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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes si fuere el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

‘Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. {(Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traduccidn del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12 X 12 .

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por al
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros " Opinién escrita.
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2.)

3.)

ANEX

INVENTORES

STRINGER, Mary, Ann
( Soeborg Hovedgade 39 C, 3.tv., DK-2860 Soeborg, Dinamarca );

FATUM, Tine, Muxoll
( Soevangen 50, DK-3450 Alleroed, Dinamarca );

PATKAR, Shamkant, Anant
( Christoffers All¢ 91, DK-2800 Lyngby, Dinamarca ).



Solicito expresamente a nombre de la sociedad
NOVOZYMES A/S., sociedad constituida de
conformidad con las leyes de Dinamarca, domiciliada
en Krogshoejvej 36, Dk-2880 Bagsvaerd, Dinamarca,
el otorgamiento de Patente para la invencion titulada
"FOSFOLIPASA Y METODO PARA PRODUCIRLA”.
Clase: C12N 9/20

JIMENA E%-COBAR URIBE

C.C. 39.779.452 de Usaquen.
T.P. 68.228
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N ;ipd ot Gladsaxe

POWER OF ATTORNEY

DOCUMENTO DE PODER
The undersigned Steen Riisgaard El suscrito
acting on behalf of and representing obrando en nombre y representacién de
NOVOZYMES A/S, a company organized NOVOZYMES'A/S, constituida y organizada
under the law of Denmark segln las leyes de Dinamarca
domiciled at Krogshoejjvej 36, con domicilio en Krogshoejvej 36,
DK-2880 Bagsvaord, Denmark DK-2880 Bagsvaerd, Dinamarca
hereby appoints nombrs &

JIMENA ESCOBAR-URIBE and/or IGNACIO
ESCOBRAR-URIBE

domiciled at Bogota, Colombia
CARRERA 11 A No. 94-76 OF. 305-306

ax onr frue and legal aftorneys with the necessary
powers: 1. to apply to the administrative, judicial and
police authorities of the\Republic of Colombis, in eny
instance or eppeal, for obtaining registration of patents,
wility models, industrial designs, commercial ensigns
and nemes, trademarks, domain names, copyrights end
oelghbouring rights, plant varfeties, health licenses as
well as their asvignments, éxtensions, renewals, changes
of name and domicile; 2. to prepare, apply for, obtain,
cxecute and rogister contracts, licenses, muthorizations
and registrations of eny kind; 3. to intervene as
plaintiffs or defendants, in any invtance or appeal,
before any judge, court, tribunal, corporstion, public
officer or muthority in sny judiclal, administrative or

. polics nction, such as: actions dealing with commexcial

ensigns and namcs; oppositions against trademark
registrations; caducity and mullity actions; recovery
actions, actions erising from obtainment and working of
license agreements; sctions dealing with unfair
competition; criminal actions; actlons cleiming
indemmity for demages, complainty or remarks on all
sort of indusirial property matters; the performmnce of
precautionary measures, and in eny other similar action,
measure or appeal related to indastrial property matters,
wpyﬂmmdnmbundngnghnmdobmmd
plant varieties rights.

To this effect, we hereby authorize them to file
applications, make descriptions, amendments, protests,

‘declerations, oppositions, cancellstions, eppeals and

claims; o pay tmxes, quotas and liens as provided by
law; 1o waive or abandon grented rights or rights in
proceas of being granted, to rcccive all kind of
documents and securities; to issue the nespective
releases and, in geneml to take, before said authorities,
petinent steps to the sbove-mentioned purposes and
take all measures they may deem advisable to protect
our interests, with sll other necessary legal faculties,
and we hereby declure as good and valid whatover the
sttomeys should do to aur henefit.

This power comprises the suthority to ratify or confirm
on our behalf eny action, es well as the faculty of
cancilisting, substituting end revoking substitutions,
taking notifications and appointing judicial or extra-
Judicial mttomeys.

en Monday 29/1-2001

JIMENA ESCOBAR-URIBE wo IGNACIO
ESCOBAR-URIBE

domiciliados en Bogotd, Colambia
CARRERA 11 A No. 94-76 OF. 305-306

apoderados verdaderos y legnies con poder egpecial,
amplio y suficiento: 1. para recabar de las oficines v
autoridades colombianas administrativas, judiclales y
de policia en cuslquier instancia o recurso, la-obtenclin
de patentes de invencién, modelos de utilidad, diseflos
Industriales, registro de marcas, nambres de dominio,
registro de derechos de mitor y derechos conexos,
registro de variedades vegetales, depdsito de nombres
comerciales y ensefina, registros saniterios, asl como sus
traspasos, prémrogas, renovaciones, camblos de nombre
y de domicilio; 2. elaborar, tramitar, solicitar, obuuer

. cualquier_instancia y_recurso. y_ante _cualquier . juez,

entidad, corporacidn, funcionarlo pdblico o autoridad
en acciones- judiciales, administrativas y de policin,
tales como scclones derivadas de! nombre o ensefla
comerciales; abservaciones u opasiclén al registro de
marcas; scciones de caducidad y nulided; acciones
reivindicatorias; acciones derivadas de 1n obtencién o
explotacién de licencies; scclones de eumpeunﬂn
desleal; demandes penales y civiles; acclones de
indemmnizacidn de perjuicios, reclamos u observaciones
a cuslquior esunto sobre propiedsd imdustrial; el
qiucieiodemediduuut:lmyculquiu:m
acclones, medidas o recursos similares relacionados con
la propiedad industrial, los derechos do mutor y
derechos conxos y los dercchos de obtentor de
varicdades vegetales. -
Amdwln.lmﬁuﬂmpmelemwliqu

concedidos o en curso de concesidn; recibir toda clase
de documentos y valores dando ¢l descargo respectivo,
¥, cn generul, para dar ante dichas sutoridades todoe los
pasos necesarios al efecto indicado y tomar todes Iss
medidas que creyeren conducentes al resguardo de
nuestros [nteroses, con todes Ias dends facultades
necesaring y por este documento desde shora
declaramos vilido y bueno todo cuanto los apoderados
hicieren en nuestro beneficlo.

Este poder eompwnde h trulhd de mﬁw 0

el '-u'.u.ll'l
homzlio CURRSMTA Y UIHIH
" P!

w:n-’n



sence at the office.
There were no conspicuous amendments or additions.

He proved his identity to me by presentation of his passport.

Mr. Steen Riisgaard today signed the document hereinbefore set out in my pre-

69904 01  0001.2105

In witness whereof: 60100-00097/01

-~ -—

THE COURT OF GLADSAXE, DENMARK
2001-01-29

Notary 3 E{u LA FIRMA QUE W oE

01.02.01 RA
300.00 X

cavsmuuz B
POR EL MINISTRO DE DE RELACIOHES EXTERIORES

5

BIRGITTE THORELL




- CONSULADO DE COLOMBIA

No. 052001

El suscrito, Encargado de Funciones Consulares en Copenhague, Dinamarca,
vistos los documentos presentados por los interesados,

CERTIFICA

"Que la Sra. BIRGITTE THORELL quien autoriza el documento adjunto, ejercia legalmente,

en la fecha allf expresada, sus funciones como FUNCIONARIO DE AUTENTICACIONES
1 DEL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE DINAMARCA, cuya firma
y sellos corresponden a los registrados en este Consulado,

Que la firma NOVOZYMES A/S. existe legalmentente y que ejerce su objeto social de acuerdo
a las leyes, tal como lo expresa lo escrito por EL. NOTARIO PUBLICO DE GLADSAXE,
Sra. Lizzie Horbye.

Que el Sr. Steen Riisgaard, estd autorizado para firmar ¢l documento de acuerdo a lo -
expresado en el documento porel mismo Notario Phiblico de Gladsaxe.

- El Encargado de Funciones Consulares de Colombia no asume responsabilidad por el conte-
nido del documento.

"Se pagarin en Colombia.los impuestos de Timbre que se ocamo
obligaciones emanadas del presente documento de co:
tributario."

en Colombia las
con el articulp 519 del Estatuto

Copenhague, Febrero 06 del 2001.

Pagado : Impuesto de Timbre USD. 7.00
Derechos consulares USD. 100.00

L NOVARIO CUARENTA Y UNO -
DA A i -
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Traduccién oficlal hecha por Jimena Esccbar Uribe, traductora

- @ 1ntérprete oficial seqin resolucién No. 0369 del Ministerio

de Justicia, del documento que lleva el sello de legalizacién
No. 113709 de marzo 6 de 2001 y firmado por el Jefe de
Legalizaclones en Santafé de Bogota D.C. {(firma llegible), el
cual corresponde a un documente de poder en inglés con su
correspondiente traduccién al espafiocl (razén por la cual no
se hace traduccién del mismo texto), otorgado por la sociedad
NOVOZYMES A/S, constituida y organizada bajo las leyes de
Dinamarca, domiciliada en Bagsvaerd, Dinamarca, a Jimena

Escobar-Uribe y/o Ignacio Escobar-Uribe y firmado por Steen
Riisgaard en Gladsaxe, el lunes 29/1-2001

El sefior Steen Rilsgaard hoy firm$ el documento anterior
exhibido en mi presencia en mi oficina.

No se hicleron correcciones a adiciones manifiestas.

El probd su ldentidad a mi por medio de la presentacién de su
pasaporte.

En testimonio de lo cual:

" LA CORTE DE GLADSAXE, DINAMARCA

2000-01-29

{firmado) Lizzle Horbye, Notario
Sello Notarial

Sello en espafiol del Ministerioco de Relaciones Exteriores en
Copenhague, por medio del cual se legaliza, el 2 de febrerc
de 2001, la firma de la anterior notaria.

(fdo) Birgitte Thorell

El ‘documento anterior fue debidamente legalizado por el
Consulado General de Colombia en Copenhague, Dinamarca bajo
el No. 05/2001 el 6 de febrero de 2001, firmado por José Noé
Rios, Encargado de Funciones Consulares.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método para
producir wuna fosfolipasa procesando un péptido fingico
expresado y a ciertas fosfolipasas especificadas. Ademas, la
invencién proporciona un método para producir queso con una

fosfolipasa.
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FOSFOLIPASA Y METODO PARA PRODUCIRLA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método para
hidrolizar wun fosfolipido, un método para producir una
fosfolipasa, un método para elaborar queso y a una
fosfolipasa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Soragni, et al. (2001) EMBO J. 20: 5079-5090,
describe una fosfolipasa (TbSPl) a partir de Tuber borchii y
la secuencia de nuclebétido de ADNc de un gen que la codifica.
Las siguientes secuencias peptidicas son publicadas en fuentes
indicadas, derivadas del organismo de fuente indicado:

e COGEME Base de datos EST Hongo Fitopatogénico y
Oomiceto, Unisecuencia ID:

VD0100C34, Verticillium dahliae

¢ Base de datos de Proteina NCBI, gi:18307435,
Neurospora crassa

e Base de datos de Proteina NCBI, gi:16519372,
Helicosporum sp. HN1

e WO 0056762, SEC ID NO:5954, Aspergillus oryzae

* Base de datos de Proteina TREMBL, EAA28927,
Neurospora crassa
El documento US 6399121 describe el uso de

fosfolipasa en la elaboracién de queso.



SUMARIO DE LA INVENCION

Los inventores han analizado los datos de secuencia
conocida para fosfolipasas A2 del Grupo XIII filngico, y han
identificado secuencias adicionales, ya sea a partir de los
datos de secuencia publicada o seleccionadas para determinar
secuencias relevantes a partir de fuentes naturales.
Expresando genes que codifican fosfolipasas A2 del Grupo XIII
fingico en un organismo hospedero adecuado, se ha encontrado
que las secuenclias expresadas consisten de un péptido nuclear
acoplado a una secuencia peptidica en el lado N o C-terminal o
en ambos, y que tal expresién del gen en un organismo adecuado
puede conducir al desdoblamiento del péptido expresado para
obtener el péptido nuclear sin alguna extensidén peptidica en
el N- o C-terminal. Adem&s, se encuentra que el péptido
nuclear 8sin alguna({s) extensién(es) peptidicas, tiene una
actividad de fosfolipasa significantemente superior que el
péptido nuclear 1ligade a la(s) extensién(es) peptidicas.
Finalmente, se encuentra que el péptido nuclear descubierto
por este método es similar en longitud y secuencia a un
péptido maduro conocido a partir de Helicosporium sp.
(Wakatsuki, S. et al. (2001) Biochim. Biophys. Acta 1522:74-
Bl) de funcién desconocida, y a fosfolipasas A2 del Grupo XIII
bacteriano, las cuales carecen de extensiones peptidicas
distintas de 1las seflales de secrecién (Sugiyama, M. et al.

(2002) J. Bicl. Chem. 277:20051-20058).
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Los inventores adicionalmente encuentran que las
fosfolipasas que portan la similitud de secuencia de sitio
activo y conservacién de residuo cisteina de fosfolipasa A2 de
Grupo XIII finglico, son Gtiles en la elaboracién de queso.

Adicionalmente, los inventores descubrieron y
aislaron un gen que codifica una nueva fosfolipasa a partir de
Fusarium venenatum A3/5, la cual fue originalmente depositada
como Fusarium graminearum ATCC 20334 y recientemente
reclasificada como Fusarium venenatum  por Yoder and
Christianson, 1998, Fungal Genetlics and Bilology 23:62-80; vy
O’Donnell et al., 1998, Fungal Genetics and Biology 23:57-67.
Las fosfolipasas pertenecen al grupo fungico/bacteriano XIII
PLA2 como se define por Soragni et al., The EMBO Journal, 20
(2001), 5079-5090. Los inventores también clonaron la nueva
fosfolipasa que codifica el gen en una cepa E. coli, y usaron
el gen clonado para hacer un constructo para expresar el gen
de fosfolipasa de Fusarium en Aspergillus oryzae. Los
inventores Aspergillus oryzae son transformados con este
constructo, y aislada 1la fosfolipasa a partir de células
Aspergillus transformadas.

Por consiguiente, la invencién proporciona un método
para producir una fosfolipasa, el cual comprende procesar un
péptido fingico expresado para desdoblar un péptido a partir
del extremo C-terminal y/o un péptido a partir del extremo N~

terminal para obtener un péptido nuclear, en donde el péptido



nuclear comprende:

a) la secuencia de aminodcido dada por 1los
aminoacidos 146-153 de 1la SEC ID NO:1,
aminodcidos 87-94 de 1la SEC ID NO:3, o
aminodcidos 79-86 de la SEC ID NO:12, o una
secuencia idéntica a cualquiera de estas
secuencias de aminodcido, excepto por 1la
sustitucién de un aminodcido fMGnico con otro
aminoacido; y

b) al menos dos residuos de cisteina ubicados en el
extremo N-terminal de la secuencia dada en a); y

c) al menos dos residuos de cisteina ubicados en el
extremo C-terminal de la secuencia dada en a).

La invencidén también proporciona un método para
hidrolizar un fosfolipido con una fosfolipasa de la invencién.
Ademés, la invencién proporciona un método para producir
queso, poniendo en contacto la leche de queseria o una
fraccién de leche de queseria con una fosfolipasa y producir
queso a partir de la leche de queseria.

Finalmente, la invencién proporciona fosfolipasa la
cual es un péptido que tiene una secuencia de aminoacido la
cual es al menos, 80% idéntica con ciertas secuencias
especificadas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra una alineacién de secuencias de



aminodcido de fosfolipasas A2 del Grupo XIII fangico, que
muestra sitios de procesamiento (|) en donde se conocen. El
gitio activo consenso estd subrayado. Los residuos de cisteina
conservada estdn indicados con | bajo el consenso. La
alineacién se hizo con el programa AlignX del programa Vector
NTI suite 8. El1 algoritmo usado es ClustalW con la matriz
blosum62mt6é y ajustes por defecto AlignX.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Péptido expresado

La invencién usa un péptido fungico expresado que
pertenece a un grupo definido por la similitud de secuencia de
sitio activo y conservacién de residuo de cisteina usado en la
definicién del grupo “fosfolipasa A2 del Grupo XIII
fangico/bacteriano” dado por Soragni, E:, et al. (2001) EMBO
J. 20:5079-5090. El1 péptido es faingico, por ejemplo, derivado
de Tuber, Verticillium, Neurospora,’ Helicosporum o
Aspergillus, particularmente . borchii, T. albidum, V.
dahliae, V. tenerum, N.crassa, Helicosporium sp. HN1l o A.
oryzae.

El péptido puede tener actividad de fosfolipasa, por
ejemplo, actividad de fosfolipasa A, tal como fosfolipasa Al
y/o actividad de fosfolipasa A2.

Algunos ejemplos particulares son péptidos conocidos
que tienen secuencias de amincécido listadas en el listado de

secuencia como sigue. Los organismos de la fuente y las

A&



referencias de literatura estan también indicados:

e SEC ID NO:1. Tuber borchii. Soragni, E., et al.
(2001) EMBO J. 20:5079-5090

e SEC ID NO:3 Verticillium dahliae. COGEME Base de
datos EST Hongo Fitopatogénico y Oomiceto, Unisecuencia ID:

VvD0100C34

e SEC ID NO:4 Neurospora crassa. Base de datos de
Proteina NCBI, gi:18307435.

e SEC ID NO:5 Helicosporum sp HNl1l. Base de datos de
Proteina NCBI, gi:16519372.

e SEC ID NO:7 Aspergillus oryzae. WO 0056762, SEC ID

NO:5954.

e SEC ID NO:B. Neurospora crassa. Base de datos de
Proteina TREMBL, EAA28927.

Ademéds, las siguientes fosfolipasas fingicas que
tienen las secuencias indicadas fueron aisladas por los
inventores a partir de fuentes naturales adquiridas de
colecciones paGblicas o colectadas en 1los paises y ailos
indicados:

¢ SEC ID NO: 10. Tuber albidum. Adquirida de
Centraalbureau voor Schimmel-cultures, Utrecht, Holanda,
aislado CBS272.72.

e SEC ID NO:12. Verticillium tenerum. Irlanda, 1996.

Los inventores insertaron el gen a partir de T.

aldibum (SEC ID NO:9) en E. coli y depositaron el clon bajo



los términos del Tratado de Budapest el 12 de Febrero de 2003.
E1 depésito de hizo en el Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Mascheroder Weg 1b,
D-38124 Braunschweig, Alemania, y fue de conformidad con el
nimero de depb6sito DSM 15441.

En una modalidad, 1la invencién proporciona una
fosfolipasa la cual es un polipéptido que tiene una secuencia
de aminodcido la cual es al menos, 80%, tal como al menos B85%,
preferiblemente 90%, mas preferiblemente al menos 95%,
idéntica con los aminoacidos 91-210 en la SEC ID NO:10 (T.
albidum), aminoacidos 92-211 en la SEC ID NO:1 (T. borchii),
aminodcidos 30-137 en la SEC ID NO:12 (V. tenerum),
aminoAcidos 38-145 en la SEC ID NO:3 (V. dahliae), aminoacidos
44-151 en la SEC ID NO:4 (N. crassa), amino Aacidos 37-157 en
la SEC ID NO:7 (A: oryzae), o aminodcidos 58-168 en la SEC ID
NO:8 (N. crassa).

Procesamiento peptidico

Analizando las secuencias de fosfolipasa en el
listado de secuencia, 1los inventores encontraron que cada
secuencia de aminodcido expresada consiste de un péptido
seflal, un péptido nuclear, y adicionalmente una secuencia
peptidica con funcién desconocida unida al C o N-terminal, o
ambos, del péptido nuclear.

Péptido nuclear

Los péptidos nucleares estédn caracterizados por 1la

e



misma similitud de secuencia de sitio activo y conservacién de
residuo de cisteina observada por Soragni, E., et al. (2001)
EMBO J. 20:5079-5090 para la fosfolipasa A2 del grupo XIII
fingico/bacteriano.

En una modalidad preferida de 1la invencién, los
péptidos nucleares comprenden: a) la secuencia dada por los
aminodcidos 146-153 de la SEC ID NO:1, aminodcidos 87-94 de la
SEC ID NO:3, o aminoacidos 79-86 de la SEC ID NO:12, o una
secuencia idéntica a cualquiera de estas secuencias de
aminodcido, excepto para la sustitucién de un aminoAcido tnico
con otro aminocdcido; y b) dos residuos de cisteina ubicados en
el extremo N-terminal de la secuencia dada en a); y c) dos
residuos de cisteina ubicados en el extremo C-terminal de la
secuencia dada en a).

Uno de 1los residuos de cisteina ubicado en el
extremo N-terminal de la secuencia dada en a), puede por
ejemplo, ser separado de 1la secuencia dada en a) por
aminodcidos 0-5, tales como aminodcidos 0-3, preferiblemente
aminodcidos 0-2, y aln mas preferiblemente 1 aminodcido. Otro
de los residuos de cisteina ubicado en el extremo N-terminal
de la secuencia dada en a), puede ser por ejemplo, separado de
la secuencia dada en a) por 14-20 aminoidcidos, tales como
aminodcidos 15-19, preferiblemente aminodcidos 16-18, y atn
mids preferiblemente aminoAcidos 17.

Uno de los residuos de cisteina ubicado en el

6



extremo C-terminal de la secuencia dada en a), puede ser por
ejemplo, separado de la secuencia dada en a) por aminodcidos
22-29, tal como aminoacidos 23-28, preferiblemente aminoacidos
24-27, y ain mas preferiblemente, aminoacidos 25-26. Otro de
los residuos de cisteina ubicados en el extremo C-terminal de
la secuencia dada en a) puede por ejemplo, ser separado de la
secuencia dada en a) por los aminodacidos 27-49, tal como
aminodcidos 29-46, preferiblemente aminodcidos 30-43, altn méis
preferiblemente aminodcidos 32-42, y més preferiblemente
aminoacidos 35-40.

En una modalidad preferida, el péptido nuclear
comprende cuatro residuos de cisteina alineados con los
residuos de cisteina de la SEC ID NO:1 con los niGmeros de
aminoadcidos 128, 144, 180, y 194, respectivamente, cuando la
secuencia de fosfolipasa es expresada completa, es alineada
simultidneamente con las secuencias dadas en las SEC ID NO:1,
SEC ID NO:3, SEC ID NO:4, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC 1ID
NO:8, SEC ID NO:10 y SEC ID NO:12.

De conformidad con 1la invencién, el polipéptido
expresado es desdoblado para separar el péptido nuclear a
partir del(los) péptido(s) unidos. El desdoblamiento se puede
hacer in vivo expresandolo en un hospedero fingico filamentoso
o in vitro, por ejemplo, por un tratamiento con una proteasa
soluble tal como por ejemplo, Kex2.

Los puntos de desdoblamiento se pueden encontrar

¥4
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dentro de los 11 aminodcidos de una secuencia la cual es FG o
con 10 aminodcidos de una secuencia la cual es un sitio Kex2.
Los sitios Kex2 son por ejemplo, RR, KR, KK, o RK. En una
modalidad, el péptido nuclear tiene una longitud de 100-150
aminodcidos, tal como 110-140 aminoacidos, 115-133
aminodcidos, 118-129 aminoadcidos, o 118-126 aminoAcidos.

En una modalidad de la invencién, la fosfolipasa
expresada es desdoblada dentro de aminocdcidos 0-1B, tal como
aminodcidos 3-16, preferiblemente aminodcidos 5-14 en el
extremo N-terminal de la secuencia de alineacién con los
aminoacidos 97-101 de la SEC ID NO:1, cuando la secuencia de
fosfolipasa es expresada completa, es alineada simult&neamente
con las secuencias dadas en las SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC
ID NO:4, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC ID NO:8, SEC ID NO:10 ¥y
SEC ID NO:12.

En una modalidad preferida, la fosfolipasa expresada
es desdoblada dentro de 1los aminodcidos 0-11, tal como
aminoacidos 0-9, preferiblemente aminoacidos 0—7,. en el
extremo C-terminal de la secuencia de alineacién con los
aminodcidos 204-209 de la SEC ID NO:1, cuando la secuencia de
fosfolipasa expresada es completa, es alineada simultidneamente
con las secuencias dadas en las SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC
ID NO:4, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC ID NO:8, SEC ID NO:10 y
SEC ID NO:12.

En una modalidad preferida, la fosfolipasa procesada

9 20
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tiene una actividad fosfolipasa especifica, la cual es
superior que la actividad del péptido expresado antes del
procesamientc, por ejemplo, en una modalidad, la actividad de
fosfolipasa especifica es al menos, 2 veces, mAs
preferiblemente, al menos 5 veces, mas preferiblemente, al
menos 10 veces, la actividad de fosfolipasa especifica del
péptido expresada antes del procesamiento. En una modalidad de
la invencién, el péptido expresado no tiene actividad de
fosfolipasa medible antes del procesamiento.

La actividad de fosfolipasa puede por ejemplo, ser
medida en el ensayo LEU hidrolizando lecitina de soya (L-alfa-
fosfatidil-colina) a pH 8.0 y 40°C por 2 minutos. La actividad
de fosfolipasa es expresada como la velocidad de consumo
valorador (0.1 M de NaOH) necesario para mantener el pH
constante, con relacién a un esténdar.

Expresién en células hospederas fiingicas filamentosas

Las células hospederas fingicas filamentosas pueden
por ejemplo, ser una célula de Acremonium, Aspergillus,
Fusarium, Humicola, Myceliophthora, Neurospora, Penicillium,
Rhizomucor, Thermomyces, Thielavia, Tolypocladium, o
Trichoderma, particularmente A. awamori, A. foetidus, A.
japonicus, A. nidulans, A. niger, A. oryzae. F. bactridioides,
F. cereals, F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum, F.
graminum, F. heterosporum, F. negundi, F. oxysporum, F.

reticulatum, F. roseum, F. sambucinum, F. sarcochroum, F.
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sporotrichioides, F. sulphureum, F. torulosum, F,
trichothecioides, F. venenatum, H. insolens, M. thermophila,
N. crassa, P. purpurogenum, R. miehei, Thermomyces
lanuginosus, Thielavia terrestris, Trichoderma harzianum,
Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma
reesei, o Trichoderma viride .

En una modalidad preferida, el organismo hospedero
es una cepa de Aspergillus, Fusarium, o Trichoderma,
particularmente A. niger, A. oryzae, F. venenatum, F.
samlDucinum o F. cereals.

La transformacién, cultivacién, expresidén,
recuperacién, se pueden realizar por métodos convencionales,
por ejemplo, por los métodos generales descritos en los

documentos EP 238023, EP 305216, WO 9600787, EP 244234 o T.

Christensen et al., BioTechnology, vol. 6, Dec. 1988, 1419-22.
Polipéptido de fosfolipasa y ADN

En una modalidad, la presente invencién se refiere a
polipéptidos que tienen actividad de fosfolipasa y en donde
los polipéptidos comprendidos, preferiblemente consisten de,
una secuencia de aminodcido 1la cual tiene un grado de
identidad a amincAcidos 29 a 149 de la SEC ID NO:16 {es decir,
el polipéptido maduro) de al menos 80%, tal como al menos 85%,
aun més preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, por ejemplo, al menos 96%, tal como al menos 97% y

ain miAs preferiblemente, al menos 98%, tal como al menos 99%.

2\ 2%
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Preferiblemente, los polipéptidos comprenden la
secuencia de aminodcido de la SEC ID NO:16; una variante
alélica del mismo; o un fragmento del mismo que tiene 1la
actividad de fosfolipasa. En otra modalidad preferida, el
polipéptido de la presente invencién comprende los aminoacidos
29 a 149 de la SEC ID NO:16. En una modalidad preferida
adiciocnal, el polipéptido consiste de aminocdcidos 29 a 149 de
la SEC ID NO:16.

La presente invencién también se refiere a un
polinucleétido comprendido, preferiblemente que consiste de
una secuencia de nucleétido, la cual tiene al menos, 80% de
identidad con los nuclebétidos 133 a 495 de la SEC ID NO:15.
Preferiblemente, la secuencia de nucledétido tiene al menos,
B5% de identidad, tal como al menos, 90% de identidad, més
preferiblemente al menos, 95% de identidad, tal como al menos,
96% de identidad, por ejemplo, al menos 97% de identidad, atn
mis preferiblemente al menos, 98% de identidad, tal como al
menos 99% con nucledtidos 133 a 495 de la SEC ID NO.15.
Preferiblemente, 1la secuencia de nuclebdtido codifica un
polipéptido que tiene actividad de fosfolipasa.

La fosfolipasa se puede derivar de una cepa de
Fusarium, particularmente, F. venenatum, usando sondas
designadas en base a las secuencias de ADN en esta
especificacién. En una modalidad, 1la fosfolipasa tiene

actividad de fosfolipasa A.
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Las fosfolipasas pueden ser producidas transformando
una célula hospedera adecuada con una secuencia de ADN que
codifica la fosfolipasa, cultivando el organismo transformado
bajo condiciones que permiten la produccién de la enzima, y
recuperando la enzima del cultivo.

El organismo hospedero es preferiblemente una célula
eucariética, en particular una célula fingica, tal como una
célula de levadura o una célula fungica filamentosa, tal como
una cepa de Aspergillus, Fusarium, Trichoderma o
Saccharomyces, particularmente A. niger, A. oryzae, F.
venenatum, F. sambucinum, F. cereals o S. cerevisiae, por
ejemplo, una cepa que produce glucoamilasa de A. niger, tal
como aquella descrita en el documento US 3677902 o un mutante
del mismo. La produccién de la fosfolipasa en tales organismos
hospederos se puede hacer por los métodos generales descritos
en los documentos EP 238,0283 (Novo Nordisk), WO 96/00787
(Novo Nordisk) o EP 244,234 (Alko).

El vector de expresién de la invencién, tipicamente
incluye secuencias de control que funcionan como un promotor,
una seflal de iniciacién de traduccién y, opcionalmente, un
marcador seleccionable, un terminador de transcripcién, un gen
represor o varios genes activadores. El vector puede ser un
vector de replicacién autédnomo, o puede ser integrado en el

genoma de la célula hospedera.
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Alineacién e identificacién de secuencia

Las secuencias de nucleétido se pueden alinear con
la aplicacién de AlignX del Programa Vector NTI Suite 7.0,
usando 1los ajustes por defecto, 1los cuales emplean un
algoritmo ClustalW modificado (Thompson, J. D., Higgins, D.
G., and Gibson T. J. (1994) Nuc. Acid Res. 22: 4673-4680), la
matriz de registro swgapdnarnt, una penalizacién por apertura
en hendidura de 15 y una penalizacidén por extensiédn en
hendidura de 6.66.

Las secuencias de aminoacido pueden ser alineadas
con la aplicacién de AlignX del Programa Vector NTI Suite v8
usando ajustes por defecto, los cuales emplean un algoritmo
ClustalW modificado (Thompson, J. D., Higgins, D. G., and
Gibson T. J. 1994), la matriz de registro blosum62mt2, una
penalizacién por apertura en hendidura de 10 vy una
penalizacién por extensién en hendidura de 0.1.

En una modalidad de la invencidén, las alineaciones
de secuencia y calculo de los registros de homologia se hacen
usando el Método Lipman-Pearson (Lipman, D. J. and W. R.
Pearson (1985) Rapid and sensitive protein similarity
searches. Science 227: 1435-1441), usando una tabla de peso de
residuo PAM250 (Dayhoff, M. 0., R. M. Schwartz, and B. C.
Orcutt (1978) A model of evolutionary change in proteins. In
Dayhoff, M. O. (ed.), Atlas of Protein Sequence and Structure.

National Biomedical Research Foundation. Washington, D. C. Vol
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5. Suppl. 3: pp 345-358) y 1los ajustes por defecto del
programa MegAlign, v4.03, en el paquete de software Lasergene
(DNASTAR Inc., 1228 South Park Street, Madison, Wisconsin
53715). Los ajustes por defecto son un K-tupla de 2,
penalizacién en hendidura de 4, y una penalizacién por
longitud en hendidura de 12.
Hidrélisis da fosfolipidos

La invencidén puede ser usada en la hidrélisis de
cualquier fosfolipido tal como una lecitina, una cefalina o un
inositido.

La invencién puede ser wusada en analogia con
procesos de la técnica anterior reemplazando la fosfolipasa
por ejemplo, en la produccién de productos horneados

{(documentos WO 0032758, WO 9953769), salsa de mayonesa

{documentos GB 1525929, US 4034124) o tratamiento de aceite

vegetal (documento US 5264367) .

Uso de foasfolipasa

La fosfolipasa de la invencidén puede ser usada en
varias aplicaciones industriales de fosfolipasas, por ejemplo,
como se describe abajo.

Uso en Horneado

La fosfolipasa de la invencién puede ser usada en la
preparacién de pastas, panes y pasteles, por ejemplo, para
mejorar la elasticidad del pan o pastel. De este modo, la

fosfolipasa puede ser usada en un proceso para hacer pan, que
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comprende agregar la fosfolipasa a los ingredientes en una
pasta, amasando la pasta y hornear la pasta para hacer el pan.
Esto se puede hacer en analogia con los documentos 45670?6 o
WO 99/53769.

Uso en detergentes

La variante puede ser usada como un aditivo de
detergente, por ejemplo, a una concentracién (expresada como
proteina de enzima pura) de 0.001-10 (por ejemplo, 0.01-1) mg
por gramo de detergente o 0.001-100 (por ejemplo, 0.010-10) mg
por litro de licor de lavado.

La composicién de detergente de la invencién puede
por ejemplo, ser formulada como una composicién de detergente
para lavanderia a mano ¢ en miquina que incluye, una
composicién aditiva de lavanderia adecuada para el pre-
tratamiento de telas teflidas y una composicién suavizante de
telas agregada al enjuague, o ser formulada como una
composicién detergente para uso en las operaciones de limpieza
de superficies duras domésticas en general. En un detergente
de lavanderia, la variante puede ser efectiva para la remocién
de manchas de grasa, o mantenimiento de la blancura o para
limpieza sédrdida. Una composicién de detergente para
lavanderia puede ser formulada como se describe en los
documentos GB 2247025, WO 9901531 o WO 9903962.

La composicién detergente de la invencién puede ser

particularmente formulada para operaciones de lavado de platos
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a mano ©0 a maquina, por ejemplo, como se describe en los
documentos GB 2,247,025 (Unilever) o WO 99/01531 (Procter &
Gamble). En una composicién para lavavajillas, la variante
puede ser efectiva para eliminacién de manchas
grasosas/aceitosas, para prevencién del manchado/decoloracién
de los componentes plasticos y desgaste de trastes de la
lavavajillas por componentes altamente coloreades y 1la
evitacién de depésitos de Jjabén de cal en el desgaste de
trastes.

Otros usos

La fosfolipasa de la invencién puede ser usada para
mejorar la capacidad de filtracién de una solucién o
suspensién acuosa de origen carbohidrato, tratdndola con 1la
fosfolipasa. Esto es particularmente aplicable a una solucién
de suspensidén que contiene hidrolizado de almidén,
especialmente un hidrolizado de almidén de trigo, puesto que
tiende a ser dificil filtrar y dar filtrados grumosos. El
tratamiento se puede hacer en analogia con el documento EP
219,269 (CPC International).

Ademés, la fosfolipasa de la invencién puede ser
usada para hidré6lisis parcial de fosfolipidos, preferiblemente
lecitina, ©para obtener emulsificadores de fosfolipidos
mejorados. Esta aplicacién es ademds descrita en Ullmann’s
Encyclopedia of Industrial Chemistry (Publisher: VCH Weinheim

(1996)), patente JP 2794574, y JP-B 6-087751.
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Ademéds, las fosfolipasas de la invencién pueden ser
usadas en un proceso para la produccidn de un alimento para
animales, el cual comprende mezclar 1la fosfolipasa con
sustancias alimenticias y al menos, un fosfolipido. Esto se
puede hacer en analogia con el documento EP 743 017.

Ain ademAs, la fosfolipasa de la invencién se puede
usar en un proceso para reducir el contenido de fosfolipidos
en un aceite comestible, que comprende tratar el aceite con la
fosfolipasa para hidrolizar una parte principal del
fosfolipido, y separar una fase acuosa que contiene el
fosfolipido hidrolizado a partir del aceite. Este proceso es
aplicable a la purificacién de cualquier aceite comestible el
cual contiene fosfolipidos, por ejempleo, aceite vegetal tal
como aceite de soya, aceite de nabo y aceite de girasol. La
fosfolipasa puede por ejemplo, ser usada en el proceso
descrito en el documentc JP-A-2-133997 y US 5264367.

Método para producir queso

La fosfolipasa de la invencién puede ademas ser
usada para producir queso en analogia con el proceso dado en
el documento US 6399121.

En una modalidad preferida de la invencién, el queso
es producido poniendo en contacto la leche de queseria o una
fraccién de la leche de queseria con una fosfolipasa de la
invencién, y producir queso a partir de la leche de queseria.

En una modalidad mis preferida, el queso es
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producido poniendo en contacto la leche de queseria o una
fraccidédn de la leche de queseria con una fosfolipasa, en donde
la fosfolipasa comprende:
a) la secuencia dada por los aminocdcidos 146-153 de
la SEC ID NO:1, amino&cidos 87-94 de l1la SEC ID
NO:3; o aminoAdcidos 79-86 de la SEC ID NO:12; o
una secuencia idéntica a cualquiera de estas
secuencias de aminoAcido excepto por la
sustitucién de un aminodcido dunico con otro
aminoacido: y

b) dos residuos de cisteina ubicados en el extremo
N-terminal de la secuencia dada en a); y

c) dos residuos de cisteina ubicados en el extremo
C-terminal de la secuencia dada en a).

En el presente contexto, el término 1leche de
gueseria significa cubrir cualquiera de las composiciones a
base de leche usadas para la produccién de queso. Una fraccién
de la leche de queseria puede ser cualquier fraccién de leche
de queseria tal como por ejemplo, leche desnatada, leche,
suero de mantequilla, mantequilla o grasa de leche.

En una modalidad preferida, la leche de queseria o
una fraccién de la leche de queseria se ponen en contacto con
una fosfolipasa de la invencién, en una cantidad suficiente
para disminuir el efecto de engrase en el queso y/o incremento

del rendimiento del queso. El1 efecto de engrase es la
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tendencia del queso para formar aceite libre después del
almacenamiento y/o fusién.

En un aspecto, la invencién se refiere a un proceso
para producir queso que comprende, tratar una composicién
lactea con una fosfolipasa de la invencidn y producir queso a
partir de la composicién lactea.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un proceso
para producir queso que comprende, tratar una composicidn
lactea con fosfolipasa y producir queso a partir de 1la
composicién lactea, en donde la fosfolipasa se selecciona del
grupo de fosfolipasas PLA2 del grupo XII1 fiungico/bacteriano.
En una modalidad preferida de la invencidén, la PLA2 del grupo
XIII fingica/bacteriana es de un hongo, mAs preferiblemente de
un hongo que pertenece a los Ascomycetes. Una fosfolipasa que
pertenece a PLA2 del grupo XIII fingico/bacteriano, puede ser
cualquier fosfolipasa que pertenece a este grupo como se
define por Soragni et al., The EMBO Journal, 20 (2001), 5079-
5090, y puede ser por ejemplo, de especies Tuber, por ejemplo,
T. borchii, Streptomyces, por ejemplo, S. coelicor,
Verticillium, por ejemplo, V. dahliae, Aspergillus, por
ejemplo, A. oryzae, Neurospora, por ejemplo, N. crassa, o
Hellcosporum,

Una composicién lactea de conformidad con 1la
invencién, puede ser cualquier composicidén que comprende

constituyentes de leche. Los constituyentes de la leche pueden
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ser cualquier constituyente de leche tal como grasa de leche,
proteina de leche, caseina, proteina de lactosuero, y lactosa.
Una fraccién de leche puede ser cualquier fraccidn de leche
tal como por ejemplo, leche desnatada, suero de mantequilla,
lactosuero, crema, polve de leche, polvo de leche entera,
poclvo de leche desnatada. En una modalidad preferida de la
invencién, la composicién lactea comprende, leche, leche
desnatada, suero de mantequilla, leche entera, lactosuero,
Crema o0 cualquier combinacién de los mismos. En una modalidad
mds preferida, la composicién lactea consiste de leche, tal
como leche <desnatada, leche entera, crema, suero de
mantequilla o cualquier combinacién de los mismos.

El tratamiento enzimatico en el proceso de 1la
invencién puede ser conducido dispersando la fosfolipasa en la
composicién lactea, y permitiendo que tome lugar la reaccién
enzimidtica a un tiempo de mantenimiento apropiado a una
temperatura apropiada. El tratamiento con fosfolipasa se puede
llevar a cabo en condiciones elegidas para adecuar la(s)
enzima (s) seleccionadas de conformidad con los principios bien
conocidos en la técnica.

El tratamiento enzimiatico puede ser conducido en
cualquier pH adecuado, tal como por ejemplo, en el intervalo
de 2-10, tal como a un pH de 4-9, & 5-7. En una modalidad, el
tratamiento de fosfolipasa se conduce a 3-60°C, tal como a 25-

45°C (por ejemplo, por al menos 5 minutos, tal como por
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ejemplo, por al menos 10 minutos o al menos 30 minutos, por
ejemplo, por 5-120 minutos). La fosfolipasa se agrega en una
cantidad adecuada para producir queso que tiene las
propiedades deseadas. Preferiblemente, 1la fosfolipasa se
agrega en una cantidad efectiva para disminuir el efecto
desgrasante en queso y/o incrementar el rendimiento del queso.
Una dosificacién adecuada de fosfolipasa usualmente estarid en
el intervalo de 0.001-0.5 mg de proteina enzimatica por g de
grasa de leche, preferiblemente, 0.01-0.3 mg de proteina
enzimética por g de grasa de leche, mis preferiblemente, 0.02-
0.1 mg de proteina enzimAtica por g de grasa de leche.

Los quesos producidos por el proceso de la presente
invencién comprenden todas las variedades de quesc, tales como
por ejemplo, Campesino, Chester, Danbo, Drabant, Herregard,
Manchego, Provolone, Saint Paulin, queso Soft, Svecia,
Taleggio, queso White, que incluye queso de cuajo de requesén
producido por la cecagulacidén del cuajo del requesén del queso;
quesos madurados tales como Cheddar, Colby, Edam, Muenster,
Gruyere, Emmenthal, Camembert, Parmesano y Romano; gquesos
azules, tales como queso azul Danés; quesos frescos tales como
Feta; quesos acidos coagulados tales como, queso crema,
Neufchatel, Quarg, queso Cottage y Queso Blanco. En una
modalidad preferida, la invencién se refiere a un proceso para
producir un queso pasta filata, tal como por ejemplo, queso

Mozzarella y para Pizza. Los quesos pasta filata o quesillo,

R
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estdn normalmente distinguidos por un tratamiento de
plastificado y amasado dnico del requesén en agua caliente, lo
cual imparte al dqueso acabado, su estructura fibrosa
caracteristica y propiedades de fusién y estiramiento,
cotéjese por ejemplo, “Mozzarella and Pizza cheese por Paul S.
Kindstedt, Cheese: Chemistry, physics and microbiology, Volume
2:; Major Cheese groups, segunda edicién, pagina 337-341,
Chapman & Hall.
Listado de Secuencia y Microorganismos Depositados

La presente solicitud contiene informacién en la
forma de un listado de secuencia, el cual es adjunto a la
golicitud y también esta proporcionado en un portador de datos
que acompafla esta solicitud. Ademd&s, la presente invencidén se
refiere a microorganismos depositados. Los contenidos del
portador de datos y los microorganismos depositados estéan
completamente incorporados en este documento por referencia.
Depbsito de Material Biolégico

El sigulente material bioldgico ha sido depositado
bajo los términos del Tratado de Budapest con el Deutsche
Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1 B, D-38124 Braunschweig, Alemania, y dando
el siguiente nimero de acceso:
Depésito Nimero de Acceso Fecha de Depésito
E. coli DSM 15441 12 Febrero de 2003

E. coli DSM 15442 12 Febrero de 2003

O
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MATERTIALES Y METODOS
Medios y sustratos

Medio YP+2%G

10 g de extracto de levadura

20 g de peptona

agua a 1L

autoclave a 121°C, 20 minutos

agregar 100 ml al 20% de solucién de glucosa estéril

Medio de esporulacién RA:

50 g de acido succinico

12.1 g de nitrato de sodio

1 g de glucosa

20 ml de sales Vogel 50x (Davis, R.H. y F. J. de
Serres (1970), Meth. Enzymol. 17A:79-143).

los componentes son mezclados en un litro de agua
destilada y esterilizados por filtracién.

Amortiguador Britton Robinson

0.023 M de Acido fosfbrico
0.023 M de a&cido acético
0.023 M de acido bérico

Titulado con NaOH o HCl a pH deseado

Matodos

Actividad de fosfolipasa (LEU)

La lecitina es hidrolizada bajo pH y temperatura

constante, y la actividad de fosfolipasa es determinada como
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la velocidad de consumo de valoracién (0.1N de NaOH) durante
la neutralizacién del &cido graso liberado.

El sustrato es lecitina de soya (L-a-fosfatidil-
colina), y las condiciones son pH 8.00, 40.0°C, tiempo de
reaccién 2 minutos. La unidad es definida con relacién a un
estandar.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Expresién de fosfolipasa A2 a partir de Tober
albidom en Aspergillus oryzae

La secuencia de ADN descrita en Soragni et al.
(supra), se us6 para diseflar cebadores para amplificacién de
RCP de TbSPl a partir de ADN gendmico, con sitios de
restriccién apropiados agregados a los extremos cebadores para
facilitar la clonacién del producto de PCR (SEC ID NO:12 y
14). Se obtuvo una cepa Tuber albidum, CBS 272.72 a partir de
CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utecht, Holanda), y
se cultivé en agar X a 20°C, como se recomienda por la CBS en
la Lista de Cultivos, 1996. Se removidé el micelio de la
superficie de la placa y se aisld el ADN total usando un Kit
de Rotacidébn FastDNA (BIO10l1l, Inc., Vista, CA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realizé la amplificacién por
RCP usando Extensor de Mezcla Principal de RCP de Alta
Fidelidad (ABgene, Surrey, U.K), siguiendo las instrucciones
del fabricante y usando una temperatura de templado de 52°C

por los primeros 5 ciclos y 62°C por los Gltimos 25 ciclos. Se

A%
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obtuvo un producto de RCP dnico, y la secuencia se determiné y
gse presentd como la SEC ID NO 9 que excluye los sitios de
restriccién sintéticos agregados. La comparacién de esta
secuencia genétmica a la secuencia de ADNc presentada por E.
Soragni et al., reveld una intrén dnico. Cuando el intrén se
removi6é, la secuencia de nuclebétido a partir de T. albidum
CBS272.72 es 92.5% idéntica a aquella de T. borchii ATCC
96540, la cepa se usd por E. Soeagni et al. El1 péptido
correspondiente predicho de la secuencia del gen T. albidum
CBS272.72, es 93.8% idéntico a la secuencia peptidica
reportada por Soragni et al.

El fragmento de PCR fue restringido con BamHI y Xhol
y clonado en el vector de expresién de Aspergillus pMStr57,
usando técnicas estindares. El vector de expresién pMStr57
contiene los mismos elementos como pCaHj483 (documento WO
98/00529), con modificaciones menores hechas al promotor NA2
de Aspergillus, y tiene las secuencias para la seleccién y
propagacién en E. coli, y la seleccién y expresién en
Aspergillus. Especificamente, la seleccién en Aspergillus es
facilitada por el gen amdS de Aspergillus nidulans, el cual
permite el uso de acetamida como una fuente de nitrégeno sola.
La expresién en Aspergillus es mediada por un promotor de
amilasa II neutral modificada (NA2) a partir de Aspergillus
niger, el cual es fusionado a la secuencia lider al 5’ del gen

que codifica a fosfato isomerasa (tpi) a partir de Aspergillus

27
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nidulans, y el terminador a partir del gen que codifica a
amiloglucosidasa a partir de Aspergillus niger. El gen que
codifica a fosfolipasa A2 del constructo de expresién de
Aspergillus resultante, pMStr70, fue secuenciado y 1la
secuencia se comparé con aquella determinada previamente por
el fragmento de PCR no clonado, la SEC ID NO.9. Una mutacién
Gnica T a C se encontré 52 pb corriente abajo del codon de
detencién.

Se transformé Aspergillus oryzae con pMStr70 usando
técnicas estandares descritas en Christensen, T. et al.,
(1988), Biotechnology 6, 1419-1422. Los transformantes fueron
cultivados en medio YP+2%G sacudido a 275 RPM a 30°C y la
expresién de 1la fosfolipasa A2 de Tuber, TbPLA2, fue
monitoreada por SDS-PAGE.

Caracterizacié4n de Proteina

La SDS-PAGE reveld dos bandas, con aproximadamente
Pm de 25 y 16 kDa. El1 sobrenadante se purificé por
cromatografia de intercambio iénico en una columna de Sefarosa
SP equilibrada con 50 mM de amortiguador de acetato, y se
eluyb con 1 M de NaCl, pH 5.0. Las dos proteinas eluyeron en
dos fracciones separadas. La concentracién de proteina se
determind usando el Ensayc de Proteina ESL de Roche. La

actividad se determiné en el ensayo LEU.

2%
3
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Pm Concentracién Actividad Actividad
kDa mg/ml LEU/ml especifica
LEU/mg
Combinacién 1 23-25 1.32 61 46
Combinacién 2 16 0.42 272 648

Las proteinas fueron sometidas a secuenciamiento N-
terminal. La secuencia N-terminal de la combinacién 1 (banda
de 23-25 kDa), se encontrd corresponder a los aminodcidos 32-
50 de la SEC ID NO0O:10. El manchado de la combinacién 2 (banda
de 16 kDa), reveld dos bandas con secuencias N-terminal que
corresponden a los aminodcidos 86-98 y 91-103,
respectivamente. El analisis espectral de 1las dos bandas
mostré masas de 13934 y 14348 Da respectivamente, igualando
con 5 Da de volimenes calculados de las secuencias de
aminoacidos 86-210 Y 91-210 de la SEC ID NO:10,
respectivamente.

Ejemplo 2: Procedimiento de purificacién para dos formas des
PLA2 do T. albidium expresada en Aspergillus oryzae

En la mayoria de las fermentaciones del
transformante Aspergillus oryzae descrito en el Ejemplo 1 que
produce PLAZ2 de T. albidum, se detectaron dos formas de 1la
enzima durante la purificaciédn. Una forma funcioné a 22-23 kDa
en SDS-PAGE y que corresponde al péptido reportado por Soragni
et al. (supra). Adicionalmente, se detecté una nueva forma la
cual funcioné a 16-17 kDa en SDS-PAGE y la cual tiene una alta

actividad especifica y un alto punto isoeléctrico.
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Purificacién del péptido de 22-23 kDa

El sobrenadante de fermentacién que contiene
fosfolipasa de T. albidium expresado en A. oryzae (preparado
en el Ejemplo 1), se filtrd estérlil wusande £filtro EKS
adquirido de Seitz Schenk Bad Kreunzach, Bettringerstrasse 42,
Alemania D-73550, Waldstetten.

El sobrenadante filtrado estéril entonces se ajusté
a pH 8 y a fuerza i6nica bajo 4 mSi.

Cromatografia de Intercambio Anidnico

Se llevdé a cabo la primera etapa de purificacién en
cromatografia de intercambio aniénico usando 50 ml de columna
sefarosa de Flujo Ri&pido Q™, adquirida de Amersham Pharmacia.
La columna se equilibré con 50 mM de amortigquador de acetato
Tris pH 8. El caldo de fermentacién filtrado estéril entonces
se aplicdé en la columna y la columna se lavd con el mismo
amortiguador hasta que todo el material no unido se lavé.

Las proteinas unidas fueron eluidas con el mismo
amortiguador que contiene 1M de cloruro de sodio a pH 8 con
velocidad de flujo de 5 ml/minutos y a un volumen final de 500
ml de amortiquador total. Las fracclones de 5 ml cada una,
fueron colectadas usando un colector de fraccién y la
actividad de fosfolipasa de todas las que contienen las
fracciones fue ensayada usando Lecitina como sustrato usando
L-a-fosfatidil colina adquirida de Sigma Producto P-5638 y la

actividad se sometidé a ensayo usando un kit NEFA C adquirido

B
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de Wako Chemicals GmbH, Nissan Strasse 2, 41468 Neuss,
Alemania. El ensayo exacto es descrito a continuacién.

Las soluciones del sustrato que contienen 10 mg/ml
de sustrato de Lecitina fueron preparadas en amortiguadores
diferentes tales como 50 mM de acetato a pH 5 6 50 mM de Hepes
a pRB 7 6 50 mM de acetato Tris a pH 9 como amortiguadores que
contienen 2 mM de CaCl2 y 0.1% Triton X-100 adquirido de Fluka
chemicals. E1l sustrato fue entonces emulsificado por agitacién
y calentamiento a 50°C y después enfriado a 40°C y se usé como

sustrato.

El ensayo de actividad se llevd a cabo usando 300 pl
de la emulsién del sustrato incubada con 25 pl de las
fracciones enzimAticas por 20 minutos a 40°C, después 30 pl de
la mezcla de ensayo se transfirieron a 300 pl del reactivo de
color NEFA C A, preparado como se describe por el fabricante e
incubado por 10 minutos a 37°C y se agregdé 600 pl de solucién
del reactivo de color FECA C B a la mezcla y después se incubd
por 10 minutos. El color azul formado fue entonces medido en

un espectrofotémetro a 505 nm.

Caracterizaciédn de Proteina

Las fracciones que contienen la actividad fueron
entonces combinadas y caracterizadas por el peso molecular
usando electroféresis SDS-PAGE usando geles pre teflidos Novex
4 a 20% de geles Tris-Glicina adquiridos de Invitrogen Life
Tecnologles, Carlsbad CA 92008, USA.



32

La proteina de 22-23 kDa se detectdé y se analizé
mediante blot y se llevdé a cabo el andlisis N-terminal usando
un secuenciador Applied Biosystem.

Los primeros 19 residuos de aminodcidos a partir de
N-terminal, fueron determinados y se encontraron tener la
secuencia de aminoacidos 32-50 de la SEC ID NO:10.

Purificacié4n del péptido de 16-17 kDa

La fermentacién filtrada estéril del sobrenadante de
la fosfolipasa de T. albidum expresada en A. oryzae, se ajustéd
a pH 4.7 y se ajustdé6 la resistencia ibénica por debajo de 4
mSi.

Cromatografia de intercambio catiénico

El flujo rapido SP-sepharose™, se adquirié de
Amersham Pharmacia. Se envasaron 50 ml de columna y se
equilibraron con 50 mM de amortiguador de acetato a pH 4.7, el
sobrenadante de fermentacién entonces se aplicé en la columna
y el material no unido se lavdé usando el mismo amortiguador.

La proteina unida con pl alta, entonces se eluyd con un
gradiente lineal de sal usando 50 mM de amortiguador de acetato a
pH 4.7 que contiene 1 M de cloruro de sodio. Las fracciones y
velocidades de flujo fueron similares a aquellas usadas para el pl
bajo a partir de la fosfolipasa. La actividad de fosfolipasa en
las fracciones se sometid a ensayo cualitativamente usando un kit
NEFA como anteriormente. Las fracciones que contienen la actividad

de fosfolipasa fueron combinadas y se llevé a cabo SDS-PAGE camo
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se describe anteriormente.

Se observd la proteina de 16-17 kDa, la cual tiene
un punto isoeléctrico alto, arriba de 9.

El andlisis N-terminal de la proteina se 1llevé a
cabo después del analisis de blot de la proteina y usando
secuenciador de Applied biosystem, el cual mostré un N-
terminal el cual fue completamente diferente de un publicado
en Soragni et al. (supra). De este modo, se encontré la PLA2
de T. albidum, por tener dos formas que derivan del
procesamiento N-terminal diferencial con secuencias N-terminal
que corresponden a los aminodcidos 86-105 y 91-110 de la SEC
ID NO:10, respectivamente.

Ejemplo 3: Elaboracién de queso con fosfolipasa da T. albidum

Se usd crema no homogenizada, pasteurizada (North
Carolina State University Dairy Plant), para estandarizar
quinientos gramos de leche desnatada no homogenizada,
pasteurizada (North Carolina State University Dairy Plant), a
3.5% de grasa, produciendo de este modo, queso mozzarella de
pura crema. La leche de queseria para cada experimento se
traté con ya sea fosfolipasa de T. albidum de 16-17 kD,
preparada de conformidad con el ejemplo 2, o la Lecitase® de
fosfolipasa comercial 10L (Novozymes A/S, Bagsvaerd,
Dinamarca), y se colocd en bafio maria a 35°C hasta equilibrar
a tal temperatura. Se tomdé el pH inicial de esta leche de

queseria y se agregaron 0.01l% (p/p) del cultivo iniciador. El

S8
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pPH se monitoredé hasta que se alcanzé un pH de 6.4. Se

diluyeron 250 ul de cuajo (Novozym 89L) a 9 ml de solucién
total con agua desionizada, un ml de esta solucién se agregd a
la leche de queseria y la leche de queseria se agité
vigorosamente por 3 minutos. La barra de agitacién se removid
y la leche recuajada se dejé asentarse a 35°C.

Después de los tratamientos anteriores, el requesédn
estd listo para cortarse cuando la espdtula es insertada y se
observan los bordes agudos. El queso se corté empujando el
cortador hacia abajo y mientras se mantiene el vaso de
precipitado rapidamente, cambiar el cortador y finalmente
poniendo el cortador encima. El requesdn se dejé reposar 5
minutos, después se agité suavemente con la cuchara. La
temperatura se elevd a 41°C con agitacién suave intermitente
por ~45 minutos o hasta que el pH cayd a 6.0-5.9. El requesén
se drené usando una gasa, después se reemplazd en el vaso de
precipitado y se mantuvo a 41°C en baflo maria mientras se
vertia el lactosuero como sea necesario.

Cuando el requesén alcanzé pH 5.3, el tazén de acero
inoxidable con el requesén se inund®é en un bafio maria a 69°C
por 5 minutos, después que se ha estirado. El requesén se
templd en agua helada con hielo por 30 minutos. El requesén
del queso se secd con papel secante, se pesdé y refrigeré
durante la noche.

Los experimentos de control para elaborar queso fueron

45
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elaborados a partir del mismo lote de leche, siguiendo 1los
mismos procedimientos, excepto que no se agregd fosfolipasa.

El rendimiento actual del quesc se calculdé como el
peso del queso después del estiramiento, con relacién al peso
total de la leche de queseria.

El rendimiento del queso de humedad ajustada se
expresa como el rendimiento actual ajustado a un nivel
estdndar constante de humedad. El1 rendimiento de humedad
ajustada se calculdé multiplicando el rendimiento actual y la
relacién de contenido de humedad actual a la humedad esténdar,
de conformidad con la siguiente férmula:

Yajus = (Yact X 1-Mact) / (1-Mase)

en donde Y,y = rendimiento del quesoc de humedad
ajustada, Yact= rendimiento del queso actual, Myt = fraccién de
humedad actual y Mgst = fraccién de humedad esténdar (0.48).

El rendimiento del queso de humedad ajustada de

todos los experimentos y controles se muestra en la tabla 1.

Tabla 1
Telamied Foddipesamg doprdicina Rerdmindd qemgsabal hoemabdendniak
guiniiahdepma humedad amparadbondarid
Oonid 0 1072
AA2de 0 11 2%
T.abiim
Cord 0 1S i
ALA2ds 0% 1w
Latitm -
Crid 0 a2 ™
L blak® Qa1 248
Conied 0 ]2 /) 2%
KLcbLeckma® Q18 290

%
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Ejemplo 4: Clonacién y expresiétn de una fosfolipasa (FvPLA2) a
partir de Fusarium venenatum en Aspergillus oryxzae

Células de Fusarivm venenatum A3/5 (originalmente
depositadas como Fusarium graminearum ATCC 20334 y
recientemente reclasificadas como Fusarium venenatum por Yoder
and Christianson, 1998, Fungal Genetics and Biology 23:62-80; y
O’Donnell et al., 1998, Fungal Genetics and Biology 23:57-67),
se hicieron crecer por dos dias en medio minimo de Vogel
(Davis, R. H. and F. J. de Serres (1970), Meth. Enzymol.
17A:79-143) a 28B°C en cultivo sacudido, filtrado en tela
Miracloth estéril (Calbiochem, San Diego, California, USA), y
se transfirieron a “medio de esporulaclé4n RA”, en el cual
fueron incubadas en cultivo sacudido por unas 24 horas
adicionales a 28°C. Las células y esporas fueron colectadas por
centrifugacién y lisado, se extrajo ARN y se transcribié en
ADNc que fue clonado en p2Er0-2 por los métodos descritos en el
documento WO 00/56762. El niumero de clones independientes en
esta biblioteca antes de la amplificacién fue 2.5x105, del
cual, 92% contiene insertos que varian en tamafio desde 550-2500
pb. Se determinaron las secuencias de ADN parciales por
aproximadamente 1000 clones elegidos aleatoriamente y las
secuencias fueron almacenadas en una base de datos por
ordenador, por métodos descritos en el documento WO 00/56762.

La secuencia de nucledtido de un ADNc que codifica

TbSP1l, una fosforilasa A2 de Tuber borchii, y la traduccién

Py
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del péptido correspondiente, fueron reportador por E. Soragni
et al., 2001. Esta secuencia peptidica traducida se comparé
con las traducciones de las secuencias de ADNc parciales de
Fusarium venenatum, usando el programa TFASTXY, versidén 3.3t08
(Pearson et al., 1997). Una secuencia traducida de F.
venenatum se i1dentificé por tener 42% de identidad a TbSPl a
través de un traspale de 125 aminodcidos. La secuencia
completa del inserto de ADNc del clon correspondiente, FM0700
ge determindé y estd presente como la SEC ID NO:15, y el
péptido traducido de esta secuencia, FvPLA2, se presenta como
SEC ID NO:16. Esta secuencia se usdé para disefiar los cebadores
FvyPLAl, y FvPLA2.2 por amplificacién de RCP del gen dque
codifica a FvPLA2 a partir de FMQ700, con sitios de
restriccidédn apropiados agregados a los extremos cebadores para
facilitar la sub-clonacidédn del producto de RCP.

FvPLAL : CTGGGATCCTCAAGATGAAGTTCAGCG

FvPLAZ2 . 2 : GACCTCGAGACCCGCCATTTAAGATT

Se realizé amplificacién de RCP usando Extensor de
Mezcla Principal de RCP de Alta Fidelidad {(ABgene, Surrey,
U.K), siguiendo las instrucciones del fabricante y usandoc una
temperatura de templado de 52°C y una temperatura de extensidén
de 60°C por 20 ciclos.

El fragmento de PCR fue restringido con BamHI y XhoIl
Yy clonado en el vector de expresidén de Aspergillus pMStr57,

usando técnicas esténdares. El vector de expresién pMStr57
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contiene los mismos elementos como pCaHj483 (documento WO
98/00529), con modificaciones menores hechas al promotor NA2
de Aspergillus, como se describe para el vector pMT2188 en el
documento WO 01/12794, y tiene secuencias para seleccién y
propagacién en E. coli, y la seleccién y expresién en
Aspergillus. Especificamente, la seleccién en Aspergillus es
facilitada por el gen amdS de Aspergillus nidulans, el cual
permite el uso de acetamida como una fuente de nitrégeno sola.
La expresién en Aspergillus es mediada por un promotor de
amilasa II neutral modificada (NA2) a partir de Aspergillus
niger, el cual es fusionado a la secuencia lider al 5’ del gen
que codifica a fosfato isomerasa (tpi) a partir de Aspergillus
nidulans, y el terminador a partir del gen que codifica a
amiloglucosidasa a partir de Aspergillus niger. El gen que
codifica a fosfolipasa del constructo de expresién de
Aspergillus resultante, pMStr77, fue secuenciade y 1la
secuencia agregada completamente con agquella determinada
previamente por el inserto de FM(Q700.

Se transformé 1la cepa Aspergillus oryzae BECh2
(documento WO 00/39322) con pMStr77 usando técnicas estandares
(Christensen, T. et al., 1988). Los transformantes fueron
cultivados en medio YP+2%G sacudido a 275 RPM a 30°C y la
expresidn de FvPLA2, fue monitoreada por SDS-PAGE.

Una cepa de Escherichia coli que contiene un gen que

codifica la fosfolipasa a partir de F. venenatum, fue

e
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depositada por los inventores bajo los términos del Tratado de
Budapest c¢on Deutsche Sammlung von Microorganismen und
Zellkulturen GmbH, MascheroderWeg 1b, D- 38124 Braunschweig,
Alemania. La fecha del depésito fue 12 de febrero de 2003, y
el naimero de acceso fue DSM 15442,
Ejemplo 5: Purificacién y comparacién de secuencia de FvPLA2
FvPLA2 a partir de la fermentacién del ejemplo 4, se
purificé por cromatografia de intercambio i1énico en una
columna SP-sepharose equilibrada con 50 mM de amortiguador de
acetato a pH 4.7 y eluida con 1M de NaCl a pH 4.7. Las
fracciones fueron analizadas en SDS-PAGE, y las fracciones que
contienen una proteina de 14 kDa fueron combinadas. La
identidad de la proteina pura se confirmé determinando 1la
secuencia N-terminal, la cual fue idéntica a la secuencia del
aminodcido (aa) 29-40 de la SEC ID NO:16. Adicionalmente, la
masa dél péptido se determindé por andlisis de espectro de
masas, debido a que el tamaiflo aparente estimado de SDS-PAGE,
14 kDa, es mas pequefio que aquél del péptido predicho por el
procesamiento del péptido tebérico en la SEC ID NO:16. La masa
de la FvPLA2 activa, purificada, se encontré por ser de 13336
Da. Esta masa molecular indica procesamiento terminal en el C-
término y es consistente con un desdoblamiento entre 1los
aminodcidos 149 y 150 en la SEC ID NO:16, como el péptido de
la secuencia de un aminodcido 29 a 149 tiene una masa teérica

de 13335,66 Da.
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Una comparacién del péptido procesado maduro
(aminodcidos 29-149 de la SEC ID NO:16), con las secuencias
conocidas, muestra que la secuencia de la técnica anterior mas
cercana, fue una fosfolipasa a partir de Verticillium dahliae,
traducida de la Unisecuencia ID:VD0100C34 de la COGEME Base de
datos EST Hongo Fitopatogénico y Oomiceto, Versiétn 1.2
(http://cogeme.ex.ac.uk/) {(Soanes et al. (2002) Genomics of
phytopathogenic fungi and the development of bioinformatic
resources. Mol Plant Microbe Interact. 15 (5): 421-7). El
procesamiento del péptido parcial predicho de la secuencia de
V. dahliae fue estimado por comparacién al procesamiento
encontrado para FvPLA2., La identidad entre los aminoacidos 29
a 149 de la SEC ID NO:16 y la secuencia estimada del péptido
maduro de la fosfolipasa V. dahliae, se calculé por ser 77%.
Ejemplo 6: Propiedades fisicas de FvPLA2

Actividad catalitica

La actividad de fosfolipasa como una funcién de la
concentracién enzimitica, se determiné en el ensayo LEU para

FvPLA2 del ejemplo 4. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1
Concentracidn enzimélica (ug/mi) LEU  (peqde NaOH/min)
711 140
53.3 12.7
21.3 10.6
107 74
53 56
27 41

A%
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Perfil de Temperatura

La actividad enzimitica como una funcién de 1la
temperatura, se determiné por una solucién enzimitica con una
concentracién de 5.3 ug/ml. Otras condiciones como en el

ensayo LEU. Los resultados se muestran en la tabla 2.

Temperatura (°C) LEU (neq de NaOH/min)
3.10
487
5.41
6.97
7.86
9.03
8.27
6.90

& B 5|8 & 8| & &

Estabilidad de pH

La enzima se diluyé en amortigquador Britton Robinson
a el pH especificado por 30 minutos a 30°C. Después de la
dilucién en agua, se midié la actividad catalitica en el

ensayo LEU. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3.
pH LEU (leq NaOH/min)
2 3.78
3 5.1
4 5.60
5 5.49
6 537
7 5.61
8 5.52
9 5.64
10 5.50
1 521

A%
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Termoestabilidad

La enzima se diluyd en amortigquador Britton Robinson
a pH 3 y 10 respectivamente, y a pH 7 con sorbitol al 30%.
Después de la incubacién a la temperatura especificada por 30
minutos, la solucién se enfrié a la temperatura de reaccién y
se analizé en el ensayo LEU. Los resultados se muestran en la
tabla 4; las actividades se dan relativas a la actividad de
medicién mis alta.

Tabla 4. Actividad relativa (%) como una funcién de pH y

temperatura
Temperaiura (°C) pH3 pH 10 pH7/sorbitol o 30%
0 100% 100% 8%
40 5% 92% 100%
50 16% 14% 68%
60 1% 0% 2%

Ejemplo 7: Elaboracién ds quaso acon FvPLA2

Se us6 crema no homogenizada, pasteurizada (Planta
de Lacteos de la Universidad Estatal de Carolina del Norte)
para estandarizar quinientos gramos de leche desnatada no
homogenizada, pasteurizada (Planta Lactea de la Universidad
Estatal de Carolina del Norte) con 3.5% de grasa, asi para
producir queso mozzarella de pura crema.

La lech-e de queseria para cada experimento se traté
con ya sea con la fosfolipasa (FvPLA2) de F. venenatum

preparada de conformidad con el ejemplo 5, o de la fosfolipasa
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comercial Lecitase® 10L (Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca),
y se colocé en un bafio maria a 35°C hasta que la temperatura
se equilibré. El pH inicial de la leche de queseria se tomd y
se agregd 0.01% (p/p) del cultivo de partida.

El pH se monitoreo hasta que se alcanzé un pH de
6.4. Se diluydé 250 pl de cuajo (Novozym B89L) en 9 ml de
solucién total con aqua desionizada; se agregd un ml de esta
solucién a la leche de queseria y la leche de queseria se
agité vigorosamente por 3 minutos. La barra de agitacién se
movié y la leche recuajada se dejé asentarse a 35°C.

Después de los tratamientos anteriores, el requesén
se cortd facilmente cuando se inserté una espadtula y se
observaron los bordes agudos. El queso se cortd empujando el
cortador de forma descendente mientras se sostiene radpidamente
el vaso volteando el cortador y finalmente sacando el
cortador. El requesdén se dejé reposar 5 minutos después se
agité suavemente con una cuchara. La temperatura se elevd a
41°C con agitacién suave intermitente por ~45 minutos o hasta
gque el pH bajo a 6.0-5.9. El requesétn se filtré usande una
gasa después se reemplazdé en el vaso y se mantuvo a 41°C en
agua mientras se vertidé fuera del suero como se necesite.

Cuando el requesédn alcanzé pH 5.3, el tazén de acero
inoxidable con el requesén se sumergié en un baflo de agua a
69°C por 5 minutos, después se estird con la mano. El requesédn

se templdé en agua helada por 30 minutos. El requesé4n del queso
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se secd con papel absorbente, se pesd y refrigerd durante la
noche.

Se hicieron experimentos control de elaboracién de
gqueso a partir del mismo lote de leche siguiendo los mismos
procedimientos excepto que no se agregd fosfolipasa.

Se calculdé el rendimiento de gqueso actual como el
peso de queso después del estiramiento relativo al peso total
de 1a leche de queseria.

Se expresd el rendimiento de queso de humedad
ajustada como el rendimlento actual ajustado al nivel
constante estandar de humedad. Se calculé el rendimiento de
humedad ajustada multiplicando el rendimiento actual y 1la
relaciobn de contenido de humedad actual para la humedad
estiandar, de conformidad con la siguiente férmula:

Yadj = Yact x (1-Maoct)/(1-Mstd)

en donde Yadj = rendimiento de queso de humedad
ajustada, Yact = rendimiento de queso actual, Mact = fraccién
de humedad actual y Mstd = fraccién de humedad estdndar
(0.48).

El rendimiento de queso de humedad ajustada de todos

los experimentos y controles se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5
Tratamiento Proteina de la enzima Rendimiento de Incremento del
de fosfolipasa queso de rendimiento
mg/grasa g humedad ajustada comparado al
control
FvPLA2 0 11.70 2.1%
Control 0.071 11.95
FvPLA2 0 11.50 2.8%
Control 0.071 11.83
Lecitase®10L 0 9.22 2.7%
control 0.18 9.48
Lecitase®10L 0 9.62 2.8%
control 0.18 9.90

Ejemplo B: Elaboracién de queso con FvPLA2

La leche se pasteurizé a 72°C por 15 sequndos y
después se enfridé por debajo de 10°C. La leche se estandarizé
a 2.4% de grasa con crema. Después de la estandarizacién la
leche se precalentdé en un intercambidé de calor a una
temperatura de pre-maduracién de 34.5°C. Se vertieron 150 mg
de ‘leche en cada tanque de queso y se agregaron 15 g del
cultivo (F-DVS ST-M6). La fosfolipasa del ejemplo 5 se agregd
en una dosificacién de 5 LEU/g de grasa y la leche se incubé
por 1 hora a 34.5°C. Se agregd el cuajo (Chy-Max Plus, 200
IMCU) y la agitacién se continio por no mids de 4 minutos.

Después de aproximadamente 60 minutos cuando el

codgulo se juzgd preparado, se cortd usando un cuchillo de 10

BN
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mm. El agitador se regresé al vaso y después de 10 minutos, se
hierve incrementando la temperatura a 41°C dentro de 30
minutos. Después de alcanzar 41°C, tomé lugar una agitacién
adicional por aproximadamente 20 minutos, hasta que una acidez
valorable de 0.15-0.16% se alcanzé. El1 requesédn se dejd
asentar en el vaso, y el suero se drend. El requesédn se cortd
en bloques uniformes y los bloques se voltearon y apilaron en
dos. Subsecuentemente, en intervalos de 10 minutos, los
bloques se voltearon y mantuvieron en pilas de dos. A un pH de
aproximadamente 5.15-5.20, el requesén se molié en una maquina
de molienda. Se agregaron dos por ciento de sal a las piezas
de requesédn (peso/peso). Después de la molienda, todo el
requesdn, se agregd en el estirador, el cual contiene 70 1 de
agua precalentada a 74°C. Alrededor de 20 1 de agua caliente
se transfirieron a la camara superior y se agregd el queso.
Cuando el requesén alcanzdé una temperatura de 62°C, el
estiramiento se detuvo y el requesén se movidé al extrusor. Los
quescos se sometieron a extrusién en barras de 8-9 quesos, cada
uno de 2.3 kg, y se enfriaron en agua a 5-7°C. Después de 20
minutos de enfriamiento, los quesos se movieron a la salmuera
saturada y se agregdé salmuera por 1.5 horas a 5-6°C, La
salmuera se realizdé mezclando 120 kg de agua, agregando sal a
22Be, 750 g de CaCl2 (solucién al 34%) y ajustando a pH 5.1.
Después de curar en salmuera cada gueso se secd por alrededor

de 30 minutos y se pesd antes del envasado a vacio. Las

X3
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muestras se tomaron por pH y andlisis compeosicional (humedad,

sal, grasa y proteina) después de aproximadamente almacenaje
por 1 semana a temperatura fria.

Rendimiento actual (RA) se ajusté a humedad al 48% en el
queso:

Randimianto Adj = RA x (100 - % de humedad)

100 - 48
Tabla 6
Rendimiento Rendimiento incremento de Incremento de
ajustado (Kg) ajustado (Kg) rendimiento rendimiento (%)
control experimental promedio (kg)
Dia 1 10.62 10.81
10.70 10.90 0.195 1.8
Dia2 |9.80 10.16
9.85 10.14 0.225 23
Dia3 |10.00 10.15
10.01 10.16 0.15 1.5
Ejemplo 9: Socbre-expresién de PLA2 de Aspergillus oryzae

(AoPLA2) en Aspergillus oryxse

Medio

DAP2C-1

11 g de MgSO4e7HZ0

1 g de KH,PO,

2 g de Monohidrato de &acido citrico

30 g de maltodextrina

6 g de K3PO,03H20

0.5 g de extracto de levadura
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0.5 ml de rastros de solucién de metales
1 ml de Pluronic PE 6100 (BASF, Ludwigshafen, Alemania)

Los componentes se mezclaron en un litro de agua
destilada y se dividieron en matraces, se agregd 250 mg de
CaCO3 a cada uno en 150 ml por porcién.

El medio se esterilizdé en una autoclave. Después del
enfriamiento, lo siguiente se agregdé a 1 litro del medio:

23 ml (NH.)2HPO; al 50% p/v, filtro esterilizado

33 ml de acido lactico al 20%, filtro esterilizado
Restos de solucidn de metales

6.8 g de ZnCl;

2.5 g de CuS0,e5H0

0.24 g de NiCl,e6Hz0

13.9 g de FeS0,07H20

8.45 g de MnSO,eH,0

3 g de Monohidrato de &cido clorhidrico

Los componentes se mezclaron en un litro de agua
destilada.

La clonacién y se secuenciacién parcial de ADNc que
codifica una fosfolipasa A2 de Aspergillus oryzae se describe
en el documento WO 00/56762. La secuencla completa del clon
AS3812, se da en la SEC ID NO: 6.

Esta secuencia se us6 para designar el cebador
AcPLAl para usc con el cebador vector pYESrev en amplificacién

de RCP del gen que codifica PLA2 de AS3812 con la adicién de

AR
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un sitio de restriccién para sub-clonar el producto RCP:

AoPLAl: TGAGGATCCATCATGAAGAACATCTTCG

pYESrev: gggcgtgaatgtaagcgtgac

La amplificacién de RCP se acompafnid usando Extensor
de Mezcla Principal de RCP de Alta Fidelidad (ABgene, Surrey,
U.K.) siguiendo las instrucciones del fabricante y usando una
temperatura de recocido de 52°C para los primeros 5 ciclos y
62°C para los udltimos 25 ciclos, y un tiempo de extensién de
1.5 minutos.

El fragmento RCP se restringié con BamHI y Xhol y se
clond en el vector de expresidn pMStr57 de Aspergillus
(descrito en el Ejemplo 1) usando técnicas estandares. El1 gen
que codifica la fosfolipasa del constructo de expresién de
Aspergillus resultante pMStr7l1, se secuencidé y la secuencia
fue completamente contradictoria con aquella determinada
previamente para el insertoc de AS3812.

La cepa BECh2 de Aspergillus oryzae (documento WO
00/39322) se transformdé con pMStr7l usando técnicas estandares
(T. Christensen et al., 1988). Se cultivaron los
transformantes en medio DAP2C-1 agitado a 270 RPM a 37°C por 4
dias y la expresién de fosfolipasa se monitoreé por SDS-PAGE.
Ejemplo 10: Purificacién y determinacién del procesamiento del
péptido

La fosfolipasa de Aspergillus o:yzée de 1la

fermentacién del ejemplo 9 se filtré a través de filtro
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estéril Seitz-EKS de 20 p obtenido de Pall Corporation (Pall
SeitzSchenk Filter Systems GmbH Pianiger Str., 137 D-55543 Bad
Kreuznach, Alemania). La solucién filtrada estéril después se
ajustdé a pH 4.7 usando dcido acético diluido. La fuerza ibnica
del sobrenadante de la fermentacién después se ajusté de
manera que la concentracién de sal fue baja y la fuerza idénica
estd bajo 4 mSi. La purificacién de la proteina PLA2 deseada
se obtuvo por cromatografia de intercambio catiénico usando
matriz de Flujo rdpido de sefarosa SP obtenida de Amersham-
Pharmacia (Suecia). La matriz de intercambio catiénico fue
pre-equilibrada y lavada envasada con 50 mM de amortiguador de
acetato de sodio, pH 4.7 (Amortiguador A) en columna XK26
obtenida de Amersham Pharmacia. La fermentacién del
sobrenadante que contiene el PLA2 deseado se ajusté a pH y
después se aplicé fuerza ibnica en la columna. El material no
unido después se lavé con el amortiguador A hasta que todo el
material absorbente de UV se lav6é, lo cual se monitoreé por
detector UV unido al equipo colector de fraccién. Las
proteinas enlazadas después se eluyeron con un gradiente de
sal lineal usando el Amortiquador B, el cual contiene 1M de
cloruro de sodio como sal en 50 mM de amortiquador de acetato
de sodio, pH 4.7. El volumen total del gradiente lineal que
alcanzé una concentracién de sal de 1M es de aproximadamente
500 ml (10 volimenes en columna). Las fracciones de 10 ml cada

una se colectaron durante la elucién. Todas las fracclones se

/3N
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sometieron a ensayc para determinar la actividad de
fosfolipasa usando Lecitina como sustrato obtenido de Sigma
chemicals. Los dcidos grasos liberados de Lecitina en
incubacién con la fosfolipasa se detectaron usando el kit NEFA
C obtenido de Waco chemicals. Las fracclones que contienen
actividad de <fosfolipasa fueron entonces verificadas por
pureza de la proteina usando la técnica SDS-PAGE estdndar., Las
fracciones se combinadas conteniendo una banda sencilla del
PLA2 deseada que muestra el pesc molecular de aproximadamente
16 kDa, como se determiné por comparacién a esténdares de peso
molecular de Amersham-Pharmacia.

La 1dentidad de 1la proteina pura se confirmé
determinando la secuencia N-terminal, la cual fue idéntica a
la secuencia del aminodcido (aa) 37-47 de la SEC ID NO: 7. De
manera adicional, la masa del péptido se determiné por
andlisis espectral de masa. La PLA2 de Aspergillus activo,
purificada, dio dos masas, 14114 y 14242 Da. Estas masas
moleculares indican procesamiento adicional en el C-término,
consistente con el desdoblamiento entre los aminodcidos 121 y
122 en la SEC ID NO:7, como la secuencia peptidica del
aminodcido 37 a 121 tiene una masa tedrica de 14114.11 Da y un
desdoblamiento entre los aminodcidos 122 y 123, que predicen
la secuencia peptidica a partir de un aminodcido 37 a 123 con

una masa teérica de 14242.29 Da.

vy
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Ejemplo 11: Expresién de foafolipasa incompletamante procesada
a partir de Aspergillus oryzae y Fusarium venenatum

El procesamiento de PLA2 de Aspergillus oryzae
(AoPLA2) y el PLA de Fusarium venenatum (FvPLA2), ambas en el
N- y C-término, ocurren en residuos basicos Unicos o maltiples
{lys o arg), tipicos de 1los sitios de desdoblamiento de
maturasas como Kexina, las cuales a menudo son responsables de
los procesamientos peptidicos (Jalving, R., et al. (2000)
Appl. Environ. Microbiol. 66:363-368). Para determinar el
efecto de procesamiento en la actividad de AoPLA2 y FvPLA2Z,
las enzimas fueron expresadas en una cepa deficiente en Kexina
de Aspergillus oryzae. El procesamiento entonces fue procesado
por SDS-PAGE, y la actividad de fosforilasa se midié por los
cultivos de cepas que expresan AoPLA2 y FvPLA2 en tanto
antecedentes deficientes de Kexina como de tipo nativo.

Una cepa deficiente de Kexina de Aspergillus oryzae
{kexB") se construyd por una interrupcién del gen kexB de A.
oryzae (EMBL:AB056727) por métodos establecidos en la técnica,
tales como aquellos descritos en los documentos WO 98/12300 y
US6013452. El rompimiento de kexB se confirmdé por el andlisis
de manchado Southern y monitoreando la expresién de péptidos
en donde KexB se conoce por ser el responsable de 1la
maduracién, La cepa kexB™ se transformdé con el constructo de
expresién AoPLA2 descrito en el Ejemplo 9, y con el constructo

de expresién FvPLA2 descrito en el Ejemplo 4. Estas cepas
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fueron fermentadas en YP+2%G a 30°C, junto con las cepas de
expresién kexB® para tanto AoPAL2 como FvPLA2 descritos en los
Ejemplos 9 y 4, y cepas no transformadas como controles. Las
cepas que expresan AoPLA2 fueron sacudidas a 200RPM por 4
dias, mientras las cepas que expresan FvPLA2 fueron sacudidas
a 275RPM por 3 dias. La expresién de fosfolipasa y
procesamientos fueron ensayados por SDS-PAGE.

En andlisis SDS-PAGE, se resolvié ApPLA2 como una
‘banda distinta dnica en tanto cepas kexB* como kexB . Cuando se
expresa en la cepa kexB*, AoPLA2 corre a aproximadamente 16
kDA, consistente con la migracién observada primeramente por
la AoPLA2 completamente procesada (Ejemplo 10), mientras en la
cepa kexB, AoPLA2 <corre a aproximadamente 27-28 kDa,
consistente con una carencia de procesamiento o procesamiento
incompleto. Cuando se expresa en la cepa kexB', FvPLA2 se
resuelve como dos bandas con pesos moleculares aparentes de 17
kDa y 14 kDa. La banda de 1l4kDa corresponde al péptido
completamente procesado (Ejemplo 5), mientras el péptido de
17kDa es una forma parcialmente procesada.

Cuando se expresa en la cepa kexB~, FvPLA2 corre como
una banda unica a aproximadamente 18-19 kDA, un tamafio
consistente con el procesamiento incompleto. No se observaron
bandas similares en cualquiera de las muestras de control a
partir de las cepas no transformadas. Las intensidades de

bandas relativas sugieren que la expresiétn de AoPLA2 en 1la
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cepa kexB~ fue 1/5 a 1/10 el nivel de aquel en la cepa kexB',
mientras la expresién de FvPLA2 en la cepa kexB™ fue la misma
a 1/2 el nivel de aquella en la cepa kexB'.

La actividad de las fosfolipasas producidas por cada

cepa se determindé en el ensayo LEU y se muestra en la tabla 7.

Tabla 7
Genotipo de cepa Actividad
LEU/mi
KexB FvPLA AoPLA2
+ - -

+*
+*
1

ol B o & o o
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir una fosfolipasa el cual
comprende procesar un péptido fingico expresado, para
desdoblar un péptido a partir del extremo C-terminal y/o un
péptido a partir del extremoc N-terminal para obtener un
péptido nuclear con la actividad fosfolipasa, caracterizado
porque el péptido nuclear comprende

a) la secuencia de aminoécido dada por los

aminodcidos 146-153 de la SEC ID NO:1, aminoacidos
87-94 de la SEC ID NO:3, o aminoacidos 79-86 de la
SEC 1ID NO:12, o wuna secuencia idéntica a
cualquiera de estas secuencias de aminoacido,
excepto para la sustitucién de un aminodcido Gnico
con otro aminodcido; y
d) al menos dos residuos de cisteina ubicados en el
extremo N-terminal de la secuencia dada en a): y
e) al menos dos residuos de cisteina ubicados en el
extremo C-terminal de la secuencia dada en a).

2. Método de conformidad con la reivindicaciédn 1,
caracterizado porque el péptido expresado es expresado en una
célula hospedera fungica filamentosa transformada con el ADN
que codifica el péptido expresado.

3. Método de conformidad con la reivindicacién 2,

caracterizado porque la célula hospedera es una de

BN
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Aspergillus, Fusarium o Trichoderma, particularmente A.
oryzae, A. niger, F. venenatum o T. reesei.

4. Método de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado porque el péptido expresado es procesado in vivo
por la célula hospedera.

5. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, caracterizado porque el péptido nuclear
tiene una longitud de 100-150 aminocdcidos.

6. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la fosfolipasa
tiene una actividad de fosfolipasa especifica, la cual es al
menos 2 veces la actividad del polipéptido expresado antes del
procesamiento.

7. Método de conformidad con cualqulera de las
reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el péptido
expresado se deriva de Tuber, Verticillium, Neurospora,
Aspergillus, o Helicosporum, particularmente T. borchii, T.
albidum, V. dahliae, V. tenerum, N. crassa, A. oryzae, o
Helicosporium sp. HN1.

8. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, caracterizado porque el péptido
expresado es desdoblado dentro de 0-18 aminodcidos en el
extremo N-terminal del alineamiento de secuencia con los
aminodcidos 97-101 de la SEC ID NO:1, cuando la secuencia

peptidica expresada completa es alineada simulténeamente con
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las secuenclas dadas en las SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC ID
NO:4, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC ID NO:8, SEC ID NO:10 y
SEC ID NO:12.

9. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, caracterizado porque el péptido
expresado es desdoblado dentro de los aminoacidos 0-11 en el
extremo C-terminal del alineamiento de secuencia con los
aminodcidos 204-209 de la SEC ID NO:1, cuando la secuencia
peptidica expresada completa es alineada simultdneamente con
las secuencias dadas en las SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC ID
NO:4, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC ID NO:8, SEC ID NO:10 y
SEC ID NO:12.

10. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, caracterizado porque el péptido
expresado es desdoblado dentro de los 10 aminodcidos de un
sitio de procesamiento Kex2 o dentro de 11 aminodcidos de una
secuencia FG o ambas.

11. Método para hidrolizar un fosfolipido,
caracterizado porque comprende poner en contacto el
fosfolipido con una fosfolipasa producida por el método de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. Método para producir queso, que comprende poner
en contacto leche de queseria o una fraccién de leche de
queseria con una fosfolipasa, caracterizado porque la

fosfolipasa comprende:

w
@6
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a) la secuencia de aminodcido dada por los
aminodcidos 146-153 de la SEC ID NO:1, aminoé&cidos
87-94 de la SEC ID NO:3, o aminodcidos 79-86 de 1la
SEC ID NO:12, o una secuencia idéntica a
cualquiera de estas secuencias de aminodcido,
excepto por la sustitucién de un aminodcido unico
con otro aminodcido; y

b) al menos dos residuos de cisteina ubicados en el
extremo N-terminal de la secuencia dada en a); y

c) al menos dos residuos de cisteina ubicados en el
extremo C-terminal de la secuencia dada en a).

13. Método para producir queso, caracterizade porque
comprende poner en contacto leche de queseria o una fraccién
de leche de queseria con una fosfolipasa producida por el
método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1-10.

14. Fosfolipasa, caracterizada porque es un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido la cual es
al menos 80% idéntica con los aminodcidos 91-210 en la SEC ID
NO:10 (T. albidum), amincdcidos 92-211 en la SEC ID NO:1 (T.
borchii), amino&cidos 30-137 en la SEC ID NO:12 (V. tenerum),
amino&cidos 38-145 en la SEC ID NO:3 (V. dahliaze), amino&cidos
44-151 en la SEC ID NO:4 (N. crassa), amino &cidos 37-157 en
la SEC ID NO:7 (A: oryzae), o aminoacidos 58-168 en la SEC ID

NO:8 (N. crassa).
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15. Fosfolipasa, caracterizada porque comprende:
a) un polipéptido codificado por una fosfolipasa que
codifica parte de la secuencia de ADN clonada en un
plasmido presente en el depésito ntmero DSM 15442 de
Escherichia coli; o
b} un polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcido de los aminodcidos 29 a 149 de la SEC ID
NO:19, o una secuencia de amino&cido la cual se
puede obtener a partir de esta por sustitucién,
supresién y/o insercién de uno o mas aminoacidos; o
c) un andlogo del polipéptido definido en (a) o (b)
el cual:
1) tiene al menos 80% de homologia con dicho
polipéptido, o
ii) es inmunolédgicamente reactivo con un
anticuerpo originado contra dicho
polipéptido en la forma purificada, o
iii) es una variante alélica de dicho
polipéptido; o
d) un polipéptido el cual es codificado por una
secuencia de acido nucleico la cual hibridiza bajc
condiciones de baja rigurosidad con una hebra
complementaria de la secuencia de Acido nucleico
de los Acidos nucleicos 133 a 495 de la SEC ID

NO:15 que codifica el polipéptido maduro o una
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secuencia del mismo que tiene al menos, 100
nucledtidos.

16. Fosfolipasa de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizada porque es nativa a una cepa de Fusarium,
particularmente F. venenatum.

17. Secuencia de acido nucleico caracterizada porque
comprende una secuencia de acido nucleico la cual codifica la
fosfolipasa de conformidad con las reivindicaciones 15 o 16.

18. Secuencia de Acido nucleico caracterizada porque
comprende:

a) la secuencia de ADN parcial que codifica una

fosfolipasa madura clonada en un plasmido presente

en DSM 15442 de Escherichia coli.

b) la secuencia de ADN parcial que codifica una

fosfolipasa madura de A4cidos nucleicos 133 a 495 de

la SEC ID NO:15,

c) un andlogo de la secuencia definida en a) o b),

el cual codifica una fosfolipasa y

i) tiene al menos B80% de homologia con dicha

secuencia de ADN, o

ii) hibridiza a alta rigurosidad con una hebra
complementaria de dicha secuencia de ADN o una

subsecuencla de la misma que tiene al menos, 100

nucleétidos,

iii) es una variante alélica del mismo, o
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e) una hebra complementaria de a), b) o c).

19. Constructo de acido nucleico caracterizado
porgue comprende la secuencia de acido nucleico de conformidad
con las reivindicaciones 17 o 18, operablemente ligadas a una
o mis secuencias de control capaces de dirigir la expresién de
la fosfolipasa en un hospedero de expresidén adecuado.

20. Vector de expresién recombinante, caracterizado
porque comprende el <constructo de &cido nucleico de
conformidad con la reivindicacién 19, un promotor, y sefiales
de detencidén transcripcionales y traduccionales.

21. Célula hospedera recombinante, caracterizada
porque comprende el <constructo de Acido nucleico de
conformidad con la reivindicacién 20.

22. Método para producir una fosfolipasa,
caracterizado porque comprende cultivar la célula hospedera de
conformidad con la reivindicacién 21, bajo condiciones que
conducen a la produccién de fosfolipasa y la recuperacién de
la fosfolipasa.

23. Método para preparar una pasta o un producto
horneado elaborado a partir de la pasta, caracterizado porque
comprende agregar la fosfolipasa de conformidad con 1la
relvindicacién 15 a la pasta.

24. Composicién de pasta, caracterizada porque
comprende la fosfolipasa de conformidad con la reivindicacién

15.
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25. Composicién detergente, caracterizada porque
comprende un tensioactivo y la fosfolipasa de conformidad con
la reivindicacién 15.

26. Proceso para reducir el contenido de fésforo en
un aceite vegetal, caracterizado porque comprende poner en
contacto el aceite con la fosfolipasa de conformidad con la
reivindicacién 15 en la presencia de agua, y después separar
una fase acuosa del aceite.

27, Proceso para producir queso, caracterizado
porque comprende tratar una composicién lActea con una
fosfolipasa y producir queso a partir de la composicién
lictea, en donde 1la fosfolipasa es 1la fosfolipasa de
conformidad con la reivindicacién 15.

28. Proceso para producir queso, caracterizado
porque comprende tratar una composicién lactea con una
fosfolipasa y producir queso a partir de 1la composicién
lactea, en donde la fosfolipasa se selecciona del grupo que
consiste de fosfolipasas PLA2 del grupo XIII

fuangico/bacteriano.
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<110> Novozymes A/S
<120> Expresién ds fosfolipasa
30> 10342.504-w0

version 3.2

PRT
<213> Tuber borchii

<400> 1
Eet val Lys Ile

Ala Ala Ala Ile

20

Asn Ala Glu val

35
Thr GIn ITle Thr
50

Asp Glu Thr Asn
65

Ser phe Ala Ala

Thr Asp Arg Leu

P Arg 100

Lys Arg Asn Lys

y 9 30 \

Ser L (s, ser Pro

Lys Arg His Asp
145

Thr Glu Ala Asn

Tyr Asn Glu 33

y 3y

gﬂa Ala Ile
Pro val Sér
Ile Ala GTu
Glu Pro Thr
55
Leu Ser Thr
70
Ser Ser val
85
Leu Tyr Ser
Asn Pro Gly
ASp A Pro
P Arg 135
Phe Gl r
350
Ar s Al
16! Ly g

Ala Lys Tyr

Ile Leu Leu Met Gly
10

Glu Pro Ala Ala Leu

25
GIn Thr G1y Asp val
0 y Asp

Gly Glu Gly Asp Ar

Yy Yy Asp 609

Asp Ile val Pro Glu

75

ser Ala Ala Leu Ser
90

Thr Ala Met Pro Ala

105
Asn Leu Asp Trp Ser
120 p TP

Ala Gly Phe Asn Phe

140

Arg Asn Tyr Lys Lys

rg Ty 1¥5 y

ITe Asp Asp Asn Fhe
P 178

Ser G1¥ Leu Glu Ser
18

Ala Cys Arg Lys Ile Ala Asn Thr Tyr Tyr Asp Ala

/14

PCT/DK2004/000279

Ile Leu Ala Asn
15
Asn Lys Arg Gly
3

Pro Asp Phe Asn

45

Gly Asp val Ala

Thr Glu Ala Ala
80

Pro val Ser Asp

95
Phe Leu Thr Ala
110

AsSp Asp Gl 5

12? p Gly Cy

Leu Asp Ser Cys

GIn His Arg Phe
160

Lys Lys Asp Leu

ys Ly 17g

Trp Lys Gly val
P 1%

val Arg Thr Phe

K3
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195 200 205

Gly Trp Leu
Y b

<210 2
<211> 588
<212> DNA

<213> vertici11ium dahliae

g%g’; E:Eaét'eriﬁ::i'.;h:ﬂs';
<«222> (25)..(26)
<223» nisa, c,g,ort

<220>
<221> CDS
22> (72)..(587)

<400> 2’
cagtttgaag tcccagccce tgetnntect coctgettcte coccgtccagt ctttgggatt 60

ttccteteat ¢ atg aag tic aac gca att ctc ctg gecc ctc gt? cct gcece 110
get tys Phe Asn e‘la Ile Leu Leu Ala ligu val Pro Ala

€C ctg gct ctg cCcC acC acc gac gag gcg cag acc ccc aag ctc gec 158
g‘la l].;g gﬂa Leg pPro Thr Ilar- Asp Glu Ala G%g '{Isw Pro Lys Leu Ala

cgc cag agc atc acg gec gtc acc gac age ctg tcc ttc tcc ct 206
;ﬁg Agg G%g sgr Ile ;gg Ala val Thr Asp i%r Laﬂ Ser Phe Ser kgg

acg ctg cct cag tic acc acg cgc CPC aac amc £gec aac Ccc gecc aac 254
Thr Let Pro GIn Ege Thr Thr Arg Arg egn Asn Arg Asn Pro e;l)a Asn

Ctc gac tgg agc tcc gac g?c tge aca acg Tct cct gac aac cca ttc 302
Leu Asp Trp g;.r ser Asp Gly Cys ';Br Thr Ser Pro Asp ?gn Pro Phe

gva ttc ccc ttt gty ccg gcc t@C Cac CgC cac gac ttt ggec tac cac 350
Gly phe :so phe val Pro Ala as His Arg His Asp sge Gly Tyr His

dac ttc ¢gc gee cag acc cgc ttc acc gag agc aac aag ctc cgc atc 398
Asn ;Is'le Arg Ala Gln Thr 258 pPhe Thr Glu Ser %151 Lys Leu Arg Ile

gac aac cag ttc agg acc gat ctg agg ttc cag tgc cag tct tcg agce 446
ﬁg Asn GIn Phe Arg Thr Asp Leu Arg Phe GIn Cys GIn Ser Ser Ser

115 120 125
gt? cgc gqc gt? tgc aac gcc ctg gcg gac gtc tac tac tct gec gtc 494
val Arg Gly va 33 Asn Ala Leu Ala Q;g val Tyr Tyr Ser ﬂ% val

c cg ttC ggc gpt gac gac gcc acc ccc gge g gac gag cac 542
Af-'% g‘lg Phe %j! g?y RSp gsp Ala II;B Pro %?y :;g :grg ggg Glu His

tcg gaa ctc gtc g?c atc tac gac pag aag gtc gqc atc tac gat a 588
Ser Glu igg va]l Gly Ile Tyr ﬁg Glu Lys val Gly :{;3 Tyr Asp

14 '
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3
<211> 172
12> PRT
<213> Verticillium dahliae
<400> 3
get Lys Phe Asn gJa Ile Leu
Leu Pro Thr zgr Asp Glu Ala
Ser Ile ;gr Ala val Thr Asp
GIn Phe Thr Thr Arg Arg Asn
50 55
Ser Ser Asp Gly Cys Thr Thr
65 .p y oy 70
Phe val Pro Ala Cys His Ar
§¥ 9
Ala GIn Thr Arﬂ Phe Thr Glu
10
Phe Arg Thr Asp Leu Arg Phe
rg e P )
val Cys Asn Ala Leu Ala As
30 13g
Gly Gly Asp Asp Ala Thr Pro
14! y Asp Asp 150

val Gly Ile Tyr Asp Glu Lys
y TY I.GE s £

<21 4

<211> 185

<212> PRT

<213> Neurospora crassa
<400> 4

;et Lys Phe Phe ger Ala Leu

Ala Trp Ala Isp Thr Gly Ser

Leu Ala
GIn Thr
25

ser Leu
40

Asn Arg
sar Pro
His Asp
ser Asn

105

GIn Cys
120 4
val Tyr

Gly Lys

val Gly

Ala Leu

Glu Ser
25

Leu val Pro Ala Ala Leu Ala
10 15 .
Pro Lys Leu Ala ;%a Arg Gln
Ser Phe Ser kgu Thr Leu Pro
Asn Pro eAa Asn Leu Asp Trp
Asp Asn Pro Phe Gly Phe Pro
75 80
Phe G1 r His Asn Phe Ar
90 y 95 9
Lys Leu Arg Ile gig Asn GIn
GIn Ser Ser Ser val Arg Gly
125
r Ser Ala val Arg Ala Phe
Ty 440 g

Arg Asp Glu His Ser Glu Leu
ro 15? 160

Ile Tyr As
170 R4 P

Ser Ser Leu Leu Pro Thr Ala
10 15

Asp ser Thr Gly g&a Asp Ser

4

3
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Thr Thr ﬁp Arg Tyr Leu
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Phe lstag Ile Thr Leu Pro csi}n Phe Thr Ala Tyr esg Asn Ala Arg Ser

E;o Ala Thr Leu Asp }'Ep Ser Ser Asp Ser ;.'!s ser Tyr
Ash Pro Leu Gly Ege Pro Phe Ser Pro 3(1): Cys Asn Arg
Gly Tyr Arg ?33 Tyr Lys Ala GIn ?BE Arg pPhe Thr Asp
Leu Lys ﬂg Asp Gly Asn Phe 11‘_!3 The ASp Leu Tyr Hrs-
T?u' Iﬂa Gly Tyr Gly Ser Ig; Cys His Ala Leu 213 Asn
ﬂg Ala val Arg Glu ;Isla Gly Arg Thr Lys g}; Glu Leu.
Tyr Asp Leu Leu Iiglsl Ala His Tyr Asn gg Leu val Ala
Ala Lys Gly %g Asp Pro Leu Tyr BE

<21 5

<211> 169

<212> PRT

<213> Helicosporium sp.

<400> 5
lll.et Lys Ser Phe 'Ehr Phe val val Leu f‘l’a Leu Leu Pro
Ala Leu Pro ;ge Gly Leu Phe His ggg Gly Gly Ile Ala
Thr Ile Glu Glu Thr Thr Asp Thr Leu Leu Phe Ser Thr
35 40 45
G1n Phe Glu Ala Ala Arg Asn Ala Gln Asn Pro Ser Thr
50 55 60

Ser Ser Asp Gl s Ser Ser Ser Pro Asp Asp Pro Phe
65 pely o 70 P 75p

Phe Leu Ser Ser Cys His Arg His Asp Phe Gly Tyr Arg

414

ser

His

Asn

110

Gln

val

GIn

Glu

phe

ser

30

Pro

Leu

Gly

Asn

Pro

As
95p

AsSn

Cys

TYP

Glu

Ala
175

Ser

15

Arg

Ile

Asp

Phe

TYFP

Asp

80

Phe

Lys

Asp

Tyr

Glu

160

Ile

Ser

Ala

Ala

Trp

ASp

80

Lys

%
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9

85 95

Lys Gln Asn 258 phe Thr Ala Pro gsg Lys Ala Arg Ile QEB Thr Asn
phe Lys IRE Asp Met Tyr Asn g}s Cys Asn Thr Glu igg Asn Ile Phe
Thr 253 Ala Ala Cys Lys Q;g val Ala Asp Ile IXE Tyr Glu Ala val
ix; Thr phe Gly Ser i;g Lys Arg Ala Ala g}g Ala Leu Ala Ala igs
GIn Met Glu Glu Qgg val Ala Lys Ala

<210> 6

<2l1l> 942

<212> DNA

«<213> Aspergillus oryzae

<220>
<221> S
«<222> (61)..(726)

<400> 6
cgcaagcatc acatctactt cttattgecct attctgtccg agtgctagcc acttatcatc 60

at aac atc ttc gtt geoc act ttg gge ctg ttc gocc gea gtt tecg 108
geg :;g Ash Ile ;he val Ala Thr Leu goy Leu Phe Ala Ala !21 Ser

tct goo ttg ccc tac aca acc cct gtc aat gac aat ccc atc tct get 156
Ser Ala Leu ;50 Tyr Thr Thr Pro ;EJ Asn Asp Asn Pro ;ae ser Ala

tta caa gca cgc gcg aca aca tgc tcg gec aag gec acg gat aac ctc 204
Leu GIn ;ga Agg E1a Thr Thr Exs Ser Ala Lyg R1a Igg gsp Asn Leu

atc ttc a tc tcc atg aag acc ttc cag aag gog c€gc aag gcc aag 252
Ile ;%e L;g 3!1 Ser Met §¥s Thr phe GTg Lys eaa Arg Lys Ala Lys

aac ccc tcc aag tgc aac tgg tca tcg gac aac tge tcc aag tca ccc 300
e;n Pro Ser Lys Cys ?sn Trp Ser Ser Asp ?gn Cys Ser Lys Ser an

gat aag ccc gat g?a tac aac ttc atc ccc agc tgc caa aga cac gat 348
Asp Lys Pro Asp gsy Tyr Asn Phe Ile ;50 Ser Cys GIn Arg g;s Asp

ttc 2?5 tac cgg aac acg aag aag Cag aag cg

ttC aca aag gcc atg 396
Phe

c
r Arg Asn Thr LYS Lys GIn Lys Arg Phe Thr Lys Ala Met
RART ys L¥S Jos Y5 ATO 110

aag aag cgc att gac gac aac ttc aasg aag gat ctc tac aag tac tgc
Lys Lys gig Ile Asp Asp Asn ;23 Lys Lys Asp Leu I!E Lys Tyr Cys

444

§/14
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C caa ttc tc c tgg agc tca tgg aag gga
;gr 61;3 Phe seg g y Trp '].sgg Ser Trg Lys g?y

t gcg gat gtc tac tat act gct gtc cge cac
Leu 2‘13 ?\sp 331 Tyr T¥r Thr Ala val Arg His
145 150 155

g2 gcg ctr gag ttt gac cct tt ttc

?ﬂu g‘lg Leu g‘lg rhe Jg\sp Pro gillg ea1 2?3 Phe
165 170

tg gcc gat gte cag cct gac gaa ttt gat aac

sa gla gsp E.tl) G'lg Pro gsp g1u mg gsp Asnh

tt gac cct gat atc gag ggc <ag grtc att ccc
3:1 gsp ;;‘5' lg\sp Ile Glu qu &2;‘63 val Ile Pro

gag aac ctc gac gat att

at gga at gt
2 gi& gta? =g Galu gilg Leu Asp Asp Ile

Asp & Asp va

taggttttcg gcattggetc tacactttge aaatgggtcg
gaggaggagg gaaatcaagg catcttttgg ttgtcagtaa
aattgttttt tgaggttcta tttgaattct gettttgttc
tgttgtcatt taaaaatgga caggagtatc tgtgag

210> 7
211> 222

PRT
<213> Aspergillus oryzae
<400> 7
Met Lys Asn Ile Phe val Ala Thr Leu Gly Leu
1 5 10
Ser Ala Leu ;61: Tyr Thr Thr Pro \211;1 Asn Asp
Leu GIn Ala Arg Ala Thr Thr Cys Ser Ala Lys
35 i % . Y
Ile Phe Lys val Ser Met L¥s Thr Phe Gln Lys
50 5 :
Asn Pro Ser Lys Cys Asn Trp Ser Ser Asp Asn
65 ys ¥ 70 P P 75

Asp Lys Pro Asp Gly Tyr Asn Phe Ile Pro Ser
p Ly P 85y 90

Phe @1 r Arg Asn Thr Lys Lys Gln Lys Ar
yTY 108 ¥s Ly 105 Y g

6/14

Glu Cys Arg Arg

Gt? gag tgc cgt
140

ttt ggc aag cgt
Fhe &ly Lys Ar

gag aag cgt gat
Glu LyS Arg Asg
17

ttt gac ggt tct
Phe gsp %3 ser

gaa gtt ctt gaa
Glu val Leu Glu
205

gaa aac ctg
Glu Asn Leu
220

Lys Arg

PCT/DK2004/000279
cgc 492
gat 540
160
16
gag 588
Glu
gaa 636
Glu
gat 684
Asp

726

tcataatcca ttggaagccg 786
ctttgagtgc ctagtttgtg 846
aatcttatag cttcctacgt 906

Phe Ala Ala val
15
Asn Pro Ile Ser
30
Ala Thr Asp Asn
45
Ala Arg Lys Ala
60
Cys Ser Lys Ser
s Gln Arg His
Cy g b

Phe Thr I:[!S Ala

942

Ser

Ala

Leu

Lys

Pro

80

ASp

Met

7%

E o
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Lys Lys Arg Ile Asp Asp Asn Phe Lys Lys Asp Leu Tyr Lys Tyr Cys
ys et A A2 ¢ s

ser Gln Phe 5er Gly Trp Ser Ser Trp Lys Gly val Glu
130 y e 135 pLy y 140

Lau Ala Asp val r Tyr Thr
145 v b I!O
Glu Ala Leu Glu Phe Asp Pro
165

val Ala Asp val GIn Pro Asp
180

val Asp Pro Asp Ile Glu Gly
195 P

Asp Gly val Asp val Glu Asn

P3¥ d 215

<210> 8

<211> 249

<212> PRT

<213> Neurospora crassa

<400> 8

I\]i.et Lys Pro Phe ;he Leu Ile

Leu Met Leu %a Thr Thr Ala

Arg Glu la.tseu Ala Glu His Pro

Gl r Ala Leu Asp Tr 5
Yy '% p Trp ‘53!

Trp ASp Leu Pro Thr Phe Ile

65 70

Gly Arg Leu Thr Igp ASp Trp

Asp Asn Pro val Gly Phe Pro

100

Phe Gly Hls- Arg Asn Tyr Gln

Arg Trp Lys Ile Asp Glu Asn

Ala

Glu

Glu

Gln

200

Leu

ser

Gin

Pro

40

Lys

Lys

ser

Phe

val

120

Phe

val Arg

P

val Glu
170

Phe As
185 P

val Ile

ASp Asp

Leu Leu
10

Pro Ser
25
val Lys
Tyr Thr
His Arg
Ser Asp
90
Lys Pro
1‘5

Gln Phe

His Phe
155

Phe Glu
Asn Phe
Pro Glu

Ile Glu
220

val Thr
Leu Pro
Gly Asn
Ala Gl
Goy
Glu Ala
75
Gly Cys
Ala Cys

His Phe

Gly
Lys
Asp
val

205

Asn

vial
Leu
Pro
45

Met
AsSn
Thr

Gin

Thr
125

Leu Lys Glu Met Lys

M4

Cys Arg Arg
Lys Arg As
166
Arg Asp Glu
9 17
615 ser Glu
19

Leu Glu Asp

Leu

Phe Met Ser
15
AsSn Asn Arg
30
Pro Asn Thr
Leu Phe GIn
Phe Ser Leu
80
His val Pro
95
Arg His aAsp
119
Pro Arg Ala

Phe G1n Cys

2%
"4
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135 140

Tle Gly His Asn Ile Phe Asn Ala Cys His phe Met Ala His val Tzr
145 150 155 150

His Trp Gly val Arg Thr Phe Tyr Lys Gly His Glu GIn Tyr Arg Glu
paly lgg r Ly 175 v 17g

Ser Glu Pro Ser His Lys Met Met Asg Thr Met val Ala Ser Glu Ser
180 18 190

ser Asp Yal Phe Asp Gly Met Asp Ala Asp Glu Ala Arg Asp Ala Leu
P 185 208 ZOE P

Asn Pro Tyr Leu Ser Glu Glu Lys Thr Lys Glu Tyr Tyr Asp Arg Ala
210Ty 215 y y -{!OW p AT

Leu Ala Ar r Asn Lys Cys Vzl Glu Glu Ala Met Ala GIn Gly Ile
225 L 2!0 Y 235 y 240

Asp Leu Gln Lys H; Trp Ala Ala Phe

210> 9

<211> 832

«212> ' DNA

<213> Tuber albidum
<220>

<221> O©DS

222> (2)..(426)
<220>

«221>

Qs
<222> (476)..(680)

«<400> 9

a atg gtc aag att gct gcc att gtc ctc cra atg gqa att cta gcc aat
l{et val Lys Ile g‘la Ala Ile val Leu ligu Met

ct gcc pocc atc
g‘la 21: 21: %&e

aac get gag gtc
sn &2 €11 i

act caa att aca
Thr Csian e Thr

gac gaa acc gat
egp Tu Thr Asp

tce ttc gcc get
Ser phe Ala Ala

cct
Pro

att
Ile

&t

ttg
Leu

HE

tC agc gap cca gca gec ct aag cgt gga
\graﬂ ggr 213 zPls'o Eh g‘la Lea 2‘?2 %g Agg g y

ct gaa caa act ggt gat gtc ¢ at ttc aac
?\h E‘Iu %n Thr g?y gsp 3&1 ::rg Rsp phe Asn

cca act a a gac cgt at gtg gte
Pro ‘Er 273 213 gqy gsp e:rg 3?3 gsp \gfa? sa1

tCc acpg gat att gtc cca gag acc gag

gag gct get
;Sr Thr Asp Ile val 7’;" Glu Thr Glu Al

a Ala
80

tca gta tct geca goc tea cca gea tct gac acc
Ser val Ser Ala Ala Ser Pro Ala Ser Asp Thr

814

Gly Ile Leu Ala Asn
15

49

97

145

193

241

289

20
¥
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gac agp ctt ctc tac tca acc tcc atg ccc goe
ASp Arg Leu liag Tyr Ser Thr Ser %}: Pro Ala

cgc aat aag aac ccc gge aac ttg gac tgg age
Arg Asn !I'.ﬁ Asn Pro Gly Asn Iitz!g Asp Trp Ser

aac tcc ¢cg gac agg cct geca g?g ttt aac tIc
Asn i;s Pro Asp Arg Pro i‘;g Gly Phe Asn Phe

gtaagtcctc cttcatttat gctatctaca ttcactaata

ggt ﬁ#c gac ;ﬁc g g tac :gc :sac tac Ia_ag la_ag
rg His As e r Arg Asn Tyr Lys Lys
14! P Y RO 9 R 1¥S

gag cct aat cgc aag cgc att gat gac aat ttc
Glu Pro Asn Arg liz.'g Arg Ile Asp Asp %3 Phe

aat gag tgc gcc aag tac tct g?c ctc caa tcc
Asn Glu Cys ﬂa. Lys Tyr Ser Gly ligg GIn Ser

tgC cgc maa atc gcg aac act tac tac gat get
Cys Arg Iig Ile Ala Asn Thr '{EE Tyr Asp Ala

PCT/DK2004/000279

95
ttc ttg act gct aag
Phe Leu ..‘:.11‘.5 Ala Lys

gat pat g?a tgc agc
Asp Eg Gly Cys Ser

Ctt gac tc
Leu Asp Ser
140

ttcgaacag ¢ tgc aag
Cys Lys

ag cQC cgc tic aca |

c
GIn Arg Arg Phe Thr
160

aag aag gac cta tat
Lys Lys Asp Leu Tyr

175
190 aaa ggt gtt gec
Trg Lys %zg ea1 Ag\'la

gta cgc tcc tic g?t
val %‘E Ser Phe Gly

jl:_'gg &g taaatgtgcg gaagagatat caagtgggat cgaggaagag gatggtgaaa
p Leu

210

gagctgagag gtggatttct ttacattccg caatggctac tacagaagaa ctgtgctect

Cazatttaat ctcatttttg tgtctatcta tccactctag

<210> 10

<211> 210

<212> PRT

<213> Tuber albidum

<400>» 10

Met val Lys Ile Ala Ala ITe val Leu Leu Met

1 5 10

Ala Ala Ala Ile Pro val Ser Glu Pro Ala Ala
. 20 25

Asn Ala g}u val ITe Ala Glu %n Thr Gly Asp

Thr %n Ile Thr Glu Pro }'I;r Gly Glu Gly Asp

Asp Glu Thr Asp Leu Ser Thr Asp Ile val fro
65 70 75

914

Gly Ile Leu Ala Asn
15

Leu Ala Lys Arg G1
|3-g 9 Giy

val Pro Asp Phe Asn

45
Arg Gly Asp val val
609 Yy Asp

Glu Thr Glu Ala Ala
80

337

426

482

330

578

626

674

730

790
832

ot
0
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Ser Phe Ala Ala Ser Ser val Ser Ala Ala Ser
35 90
ASp Arg Leu Leu Tyr Ser Thr Ser Met Pro Ala
p AT 100 b 105
Arg Ash Lys Asn Pro Gly Ash Leu Asp Trp Ser
9 %50 s 15 7
Asn Ser Pro Asp Arg Pro Ala Gly Phe Asn Phe
130 135
Arg His Asp Phe G1 r Arg Asn Tyr Lys Lys
14! P y I!O g wr by 1!5
Glu Pro Asn Arg Lys Arg Ile Asp Asp Asn Phe
9 1%5 ’ P Asp 170
Ash Glu Cys Ala Lys Tyr Ser Gly Leu GIn Ser
v 180 ys Ty Y 185
s Arg Lys Ile Ala Asn Thr Tyr Tyr Asp Ala
v g 155 -%0 R P
Trp Leu
P 210

210>
211>
<212>
<213>»

11
961

DNA

vertici11ium tenerum
220>
221>
<22

<400>

DS
(5)..(628)
11

€aac atg aag acc acc gct gttt ctc tcc ctc geoc atg ctc cag geec ace

%

PCT/DK2004/000279
33 da abril-2004

Pro Ala Ser Asp Thr
95

Phe Leu Thr Ala Lys
110

Asp Asp Gl s Ser
Pug y Cy

Leu Asp Ser Cys Lys
1%0 P Cys Ly

Gin Arg Arg Phe Thr
160

Lys Lys Asp Leu Tyr
y 175

Trp Lys Gly val Ala
P LY 19‘

val Arg Ser Phe Gl
208 Y

Met Lys Thr Thr Ala val Leu Ser Leu Ala Met Leu GIn Ala Thr
1 5 10 15

tog gcc tcg

cce gt
Trp Ala ser

Pro va
20

[
&y

CCC cct cgc
Pro Pro Arg

gec

aag cgc aac gac
25 g cgc cag g

Lys Arg GIn an Asp

ttc
Phe
35

atc

tcg ctg ccc acc ttc
Ile

aac tac atg
Ser Leu I;oro Thr pPhe

AsSn Tyr Met

aac agg aac

ctg gac tgg acc acc
Asn Arg e(s,n

Leu ﬁp Trp Thr Thr

tcg ccc aac
Ser Pro Asn
65

aac ccg ctc

ggc ttc ccc ttc ctg
Asn Pro Leu

Gly Phe Pro Phe Leu
70

10/14

49
gtc tcc ctc gtc gac 97
val Ser Leu Val Asp
30
tcc aac cac cac tce 145
Ser Asn His His Ser
45
gac ggc tgc acc tcg 193
Asp Gly Cys Thr Ser
60
€cc gecc tgec cac cge 241
I;;o Ala cys His Arg
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cac gac ttt ggc tac
gas Asp Phe Gly Tyr

agc aac
Ser Asn

=
eu

108
gge cac
G ¥ H1s
11

gcc gcc
Ala Ala

aag
Lys

cag tgc

GIn Cys Aep

Asp

gtc tac
val Tyr

tac

o

gga cgc atg
Met

Gly Ar

148
gec ctc
Ala Leu
160

cac gtc
His val

atc
Ile

tcc
Ser

gte
val

gtec gec

cc
val Ala :

K
Ala o

Glu
180

Ctc ccc

gag
Leu Pro Glu

195

cag aac
GIn Asn
85

atc gac
Ile Asp

tgg gcc
Trp Ala

gtc cgc
val Arg

gcc gtc
Ala val
150

&

tac
15

gce cge
Ala Arg

ttc

cgc
Phe g

Arg

gac
Asp

aag
Lys

tgg gtt
Trp Val
120

ttc

cc
: Phe

Ala
135

ttc ggc
Phe g?y

a
&

C
8ty &1

aag
Lys

cct gee gec gag gag
Pro Ala Ala Glu gag

atc

cag agc cgc
Ile

Gln Ser Arg
90

ttc
Phe
105

aag gag gac
Lys Glu Asp

gcc

ct gce
Ala

535 g1a Ala
g?c g?t g?t gac
Gly Gly Gly Q:B

cag acc Ci cC
n e :lsiﬁ s

ctc
Leu

gec tac
Ala Ala Tyr

170

ccC cac gtc
Pro His val

gcg
a
7

atc
Ile
1385

ccc gec gcc gag
Pro Ala Ala Glu

ttc
Phe

ctc
Leu

ctc
Leu
125

gce
Ala

acc
Thr

tac
1)
gce
Ala

acce
Thr

cac
His

ct
211

gag
Glu
190

&
4

aag taaacacgag ccccttttag gaccgactag ctcggtgtcg ctgggctagg

Lys

ctgagctgag tgacggggag gcacgaaaga gagcaatgea
ctttgtctga ptgatggatg gacttgatgg acttgatgga
cgccagtgtt pactggcaga gcgagegact tgattttgga
cccgaggtgg ataagggatg ccttatcacc aacttcttca
gagaagcgcg ccccgaaaaa tggattgatt cttgatgaga

12
208

PRT
vertici11ium
12

<210>
<211>
21>
<213»
<400>

Met Lys Thr Thr Ala val Leu Ser Leu Ala Met
1 5 10
Ala Ser Pro 531 Ala Lys Arg GIn ggn Asp val

Tyr Met sge Gly Ile Ser Leu :50 Thr Phe Ser

tenarum

cgt

tcagacagge tggaacatgc
cttggatgea tttatgatac
tttcttgaaa ggacggatgt
tgtatatatt gtactgegea

PCT/DK2004/000279

ca 289

cin

95

cac 337

His

gag 385

Glu

ccg 433

Pro

gac 4381

Asp

gcc 529

Ala

175

acc 577

Thr

cag 625

Gln
678
738
798
858
818
961

Leu GIn Ala Thr Trp
15
Ser Leu val Asp Asn
30

Asn His His ser Asn
45

Arg Asn Pro Pro Arg Leu Asp Trp Thr Thr Asp Gly Cys Thr Ser Ser

11/14



W 2004097012 PCT/DK2004/000279

01 Listado SQ 8T25 23 de abril-2004
50 55 Q 60

Pro Ash Asn Pro Leu Gly Phe Pro Phe Leu Pro Ala Cys His Arg His
65 70 75 (14}
Asp Phe Gly Tyr GIn Asn Phe Arg Ile GIn Ser Arg Phe Thr GIn Ser
85 90 95
Asnh Lys Leu Arg Ile Asp As s Phe Lys Glu Asp Leu Tyr His GIn
y 108 P Asp Ly 105 y P Ho
s Asp Gly His Trp Ala Trp val Ala Cys Ala Ala Leu Ala Glu val
R P 11! P P 120 & 125
r Tyr Ala Ala val Arg Ala Phe Gly Gly Gly Asp Ala Thr Pro Gl
v Hn e 135 y ¢ly ¢ly 143 y
Arg Met His val Ala val phe Gly GIn Thr Gln Ala Glu His Asp Ala
14 150 155 160
Leu Val Ser Ile 1'¥r Glu Glu Lys Leu Alda Ala Tyr Glu Ala Ala val
165 170 . 175
Ala Glu Ala Glu Ala Arg Gly Glu Ile Pro His val Glu Glu Thr Leu
180 . 185 190
Pro Glu Glu Pro Ala Ala Glu Glu Pro Ala Ala Glu Glu Glu GIn Lys
195 200 205
13
<21ll> 29
DNA
<213> Artificial

<223>» TbPLAl primer

<221> misc_feature
<222> (4)..(9

<223> BamHI s1te

<400> 13

caaggatcca aaatggtcaa gattgctgc
<210> 14

<211> 34

DNA
213> Artificial

<223> TbPLA2 primer

<221> misc_feature

12/14
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<222> (4)..(9)
<223>» XhoI site

<400> 14
tgectegagt tttttctaga gtggatagat agac 34

<213> Fusari{um venenatum

220>
«<221> S
<«22> (49)..(597)

<400> 15
cagttttggt tctttccttc cttatccatc acttctagta tcttcaag atg aag ttc 57
Eet Lys Phe

agc gct acc att ctt tca ctc ctc ccg gra gtt Ctc gece ctg ccc aca 105
ser 913 Thr Ile Leu Ser isu Leu Pro Ala val i;u Ala Leu Pro Thr

C gua gat gca tct gtc tca aag cgc cag agc gtg aac aca gtg aca 153
§oy glu gsp gﬂa Ser gg] Ser Lys Arg GlIn gsr val Asn Thr va ;gr

gat cag ctc ctc ttc agc gtc aca Ctt cca caa ttc act gct cgt cgt 201
Asp GIn Leu Leu zge ser val Thr Leu_:;o GIn Phe Thr Ala gsg Arg

aac gcc cgt gat cct ccc act gtc gac tgg acc tct gac g?t tgc act 249
Asn Ala Arg Asp Pro Pro Thr val Asp Trp Thr Ser Asp Gly Cys Thr

: ) 55 60 65
tce tcg ccc gac aac cct tte g?c Trc cct ttt atc cct gece tge aac 297
ser ser ;ao Asp Asn Pro Phe gsy Phe Pro phe ITe ;50 Ala Cys Asn

cgt cac gac ttt ggc tac cac aac tac c¢gc gcc ca c cgc ttc acc 345
Agg g;s gsp Phe g?y Tyr gas AsSn Tyr Arg g1a g;g ggr Agg Phe Thr

gtg agc gcc aag tec Cge atc gac amc aac tic aag acc gat ttg tac 393
val ser Ala Lys ser Arg Ile Asp Asn Asn Phe Lys Thr Asp Leu Izr
100 10 110 5

ttc caa tgc caa tcc tec agt gtt tct ggt gtc tgc aga gca ctt gec 441
Phe GIn Cgs Gin 255 Ser ser 311 ser E2¥ 8:1 cgs Agg g1a &gg gﬂa

ac gtc tac ttc gcc t aga gct ttt ggc at gat get act 489
gsp 311 TYyr ;gg 21a 2%2 321 Agg 513 Phe g?y %?3 gsp gig g1a Thr

cct ggc aa a gat gag gcc ctt gta aa tac gaa aag aa a 537
Pro g y i;% :gg gsp 213 21a igg 3&1 Lyg g?ﬂ Tyr %}3 Lyg Lyg 3:1

aag ggt gat ctc 585

gaa gtc tac aac aag ctt gtt gaa gag gct cag aag
Glu Ala G6In &;g Lys Gly Asp Leu

g
Glu val Tyr Asn Lys Leu val Glu
165 170

CCt CQC Ctt pgac tagagtggtt caaamaagcat tctttgggtt cattgtacat 637
Pro Arg Leu Asp

1314 : -
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aaatccttac gatacatgag ttatgataaa tcttazatgg cgggtgacga gct 690
16

<211> 183

<212 PRT

<213> Fusarium venenatum

<400> 16

Met Lys Phe Ser Ala Thr Ile Leu Ser Leu Leu Pro Ala val Leu Ala

1 5 10 15

Leu Pro Thr Gly Glu Asp Ala Ser val Ser Lys Arg GIn Ser val Asn
20 25 30

Thr val Thr Asp GIn Leu Leu Phe Ser Val Thr Leu Pro GIn Phe Thr
35 40 45
Ala ﬁs\sg Arg Asn Ala Arg ggp Pro Pro Thr val egp Trp Thr Ser Asp
Gly Cys Thr Ser Ser Pro Asp Asn Pro Phe Gly Phe Pro Phe Ile Pro
65 70 75 80
Ala Cys Asn Arg I;}s Asp phe Gly Tyr g'cl,s Asn Tyr Arg Ala g}n ser
arg Phe Thr val Ser Ala Lys Ser Arg Ile Asp Asn Asn Phe Lys Thr
100 10 110

ASp Leu Tyr l;he GIn Cys GIn Ser Ser Ser val Ser Gly val Cys Ar
P HS v 120 12! v g
Ala Leu Ala Asp val Tyr Phe Ala Ala val Arg Ala Phe Gly Gly As
130 P R4 135 9 140 y Gly Asp

Asp Ala Thr Pro Gly Lys Arg Asp G1u Ala Leu val Lys Glu Tyr Glu
14E y 1!0 9 Asp 155 Y R 160

s Lys val Glu val Tyr Asn Lys Leu vVal Glu Glu Ala G1 L
Lys Ly 165T)»' n Ly ) u Glu IG":’I;? ys

Gly ASp Leu Pro Arg Leu As
y 180 Q9 ]

1414
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L D Claims Noe.-
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Box  Obsearvaiions whare unity of invention ls tacking (Confinustion of lism 3 of firs sheat)

This imsmational Bearching Authority found mutiple inventions In this inemationsl epplioalion, as folows:

see additional sheet
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASN 210

This International Searching Authority found sultiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

Invention 1: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which 1s at
Teast 80% identical with amine acids 91-210 of SEQ ID NO:
10, method for the production thereof, uses thereof.

Invention 2: Claims 1-14& (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which 1s at
Teast 80% 1dentical with amino acids 92-211 of SEQ ID NO: 1,
method for the production thereof, uses thereof.

Invention 3: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which 1s at
laast 80% identical with amino acids 30-137 of SEQ ID NO:
12, method for the production thereof, uses thereof.

Invention 4: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which is at
least 80% identical with amino -acids 38-145 of SEQ ID NO: 3,
method for the productfon thereof, uses thereof.

Invention 5: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which 1s at
Teast 80% identical with amino acids 44-151 of SEQ ID NO: 4,
method for the production thereof, uses thereof.

Invention 6: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which 1s at
least 80X identical with amino acids 37-157 of SEQ ID NO: 7,
method for the production thereof, uses thereof.

Invention 7: Claims 1-14 (partially)
Phospholipase having an amino acid sequence which 1s at

least 80% identical with amino acids 58-168 of SEQ ID NO: 8,
method for the production thereof, uses thereof.

Invention 8; Claims 1-13 (partially), 15-27 (entirely)
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insmasional Appication No. PCT/DX 2004 000279

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  FCTASA/ 210

Phosphol ipase having an amino acld sequence which 1s at

least 80% identical with amino acids 29-149 of SEQ ID NO:

16, nucleic acid coding therefor, products containing said

:ﬁleig acid, method for the production thereof, uses
reof. .

Invention 9: Claims 1-13 (partially)

Method of producing a phospholipase (except the )
phospholipases of inventions 1-8) which comprises processing
an expressed fungal peptide so as to cleave off a peptide to
obtain a core peptide comprising the amino acid sequence
RHDFGY ‘R/Q/HIN or a sequence differing from said amino acid
sequence by a single amino acid substitution, and having
additionally at least two cysteines both on the N-terminus
and C-terminus of said amino acid sequence, and uses of said
phosphol ipase.

Invention 10: Claim 28

Process for producing cheese using any fungal/bacterial
group XIII PLA2 phospholipase {except the phospholipases of
inventions 1-9).
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WRITTEN OPINION F THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/DK2004/000279

Box No. | Basis of the opinion

1. With regard 1o the language, this ion has been established on tha basfa of the international application in
mhmmlmmmmnﬁnhmunerhm

O This opinion has been established on the basis of a tranalation from the ariginal language into the foliowing

ianguage , which s the language of a transiation furmnishad for the purposes af intemational search
(tm:hrlhlnliz.awﬂ 1()).

2. With regard to any nucisctide andior amino scid ssquence disciosed in the intemational application and
mlytoudnhndmembn.mhophbn hes been establiched on the basie of:

a. type of material:
2 asequence listing
O tabie(s) related to the sequence fisting
b. format of material:
B  in wrillen format
& in computer readable form
¢ time of flingdumishing:
@ contained in the inteational appiication as fled.
0 fied together with the international application in computer readable form.
O tumished subsequently to this Autharily for the purposes of search.

3. O In adkiion, in the case that more than ona version or copy of a sequance ksting andbr tabile reiating thereto

hnbunildortmhhed.tho irad ateternents that the information in the or additional
mnwuwnmm-:m«mmmmwm aa flind, as
approprisie, were fumished.

4. Additional comments:

Form PCTIPEAN 23T {January 2004)



WRITTEN OPINION F THE intemational epplication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTDK2004000279
Box No.ll Priority

1. The following document has not been fumnished:
B copy of the earlier application whose priorlly has been claimed (Rule 43bis.1 and 66.7(a)).
"0 trenelation of the eartler application whose priority has been claimad (Rule 43bis.1 and 88.7(b)).

Consequently it has not been bbie 10 consider ths validity of the priority claim. This opinion haa
nevertholess been on the assumption that the relevant date is the claimed priority dats.

2. O This opinion has been estabiished as ¥ no prionty had been clained dus to the fact that the prionity claim
has been found invalid {Rules 43bis.1 and 84.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date Indicated above is considered to be the relevant date.

3. Addhinnal chgervations, I nacoasary:

Box No. V  Lack of unity of iInvention
1. @ In responss io the mvitation (Form PCTASA206) to pay additional fees, the applicant has:
E paid addiional fees.
O paid additional fees under protest.
O  not paid adkditional fees.

2. 0 This Authorily found that the requirement of unlly of invention is not compliad with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authorily considers that the requirement of unily of invention In accordance with Rule 13.1, 132and 133 I8

O compiied with
B not complied with for the following reasons:
4. Consequently, this report has besn established in reepect of the following parta of the intemational appilcation:
O all parts. .
B the parts relating to claims Noa. Inventions 1, and 8: Claims 1-14 (partially), 15-27 (entirely)

Form PCTIPEN/237 (Jeraowry 2004)



WRITTEN PINI N FTHE ) intamational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTH RITY PCTDK2004000279

PY

Boxz No.V  Reasoned statement under Rulp 43bis.1{a)l) with regard to novelty, inventive
industrial ty; cliations and axplanations o) :ngh.mm o or

1. Statament
Novelly (N) Yas: Claims 1-27
. No: Claims
inventive step (IS) _ Yes: Claims
No: Claims 1-27

indusirial applicabiiity (IA) Yse: Claims 1-27

2. Chations and explangtions
200 separate shoet

Form PCTIPEA 237 (Jarwary 2004)



WRITTEN PINION FTHE Imwmational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTH RITY (SEPARATE SHEET) PCT/DK2004/000279
Ra Rem V.

The separate Inventions/groups of inventions are:

Invention 1: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which [s at least 80% Identical
with amino acids 81-210 of SEQ ID NO: 10, method for the production thereot,
uses thereof.

Invention 2: Claims 1-14 (partially)

Phosphoilpase having an amino acid sequence which Is at least 80% identical with
amino acids 92-211 of SEQ ID NO:1, method for the production thereof, uses theraof.
Invention 3: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which is at least 80% identical with
amino acids 30-137 of SEQ ID NO: 12, method for the production thereof, uses thereof.
invention 4: Glalms 1-14 {parifally)

Phospholipase having an amino acid saquence which is at least 80% identical with
amino acids 38-145 of SEQ ID NO: 3, method for the production thereof, uses thereof.
Invention 5: Claims 1-14 {partially)

Phospholipass having an amino acid sequence which Is at least 80% Identical with
amino acids 44-151 of SEQ ID NO: 4, method for the production thersof, uses thereof.
Invention 8: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acid sequence which Is at least 80% identical with
amino aclds 37-157 of SEQ ID NO: 7, methaod for the production thereof, uses thereof.
Invention 7: Claims 1-14 (partially)

Phospholipase having an amino acld sequence which Is at least 80% identical with
amino acids 58-168 of SEQ ID NO: 8, method for the production thereof, uses theraof.

invention 8: Ciaime 1-13 (partially), 15-27 (entirely)

Phospholipase having an amino acid sequence which s at least 80% identical
with amineo acids 28-149 of SEQID NO: 18, nuclelc acld coding therefor, products
contelning sald nucieic acid, method for the production thereof, uses thereof.

Invention 9: Claims 1-13 (partially)

Methed of producing a phospholipase (except the phospholipases of inventions 1-8)
which comprisaes processing an expressad fungal peptide so as to cleave off a peptide
to obtain a core peptide comprising the amino acld sequence RHDFGY[R/Q/H]N ora
saquence differing from sald amino acid sequence by a single amino acid substitution,

Form PCT/Gsparuis SheaV23T (Shast 1) (EPO-Jammry 2004)
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WRITTEN OPINI N OFTHE International application No.
INTERNATI NAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/DK2004/000279

and having addifionally at least two cysteines both on the N-terminus and C-terminus of
said amino acld sequence, and usas of said phospholipase.

invention 10: Clalm 28

Procass for producing cheese using any fungal/bacterial group Xiil PLA2
phaspholipase (except the phospholipases of inventions 1-9).

They are not &0 linked as to form a single general inventive concept (Flule 13.1 PCT)
for the following reasons:

Rule 13.1 PCT shpulnm that when an international application relates to a group of
Inventions, sald groups of Inventions have to be so inked as to form a general Inventive
concept. Rule 13.2 PCT specifies that the requirement of unity is fulfilled only when the
separate inventions involve one or more of the same or corresponding special technical
features. "Special technical features”™ are those technical features that define a
contribution which EACH OF THE CLAIMED INVENTIONS makes of the prior art. The
only technical feature finking potential Inventions 1-10 18 that they ali relate to group XIlI
PLA2 phospholipases. Group Xlll PLA2 phosphollpases are not new. Therefore, the
feature “"group Xill PLA2 phaspholipases” I8 not a special technical feature In the sense
of Rule 13.2 PCT. Consequently, the international appfication lacks unity, and the
separate groups of patential Inventions have been divided as indicated.

Article 17(3)(a) PCT stipulates that the ISA shall estabiish the intemational Search
Report on those parts of the international application which relate o the invention first
mentioned in the claims ('main invention’) and for thoge parts which relate to inventions
in respect of which the additional fees were paid. An additional search fee has been
pald, and the search has been canied out, for INVENTION 8. Hence, the present

" opinlon relates to INVENTIONS 1 and 8. Nelther the PCT nor the PCT guidelines
provide a legal basls for further Invitations to pay further additional search fees
(W17/00, point 11 and W1/97, points 11-16).

Re Hem V.
1. The following document is referred to in this communication:
D1 : SORAGNI E ET AL: EMBO J 20:5079-5090, 2001

Fom PCT/Ssparaie Sheet/'237 (Shewt 2) (EPO-Junuary 2004)
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WRITTEN PINI N FTHE intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTH RITY (SEPARATE SHEET) PCT/DK2004/000279

D9: Database EMBL accession no. AL670542; Q8X0U7, 2002

2. INVENTION 1:
The present application does not meet the criterla of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of clalm 1 Is not inventive In the sense of Article 33(3) PCT.
Document D1 discloses the phospholipase A2, TbSP1 from Tuber borchli which
shares 94% identity In a 120 amino acid overiap with amino ackis 91-210 of SEQ
ID NO: 10. Claim 1 differs from D1 in that it relates to A2 phospholipase from a
different fungus, namely Tuber albidum. A homologue of a known gene from a
different spacies, as In the present case is considered abvious. Since TbSP1 in
D1 is produced by a method involving N-terminal proteolytic processing, the
method of claim 1 Is also obvious. The phospholipase A2 of claim 1 does not
provide any unexpected technical effect that did not follow pilainly and logically
from the prior art. An inventive step is therefore lacking. Claima 2-14 refer to
obvious modifications or uses of claim 1 and therefore lack an inventive step, as

well (Article 33(3) PCT).

3. INVENTION 8:
The present application does nat meet the criteria of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of claim 1 s not Inventive in the sense of Article 33(3) PCT.
Document D8 discloses the phosphollpase A2, from Neurospora crassa which
shares 64% identity In a 114 amino acid overiap with amino acids 29-148 of SEQ
ID NO: 16. Claim 1 differs from D9 in that It relates to A2 phospholipase from a
different fungus, namely Fusarium venenatum. A homologue of a known gene
from a different specias, as in the present case 13 considered obvious. Note that
amino acids 29-149 of SEQ ID NO: 16 also shars 52% identity in a 114 amino
acid overlap with phosphollpase A2, TbSP1 from Tuber borchil {see D1). Since
TbSP1 In D1 is produced by a method involving N-terminal proteolytic processing,
the method of claim 1 is also obvious. The phospholipase A2 of claim 1 does not
provide any unexpected tachnical effect that did not foliow plainly and logically
from the prior art. An inventive step Is therefore lacking. Claims 2-13, and 15-27
refer to obvious modifications or uses of claim 1 and therefore lack an inventive

step, as well (Article 33(3) PCT).

Form PCT/Sepitaie Shasl/237 (Eheet 3) (EPC-Jamumry 2004)
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogoté,
2020
Doctor(a)

ESCOBAR URIBE JIMEMA
Apoderado(a) y/o Representante de
NOVOEYMES A/S8

REFERENCIA Radicacién No. 5 112187
Solicitud internacional DK2004/000279
Fecha inicio fase nacional 28/11/2005

Trémite 11

Evento 379
Actuacién 430

Oficio Ro. o '3633

Como resultado del examen de forma, realiszsado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacim en Materia de Patemtes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La gsolicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del
deracho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Axt. 26-k)
Decislén 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conslderari abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
@), del capitulo quinto del titulo primeroc de la Circular Unica No.10 de 2001.

W 0.

CLARA DE 8
Jefe de 1 vieién de Nuevas Creaciones (E)

anterior requerimlento fue notificado por fijacién en 1lista de

ﬂﬂm i)



