico.
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En una primera realizacién, la invencién proporciona un coadyuvante dietético, que tiene una composicién bio-
compatible disefiada para la liberacién de un agente que ayuda a la digestion, donde la composicion biocompatible
se disefia para consumo oral y liberacién en el tracto digestivo (p. €j., la molleja) de un organismo. “Biocompatible”
significa que la sustancia, tras el contacto con un organismo anfitrién (p. €j., un ave), no obtiene una respuesta perju-
dicial suficiente para producir el rechazo de la sustancia o para volver inoperable la sustancia. Semejante inoperancia
se puede producir, por ejemplo, mediante formacién de una estructura fibrética alrededor de la sustancia limitando la
difusion de los agentes impregnados al organismo anfitrién o una sustancia que da como resultado un aumento de la
mortalidad o morbidez en el organismo debido a la toxicidad o a una infeccién. Una sustancia biocompatible puede
ser no biodegradable o biodegradable. En una realizacion, la composicién biocompatible es resistente a la degradacién
o digestién por el tracto gastrointestinal. En otra realizacion, la composicién biocompatible tiene la consistencia de
una roca o una piedra.

Un material no biodegradable itil en la invencién es aquel que permite el anclaje o impregnacién de un agente
dietético. Tales materiales no biodegradable incluyen, por ejemplo, termoplasticos, tales como acrilicos, modacrili-
cos, poliamidas, policarbonatos, poliésteres, polietilenos, polipropilenos, poliestirenos, polisulfonas, polietersulfonas,
y poli(fluoruro de vinilideno). Los elastémeros también son materiales ttiles e incluyen, por ejemplo, poliamidas, po-
liésteres, polietilenos, polipropilenos, poliestirenos, poliuretanos, poli(alcoholes vinilicos) y siliconas (p. €j., silicona
con una base o que contiene silice). La invencién proporciona composiciones biocompatibles que pueden contener
una pluralidad de tales materiales, que pueden ser, p. €j., mezclados o dispuestos en capas para formar mezclas, copo-
limeros o sus combinaciones.

Segun se utiliza en la presente memoria, un material “biodegradable” significa que la composicién se erosionard o
degradara in vivo para formar especies quimicas mas pequefas. La degradacién se puede producir, por ejemplo, me-
diante procedimientos enzimadticos, quimicos o fisicos. Los materiales biodegradables adecuados contemplados para
su uso en la invencién incluyen poli(lactidas), poli(glicélidos), poli(4cidos lacticos), poli(dcidos glicélicos), polianhi-
dridos, poliortoésteres, polieterésteres, policaprolactonas, poliesteramidas, policarbonatos, policianoacrilatos, poliure-
tanos, poliacrilatos. Tales materiales se pueden mezclar o disponer en capas para formar mezclas, copolimeros o sus
mezclas.

Se contempla que se pueden ingerir o suministrar de otro modo numerosas sustancias biocompatibles diferentes
al mismo organismo simultdneamente, o en diversas combinaciones (p. €j., un material antes del otro). Ademads, la
sustancia biocompatible puede ser disefiada para que pase lentamente a través del tracto digestivo. Por ejemplo, las
sustancias grandes o grasas tienden a moverse mds lentamente a través del tracto digestivo, por lo tanto, se puede
utilizar un material biocompatible que tenga un gran tamafo para evitar el paso rdpido por el tracto digestivo. Tales
sustancias grandes pueden ser una combinacion de sustancias no biodegradables y biodegradables. Por ejemplo, una
sustancia pequefia no biodegradable puede estar abarcada por una sustancia biodegradable de manera que durante un
periodo de tiempo la porcién biodegradable se degrada permitiendo que la sustancia no biodegradable pase a través
del tracto digestivo. Ademas, se admite que se puede proporcionar cualquier nimero de aromatizantes a la sustancia
biocompatible para ayudar a su consumo.

Cualquier nimero de agentes solos o combinados con otros agentes puede recubrir la sustancia biocompatible in-
cluyendo polipéptidos (p. ej., enzimas, anticuerpos, citoquinas o pequeflas moléculas terapéuticas), y antibiéticos, por
ejemplo. Los ejemplos de los agentes ttiles concretos se enumeran en las Tablas 1 y 2, més abajo. También se con-
templa que las células puedan ser encapsuladas en el material biocompatible de la invencién y utilizadas para repartir
las enzimas o agentes terapéuticos. Por ejemplo, se pueden disefar sustancias porosas que tengan poros suficiente-
mente grandes para que las células crezcan en ellos y a través de ellos y para que estos materiales porosos puedan
ser absorbidos después en el tracto digestivo. Por ejemplo, la sustancia biocompatible también puede estar compuesta
por una pluralidad de entornos para microflora (p. ej., diferente porosidad, pH etc.) que proporcionan soporte para
una pluralidad de tipos de células. Las células pueden ser disefadas genéticamente para liberar un firmaco, enzima o
agente quimico concreto en el organismo. Las células pueden ser eucaridticas o procaridticas.
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TABLA 1

Cloxacilina)

Clase de %Agente Quimico Descripcidn
Tratamiento 5
Antibidéticos Amoxicilina y Sus Tratamiento Contra
Combinaciones Enfermedades
Bacterianas
Mastox Inyectable Causadas Por
(Amoxicilina y Bacterias Gram+ Y
Gram-

Ampicilina y Sus
Combinaciones

Tratamiento Contra
Enfermedades
Bacterianas

Biolox Inyectable

Causadas por

(Ampicilina y Bacterias Gram+ Y

Cloxacilina) Gram -

Nitrofurazona + Urea Tratamiento
Infecciones
Genitales

Nefrea Boclo

Trimetoprim +

Tratamiento Del
Tracto Respiratorio

Sulfametoxazol Infecciones, Tracto
Gastrointestinal

Trizol Bolo Infecciones,
Infecciones Urino-
Genitales.

Metronidazol y

Tratamiento De

Furazolidona Bacterianas Y
Protozoicas
Metofur Bolo Enfermedades.

Ftalilsulfatiazol,

Pectina vy

Tratamiento De
Bacteriana Y No

Especifica
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Clase de

Agente Quimico Descripcién
Tratamiento
Caolin Diarrea, Disenteria
Bacilar y Ternera
Pectolin Diarrea.
Bolo
Suspensién
Antihelminticos Ectoparasiticida Ectoparasiticida 1%

Antiséptico

Pomada Germex
(Hexacloruro de

Gamma Benceno,

Proflavin
Hemisulfato y

Cetrimida)

Endoparasiticidas >
Albendazol y Sus

Prevenciédén Y

Tratamiento De

Combinaciones Nematodos, Cestodos
y Fasciola

Alben (Albendazol) Infestaciones

Suspensidn

(Albendazol al

2,5%)

Suspensidén Plus
{(Albendazol al 5%)

Forte Bolo
(Albendazol
Gm. )

al 1,5

(Albendazol
Comprimidos
600 Mg.)
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tClase de
Tratamiento

Agente Quimico

Polvo (Albendazol
al 5%, 15%)

Descripcidn

Alpraz (Albendazol
v

Prevencidén Y

Tratamiento De

Praziquantel)

Comprimidos

Nematodos y
Cestodos
Infestacidén En

Canidos y Félidos.

Oxiclozanida y Sus

Prevencién y
Tratamiento De

Fasciola

Combinaciones

Infestaciones

Clozan

(Oxiclozanida) Bolo,

Suspensioén

Tetzan

(Oxiclozanida y

Prevencidén y
Tratamiento De

Nematodos

Tetramisol HC1)

E Infestaciones por

(Oxiclozanida y

Bolo, Fasciola
Suspensién
Fluzan Prevencidn y

Tratamiento De

Nematodos

Levamisol HC1l)

Infestaciones E

Bolo, Inmunidad Creciente
Suspensién
Levamisol Prevencién y

Tratamiento De
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Agente Quimico

Descripcién
Tratamiento
Nematodos
Nemasol Inyectable Infestaciones e
Inmunidad
Creciente.
Wormnil Polvo
Fenbendazol Prevencidén Y
e Tratamiento de
Fenzol
Comprimidos Nematodos vy
(Fenbendazol 150 Cestodos
Mg.)
Bolo (Fenbendazol
1,5 Gm.)
Polvo
(Fenbendazol al
2,5%
P/P)
Ténicos Complejo Vitamina Tratamiento De

B, Amino Anorexia,
Hepatitis,

Acidos y Extracto|Debilidad,

Hepatico Convulsiones
Neuralgicas

Heptogen Inyectable

Emaciacién y
Crecimiento
Atrofiado.

Levulinato de

Calcio Con Vit.Bsi»

Prevencidn y

tratamiento de

y Vit Ds

hipocalcemia,

terapia de apoyo

en
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Hylactin Inyectable

enfermedad

condiciones

(especialmente

hipotermia) y

tratamiento de
fases
tempranas de

raguitismo.

Suplementos de
Alimentos

Animales

Minerales

Esenciales, Selenio

y

Tratamiento del

Anestro Causante de

Vitamina E

Infertilidad vy
Hembras

En Lecheras

Repetidoras

Gynolactin Bolo

Animales vy

Caballos.
Minerales Infertilidad,
Esenciales, VitaminaiLactacidén
E, Inapropiada,
Descenso de
y Yodo Inmunidad,
Crecimiento

Atrofiado vy

Debilidad.
Hylactin Polvo
Electrolitos Diarrea,
Esenciales con Deshidratacidn,

Antes y después

Vitamina C

Transporte, En

Extremas
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Descripcién

%Agente Quimico
Tratamiento ‘
temperaturas
Electra - C Polvo (Altas o Bajas) vy
otras Condiciones
de
estrés.
Pyrenox Plus Tratamiento De
(Diclofenaco Mastitis, Pirexia
Post
S6dico + Quirtrgica Dolor e
Paracetamol) Bolo, Inflamacién,
Prolapso
i
: Inyectable. Del Utero, Cojera y
Artritis.
TABLA 2
Formulaciones Terapéuticas

Producto Descripcién

Acutrim® Comprimidos supresores del

(fenilpropanolamina) apetito una vez al dia.

El Infusor Baxter® Para liberacién intravenosa
controlada de anticoagulantes,
antibidticos, agentes
quimioterapéuticos, \% otros

farmacos ampliamente

utilizados.

Catapres-TTS®

con clonidina)

(sistema

terapéutico transdérmicoila

semana para el tratamie

de la hipertensién.

Sistema transdérmico una vez a

nto

Covera HS® (verapamil {Comprimidos de Liberacién de
hidrocloruro) Comienzo Retardado Controlada
(COER-24) para el tratamiento
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Descripcién

Producto

de la hipertensidén y angina de

pecho.

DynaCirc CR®

Comprimidos de liberacién

(isradipina) prolongada una vez al dia para
el tratamiento de la
hipertensién.

Efidac 24° Comprimidos de liberacién

(clorfeniramina maleato)

prolongada una vez al dia para
el alivio de los sintomas de la

‘alergia.

i

Estraderm® (sistema
transdérmico de

5estradiol)

Sistema transdérmico dos veces
por semana para el tratamiento
de ciertos sintomas post-
menopdusicos y de prevencidn de

la osteoporosis

Glucotrol XL®
(glipizida)

Comprimidos de liberacién
prolongada una vez al dia
utilizados Jjunto con la dieta
para el control de la
hiperglicemia en pacientes con
diabetes melitus no insulino

dependiente.

IVOMEC SR® Bolo

(ivermectina)

Sistema de 1liberacidén ruminal
para el control estacional de
los principales paréasitos
internos Yy externos en el

ganado.

Minipress XE® (prazosin)

Comprimidos de liberacidn
prolongada una vez al dia para
el tratamiento de la

hipertensidn.
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Producto

NicoDerm® CQ® (sistema
transdérmico de

nicotina)

‘Descripcidn

Sistema transdérmico utilizado
‘como ayuda una vez al dia para
dejar de fumar para aliviar los

'sintomas de abstinencia de la

Procardia XL®

{(nifedipina)

nicotina.
Comprimidos de liberacién
prolongada una vez al dia para

el tratamiento de 1la angina vy

'la hipertensién.

Sudafed® 24 Horas

(pseudoefedrina)

Descongestivo nasal una vez al
dia para aliviar resfriados,
sinusitis, fiebre del heno vy

otras alergias respiratorias.

Transderm-Nitro®
(sistema transdérmico de

nitroglicerina)

Sistema transdérmico una vez al
dia para la prevencién de la
angina de pecho debida a

enfermedad arterial coronaria.

Transderm Scop®
(sistema transdérmico de

escopolamina)

Sistema transdérmico para la
prevencién de nauseas y vémitos
asociados con €l mareo poro

movimiento.

B

Volmax (albuterol)

Comprimidos de liberacién
prolongada para aliviar el
broncoespasmo en pacientes con
enfermedad obstructiva

reversible de las vias

respiratorias.
_Actisite® (tetraciclina hidrocloruro)
; Fibra periodontal utilizada

como accesorio para raspado y

alisado radicular para la
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Producto ?Descripcién
reduccidédn de la profundidad de
la bolsa y sangrado del sondaje
‘en pacientes con periodontitis
‘adulta.
ALZET® Bombas osméticas para
‘investigacidn en laboratorio.
Amphotec® (complejo de AMPHOTEC® es un tratamiento
anfotericina B con fungicida para la aspergilosis

sulfato de colesterilo

para inyectables)

invasiva en pacientes en los

que el deterioro renal o la:

toxicidad inaceptable excluyen

el uso de de amfotericina B en
eficaces

dosis Yy en pacientes

con aspergilosis invasiva en

los que la terapia con
anfotericina B anterior ha
fracasado.

BiCitra® (citrato de |Agente alcalinizante utilizado

sodio y &cido citrico)

en aquellas condiciones en las
que es deseable el
mantenimiento a largo plazo de

orina alcalina.

Ditropan® (cloruro de

oxibutinina)

Para el alivio de los sintomas
de inestabilidad de

asociada con la

la vejiga
vejiga
neurogénica inhibida o)

neurogénica refleja (es decir,

urgencia, frecuencia, pérdida
urinaria, urge-incontinencia,
disuria) .

Ditropan® XL (cloruro de

oxibutinina)

Es un comprimido de 1liberacién

controlada una vez al dia
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Producto

Descripcién

indicado para el tratamiento de.
la veijiga hiperactiva con
sintomas de urge-incontinencia,

urgencia y frecuencia urinaria.

DOXIL® (inyeccién de
doxorrubicina HC1

liposomal)

Duragesic® (sistema
transdérmico de
fentanilo) CII

Sistema transdérmico de 12-
horas para gestidén de dolor
crdénico en pacientes que
requieren analgesia continua
con opiaceos para el dolor que
no puede ser gestionado por
medios menores tales como
combinaciones de acetaminofeno-
opiédceos, analgésicos no
esteroideos, o dosificacidén PRN

con opiaceos de accidén corta.

Elmiron® (pentosan

polisulfato sédico)

Indicado para el alivio del
dolor de la vejiga o las
molestias asociadas con la

cistitis intersticial.

ENACT AirWatch®

Un sistema de control y gestidn

del asma.
Ethyol® (amifostina) Indicado para reducir la
toxicidad renal cumulativa

asociada con la administracién
repetida de cisplatino en
pacientes con céancer ovarico
avanzado o cancer de pulmdén de

células no pequefias. Indicado

para reducir 1la incidencia de
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Producto

Mycelex® Trociscos

(clotrimazol)

i
i

Descripcién

la xerostomia de moderada a

grave en pacientes que

experimentan tratamiento con

radiacidén post-operatoria para

cancer de cuello,
donde el

incluye una porcién sustancial

cabeza vy

puerto de radiaciédn

de las gléandulas pardtidas.

Para el tratamiento 1local de
candidiasis orofaringea.
También indicado
profilédcticamente para reducir
la 1incidencia de candidiasis
orofaringea en pacientes
inmunocomprometidos por
afecciones que incluyen
guimioterapia, radioterapia, o
terapia con esteroides

utilizada en el tratamiento de

leucemia, tumores sdlidos, o

trasplante renal.

PolyCitra® -K

(citrato de

Oral y
Cristales

potasio y acido citrico)

Neutra-Phos® (fosfato de un suplemento dietético/
‘potasio y sodio) nutricional
PolyCitra® -K Solucién|Agente alcalinizante 1til en

aquellas condiciones en las que

es deseable el mantenimiento a

largo plazo de una orina
alcalina, por ejemplo en
pacientes con A&cido drico vy

cdlculos de cistina del tracto

urinario, especialmente cuando

la administracién de sales de
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Producto Descripcidn

'sodio no es deseable o esta

contraindicada

PolyCitra® -K Jarabe vy Agente alcalinizante util en
LC (tricitratos) aquellas condiciones en las que
es deseable el mantenimiento a
largo plazo de una orina‘
alcalina, por ejemplo en
pacientes «c¢on 4cido drico vy

cdlculos de cistina del tracto

urinario.
Progestasert® Sistema Contraceptivo de
(progesterona) Progesterona Intrauterino
Testoderm® Testoderm® con|Los productos Testosterone
Adhesivo y Testoderm® Transdermal System The
TTS CIII Testoderm® estan indicados para

la terapia de sustitucidén en
machos para condiciones

asociadas con una deficiencia o

ausencia de testosterona
enddgena: (1) Hipogonadismo
primario {(congénito o)

adquirido) o (2) Hipogonadismo
hipogonadotrépico (congénito o

adquirido).

Viadur® (implante de|Implante una vez al afo para el

acetato de leuprolida) tratamiento paliativo del

cancer de préstata

Se pueden disefiar ciertos agentes para que se vuelvan activos o inactivos en ciertas condiciones (p. €j., a ciertos
pH, en presencia de un agente activador etc.). Ademds, puede ser ventajoso utilizar pro-enzimas en las composiciones
de la invencién. Por ejemplo, una pro-enzima puede ser activada por una proteasa (p. €j., una proteasa salivar que estd
presente en el tracto digestivo o es introducida artificialmente en el tracto digestivo de un organismo). Se contempla
que los agentes liberados por las composiciones biocompatibles de la invencién pueden ser activados o inactivados
mediante la adiciéon de un agente activador que puede ser ingerido, o liberado de otro modo, en el organismo. Otro
mecanismo para el control del agente en el tracto digestivo es un agente sensible al medio ambiente que es activado en
el compartimento digestivo apropiado. Por ejemplo, un agente puede ser inactivo a un pH bajo pero activo a pH neutro.
Por lo tanto, el agente seria inactivo en el intestino pero activo en el tracto gastrointestinal. Alternativamente, el agente
se puede volver activo en respuesta a la presencia de un factor especifico del microorganismo (p. €j., microorganismos
presentes en el intestino).
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En resumen, las ventajas potenciales de la presente invencién incluyen, por ejemplo, (1) reduccién o posible eli-
minacién de la necesidad de suplementos minerales (p. €j., suplementos de fésforo inorgénico), enzimas, o firmacos
terapéuticos para animales (incluyendo peces) del alimento o cereal diario incrementando de ese modo la cantidad de
calorias y nutrientes presentes en el alimento, y (2) aumento de la salud y el crecimiento de los animales domésticos y
no domésticos incluyendo, por ejemplo, volaterfa, animales del género porcino, bovino, equino, canino, y felino.

Se puede utilizar un gran nimero de enzimas adicionales en los métodos y composiciones de la presente invencion.
Estas enzimas incluyen enzimas necesarias para la digestién apropiada de alimentos consumidos, o para el metabolis-
mo apropiado, la activacion o derivacion de agentes quimicos, profdrmacos u otros agentes o compuestos liberados en
el animal a través del tracto digestivo.

Los ejemplos de las enzimas que se pueden liberar en o incorporar a las composiciones de la invencién inclu-
yen, por ejemplo, enzimas potenciadoras del alimento seleccionadas del grupo que consiste en @-galactosidasas, 8-
galactosidasas, en particular lactasas, fitasas, -glucanasas, en particular endo-1,3-3-glucanasas y endo-3-1,3(4)-gluca-
nasas, celulasas, xilosidasas, galactanasas, en particular arabinogalactan-endo-1,4-3-galactosidasas y arabinogalactan-
endo-1,3-5-galactosidasas, endoglucanasas, en particular endo-1,2-8-glucanase, endo-1,3-a-glucanasa, y endo-1,3-5-
glucanasa, enzimas degradantes de pectina, en particular pectinasas, pectinaesterasas, pectinaliasas, poligalacturona-
sas, arabinanasas, ramnogalacturonasas, ramnogalacturonan-acetilesterasas, ramnogalacturonan-e-ramnosidasa pec-
tatoliasas, y a-galacturonisidasas, mananasas, S-manosidasas, mananacetilesterasas, xilanacetilesterasas, proteasas,
xilanasa, arabinoxilanasas y enzimas lipoliticas tales como lipasas, fosfolipasas y cutinasas. Se prefieren las fitasas
que se muestran en los SEQ ID NO: 1y 2 y en la siguiente Tabla 3. Las secuencias descritas en la Tabla 3 son el SEQ
ID NO: 1 y 2 que tienen las sustituciones de aminodcidos y sustituciones de nucleétidos descritas en ellos.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 3
Denominacién Fuente Sec AA Secuencia
Nuc.
E. coli B E. coli B S10; P26; D176;
(referencia) M298;RA299,;G317,1428
‘868PH1 E. coli de I428T
bisén
872PH1 E. coli deiDl176G; G312S M298K;
GAC(17 C;
rata A299T GG'(l‘xclg.))gg’r;
canguro 36&%3&2?
875PH2 E. coli W A160S; D176G; M298K;
’ GCG(160)TCG;
A299T GAC(17 ;
| M298K; A299T
ATG(298)AAG;
GCA(299)ACA
873PH1 E. coli de I428R
ternera
E. coli B E. coli B K298M; T299%A
AAG(293)ATG;
ACA(299)GCA
K12 appA E. coli M298K; A299T
ATG(298)AAG;
K12 GCA(299)ACA

Las enzimas utilizadas en la invencién se pueden modificar para potenciar su actividad, liberacidn, activacién y de-
gradacion. Tales modificaciones se pueden realizar in vivo o in vitro y utilizar métodos y procedimientos generalmente
conocidos en la técnica como se describe mas completamente mds abajo. Semejante metodologia utiliza generalmente
secuencias de polinucleétidos o polipéptidos que son sintetizadas por maquinas automadticas o son clonadas, expresa-
das, o manipuladas mediante técnicas de recombinacién de ADN.

En una realizacién preferida, la enzima utilizada en las composiciones (p. ej., un coadyuvante de la dieta) de la
presente invencién es una enzima fitasa que es estable al calor y resistente al calor y cataliza la hidrdlisis enzimadtica de
fitato, es decir, la enzima es capaz de renaturalizarse y recuperar la actividad después de un periodo de tiempo breve
(es decir, 5 a 30 segundos), o mds largo, por ejemplo, minutos u horas, de exposicién a temperaturas por encima de
50°C.
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Un “alimento” y una “comida”, respectivamente, significan cualquier dieta natural o artificial, harina o similares o
componentes de tales harinas destinadas a o adecuadas para ser ingeridas, absorbidas, digeridas, por un animal y un
ser humano, respectivamente. “Coadyuvante de la Dieta”, segtin se utiliza en la presente memoria, indica, por ejemplo,
una composicién que contiene agentes que proporcionan un agente terapéutico o digestivo a un animal u organismo.
Un “coadyuvante de la dieta”, no es tipicamente una fuente de ingesta caldrica para un organismo, en otras palabras,
un coadyuvante dietético no es tipicamente una fuente de energia para el organismo, mds bien es una composicién que
es tomada ademads del “alimento” o la “comida” tipicos.

Un agente o enzima (p. €j., una fitasa) puede ejercer su efecto in vitro o in vivo, es decir antes de la ingestién o en
el estémago o la molleja del organismo, respectivamente. También es posible una accién combinada.

Aunque se puede incorporar cualquier enzima al coadyuvante dietético, en la presente memoria se hace referencia
a la fitasa como ilustracién de los métodos y composiciones de la invencién. Un coadyuvante dietético de la invencién
incluye una enzima. Generalmente, un coadyuvante dietético que contiene una composicién de fitasa es liquido o
seco.

No es necesario que las composiciones liquidas contengan nada mds que la enzima preferiblemente en una for-
ma altamente purificada. Normalmente, no obstante, también se aflade un estabilizador tal como glicerol, sorbitol o
monopropilenglicol. La composicién liquida también puede comprender otros aditivos, tales como sales, azicares,
conservantes, agentes para ajustar el pH, proteinas, fitato (un sustrato de fitasa). Las composiciones liquidas tipicas
son suspensiones acuosas o0 con una base oleosa. Las composiciones liquidas se pueden afiadir a una composicion bio-
compatible para la liberacién lenta. Preferiblemente la enzima se aflade a una composicién coadyuvante de la dieta que
es un material biocompatible (p. ej., biodegradable o no biodegradable) e incluye la adicién de células recombinantes,
por ejemplo, en microcuentas porosas.

Las composiciones secas pueden ser composiciones secadas por pulverizacion, en cuyo caso no es necesario que
la composicién contenga nada mds que la enzima en forma seca. Normalmente, no obstante, las composiciones secas
son denominadas granulados que pueden ser mezclados ficilmente con componentes de la comida o el alimento, o
mads preferiblemente, forman un componente de una pre-mezcla. El tamafio de particula de los granulados de enzima
es preferiblemente compatible con el de los otros componentes de la mezcla. Esto proporciona un medio seguro y
conveniente de incorporar enzimas al alimento para animales. Preferiblemente los granulados son biocompatibles y
mads preferiblemente los granulados biocompatibles son no biodegradables.

Se pueden preparar granulados por aglomeracion recubiertos con una enzima utilizando técnicas de aglomeracién
en una mezcladora de alta cizalla. Los granulados por absorcidn se preparan absorbiendo/recubriendo nicleos de un
material portador con la enzima. Preferiblemente el material portador es un material biocompatible no biodegradable
que simula el papel de piedras o arenilla en la molleja de un animal. Los materiales de carga tipicos utilizados en
las técnicas de aglomeracidn incluyen sales, tales como sulfato disédico. Otras cargas son caolin, talco, silicato de
magnesio y aluminio y fibras de celulosa. Opcionalmente, también se incluyen cargas tales como dextrinas en los
granulados por aglomeracién. Los materiales portadores pueden ser cualquier material biocompatible incluyendo ma-
teriales biodegradables y no biodegradables (p. €j., rocas, piedras, cerdmicas, diversos polimeros). Opcionalmente, los
granulados se recubren con una mezcla de recubrimiento. Semejante mezcla comprende agentes de recubrimiento,
preferiblemente agentes de recubrimiento hidréfobos, tales como aceite de palma hidrogenado y sebo de vacuno, y si
se desea otros aditivos, tales como carbonato de calcio o caolin.

Adicionalmente, las composiciones coadyuvantes de la dieta pueden contener otros sustituyentes tales como agen-
tes colorantes, compuestos aromatizantes, estabilizadores, vitaminas, minerales, otras enzimas potenciadoras del ali-
mento o la comida etc. Un aditivo tipico comprende normalmente uno o mds compuestos tales como vitaminas,
minerales o enzimas potenciadoras del alimento, enzimas y portadores y/o excipientes adecuados.

En una realizacion, las composiciones coadyuvantes de la dieta de la invencién comprenden adicionalmente una
cantidad eficaz de una o mds enzimas potenciadoras del alimento, en particular enzimas potenciadoras del alimento
seleccionadas del grupo que consiste en a-galactosidasas, -galactosidasas, en particular lactasas, otras fitasas, g-glu-
canasas, en particular endo-g-1,4-glucanasas y endo-$-1,3(4)-glucanasas, celulasas, xilosidasas, galactanasas, en par-
ticular arabinogalactano-endo-1,4-3-galactosidasas y arabinogalactano-endo-1,3-3-galactosidasas, endoglucanasas, en
particular endo-1,2-8-glucanasa, endo-1,3-a-glucanasa, y endo-1,3-8-glucanasa, enzimas degradantes de pectina, en
particular pectinasas, pectinosterasas, pectinaliasas, poligalacturonasas, arabinanasas, ramnogalacturonasas, ramnoga-
lacturonano-acetilesterasas, ramnogalacturonano-a-ramnosidasa, pectatoliasas, y @-galacturonisidasas, mananasas, 8-
manosidasas, mananoacetilesterasas, xilanoacetil-esterasas, proteasas, xilanasa, arabinoxilanasas y enzimas lipoliticas
tales como lipasas, fosfolipasas y cutinasas.

El coadyuvante de la dieta animal de la invencién es un suplemento para el animal monogdstrico antes o simul-
tdneamente a la dieta. El coadyuvante de la dieta de la invencién puede ser administrado como suplemento al animal
monogdstrico simultineamente a la dieta. Alternativamente, el coadyuvante de la dieta se afiade a la dieta en forma de
granulado o liquido estabilizado.

Una cantidad eficaz de una enzima en un coadyuvante de la dieta de la invencién es de aproximadamente 10-
20.000; preferiblemente de aproximadamente 10 a 15.000, més preferiblemente de aproximadamente 10 a 10.000,
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en particular de aproximadamente 100 a 5.000, especialmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 2.000
FYT/kg de coadyuvante de la dieta.

Son ejemplos de otros usos especificos de la fitasa de la invencién el procesamiento de soja y la fabricacién de
inositol o sus derivados.

En un método para reducir los niveles de fitato en estiércol animal, en el que el animal es alimentado con coadyu-
vante de la dieta que contiene una cantidad eficaz de la fitasa de la invenciéon. Como se ha establecido al principio de
la presente solicitud, un efecto importante de la misma consiste en la reduccion de la contaminacién por fosfato del
medio ambiente.

En otra realizacién, el coadyuvante de la dieta es un portador magnético. Por ejemplo, un portador magnético que
contiene una enzima distribuida en, sobre o a través de un portador magnético (por €j., una cuenta magnética porosa),
puede ser distribuido sobre un drea con elevado contenido de fitato y recogido por medio de imanes después de un
periodo de tiempo. Semejante distribucion y recoleccién de las cuentas reduce la contaminacién adicional y permite
reutilizar las cuentas. Ademads, el uso de tales cuentas magnéticas in vivo permite la localizacién del coadyuvante de
la dieta en un punto del tracto digestivo donde, por ejemplo, se puede llevar a cabo la actividad fitasa. Por ejemplo, un
coadyuvante de la dieta de la invencién que contiene enzimas digestivas se puede localizar en la molleja del animal
mediante yuxtaposicion de un imén cerca de la molleja del animal después de que el animal consuma un coadyuvante
de la dieta de portadores magnéticos. El iman se puede separar después de un periodo de tiempo permitiendo que el
coadyuvante de la dieta pase a través del tracto digestivo. Ademds, los portadores magnéticos son adecuados para su
eliminacién del organismo después del sacrificio o para ayudar a su recogida.

Cuando el coadyuvante de la dieta es una particula porosa, tales particulas son impregnadas tipicamente con una
sustancia con la que se desea liberar lentamente para formar una particula de liberacion lenta. Tales particulas de
liberacién lenta se pueden preparar no s6lo impregnando las particulas porosas con la sustancia que se dese liberar,
si no también disolviendo primero la sustancia deseada en la primera fase de dispersién. En este caso, las particulas
de liberacion lenta preparadas mediante el método en el que la sustancia que se va a liberar se disuelve primero en
la primera fase de dispersion también estdn dentro del alcance de la invencién. Las particulas huecas porosas, por
ejemplo, pueden ser impregnadas con una sustancia de liberacion lenta tal como un medicamento, un agente quimico
agricola o una enzima. En particular, cuando se elaboran particulas huecas porosas impregnadas con una enzima a
partir de polimeros biodegradables, las propias particulas se pueden utilizar como agente quimico o fertilizante, y no
tienen efecto adverso sobre el medio ambiente. En una realizacién las particulas porosas son de naturaleza magnética.

Las particulas huecas porosas se pueden utilizar como soporte biorreactor, en particular un soporte enzimatico.
Por lo tanto, resulta ventajoso preparar el coadyuvante de la dieta utilizando un método para la liberacion lenta, por
ejemplo encapsulando la enzima del agente en una microvesicula, tal como un liposoma, de la cual se libera la dosis
en el transcurso de varios dias, preferiblemente entre aproximadamente 3 y 20 dias. Alternativamente, el agente (p. €j.,
una enzima) se puede formular para la liberacion lenta, por ejemplo por incorporacién en un polimero de liberacién
lenta del cual se libera lentamente la dosificacién de agente (p. j., enzima) en el transcurso de varios dias, por ejemplo
de 2 a 30 dias y puede prolongarse toda la vida del animal.

Como es sabido en la técnica, los liposomas derivan generalmente de fosfolipidos u otras sustancias lipidicas. Los
liposomas estan formados por cristales liquidos hidratados mono- o multilamelares que se dispersan en un medio acuo-
so. Se puede utilizar cualquier lipido metabolizable, fisiolégicamente aceptable, no téxico capaz de formar liposomas.
Las presentes composiciones en forma de liposoma pueden contener estabilizadores, conservantes, excipientes, y si-
milares ademds del agente. Los lipidos preferidos son los fosfolipidos y las fosfatidilcolinas (lecitinas), tanto naturales
como sintéticos. Los métodos para formar liposomas son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Prescott, Ed.,
Methods in Cell Biology, Volumen XIV, Academic Press, Nueva York, N.Y. (1976), pags. 33 y siguientes.

También esta dentro del alcance de la invencién el uso de una fitasa de la invencién durante la preparacion de
comida, preparaciones alimenticias o aditivos, es decir, la fitasa ejerce su actividad fitasa durante la fabricacién sélo
y no es activa en la comida o producto alimenticio final. Este aspecto es relevante por ejemplo en la elaboracién y
coccién de masa. Por lo tanto, se puede impregnar fitasa o levadura recombinante que expresa fitasa en, sobre o a
través de portadores magnéticos, distribuirlos en la masa o medio comestible, y recuperarlos mediante imanes.

El coadyuvante de la dieta de la invencion se puede administrar s6lo a animales en un portador biocompatible (p.
ej., biodegradable o no biodegradable) o combinado con otros agentes aditivos para la digestion. El coadyuvante de la
dieta de la invencion se puede administrar facilmente como un aderezo final o mezclandolo directamente en el alimento
para animales o proporcionarlo separado del alimento, mediante dosificacion oral separada, mediante inyeccién o
mediante medios transdérmicos o combinado con otros compuestos comestibles relacionados con el crecimiento,
dependiendo de las proporciones de cada uno de los compuestos del organismo o problema concreto que esté siendo
tratado y del grado de la respuesta deseada. Se debe entender que la dosificacion de la dieta especifica en cualquier
caso dado se ajustard de acuerdo con los compuestos especificos que se estén administrando, del problema a tratar, de
las condiciones del sujeto y de otros hechos relevantes que pueden modificar la actividad del ingrediente eficaz o de la
respuesta del sujeto, como es bien sabido por los expertos en la técnica. En general, se pueden emplear una sola dosis
al dia o dosificaciones diarias divididas, como es bien sabido en la técnica.
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Si se administran separadamente del alimento del animal, se pueden preparar formas del coadyuvante de la dieta
combindndolas con portadores comestibles farmacéuticamente aceptables no téxicos para elaborar formulaciones de
liberacién inmediata o de liberacién lenta, como es bien sabido en la técnica. Tales portadores comestibles pueden
ser solidos o liquidos tales como, por ejemplo, almidoén de maiz, lactosa, sacarosa, escamas de soja, aceite de caca-
huete, aceite de oliva, aceite de sésamo y propilenglicol. Si se utiliza un portador s6lido la forma de dosificacion de
los compuestos puede ser en comprimidos, capsulas, polvos, trociscos o grageas o aderezos finales en formas micro-
dispersables. Si se utiliza un portador liquido, las formas de dosificacién pueden ser cdpsulas de gelatina blandas, o
jarabe o suspensiones, emulsiones o soluciones liquidas. Las formas de dosificacién también pueden contener coad-
yuvantes, tales como agentes conservantes, estabilizadores, humectantes o emulsionantes, promotores de la solucién,
etc. También pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas.

De este modo, las ventajas significativas de la invencién incluyen por ejemplo, 1) facilidad de fabricacion de
las composiciones biocompatibles cargadas con el ingrediente activo; 2) versatilidad en lo que se refiere a la clase
de polimeros y/o ingredientes activos que se pueden utilizar; 3) rendimientos y eficacias de carga superiores; y 4) la
provision de formulaciones de liberacion sostenida que liberan agentes activos intactos, activos in vivo, proporcionando
de ese modo la liberacién controlada de un agente activo a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. Ademads, otra
ventaja se debe a la liberacion local del agente en el tracto digestivo (p. €j., la molleja) del organismo. Segtin se utiliza
en la presente memoria la frase “contenido en” indica un método para formular un agente en una composicién util
para la liberacion controlada, a lo largo de un periodo de tiempo prolongado del agente.

En las composiciones de liberacién lenta o de liberacion sostenida de la invencidn, se utilizara una cantidad efi-
caz de un agente (p. €j., una enzima o antibiético). Segin se utiliza en la presente memoria, liberacién sostenida o
liberacién lenta hace referencia a la liberaciéon gradual de un agente de un material biocompatible, a lo largo de un
periodo de tiempo prolongado. La liberacién sostenida puede ser continua o discontinua, lineal o no lineal, y se puede
completar utilizando una o mas composiciones biodegradables o no biodegradables, cargas de farmaco, selecciéon de
excipientes, u otras modificaciones. Sin embargo, se debe reconocer que puede ser deseable proporcionar una compo-
sicion de liberacién “rapida”, que proporcione una liberacién rapida una vez consumida por el organismo. También se
debe entender que “liberacién” no significa necesariamente que el agente sea liberado del portador biocompatible. Mds
bien en una realizacion, la liberacién lenta abarca la activacidn lenta o la activacién continua de un agente presente en
la composicién biocompatible. Por ejemplo, una fitasa no necesita ser liberada de la composicién biocompatible para
ser eficaz. En esta realizacion, la fitasa estd inmovilizada sobre la composicién biocompatible.

El alimento para animales puede ser cualquier harina orgdnica que contenga proteinas normalmente empleada
para satisfacer los requerimientos dietéticos de los animales. Muchas de tales harinas que contienen proteinas estdn
compuestas principalmente por maiz, harina de soja o una mezcla de maiz y harina de soja. Por ejemplo, los productos
disponibles en el mercado tipicos proporcionados como alimento a las aves incluyen Egg Maker Complete, un alimento
para la volateria de Land O’Lakes AG Services, asi como Country Game & Turkey Grower un producto de Agwa, Inc.
(véase también The Emu Farmer’s Handbook de Phillip Minnaar y Maria Minnaar). Ambos productos disponibles en
el mercado son ejemplos tipicos de alimentos para animales a los que se pueden incorporar el coadyuvante de la dieta
y/o la enzima fitasa de la presente invencién para reducir o eliminar la cantidad de ingesta de f6sforo, zinc, manganeso
y hierro suplementaria de tales composiciones.

La presente invencién es aplicable a la dieta de numerosos animales, que en la presente memoria se definen por
incluir mamiferos (incluyendo seres humanos), aves y peces. En particular, la dieta se puede emplear con mamiferos
comercialmente significativos tales como cerdos, ganado vacuno, ovejas, cabras, roedores de laboratorio (ratas, rato-
nes, hamsteres y gerbos), animales de peleteria tales como visén y zorro, y animales de zoolégico tales como monos
y simios, asi animales domésticos tales como gatos y perros. Las especies de aves comercialmente significativas in-
cluyen pollos, pavos, patos, gansos, faisanes, emues, avestruces, somormujos, kiwis, tortolas turcas, loros, carolinas,
cacatiias, canarios, pingiiinos, flamencos, y codornices. Los peces criados en granjas comercialmente tales como las
truchas también se beneficiarian de los coadyuvantes de la dieta descritos en la presente memoria. Otros peces que se
pueden beneficiar incluyen, por ejemplo, peces (especialmente en un acuario o un entorno de acuicultura, p. €j., peces
tropicales), carpa dorada y otras carpas ornamentales, pez gato, trucha, salmén, tiburdn, raya, platija, lenguado, tilapia,
medaka, gupi, moli, plati, cola de espada, pez cebra, y botia.

A menos que se establezca de otro modo, la transformacién se realizé como se describe en el método de Sam-
brook, Fritsch y Maniatis, 1989. Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren, pero no limiten, la invencién. Si
bien los procedimientos descritos en los ejemplos son tipicos de aquellos que se pueden utilizar para llevar a cabo
ciertos aspectos de la invencion, también se pueden utilizar otros procedimientos conocidos por los expertos en la
técnica.
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Ejemplo 1
Aislamiento, expresion bacteriana, y purificacion de fitasa
Se obtuvo ADN de E.coli B de Sigma (Num. de Catdlogo D-2001), St. Louis, Nueva Jersey.

Se utilizaron los siguientes cebadores para amplificar mediante PCR el gen directamente a partir del ADN gen6-
mico:

cebador 5’ gtttctgaattcaaggaggaatttaaATGAAAGCGATCTTAATCCCATT (SEQID NO: 3); y

cebador 3’ gtttetggatccTTACAAACTGCACGCCGGTAT (SEQ ID NO: 4).

La reacciéon de amplificacion mediante PCR con polimerasa Pfu se realizé de acuerdo con el protocolo de los
fabricantes (Stratagene Cloning Systems, Inc., La Jolla, CA).

El producto de la PCR se purificé y el producto purificado y el vector pQE60 (Qiagen) se digirieron ambos con las
endonucleasas de restriccion EcoRI y BglIl (New England Biolabs) de acuerdo con los protocolos del fabricante. Se
realizaron ligaciones durante la noche utilizando protocolos convencionales para producir pQE60.

Las secuencias amplificadas se insertaron en marco con la secuencia que codifica RBS. La mezcla de ligacion se
utiliz6 después para transformar la cepa de E. coli M15/pREP4 (Qiagen, Inc.) mediante electroporaciéon. M15/pREP4
contiene multiples copias del plasmido pREP4, que expresa el represor lacl y también confiere resistencia a la kana-
micina (Kan"). E1 ADN plasmidico se aislé y se confirmé mediante andlisis de restriccién. Los clones que contenian
los constructos deseados se hicieron crecer durante la noche (O/N) en cultivo liquido en medio LB con un suplemento
de Amp (100 pg/ml) y Kan (25 pug/ml). El cultivo O/N se utiliz6 para inocular un gran cultivo a una razén de 1:100 a
1:250. Las células se hicieron crecer a una densidad 6ptica a 600 (D.0.%°) de entre 0,4 y 0,6. Después se afiadié IPTG
(“Isopropil-B-D-tiogalacto-pirandsido™) a una concentracién final de 1 mM. El IPTG induce, inactivando el represor
lacl, el aclaramiento de P/O conduciendo a un incremento de la expresion génica. Las células se hicieron crecer 3 a 4
horas mas. Después las células se recogieron por centrifugacion.

Las secuencias de los cebadores mostradas antes también se pueden emplear para aislar el gen diana del material
depositado mediante las técnicas de hibridacion descritas antes.

Son posibles numerosas modificaciones y variaciones de la presente invencion a la luz de las ensefianzas anteriores,
por lo tanto, dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la invencién se puede poner en practica de otro
modo distinto al descrito concretamente. Se debe entender que, si bien la invencidn ha sido descrita con referencia
a la descripcidn detallada anterior, se pretende que la descripcion precedente ilustre, pero no limite, el alcance de
la invencién. Otros aspectos, ventajas, y modificaciones de la invencidn estdn dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.

Se pueden utilizar las moléculas de fitasa (dcidos nucleicos y enzimas fitasa codificados por los mismos) de todas
las demds cepas de E. coli (ya sean virulentas o no virulentas, incluyendo K12, W, C), asi como de todas las bacterias.
Estas incluyen todas las especies y cepas conocidas pertenecientes a:

Termotogales

Bacterias Verdes No Sulfurosas

Cianobacterias y cloroplastos

Bacterias Gram-positivas con bajo contenido de G+C

Fusobacterias

Bacterias Gram-positivas con alto contenido de G+C

Grupo Gytophaga/Flexibacter/Bacteroides

Fibrobacterias

Espiroquetas

Grupo Planctomyces/Chlamydia
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Bacteria Purpura (Proteobacteria), incluyendo las siguientes subdivisiones:

Delta & Epsilon, incluyendo:
Desulfuromonas acetoxidans
Desulfosarcina variabilis
Bdellovibrio stolpii
Nannocystis exedens
Stigmatella aurantiaca
Myxococcus xanthus
Desulfovibrio desulfuricans
Thiovulum sp.
Campylobacter jejuni
Wolinella succinogenes

Helicobacter pylori

Alpha, incluyendo:
Methylobacterium extorquens
Beijerinckia indica
Hyphomicrobium vulgare
Rhodomicrobium vannieli
Agrobacterium tumefaciens
Brucella abortus
Rochalimaea quintana
Rhodopseudomonas marina subsp. agilis
Zea mays - mitocondria
Rickettsia rickettsii

Ehrlichia risticii

Wolbachia pipientis
Anaplasma marginale
Erythrobacter longus
Rhodospirillum salexigens
Rhodobacter capsulatus
Azospirillum lipoferum

Rhodospirillum rubrum

ES 2 328 670 T3
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Gamma, incluyendo:
Ectothiorhodospira shaposhnikovii
Chromatium vinosum
Methylomonas metanica
Cardiobacterium hominis
Xanthomonas maltophilia

Coxiella burnetii

Legionella pneumophila subsp. pneumophila
Oceanospirillum linum
Acinetobacter calcoaceticus
Pseudomonas aeruginosa
Haemophilus influenzae

Vibrio parahaemolyticus

Proteus vulgaris

Erwinia carotovora

Escherichia coli, incluyendo:

Beta, incluyendo:

Eikenella corrodens

Neisseria gonorrhoeae

Vitreoscilla stercoraria

Chromobacterium violaceum

Alcaligenes faecalis

Rubrivivax gelatinosus

Pseudomonas testosteroni

Nitrosomonas europae

Spirillum volutans

Semejantes moléculas de fitasa se pueden aislar de estas bacterias mediante métodos conocidos, incluyendo méto-
dos de escrutinio de genotecas, p. €j. escrutinio de la expresion, métodos de hibridacién, PCR (p. ej. véase Sammbrook,
1989).
Ejemplo 1
Andlisis de tolerancia térmica

El appA de tipo salvaje de E. coli (cepa K12) y una versién mutagenizada denominada 819PH59 (SEQ ID NO:
9 y 10) fueron expresados en E. coli y purificados hasta la homogeneidad. En el andlisis de tolerancia térmica, se
calentaron 100 uL de proteina de 0,01 mg/mL en MOPS 100 mM/pH 7,0 a la temperatura de incubacién indicada
durante 5 minutos en un termociclador Research RJ. Una vez completados los 5 minutos a esa temperatura, se enfriaron
las muestras a 4°C y se incubaron sobre hielo. Se realizé un andlisis de la actividad utilizando 40 uL de la solucién

de enzima en 1,5 mL de NaOAc 100 mM/fitato 4 mM/pH 4,5 a 37°C. Se retiraron alicuotas de 60 uL a intervalos de
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2 minutos y se afladieron a 60 uL del revelador de color/solucién de parada del andlisis TNO. Claramente, la enzima
modificada, SEQ ID NO: 10, que contiene 8 cambios de aminodcidos, es tolerante a temperaturas mayores que la
enzima de tipo salvaje. (Véase la Figura 3).

Ejemplo 2
Estabilidad de la enzima fitasa en condiciones de digestibilidad simulada

Se trazaron el porcentaje de actividades residuales (basdndose en las tasas iniciales) de la fitasa de E. coli K12
digerida in vitro y la 819pH59 no glicosilada versus tiempo. Se preparé una concentraciéon normalizada de fluido
gastrico simulado que contenia 2 mg/ml de NaCl, HC]1 6 M y 3,2 mg/mL de pepsina como se describe. El pH de la
solucién fue de aproximadamente 1,4 y no se ajustd. El andlisis de digestibilidad in vitro se realiz6 afiadiendo fitasa
a la solucién de digestion 1:4 (vol:vol) e incubando inmediatamente a 37°C para iniciar la reaccién de digestion. Las
alicuotas de la mezcla de reaccion de digestion se separaron a diversos intervalos de tiempo y se analizaron en cuanto
a la actividad fitasa residual utilizando el andlisis TNO. Cada uno de los andlisis se realiz6 al menos dos veces. Una
curva exponencial con la ecuacion y = Ae-kt se ajust6 a los datos. Las vidas medias de las proteinas se determinaron
utilizando la ecuacion t 1/2 = In 2/k. La vida media de la fitasa de E. coli K12 fue sélo 2,7 + 0,2 minutos mientras la
fitasa no glicosilada 819pHS59 tuvo una vida media de 8,4 + 1,1 minutos. Por lo tanto, las mutaciones en la fitasa de
E. coli K12 de tipo salvaje aumentaron la estabilidad de la enzima en condiciones de digestibilidad in vitro simuladas.
Véase la Figura 4.

Ejemplo 3
Comparaciones en anfitriones de expresion

Se insertd el constructo de ADN GSSM de 819PHS9 en E. coli, P. pastoris, y S. pombe para su expresion. Las
proteinas expresadas se purificaron hasta la homogeneidad. En el andlisis de tolerancia térmica, se calentaron 100 uL.
de 0,01 mg/mL de proteina en MOPS 100 mM, pH 7,0 a la temperatura de incubacién indicada durante 5 minutos en
un termociclador Research RJ. Una vez completados los 5 minutos a esa temperatura, las muestras se enfriaron a 4°C
y se incubaron sobre hielo. Se realizé un andlisis de la actividad utilizando 40 uL de la solucién de enzima en 1,46
mL de NaOAc 100 mM/fitato 4 mM/pH 4,5 a 37°C. Se retiraron alicuotas de 60 yL a intervalos de 2 minutos y se
afiadieron a 60 uL de revelador de color/solucion de parada del andlisis TNO. (Véase la Figura 5).

Ejemplo 4

Se trazaron los porcentajes de las actividades residuales (basdndose en las tasas iniciales) de la fitasa 819pH59
digerida in vitro expresada en diversos anfitriones de expresion versus tiempo. La fitasa de 819pHS9 se expresé en E.
coli (no glicosilada), asi como en S. pombe y P. pastoris (glicosilada). Se preparé una concentracion normalizada de
fluido géastrico simulado que contenia 2 mg/ml de NaCl, HCI 6 M y 3,2 mg/mL de pepsina como se describe en el
S.0.P. El pH de la solucién fue de aproximadamente 1,4 y no se ajustd. El andlisis de digestibilidad in vitro se realiz6
afiadiendo fitasa a la solucién de digestién 1:4 (vol:vol) e incubando inmediatamente a 37°C para iniciar la reaccién
de digestion. Las alicuotas de la mezcla de reaccion de digestidon se separaron a diversos intervalos de tiempo y se
analizaron en cuanto a la actividad residual de fitasa utilizando el andlisis TNO. Cada uno de los andlisis se realiz6 por
triplicado. Una curva exponencial con la ecuacion y = Ae™! se ajust6 a los datos. Las vidas medias de las proteinas se
determinaron utilizando la ecuacioén t;, = In 2/k. La vida media de la fitasa 819pHS59 no glicosilada expresada en E.
coli fue de 8,4 + 1,1 minutos mientras la fitasa 819pH59 glicosilada expresada en S. pombe tuvo una vida media de
10,4 = 0,9 minutos y la misma fitasa expresada en P. pastoris tuvo una vida media de 29,2 + 6,7 mins. Por lo tanto,
la glicosilacion de la fitasa 819pH59 aument6 la estabilidad de la enzima en condiciones de digestibilidad in vitro
simulada. (Véase la Figura 6).
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido aislado, sintético o recombinante que comprende una secuencia de aminodcidos representada en
la Figura 8 como SEQ ID NO: 8, y que tiene una o mas modificaciones de aminodcidos seleccionadas entre W68E,
Q84W, A95P, K97C, S168E, N226C, Y277D o una cualquiera de sus combinaciones.
2. El polipéptido de la reivindicacién 1, que carece de su péptido sefial secretor homdlogo.
3. El polipéptido de la reivindicacién 1 o 2, donde el polipéptido estd glicosilado.

4. Un polipéptido inmovilizado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Un polinucleétido aislado, sintético o recombinante que codifica un polipéptido de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

6. Un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en forma sustancialmente purificada.

7. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la actividad del polipéptido es tolerante a
temperaturas de al menos 60°C.

8. El polipéptido de reivindicacién 7, donde la actividad del polipéptido es tolerante a temperaturas de al menos
70°C.

9. El polipéptido de reivindicacién 8, donde la actividad del polipéptido es tolerante a temperaturas de al menos
80°C.

10. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el polipéptido tiene una vida media en el
fluido gastrico al menos aproximadamente 2-veces mayor que el correspondiente polipéptido de tipo salvaje.

11. Un polinucleétido inmovilizado de acuerdo con la reivindicacién 5.
12. Un sistema de expresion contenido en una célula anfitriona y que comprende un 4cido nucleico:
a) que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; o,
b) el polinucleétido de la reivindicacién 5;
donde el sistema de expresion comprende una secuencia de control de la transcripcién operable en una célula anfitrio-
na, comprendiendo opcionalmente dicha secuencia de control un promotor constitutivo o un promotor especifico de
tejidos.

13. El sistema de expresion de la reivindicacion 12, donde el dcido nucleico comprende una secuencia que codifica
un péptido sefial y el péptido sefial es un péptido sefial PR-S de la proteina PR del tabaco.

14. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 5 o el sistema de expresion de la reivindicacién
12 o la reivindicacién 13.

15. El vector de la reivindicacién 14, donde el vector es viral o bacteriano.

16. Una célula anfitriona que comprende el vector o sistema de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones
12 a 15, o un 4cido nucleico heter6logo que comprende un polinucledtido de la reivindicacién 5.

17. Una célula anfitriona de la reivindicacion 16, donde la célula es una célula procaridtica, una célula eucaridtica
o una célula vegetal.

18. Una célula anfitriona de acuerdo con cualquier reivindicacién 16 o 17, donde la célula es:
a) una célula de levadura seleccionada entre Saccharomyces o Pichia spp.; 0
b) una célula de E. coli, P. pastoris, o S. pombe.

19. Una célula vegetal, una porcién de una planta, un érgano de una planta, una semilla de una planta o una planta
modificada para que comprenda:

a) un sistema de expresion recombinante que comprende un dcido nucleico que codifica una fitasa que tiene
la secuencia mostrada en la reivindicacion 5;

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 328 670 T3

b) el sistema de expresion de la reivindicacién 12 o la reivindicacién 13;
¢) el vector de la reivindicacién 14 o la reivindicacién 15; o
d) la célula anfitriona de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18.

20. Un producto alimenticio que comprende un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, o codificado por un polinucleétido de la reivindicacién 5, o una célula vegetal modificada, una parte de una planta,
un 6rgano de una planta, una semilla de una planta o una planta de la reivindicacién 19.

21. Un producto alimenticio de la reivindicacion 20, donde el producto alimenticio es un alimento para anima-
les, un aditivo para alimento para animales, comida para seres humanos o aditivo para comida para seres huma-
nos.

22. Un método in vitro de tratamiento de material que contiene fitato que comprende poner en contacto el material
que contiene fitato con un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por un
polinucledtido de la reivindicacién 5.

23. Un producto combinado para agua de bebida o alimento para animales en forma liquida que comprende mezclas
minerales y mezclas de vitaminas, asi como un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o

codificado por un polinucleétido de la reivindicacion 5.

24. Una composicién coadyuvante de la dieta que comprende un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o codificado por un polinucleétido de la reivindicacién 5.

25. La composicién coadyuvante de la dieta de la reivindicacién 24, que comprende adicionalmente un portador
biocompatible, donde el portador biocompatible es un portador biodegradable o uno no biodegradable.

26. La composicién coadyuvante de la dieta de cualquiera de las reivindicaciones 24 o 25, donde la composicion
coadyuvante de la dieta es liquida o seca.

27. La composicién coadyuvante de la dieta de cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, que comprende adicio-
nalmente un aditivo, donde opcionalmente el aditivo comprende una sal, un azicar, un conservante, un agente para el
ajuste del pH, una proteina o un fitato.

28. Un coadyuvante de la dieta de una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, donde el portador biocompatible
es un portador comestible.

29. Un método para hidrolizar fitato en un material excremental que contiene fitato que comprende:
a) proporcionar un dcido nucleico que codifica una fitasa como se muestra en la reivindicacién 5 o un po-
lipéptido que tiene actividad fitasa que tiene una secuencia como la mostrada en una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4;y

b) poner en contacto un material excremental que contiene fitato con la fitasa de a), de manera que la fitasa
hidroliza el fitato del material excremental que contiene fitato.

30. Un método para mejorar el valor nutricional de un producto alimenticio que contiene fitato que comprende:
poner en contacto dicho producto alimenticio que contiene fitato con un polipéptido que tiene actividad
fitasa como se muestra en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o un 4cido nucleico que codifica un
polipéptido como se muestra en la reivindicacion 5, de manera que el polipéptido cataliza la liberacién de
fosfato inorganico desde el fitato en dicho producto alimenticio que contiene fitato

31. Un método de la reivindicacién 30, donde el polipéptido que tiene actividad fitasa es producido mediante:

a) un sistema de expresién recombinante que comprende un acido nucleico que codifica una fitasa que tiene
la secuencia mostrada en la reivindicacién 5;

b) el sistema de expresion de la reivindicacion 12 o la reivindicacién 13;
¢) el vector de la reivindicacién 14 o la reivindicacién 15; o
d) la célula anfitriona de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18,

donde la expresion del polipéptido conduce a la produccién de polipéptido que tiene actividad fitasa.
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32. Un método de la reivindicacién 30 o 31, donde la liberacién del fosfato inorgdnico desde el fitato en dicho
producto alimenticio que contiene fitato se produce antes de, después de, o parcialmente antes de y parcialmente
después de, la ingestién de dicho producto alimenticio que contiene fitato por un organismo receptor.

33. Un método para producir un alimento para animales que comprende fitasa que comprende:
a) cultivar la célula vegetal, la parte de la planta, o la planta de la reivindicacién 19; y
b) convertir la célula vegetal, parte de planta o planta en una composicién adecuada alimento para animales.

34. Un organismo no humano transgénico cuyo genoma comprende una secuencia de dcido nucleico heteréloga
que codifica un polipéptido que tiene actividad fitasa, donde el 4cido nucleico heterélogo comprende un dcido nucleico
que tiene una secuencia como se muestra en la reivindicacion 5, y la expresion de dicho transgén da como resultado
la expresion de un polipéptido de fitasa.

35. Una comida, alimento, suplemento para comida, suplemento para alimento o suplemento de la dieta que com-
prende un polipéptido que tiene actividad fitasa que comprende una secuencia como se muestra en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por el polinucleétido de la reivindicacién 5.

36. Una composicion que comprende un polipéptido que tiene una actividad fitasa que comprende una secuencia
como se muestra en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por el polinucleétido de la reivindicacién

5.

37. La composicion de la reivindicaciéon 36, en forma de bolita, comprimido, liquido, cdpsula, jarabe, emulsion,
gragea, aderezo o liposoma.

38. Una composicién de las reivindicaciones 36 o 37, donde la fitasa es termotolerante o termoestable.
39. Una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 36 a 38, donde la composicién es comestible.

40. Una composicién de la reivindicacién 39, que comprende adicionalmente almidén de maiz, lactosa, sacarosa,
escamas de soja, aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o propilenglicol.

41. Una bolita comestible que comprende un polipéptido que tiene actividad fitasa que comprende una secuencia
como se muestra en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por el polinucleétido de la reivindicacién
5.

42. Una harina organica que comprende un polipéptido que tiene actividad fitasa que comprende una secuencia
como se muestra en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por el polinucleétido de la reivindicacién
5.

43. Una harina orgénica de la reivindicacién 42, donde la harina orgdnica comprende maiz, soja o una mezcla de
harina de maiz y soja.

44. Una composicién de liberacion lenta o liberacion sostenida, o de liberacién inmediata o rdpida, que comprende

un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por el polinucleétido de la reivindicacién
5.

45. Una composicion liquida o seca que comprende un polipéptido que tiene actividad fitasa que comprende una
secuencia como se muestra en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por el polinucledtido de la
reivindicacion 5.

46. Un producto alimenticio bebible o bebida alcohdlicos o no alcohdlicos que comprenden un polipéptido que
tiene actividad fitasa que comprende una secuencia como se muestra en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o
codificado por el polinucleétido de la reivindicacién 5.

47. Un método para producir un producto alimenticio que contiene una fitasa que comprende:

a) proporcionar un polipéptido que tiene actividad fitasa que comprende una secuencia como se muestra en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o codificado por el polinucleétido de la reivindicacién 5;

b) proporcionar una composicion adecuada para productos alimenticios; y
¢) combinar a) y b).

48. Un método de la reivindicacién 30 o 47 donde el producto alimenticio es un alimento para animales, un aditivo
para alimento para animales, comida para seres humanos o un aditivo para comida para seres humanos.
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49. Un método para elaborar una fitasa que comprende:

proporcionar un polinucleétido que codifica una fitasa como se muestra en la reivindicacion 5; y, expresar
el polinucleétido en condiciones que permiten la expresion de la fitasa.

50. Una microcuenta porosa, o un granulado de enzima o un granulado por aglomeracion, que comprende, un po-

lipéptido que tiene actividad fitasa que tiene una secuencia como se muestra en una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, o codificado por el polinucleétido de la reivindicacién 5.
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FIGURA 1
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(SEQ ID NO: 1-secuencia de nucledtios y SEQ ID NO: 2-secuencia de aminoacidos)
Secuencia de Fitasa de Escherichia coli B
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TCT
Ser

GAG
Glu
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Pro

ACC
Thr

GCC
Ala

GCG
Ala

GAC
Asp
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GCC
Ala
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Gly
ACG
Thr
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Val

ACG
Thr

GCG
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TTG
Leu

GTG
val

GCA
Ala

GAT
Asp

AGC
Serx

CAG
Gln

Lys

TTG
Leu

TTG
Leu

ATC
Ile

ACA
Thr

AAT
Asn

ARC
Asn

GAT
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CTG
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FIGURA 2
Perfil de pHITemperatura y Estabilidad
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FIGURA 3

Tolerancia Térmica de Proteinas Expresadas en E.coli
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FIGURA 4

Actividad Fitasa Residual en SGF con Pepsina
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FIGURA S

Comparaciones de los Anfitriones para la Expresion de 819H59
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FIGURA 6

Porcentaje de Actividad Residual (%)
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FIGURA7A

E. coli appA (Nim. de Acceso GenBank M58708) (SEQ ID NO: 7)

1 taaggagcag aaacaatgtg gtatttactt tggttcgtcg geattttgtt gatgtgttcg

61 ctetecacce tigtgttgst atggctggac cecgegtotga aaagttaacg aacgtaggec
121 tgatgcggeg cattageatc geatcaggea atcaataatg tcagatatga aaageggaaa
181 catatcgatg aaagcgatct taatcccatt tttatctott ctgattcegt taaccccgea

241 atctgceattc getcagagty ageeggaget gaagetggaa agtgtggtga tgicagteg
301 tcatggtgtg cgtgctccaa ccaaggecac geaactgatg caggatgtea cecccagacge
361 atggccaacc tggeeggtaa aactgggttg getgacaceg cgnggtggtg agcetaatege
421 ctatctcgga cattaccaac gecagegtet ggtageegac ggattgetgg cgaaaaaggg
481 ctgeccgeag tetggtcagg tcgegattat tgetgatgte gacgagegta cccgtaaaac
541 aggcgaagcc ttcgeegeeg ggetggeace tgactgtgea ataaccgtac atacccagge
601 agatacgtcc agtcccgate cgttatttaa tcctctaaaa actggegttt gecaactgga
661 taacgcgaac gtgactgacg cgatcctcag cagggeagga gggteaattg ctgactttac
721 cgggeatcgg caaacggegt ticgegaact ggaacggstg cttaattttc cgeaatcaaa
781 cttgtgeett aaacgtgaga aacaggacga aagctgtica ttaacgcagg cattaccatc
841 ggaactcaag gtgagegeeg acaatgtcte attaaccggt geggtaagee togeatcaat
901 gctgacggag atatttctcc tgcaacasge acagggaatg CCEgagecss Sategesaag
961 gatcaccgat tcacaccagt ggaacacctt getaagtttg cataacgege aattttattt
1021 gctacaacge acgecagagg ttgecogeag cogegecace cogttattag atttgatcaa
1081 gacagcgttg aogeeceate caccgeaaaa acaggegtat ggtgtgacat tacccactte
1141 agtgctgttt atcgcoggac acgatactaa tctggcaaat cteggeggeg cactggagot
1201 caactggacg cttccoggtc agecggataa cacgecgeca ggtggtgaac tggtgtitga
1261 acgcetggegt cggctaageg ataacageca gtggattcag gtttcgetgg tettccagac
1321 tttacagcag atgcgtgata aaacgecgct gtcattaaat acgeccgeecg gagaggtgaa
1381 actgaccctg geaggatgtg aagagegaaa tgegeaggec atgtgttegt tggeaggtit
1441 tacgcaaatc gtgaatgaag cacgcatacc ggegtgeagt tigtaatgea taaaaaagag
1501 cattcagtta cctgaatget ctgaggetga tgacaaacga agaactgtct aatgegtaga
1561 ccggaaaagg cgttcacgee geatcoggee acttcagtt ticctetttc tcggagtaac
1621 tataaccgta atagttatag cogtaactgt aagcggtget ggcgegttta atcacaccat
1681 tgaggatagc geotttaata tigacgectg cetgttccag acgetgeatt gacaaactca
1741 cctetitgge getgttcaag ccaaaacgeg caaccageag getggtgeca acagaacgee
1801 ccacgaccge ggcatcactc accgecagea teggeggegt atcgacaate accagategt
1861 aatggtcgtt cgoccattce agtaattgac geatccgate g
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FIGURA7B

1 taaggagcag aaacaatgtg gtatttactt tggticgteg geatttigtt gatgtgticg
61 ctctccacee ttgtgttget atggetggac cegegtetga aaagttaacg aacgtaggee
121 tgatgcggeg cattageatc geatcaggea atcaataatg tcagatatga aaagcggaaa
181 catatcgatg aaagcgatet taatcceatt tttatctett ctgattcegt taaccecgea
241 atctgeattc getcagagtg agecggageot gaagetggaa agtgtggtga ttgteagicg
301 tcatggtgtg cgtgctccaa ccaaggcecac geaactgatg caggatgtca ccccagacge
361 atggccaacc tggecggtaa aactgggttg getgacaceg cgnggtepts agetaatege
421 ctatctcgga cattaccaac gecagegtct ggtageecgac ggattgetgg cgaaaaaggg
481 ctgeeccgceag tetggtcagg tegegattat tgetgatgte gacgagegta ceccgtaaaac
541 aggcegaagece ttegeegeeg ggetggeace tgactgtgea ataaccgtac atacccagge
601 agatacgtce agtcccgate cgttatttaa tcctetaaaa actggegtit gecaactgga
661 taacgcgaac gtgactgacg cgatcctcag cagggeagga gggteaattg ctgactitac
721 cgggcatcgg caaacggegt ttegegaact ggaacggptg cttaatttic cgeaatcaaa
781 cttgtgecett aaacgtgaga aacaggacga aagcetgttca ttaacgcagg cattaccate
841 ggaactcaag gtgagcgecg acaatgtetc attaaccggt geggtaagee tcgeatcaat
901 gctgacggag atatttctee tgeaacaage acagggaatg ccggageegg gatggggaag
961 gatcaccgat tcacaccagt ggaacacctt gotaagittg cataacgege aattttattt
1021 gctacaacge acgccagagg tigecegeag cegegecace cogttattag atttgatcaa
1081 gacagcgttg acgccccatc caccgeaaaa acaggegtat ggtgtgacat tacccactte
1141 agtgctgttt atcgccggac acgatactaa tctggeaaat cteggeggeg cactggaget
1201 caactggacg cttcceggtce agecggataa cacgeecgeca ggtggtgaac tggtgtitga
1261 acgctggegt cggetaageg ataacageca gtggattcag gtttcgetgg tettccagac
1321 tttacagcag atgcegtgata aaacgeegcet gtcattaaat acgecgeccg gagaggtgaa
1381 actgaccctg geaggatgtg aagagegaaa tgcgeaggse atgigttcgt tggeaggtit
1441 tacgcaaatc gtgaatgaag cacgcatacc ggegtgeagt ttgtaatgea taaaaaagag
1501 cattcagtta cctgaatget ctgaggetga tgacaaacga agaactgtct aatgegtaga
1561 ccggaaaagg cgttcacgee geatccggee actttcagtt ttectetttc teggagtaac
1621 tataaccgta atagttatag ccgtaactgt aageggtget ggegegttta atcacaccat
1681 tgaggatagc gectttaata ttgacgectg cetgttecag acgotgeatt gacaaactca
1741 cctetitgge ggtgttcaag ccaaaacgeg caaccageag getggtgeca acagaacgee
1801 ccacgaccge ggcatcactc accgecagcea tcggeggegt atcgacaate accagategt
1861 aatggtcgtt cgoccattce agtaattgac geatccgate g
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FIGURA 8

Secuencia de aminoacidos para E. coli appA (tipo salvaje) (SEQ ID NO: 8)

MKAILIPFLSLLIPLTPQSAFAQSEPELKLESVVIVSRHGVRAPTKATQLMQDVTPDAWP
TWPVKLGWLTPRGGELIAYLGHYQRQRLVADGLLAKKGCPQSGQVAITADVDERTRK
TGEAFAAGLAPDCAITVHTQADTSSPDPLFNPLKTGVCQLDNA
NVTDAILSRAGGSIADFTGHRQTAFRELERVLNFPQSNLCLKREK QDESCSLTQALPSE
LKVSADNVSLTGAVSLASMLTEIFLLQQAQGMPEPGWGRITDSHQWNTLLSLHNAQFY
LLQRTPEVARSRATPLLDLIKTALTPHPPQRQAYGVTLPTSVLFIAGHDTNLANLGGAL
ELNWTLPGQPDNTPPGGELVFERWRRLSDNSQWIQVSLVFQTLQQMRDKTPLSLNTPP
GEVKLTLAGCEERNAQGMCSLAGFTQIVNEARIPACSL

Mas abajo se muestran los residuos de aminoacido en negrita-subrayados
de la enzima appA (SEQ ID NO: 10)

MKAILIPFLSLLIPLTPQSAFAQSEPELKLESVVIVSRHGVRAPTKATQLMQDVTPDAWP
TWPVKLGELTPRGGELIA YLGHY WRQRLVADGLLPKCGCPQSGQVAIADVDERTRK
TGEAFAAGLAPDCAITVHTQADTSSPDPLFNPLKTGVCQLDNA
NVTDAILEAGGSIADFTGHYQTAFRELERVLNFPQSNLCLKREKQDBSCSLTQALPSEL
KVSADCVSLTGAVSLASMLTEIFLLQQAQGMPEPGWGRITDSHQWNTLLSLENAQFDL
QRTPEVARSRATPLLDLIKTALTPHPPQRQAYGVTLPTSVLFIAGHDTNLANLGGALEL
NWTLPGQPDNTPPGGELVFERWRRLSDNSQWIQVSLVFQTLQQMRDKTPLSLNTPPGE
VKLTLAGCEERNAQGMCSLAGFTQIVNEARIPACSL
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