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Solicitud de Patente a nombre de

DANISCO US INC
En el asunto de la referencia me permito presentar un nuevo pliego de
Reivindicacionés que comprende 38 Reivindicaciones de las que se explica lo
siguiente:
‘ 1- Las Reivindicaciones 1 a 22 son nuevas Reivindicaciones que estan dentro del
objeto de la invencion, sin que impliquen una ampliacién del mismo.
2- Las Reivindicaciones 23 a 28 corresponden a las Reivindicaciones 1 a 6 tal
como fueron presentadas.
3- Las Reivindicaciones 29 a 38 corresponden a las Reivindicacionqs 12 a 21, tal
como fueron presentas, con un ligero cambio en la redacciébn de las

Reivindicaciones 30 a 32 originalmente presentadas.

‘ Sobre estas Reivindicaciones debe efectuarse el examen de patentabilidad en el

momento oportuno para ello.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de producir una laccasa, que comprende los pasos de:

(a) introducir en una célula hospedera una primera secuencia de acido nucleico que
incluye una secuencia sefial conectada operacionalmente a una secuencia de acido nucleico
que codifica la laccasa, en donde la secuencia sefial codifica el péptido sefal de
Celobiohidrolasa 1 o el péptido sefial NSP24;

(b) expresar la primera secuencia de acido nucleico;

(c) co-expresar una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una chaperona
o una foldasa seleccionada del grupo conformado por bip1, ero1, pdit, tig1, prp1, ppil, ppi2,
prp3, prp4, calnexina, y lhs1;y

(d) recolectar la laccasa segregada de la célula hospedera.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la primera secuencia de acido
nucleico comprende ademas una secuencia enzimatica entre la secuencia sefial y la

secuencia de laccasa.

3. El método de ia reivindicacion 2, en donde la secuencia enzimatica se obtiene de una

glucoamilasa o de una enzima CBH1.

4. El método de la reivindicacién 2 6 3, en donde la secuencia enzimatica incluye una

secuencia enzimatica de longitud completa.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 2 6 3, en donde la secuencia enzimatica

comprende una secuencia de dominio de nucleo catalitico.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la primera secuencia de
acido nucleico comprende ademas una secuencia conectora entre la secuencia de dominio

de nucleo catalitico y la secuencia de laccasa.
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7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la

citada laccasa se deriva de un hongo filamentoso o levadura.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la citada laccasa se deriva de
Aspergillus, Neurospora, Podospora, Botrytis, Collybia, Cerrena, Stachybotrys, Panus,
Thieilava, Fomes, Lentinus. Pleurotus, Trametes, Rhizoctonia, Coprinus, Psathyrella,
Myceliophthora, Schytalidium, Phlebia, Coriolus, Spongipellis, Polyporus, Ceriporiopsis

subvermispora, Ganoderma tsunodae, o Trichoderma.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la citada laccasa se deriva de

Cerrena laccasa A1, R3, B1, B2, B3, C, D1, D2 o E.

1. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la citada laccasa se deriva de

la proteina madura de Cerrena laccasa D de SEQ ID NO:45.

12.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde la

célula hospedera es una célula de un hongo filamentoso.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la célula hospedera es una

célula ascomycetes.

14.  El método de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde el hospedero es una célula

Trichoderma.

15.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-14. en donde la
primera secuencia de acido nucleico comprende ademas un promotor corriente arriba de la

secuencia senial.

16.  El método de acuerdo con la reivindicaciéon 15, en donde el promotor es nativo a la

célula hospedera y no esta asociado naturalmente con la secuencia de laccasa.
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17.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde la

chaperona es B1P1.

18.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde la

segunda secuencia de acido nucleico se conecta operacionalmente a un promotor.

19. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el promotor es nativo a la
célula hospedera y no esta asociado naturaimente con la segunda secuencia de &cido

nucleico.

20.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-19. en donde la

laccasa se produce como una proteina de fusién con la enzima.

21.  Una laccasa producida por el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-20.

22.  Una composicion que contiene la laccasa de la reivindicacion 21.

23.  Un método para producir una proteina deseada, que comprende los pasos de:

(@) introducir en una célula hospedera una primera secuencia de acido nucleico
que incluye una secuencia sefial conectada operacionalmente a una secuencia de proteina
deseada;

(b)  expresar la primera secuencia de acido nucleico:
(c) co-expresar una segunda secuencia de &cido nucleico que codifica una
chaperona o una foldasa seleccionada del grupo conformado por bip1, ero1, pdit, tig1, prp1,

ppil, ppi2, prp3, prp4, calnexina, y lhst;y

(d)  recolectar la proteina deseada segregada de la célula hospedera.
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24. El método de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde la primera secuencia de
acido nucleico comprende ademas una secuencia enzimatica entre la secuencia sefal y la

secuencia de proteina deseada.

25. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde la secuencia enzimatica se

obtiene de una glucoamilasa o de una enzima CBH1.

26. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde la secuencia enzimatica

incluye una secuencia de cadena completa.

27. El método de acuerdo con la reivindicacion 24 en donde la secuencia enzimatica

comprende una secuencia de dominio de ndcleo catalitico.

28. El método de acuerdo con la reivindicacién 27, en donde la primera secuencia de
acido nucleico comprende ademas una secuencia conectora entre la secuencia de dominio

de nucleo catalitico y la secuencia de proteina deseada.

29. El método de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde la secuencia sefial codifica

el péptido senal de Celobiohidrolasa | o el péptido sefial NSP24.

30. El método de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde la célula hospedera es una

célula de hongo filamentoso. :

31. El método de acuerdo con la reivindicacion 30, en donde la célula hospedera es una

celula ascomycetes.

32. El método de acuerdo con la reivindicacion 30, en donde el hospedero es una célula
Trichoderma.
33.  El método de acuerdo con la reivindicacién 23, en donde la primera secuencia de

acido nucleico incluye ademas un promotor corriente arriba de una secuencia sefal.
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34. El método de acuerdo con la reivindicacion 33, en donde el promotor es nativo a la

célula hospedera y no esta asociado naturalmente con la secuencia de proteina deseada.
35. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 23, en donde la chaperona es BIP1.

36. El método de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde la segunda secuencia de

acido nucleico esta conecta operacionalmente a un promotor.

37.  El método de acuerdo con la reivindicacion 36 en donde el promotor es nativo a la
célula hospedera y no estad asociado naturalmente con la segunda secuencia de acido

nucleico.

38. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde la proteina deseada se

produce como una proteina de fusiéon con la enzima.



