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DESCRIPCION
LACASA DE ALTO POTENCIAL REDOX FUNCIONAL EN SANGRE MEDIANTE
EVOLUCION DIRIGIDA METODO DE OBTENCION Y SUS APLICACIONES

ESTADO DE LA TECNICA

Debido a su extraordinaria versatilidad, el estudio de enzimas oxidorreductasas ligninoliticas
secretadas por hongos de podredumbre blanca es de especial interés biotecnolégico,
especialmente, las lacasas de alto potencial redox, las peroxidasas y las enzimas
suministradoras de perdxido de hidréogeno(Martinez, Ruiz-Duenas et al. 2009).
Particularmente, las lacasas de alto potencial redox son consideradas por muchos como los
biocatalizadores ecologicos del siglo XXI ya que oxidan faciimente cientos de compuestos
utilizando el oxigeno del aire y liberando agua como dnico subproducto (Mate, Garcia-Ruiz
et al. 2011). No obstante, la ausencia de actividad catalitica a pHs neutros/basicos, junto con
la inhibicidon por moderadas concentraciones de diferentes sustancias (haluros, iones
metalicos, acidos grasos, detergentes), siguen siendo un serio obstaculo para su

explotacién.

Lacasas de alto potencial redox (EC 1.10.3.2) activas bajo condiciones tan adversas son
muy deseables para ser utilizadas en aplicaciones que abarcan desde la sintesis organica a
la biorremediacién {(Gianfreda, Xu et al. 1999, Alcalde 2007). Ademas, esta clase de lacasas .
pertenece al exclusivo grupo de oxidorreductasas capaces de aceptar electrones
directamente desde el catodo de una biopila de combustible o de un biosensor
amperométrico. En efecto, el conjunto de ventajas que ofrecen las lacasas de alto potencial
redox (p. €. altas densidades de corriente, transferencia electronica directa, bajo sobre
potencial para la reduccion del oxigeno y elevada estabilidad operacional) las sitta entre los
candidatos mas adecuados para la construccion de dispositivos bioelectronicos conteniendo

enzimas inmovilizadas (Shleev and Ruzgas 2008).

Probablemente, uno de los desafios mas atractivos en este campo se centra en conseguir
nanobiodispositivos inaldmbricos implantables que trabajen en diferentes fluidos fisiologicos
(sangre, saliva, lagrimas) con el fin de detectar y registrar la presencia de diversos
metabolitos in vivo. Las principales deficiencias en la ingenieria de tales dispositivos
provienen de las dificultades en la miniaturizacion de sus elementos individuales (antena,
transductor), y en el disefio de enzimas fiables y estables para catalizar la reaccidén del
biocatodo, en el cual el oxigeno disuelto en los fluidos se reduce a agua (Castillo, Gaspar et
al. 2004, Bullen, Arnot et al. 2006). Desafortunadamente, las lacasas de alto potencial redox

son inactivas a pH sanguineo (~7.4) y estan fuertemente inhibidas por concentraciones de
2
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cloruro muy inferiores a las presentes en la sangre (140-150 mM), lo que limita su aplicacion
especifica en biodispositivos asi como su utilizacion en otros procesos que tienen lugar a pH
basico y/o en los que hay iones cloruro involucrados (p. €j. el procesamiento de material
derivado de colorantes, el tratamientc de aguas residuales, la remediaciéon de
contaminantes, la sintesis de compuestos farmacéuticos © el procesamiento de
alimentos)(Gianfreda, Xu et al. 1999, Alcalde 2007, Rodgers, Blanford et al. 2010).

En esta invencién se presenta la primera lacasa de alto potenciai redox funcional en fluidos
fisiologicos, como la sangre humana. Dicha lacasa fue creada mediante evoiucién dirigida y
tiene una extraordinaria resistencia a haluros y una actividad significativa a pHs
neutrosfalcalinos. Ademas, los beneficios de esta lacasa de alto potencial redox pueden ser
extendidos a apiicaciones tales como ensayos biomédicos, procesos de biorremediacién (p.
ej. oxidacién de pesticidas y de hidrocarburos aromaticos policiclicos o procesamiento de
tintes y aguas residuales), bioblanqueo de pastas kraft y sintesis organica, enire otros
procesos en los cuales los altos pHs y las elevadas concentraciones salinas presentes
constituyen serios impedimentos (Alcalde, Ferrer et al. 2006, Rodriguez Couto and Toca
Herrera 2006, Kunamneni, Camarero et al. 2008, Witayakran and Ragauskas 2009).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Breve descripcidn

Descripcion detallada

La presente invencidn se basa en que los inventores han observado que es posible obtener
lacasas termoestables funcionales en condicicnes fisiolégicas de pH neutro o ligeramente
basicos y/o a altas concentraciones de iones haluros, como el idn cloruro, manteniendo un
alto potencial redox, mediante la modificacion o mutacion en, al menos, un aminoacido clave
de la lacasa original o parental de partida (lacasa mutante OB-1), mas concretamente
mediante la mutacion F396] de dicha lacasa OB-1. Ademas, se describen otras mutaciones
de esta lacasa en posiciones en la secuencia original OB-1 adicionales a la mutacién F396i,

ya sea de forma aislada o en combinacién de varias ellas, y que es comun a todas esta

familia de lacasas.

La presente invencién describe una lacasa de alto potencial redox de secuencia SEQ ID NO
10 (Ejemplo 1), que es activa a condiciones electrofisiclogicas (Ejemplo 2.1) con gran
resistencia a haluros (Ejemplo 2.2} y una actividad significativa a pHs-neutros/aIca!inos
(Ejemplo 2.2) y que presenta actividad en sangre y plasma humano (Ejemplo 2.3).

Igualmente, se describe la secuencia de nucleétidos codificante de la lacasa de la invencion
3
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(por ejemplo, la secuencia SEQ ID NO 9) asi como construcciones genéticas necesarias

para su produccion.

El punto de partida fue la lacasa termoestable, lacasa OB-1, protegida por la patente
ES201030723 depositada el 17 de mayo de 2010, titulada “Lacasa de alto potencial redox”
(Maté et al., 2010). La lacasa OB-1 se sometid a cuatro ciclos de evolucion dirigida en
combinacién con enfoques semi-racionales dio origen al Ultimo mutante de este proceso, ia
lacasa ChU-B de la invencion de SEQ ID NO 10 (Ejemplo 1) cuyo sitio catalitico presenta
unas caracteristicas (Ejemplo 3) que lo convierten en una valiosa herramienta para disefar
lacasas con un amplio espectro de aplicaciones biotecnoldgicas. Esta adaptacion de las
lacasas a condiciones muy diferentes a las determinadas por su naturaleza permite la
catalisis en condiciones extremas y abre un extenso abanico de oportunidades para su
utilizacion en nanobiodispositivos implantables, sintesis quimica y en procesos de

detoxificacion.

Un resumen de los polinucledtidos y péptidos descritos en la presente invencidn se resumen

en Tabla 1.

SECUENCIAS SECUENCIAS .

VARIANTE NUCLEOTIDICAS | \ARIANTE AMINOACIDICAS
SEQ ID N° SEQ ID N°

OB-1 1 OB-1 2

35H10 3 35H10 4

20F 1 5 20F1 6

27C7 7 27C7 8

ChuU-B 9 ChU-B 10

14F1 " 14F1 12

1B1 13 1B1 14

3A7 15 3A7 16

19B12 17 19812 18

18A10 19 18A10 20

21D9 21 21D9 22

17D4 23 17D4 24

20C3 25 20C3 26
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14C5 27 14C5 28
OB-1 sin prepro-lider 29 OB-1 sin prepro-lider 20
dei factor « del factor a

Los polinucledtidos que codifican para los polipéptidos de secuencias aminoacidicas
descritos en la invencion corresponden a variantes obtenidas mediante evolucion dirigida de
la lacasa de alto potencial redox OB-1 (patente ES201030723). Dicha proteina se
corresponde a la secuencia de nucledtidos, o polinucledtidos, que constituyen la secuencia

codificante del polipéptido con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO 2.

Por tanto, un primer objeto de la invencién se refiere al polinucledtido aisiado que codifica un
poiipéptido con actividad lacasa activo a condiciones electrofisiologicas, en pHs
neutros/aicalinos, resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o que presenta
actividad en sangre y plasma humano, en adelante polinucleétido de la invencion,
caracterizado porgue la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica presenta una
identidad de al menos un 50% con la SEQ ID NO 2 (OB-1), y porque comprende al menos
una alteracién aminoacidica (como pueden ser por ejempio, sustituciones, deleciones, y/o
inserciones) en ia posicion homologa a la posicion 487 de dicha secuencia, que sustituye el
aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido isoleucina (l). Dicha mutacién se

corresponde con la mutacion F396{ en el polipéptido maduro con actividad lacasa sin el

prepro-lider del factor o .

Con la informacién suministrada en la presente invencién un experto en la materia es capaz
de identificar secuencias de nucleodtidos homoiogas a las descritas en la presente invencion
y que codifican para iacasas con caracteristicas idénticas a las descritas para la lacasa de la
invencién. Por tanto, el polinuclestido de la invencion constituye la secuencia codificante de
una variante de la lacasa OB-1 con la actividad mejorada descrita, cuya secuencia de
nucledtidos se corresponde a:

a) moiéculas de acido nucleico de la secuencia polinucleotidica aislada o en su

cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria es capaz de hibridar en

condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica de (a), o

c) molécuias de acido nucleico cuya secuencia difiere de (a) y/o (b) debido a la

degeneracion del codigo genético.
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Los polinucledtidos que codifican para los polipéptidos de secuencias aminoacidicas
descritos en la invencion corresponden a variantes obtenidas mediante evolucion dirigida de
la lacasa de alto potencial redox OB-1 (patente ES201030723). Dicha proteina se
corresponde a la secuencia de nucleédtidos, o polinucledtidos, que constituyen la secuencia

codificante del polipéptido con la secuencia aminoacidica SEQ 1D NO 2.

Asi, en un objeto preferido de la invencién, la sustitucién del aminoacido fenilanina (F) en la
posicidn 396 de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2 es una
isoleucina (I), y se corresponde con la posicion 487 de SEQ ID NO 2. En una realizacién
particular de la invencién, el polinucledtido de la invencion se corresponde con la SEQ ID
NO 3 (lacasa mutante 35H10).

Ademas, se describen otras mutaciones de la lacasa de alto potencial redox OB-1
adicionales a la mutacién F396I de la lacasa madura sin el prepro-lider del factor o, que es
comun a todas estas lacasas, ya sea de forma aislada ¢ en combinacién de varias de ellas,
y gue mejoran la actividad en condiciones electrofisioldgicas, en pHs neutros/alcalinos,
resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o que presenta actividad en sangre y
plasma humano de la mutacion F396!. Estas mutaciones pertenecen, a titulo ilustrativo y sin
que limite el alcance de la invencién, al siguiente grupo:
a) La sustitucién del aminoacido serina (S) por el aminoacido arginina (R) en la
posiciéon homdloga a la posicion 135 de la lacasa madura SEQ ID NO 30
($135R) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la
posicion 226 de SEQ ID NO 2,
b) La sustitucién del aminodcido acido aspartico (D) por el aminoacido asparagina
(N) en la posicién homdloga a la posicidn 205 de la lacasa madura SEQ ID NO
30 (D205N) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la
posicién 296 de SEQ ID NO 2,
¢) La sustitucién del aminoacido treonina (T) por el aminoacido valina (V) en la
posicién homoéloga a la posicion 218 de la lacasa madura SEQ ID NO 30
(T218V) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la
posicion 309 de SEQ ID NO 2,
d) La delecién del aminoacido alanina (A) en la posicion homdloga a la posicion
389 de la lacasa madura SEQ ID NO 30 (A389-) comprendida en SEQ ID NO
2, que se corresponde a su vez con la posicion 480 de SEQ ID NO 2,
e) La sustitucion del aminodcido asparagina (N) por el aminoéacido acido aspartico

(D) en la posicidn homdloga a la posicion 426 de |a lacasa madura SEQ ID NO
6
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30 (N426D) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la
posicion 517 de SEQ ID NO 2,

f) La sustitucion del aminoacido isoieucina (l) por el aminoacido valina (V) en la
posicién homdloga a la posiciéon 452 de la lacasa madura SEQ D NO 30
(1452V) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la
posicion 543 de SEQ ID NO 2,

g) La sustitucion del aminoéacido fenilalanina (F) por un aminoacido que se escoge
de entre los siguientes: serina (S), prolina (P), treonina (T), alanina (A), glicina
(3), arginina (R) o glutamico (E), en la posicion homoéioga a ia posicion 454 de
la facasa madura SEQ |D NO 30 (F454S, F454P, F454T, F454A, F454G,
F454R, F454E, respectivamente) comprendida en SEQ ID NO 2, que se
corresponde a su vez con la posicion 545 de SEQ ID NO 2,

h) La sustitucion del aminodacido treonina (T) por el aminoacido serina (S) en la
posicion homdioga a la posicion 487 de ia lacasa madura SEQ ID NO 30
(T487S) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la
posicion 578 de SEQ ID NO 2.

Asi, en otro objeto de la invencidn, el polinuciedtido de ia invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396] y ademas N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en
SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 517 de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider del factor a). En una realizacién particular de la invencion, el

palinucledtido de la invencién se corresponde con la SEQ iD NO 5 (lagasa mutante 20F1).

En otro objeto de ia invencidn, el polinucleétido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396| y ademas 1452V de la lacasa madura SEQ [ID NO 30 comprendida en
SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 543 de ia SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacién particular de la invencién, el

poiinucledtido de la invencion se corresponde con ia SEQ iD NO 7 (Jacasa mutante 27C7).

En otro objeto de la invencién, el polinucledtido de la invencion presenta la alteracién
aminoacidica F396! y ademas F454E de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en
SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 545 de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preproiider del factor «). En otra reaiizacién particular de la invencién, el

polinucledtido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO g (lacasa mutante ChU-B).
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En otro objeto de la invencién, el polinucledtido de la invencién presenta la alteracion
aminoacidica F396] y ademas la delecion del aminoacido en la posicion 3898 (A389-) y
N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 480 y 517, respectivamente, de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider del factor a). En otra realizacion particular de la invencion, el

polinuciedtido de la invencién se corresponde con la SEQ ID NO 11 (lacasa mutante 14F1).

En otro objeto de la invencidn, el polinucledtido de ia invencién presenta la alteracion
aminoacidica F396i y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas
D205N y 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ iD NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 296 y 543, respectivamente, de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacion particular de la invencién, el

polinucledtido de la invencién se corresponde con la SEQ ID NO 13 (lacasa mutante 1B1).

En otro objeto de ia invencién, el polinucledtido de la invencidon presenta la alteracién
aminoacidica F396| y ademds la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas
N426D y 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 517 y 543, respectivamente, de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider del factor o). En ofra realizacion particular de la invencion, el

polinucledtido de ia invencion se corresponde con la SEQ ID NO 15 (lacasa mutante 3A7).

En ofro objeto de la invencion, el polinuciedtido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396l y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454P de ia lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider del factor a). En otra realizacion particular de la invencion, el

polinucleétido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 17 (lacasa mutante 19B12).

En otro objeto de la invencidn, el polinucledtido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454T de ia lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ iD NO 2
(lacasa con el preprolider del factor a). En otra realizacidén particular de la invencion, el

polinucledtido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 19 (lacasa mutante 18A10).
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En otro objeto de la invencién, el polinucledtido de la invencién presenta la alteracién
aminoacidica F396] y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454A de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ |D NO 2
(lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacién particular de fa invencion, el

polinucledtido de la invencidn se corresponde con la SEQ ID NO 21 (lacasa mutante 21D9).

En otro objeto de la invencién, el polinucledtido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396! y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454G, de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ ID NO 2
(tacasa con el preprolider del factor a). En otra realizacién particular de la invencion, el

polinucleétido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 23 (lacasa mutante 17D4).

En otro objeto de la invencion, el polinucledtido de la invencion presenta la alteracién
aminoacidica F396! y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454R de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider de! factor o). En otra realizacion objeto particular de la invencién,
el polinucledtido de la invencién se corresponde con [a SEQ ID NO 25 (lacasa mutante
20C3).

En otro objeto de la invencidn, el polinucledtido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396] y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas
N426D, F454S y T487S de la lacasa madura SEQ |D NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2,
y que se corresponden con las posiciones 487, 517 y 578, respectivamente, de la SEQ ID
NO 2 (lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacién particular de la invencion, el

polinucleétido de la invencidn se corresponde con la SEQ ID NO 27 (lacasa mutante 14C5).

Considerando que las lacasas de alto potencial redox secretadas por hongos basidiomicetos
ligninoliticos pueden considerarse afines en cuanto a su evolucion, es de esperar que la
identidad global de los genes sea de un 50% o mayor, y mas concretamente al nivel de la
secuencia aminoacidica correspondiente a la SEQ ID NO 2 (lacasa OB-1), sea de un 80% o
mayor. La correspondencia entre la secuencia aminoacidica de la(s) lacasa(s) artificiales

objetos de la invencion y la secuencia de otras lacasas de alto potencial redox se pueden

9
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determinar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, aquéllas se pueden
determinar por una comparacion directa de la informacién de secuencia aminoacidica de la
lacasa putativa y la secuencia aminoacidica correspondiente a la SEQ ID NO 10 de esta

memoria.

Con la informacién suministrada en la presente invencién, ademas un experto en la materia
es capaz de combinar las mutaciones anteriormente descritas en la presente invencién para
generar nuevas variantes de lacasas con similar 0 mejorada actividad en condiciones
electrofisiolégicas, en pHs neutros/alcalinos, resistentes a elevadas concentraciones de

haluros y/o que presentan actividad en sangre y plasma humano.

El término “homologia”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la
semejanza entre dos estructuras debida a unas ascendencia evolutiva comin, y mas
concretamente a la semejanza o0 identidad entre los nucledtidos de dos o mas

polinucledtidos.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la proporcion
de nucledtidos idénticos entre dos polinucledtidos que se comparan. Los métodos de
comparacion de secuencias son conocidos en el estado de la técnica, e incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, el programa BLASTP o BLASTN, y FASTA. Puesto que dos proteinas se
consideran homologas si tienen el mismo origen evolutivo o si tienen funcion y estructura
similares, en general, se asume que valores superiores de similitud o identidad del 30%
indican estructuras homélogas. Podemos considerar, por tanto, que porcentajes de identidad

de, al menos, un 80% mantendran las mismas propiedades de dicho péptido.

El término “aislado’, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a nucleétidos o
péptidos que: 1) se encuentran sustancialmente libres de componentes que normalmente
acompafan o interaccionan con él en la naturaleza, o 2) si se encuentran en su medio
natural, han sido sintéticamente (no naturalmente) alterados por la intervencion humana y/o
introducidos en una celula que no los posee de forma nativa. Por ejemplo, un polinucleétido
natural se convierte en “aislado” si ha sido alterado por medio de la intervencidon humana
(por medio de, por ejemplo pero sin limitarnos, mutagénesis dirigida, inserciones,
deleciones, etc.). De la misma manera, un polinucleétido natural se convierte en “aislado” si
se introduce por medios no naturales en un organismo no nativo a dicho polinucledtido
(transfeccion). Por tanto, el término “aislado” en este ultimo caso, es equivalente al término

“heterdlogo”.
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Un segundo objeto de la invencion hace referencia a la secuencia aminoacidica codificada
por el polinucledtido de la invencion, de ahora en adelante polipéptido de la invencion, y que
presenta actividad lacasa activa en condiciones electrofisioldgicas, en pHs neutros/alcalinos,
resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o activa en sangre y plasma humano
caracterizado porque su secuencia presenta una identidad de al menos un 50% con la SEQ
ID NO 2 (OB-1), y porque comprende al menos una alteracién aminoacidica (como pueden
ser, por ejemplo, sustituciones, deleciones, y/o inserciones) en la posicién homologa a la
posicion 487 de dicha secuencia, que sustituye el aminodcido fenilalanina (F) original por el

aminoacido isoleucina (1) (mutacion F396l de la lacasa madura sin el preprolider del factor
a con SEQ ID NO 30).

Asi en un objeto preferido de la invencién, la sustitucién del aminoacido fenilalanina (F) en la
posicion 396 de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2 es una
isoleucina (1) y se corresponde con la posicién 487 de SEQ ID NO 2. En una realizacién
particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 4

(lacasa mutante 35H10).

El polipéptido de la invencién también puede presentar mutaciones adicionales a la
sustitucton del aminoacido fenilanina (F) en la posicion 396 de la lacasa madura SEQ ID NO
30 comprendida en SEQ ID NO 2 por una isoleucina (I} (F396l) y mejoran su actividad a
condiciones electrofisiologicas, en pHs neutrosfalcalinos, resistente a elevadas
concentraciones de haluros y/o que presenta actividad en sangre y plasma humano. Estas
mutaciones descritas anteriormente en esta invencién pueden presentarse en diversas

combinaciones conjuntamente con F3961 como sera conocido para un experto en la materia.

Asi, en otro objeto de la invencién, el polipéptido de la invenciéon presenta la alteracion
aminoacidica F396] y ademas N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en
SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 517 de la SEQ ID NO 2. En
otra realizacion particular de la invencién, el polipéptido de la invencién se corresponde con
la SEQ ID NO 6 (lacasa mutante 20F1).

En otro objeto de la invencién, el polipéptido de la invencién presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en
SEQ ID NO 2, y que se corresponden con fas posiciones 487 y 543 de la SEQ ID NO 2. En
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otra realizacién particular de la invencion, el polipéptide de la invencién se corresponde con
la SEQ ID NO 8 (lacasa mutante 27C7).

En otro objetc de la invencién, el polipéptidc de la invencion presenta la alteracién
aminoacidica F396! y ademas F454E de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en
SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 545 de la SEQ ID NO 2. En
otra realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la invencién se corresponde con
la SEQ ID NO 10 (lacasa mutante ChU-B).

En otro objetc de la invencién, el polipéptido de la invencién presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la delecién del aminoacido en la posicién 389 (A389-) y
N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 480 y 517, respectivamente, de la SEQ ID NO 2. En
otra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencién se corresponde con

la SEQ ID NO 12 (lacasa mutante 14F1).

En otro cobjeto de la invencién, el pclipeptido de la invencion presenta la alteraciéon
amincacidica F396l y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas
D205N y 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 296 y 543, respectivamente, de la SEQ ID NO 2. En
otra realizacién particular de ia invencion, ei polipéptide de la invencién se corresponde con
la SEQ ID NO 14 (lacasa mutante 181).

En otro objeto de ia invencién, el polipéptido de la invencion presenta ia aiteracién
aminoacidica F396] y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas
N426D y 1452V de la lacasa madura SEQ |ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con ias posiciones 487, 517 y 543, respectivamente, de la SEQ ID NO 2. En
otra realizacién particular de la invencién, ei polipéptido de la invencién se corresponde con
la SEQ ID NO 16 (lacasa mutante 3A7).

En otro objeto de la invencién, el polipéptide de la invencién presenta ia aiteracion
aminoacidica F396l y ademas la siguiente combinacion de aiteraciones aminoacidicas 1452V
y F454P de la iacasa madura SEQ iD NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ iD NO 2. En
otra realizacion particular de la invencion, el poiipéptido de la invencion se corresponde con

la SEQ ID NO 18 (lacasa mutante 19B12).
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En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454T de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciches 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ ID NO 2. En
ofra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencién se corresponde con
la SEQ ID NO 20 (lacasa mutante 18A10).

En otro objeto de la invencién, el polipéptido de la invencion presenta la alteracién
aminoacidica F396] y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454A de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ ID NO 2. En
otra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se corresponde con
la SEQ ID NO 22 (lacasa mutante 21D9).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencién presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454G de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ ID NO 2. En
otra realizacidn particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se corresponde con
la SEQ ID NO 24 (lacasa mutante 17D4).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396| y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas 1452V
y F454R de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ iD NO 2. En
otra realizacion particular de la invencién, el polipéptido de la invencidn se corresponde con

la SEQ ID NO 26 (lacasa mutante 20C3).

En otro objeto de la invencién, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396! y ademas la siguiente combinacién de alteraciones aminoacidicas
N426D, F454S y T487S de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2,
y que se corresponden con las posiciones 487, 545 y 578, respectivamente, de la SEQ ID
NO 2. En otra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se

corresponde con la SEQ ID NO 28 (lacasa mutante 14C5).
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Con la informacién suministrada en la presente invencién, ademas un experto en la materia
es capaz de combinar las mutaciones anteriormente descritas en la presente invencién para

generar nuevas variantes de lacasas con similar actividad.

El polinucledtido de la invencion puede encontrarse aislado como tal o formando parte de los
vectores que permiten la propagacién de dichos polinucleétidos en células hospedadoras
adecuadas. Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion se refiere a un vector, en adelante
vector de Ia invencién, que comprende el polinucledtido de la invencién como se describe

anteriormente.

Los vectores adecuados para la insercion de dicho polinucledtido son vectores derivados de
los vectores de expresién en procariotas tales, a titulo ilustrative, como pUC18, pUC19,
Bluescript y sus derivados, mp18, mp19, pBR322, pMBS, Co1E1, pCR1, RP4, fagos vy
vectores "lanzadera", tales como pSA3 y pAT28; vectores de expresién en levaduras tales
como el plasmido de 2 micras de Saccharomyces cerevisiae), plasmidos de integracion,
vectores YEP, plasmidos centromeros y similares; vectores de expresién en células de
insectos tales como los vectores de la serie pAC y de la pVL vectores de expresién; vectores
de expresion en células de plantas tales como piBi, pEarleyGate, PAVA, pCAMBIA, PGSA,
PGWB, PMDC, PMY, serie de poros y similares, y otros vectores de expresion en células
eucariotas, incluyendo baculovirus adecuados para la transfeccién de células de insecto
usando cualquier sistema de baculovirus disponible comercialmente. Tal y como se utiliza en
la presente memoria, una “célula hospedadora” incluye cualquier célula cultivable que puede
ser modificada mediante la introduccion de ADN no contenido de manera natural en la
céluia, de aqui en adelante célula hospedadora de la invencién. Preferiblemente, una célula
hospedadora es aquélla en la que el polinucleétido de la invencién puede ser expresado,
dando lugar a un polipéptido estable, medificado post-traduccionalmente y localizado en el
compartimento subcelular apropiado. La eleccién de una célula hospedadora adecuada
puede también estar inffuida por la eleccién de ia sefial de deteccion. Por ejemplo, el uso de
construcciones con genes reporteros (por ejemplo, lacZ, luciferasa, timidina quinasa o GFP)
puede proporcionar una sefial seieccionable mediante la activaciéon o inhibicion de ia
transcripcion del gen de interés en respuesta a una proteina reguladora de la transcripcion.
De cara a conseguir una seleccién o screening éptimo, el fenotipo de l1a célula hospedadora
debera ser considerado. Una célula hospedadora de la presente invencion incluye células
procariotas y eucariotas. Las procariotas incluyen organismos gram negativos (por ejemplo,
Escherichia coli) o gram positivos (por ejemplo, bacterias del género Bacillus). Las células

procariotas se usaran, preferiblemente, para la propagacioén de la secuencia del control de la
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transcripcion del vector que contiene el(los) polinucledtido(s) objeto(s) de la invencidn, lo
que permitird conseguir un mayor numero de copias del vector conteniendo el(los)
polinucledtido(s) objeto(s) de la invencion. Entre las células hospedadoras procariotas
adecuadas para la transformacion de este vector se encuentran, por ejemplo, E. cofi,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, y otras especies dentro de los géneros
Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus. Las céluias eucariotas incluyen, entre otras,
células de levadura, células de plantas, células de hongos, células de insectos, células de
mamifero, y células de organismos parasitos (por ejemplo, Trypanosomas). Tal y como se
emplea en esta memoria, el término levadura no incluye solo levadura en el sentido
taxondmico estricto, es decir, organismos unicelulares, sino también hongos multicelulares
similares a las levaduras u hongos filamentosos. Ejemplos de especies son Kluyveromyces
factis, Schizosaccharomyces pombe, y Ustilago maydis, con Saccharomyces cerevisiae y
Pichia pastoris como organismos preferidos. Otras levaduras que pueden utilizarse en la
produccion de la(s) secuencia(s) poliaminoacidica(s) de la presente invencidn son
Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Candida tropicalis, y Hansenula
polymorpha. Los sistemas de cultivo con células hospedadora de mamifero incluyen lineas
celulares establecidas como fas células COS, células L, células 3T3, células de ovario de
hamster chino (CHO), células madre embrionarias, con las células BHK, HeK o Hel.a como
células preferidas. Las células eucariotas son, preferiblemente, utilizadas para la expresion
del gen recombinante mediante la aplicacion de la secuencia de regulacion de la

transcripcion o el vector de expresién de la presente invencién.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un método de obtencion del polipéptido de Ia
invencion, que comprende:

1) introducir el vector de ia invencion en una célula hospedadora adecuada (célula

hospedadora de la invencion),

2) Cultivar la célula hospedadora de ia invencion en un medio adecuado, v,

3) Purificar el polipéptido de la invencién con actividad lacasa

El término “purificar’ tal y como se emplea en la descripcidn, se refiere ai aislamiento
del polipéptido de la invencidn y a su concentracidn, del resto de polipéptidos presentes en
el medio de cuitivo de la célula hospedadora de la invencidon. El aislamiento de la lacasa
puede llevarse a cabo mediante técnicas de solubilidad diferencial, cromatografia,
electroforesis o isoelectroenfoque. Las técnicas de cromatografia pueden estar basadas en
el peso molecular, la carga idnica (basada en el estado de ionizacion de los aminoacidos en
las condiciones de trabajo) o la afinidad de la proteina y puede realizarse en columna, en

papel 0 en placa. El aislamiento de la proteina puede realizarse, por ejemplo, mediante
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precipitacion con sulfato aménico, cromatografia liquida rapida (FPLC, del inglés Fast
Protein Liquid Cromatography) o cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, del inglés
High Performance Liquid Chromatography), empleando sistemas automatizados que

reducen notablemente el tiempo de purificacién e incrementan el rendimiento de la

purificacién.

Un cultivo de células hospedadoras se refiere al proceso de mantener y crecer las células
hospedadoras. Los cultivos celulares necesitan condiciones contraladas de temperatura, pH,
porcentajes de gases (oxigeno y diéxido de carbono), asi como la presencia de los
nutrientes adecuados para permitir la viabilidad y la divisién celular. Los cultivos celulares
pueden desarrollarse en sustratos sélidos como el agar, o en medio liquido, lo que permite

cultivar grandes cantidades de células en suspension.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso del polinucledtido de la invencion para la

obtencién del polipéptido de la invencién con actividad lacasa.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de la céiula hospedadora de la invencion para la
obtencion del polipéptido de la invencién. Preferentemente, la célula hospedadora de la
invencién es una levadura, mas preferentemente de los géneros Saccharomyces sp. o
Pichia sp, y mas preferentemente aln las especies son Saccharomyces cerevisiae o Pichia

pastoris.

Las lacasas de alto potencial redox, como es el caso del polipéptido de la invencion, son
conocidas por su gran numero de aplicaciones como pueden ser, por ejemplo, su empleo en
procesos de biorremediacion (p. €. oxidacion de pesticidas y de hidrocarburos aromaticos
policiclicos o procesamiento de tintes y aguas residuales), bioblanqueo de pastas kraft y
sintesis organica; procesos, todos ellos, en los cuales los altos pHs y las elevadas
concentraciones salinas presentes constituyen serios impedimentos. Asi, el polipéptido de la
invencion y la célula hospedadora de fa invencion pueden tener cualquiera de los usos ya

conocidos en el estado de la técnica para estas enzimas.

Como se ha comentado anteriormente en la presente invencion, el desarrollo de una lacasa
activa en condiciones electrofisioldgicas, en pHs neutros/alcalinos, resistente a elevadas
concentraciones de haluros y/o activa en sangre y plasma humano, tiene amplias
aplicaciones en ensayos biomédicos. Asi, otro objeto de la de la invencién se refiere al uso

del polipéptido de la invencion en la elaboracién de kits de diagnéstico con fines biomédicos
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para la deteccidén de metabolitos y medicién de su concentracién en, por ejempio, sangre,

saliva, lagrimas y/u orina.

Otro objeto particutar de la invencién se refiere al uso del polipéptido de la invencién en la
elaboracién de dispositivos bioelectronicos que contienen enzimas inmovilizadas para, por
ejemplo, el diagndstico biomédico mediante la deteccion de metabolitos y medicién de su
concentfracion in vivo, a través de, a modo ilustrativo, nanobiodispositivos inalambricos
implantables que trabajen en diferentes fiuidos fisioldgicos (sangre, saliva, iagrimas y/u

orina).

Los Kits de diagndstico con fines biomédicos v los dispositivos bioelectrénicos que contienen

enzimas inmovilizadas descritos forman parte de la presente invencién.

A lo largo de ia descripcion y ias reivindicaciones ia palabra "comprende” y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes 0 pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién de la invencién y no se

pretende que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1.- Evolucion dirigida de la lacasa mutante OB-1. El gen de fusion del tipo
parental (mutante OB-1) (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010) esta formado por &l prepro-lider
del factor a —reemplazando la secuencia sefial nativa con el fin de aumentar la secrecion en
S. cerevisiae— y por la lacasa madura. El pre-lider del factor a esta representado en negro,
el pro-lider del factor a en blanco y la ilacasa madura en gris. Las nuévas mutaciones estan
sefialadas como estrellas y las mutaciones acumuladas como cuadrados; A389- indica la
deleciéon de la Ala389. MAT (mejora de la actividad total en buffer de sangre): vaior que
indica el nimero de veces de mejora de la actividad lacasa detectada en el sobrenadante de
cada mutante proveniente de microcultivo de S. cerevisiae comparada con la actividad del
parental OB-1. Las medidas se hicieron por quintuplicado a partir de sobrenadantes de
cultivos independientes crecidos en placas de 96 pocilios y utilizando 3 mM de ABTS como
sustrato. La slsect. (Iso aparente para NaCl) indica la concentracion de cloruro sodico a la
cual la enzima retiene la mitad de su actividad inicial, determinada con sobrenadantes de
cada mutante procedentes de microcultivos de S. cerevisiae tras 2 h de incubacion. La

actividad relativa a diferentes valores de pH fue evaluada utilizando 3 mM de ABTS como
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sustrato. Las flechas discontinuas indican el mutante empleado como parentai en cada

generacion. N.d., no determinado. Las mutaciones silenciosas no estan incluidas.

Figura 2.- Actividad en fluidos fisiolégicos y caracterizacion espectroelectroquimica.
(a) Actividad de la lacasa de la invencién mutante ChU-B determinada por medida del
consumo de oxigeno. Para monitorizar la actividad lacasa en sangre y plasma humanos,
ambos fluidos se suplementaron con 10 mM de acido ascorbico y el pH se ajusté a 7.4 antes
de anadir la enzima. (b) Valoracién redox de la lacasa ChU-B a pH fisioldgico. Cada
valoracién redox se llevo a cabo en ambos sentidos (es decir, de la enzima en estado
totalmente oxidado a estado totalmente reducido —valoracidon reductora— y vice versa —
valoracion oxidativa—). Se registraron los espectros de la lacasa una vez alcanzado el
equilibrio redox, obteniéndose espectros tipicos de la enzima oxidada, parcialmente
reducida y totaimente reducida, los cuales estan representados en la figura. La equilibracion
del centro de cobre T1 a cada potencial aplicado fue evidente por estabilizacion de la
absorbancia a 600 nm. Como los mediadores redox que se empiearon son transparentes a
longitudes de onda superiores a 500 nm, los cambios espectroscopicos a 600 nm fueron
atribuidos al Cu T1 de la lacasa. Se muestran los espectros de la valoracién reductora
correspondientes a la lacasa oxidada (linea continua, potencial aplicado +1000 mV vs ENH),
a la lacasa parcialmente reducida (linea discontinua y discontinua con puntos, +700 mV y
+600 mV vs ENH, respectivamente) y a la lacasa totalmente reducida (linea de puntos, +600
mV vs ENH). Inserto: representacion de la dependencia del potencial aplicado frente a la
absorbancia a 600 nm, y los parametros promedio calculados a partir de las valoraciones
reductora y oxidativa (valor del punto medio +720 mV vs. ENH y valor de la pendiente 110
mV). {(¢) Voltamogramas ciclicos de reduccion del oxigeno obtenidos utilizando un electrodo
de grafito de baja densidad pulido con el mutante ChU-B adsorbido sobre su superficie
(linea continua) y en ausencia de enzima (linea discontinua). Las medidas se llevaron a
cabo en una celda electroquimica de tres electrodos conteniendo buffer fosfato sédico 100
mM pH 7.4 y tras burbujear oxigeno a una presion de 1 atm durante 15 min, y utilizando un
alambre de platino como contraelectrodo y un electrodo de Ag| AgCl| KCI como electrodo de
referencia. Las medidas se realizaron empleando el equipo Autolab PGSTAT30 controlado

por el software GPES 4.9.

Figura 3.- Caracterizacién bioquimica de la lacasa de la invencién ChU-B. Circulos
blancos, tipo parental; circulos negros, mutante ChU-B. Los perfiles de actividad frente al pH
se midieron en buffer Britton y Robinson a diferentes valores de pH con 3 mM de DMP (a) o

de ABTS (b) como sustratos. La actividad lacasa se normalizd con respecto al valor de pH
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6ptimo. (c-e) Inhibicidn por haluros: {(c) Inhibicién por cloruro medida con 2.4 mM de ABTS
en buffer acetato sédico 100 mM pH 4.0. (d) Inhibicion por fluoruro medida con 2.4 mM de
ABTS en buffer acetato sodico 100 mM pH 4.0. {(e) Inhibicién por cloruro de la lacasa ChU-B
medida a pH 7.4 con 2.4 mM de ABTS en buffer fosfato sédico 100 mM pH 7.4. Cada valor
representa el valor promedio y la desviacion estandar resuitado de tres experimentos

independientes.

Figura 4.- Detalles de las mutaciones en la lacasa de la invenciéon ChU-B (b) comparado
con los correspondientes aminoacidos en el tipo parental (a). La estructura catalitica general
esta formada por el sitio de Cu T1 cercano a la superficie, aunque el cobre no esta
directamente expuesto al disolvente. ElI Cu T1 estd trigonalmente coordinado por la His455,
la His394 y la Cys450, ésta Ultima formando parte del tripéptido altamente conservado en las
lacasas His449-Cys450-His451, el cual conecta el sitio T1 con el cluster trinuclear situado a
una distancia de 12 A. Los electrones son transferidos desde el Cu T1 a través de una ruta
de transferencia electrénica intramolecular formada por el tripéptido ya mencionado hacia el
cluster trinuclear T2/T3, donde tiene lugar la unién del oxigeno y su reduccion a dos
moléculas de agua. Este segundo sitio activo se encuentra en el interior de la estructura de
la lacasa, con el Cu T2 tricoordinado por dos residuos de His y una molécula de agua, y dos
cobres T3 tetracoordinados. La entrada del oxigeno y la salida del agua al sitio T2/T3 tiene
lugar a través de dos canales presentes en la estructura. Se muestran las mutaciones F396I
y F454E y 1452V (revertida en ChU-B). Las esferas representan iones cobre. También se
representan los residuos de la via de transferencia electronica desde el Cu T1 al cluster
T2/T3 y los aminodcidos involucrados en la primera esfera de coordinacion de los cobres
cataliticos y sus interacciones. La superficie electrostdtica de la estructura proteica se
muestra en el fondo. El modelo tridimensional esta basado en la estructura cristalina de la
lacasa de Trametes trogii (con un 97% de identidad de secuencia, PDB: 2HRG) (Matera,
Guliotto et al. 2008).

Figura 5.- Perfiles de actividad frente al pH de la lacasa parental y de las lacasas
mutantes. Las actividades se midieron en buffer Britton y Robinson 100 mM a diferentes
valores de pH con 3 mM de DMP (a) o de ABTS (b) como sustratos. La actividad lacasa se
normalizd con respecto al valor de pH 6ptimo y cada punto representa el promedio y la

desviacion estandar resultado de tres experimentos independientes.

Figura 6.- Vision de conjunto de las mutaciones en [a estructura de la lacasa. Se

detallan los residuos mutados por evolucion. La primera esfera de coordinacion del Cu T1
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(His394, His455 y Cys450) esta sefialada con un circulo. El circulo concéntrico discontinuo
indica la segunda esfera de coordinacién. Los residuos de His de la via de transferencia
electrénica interna desde el Cu T1 al cluster T2/T3 también se resaltan. Las esferas
representan iones cobre. El modelo tridimensional esta basado en la estructura cristalina de
la lacasa de Trametes trogii (con un 97% de identidad de secuencia, PDB: 2HRG) (Matera,
Gullotto et al. 2008).

Figura 7.- Mutagénesis saturada en la posicion 454: (a) mutante 19B12; (b) mutante
18AA10; (c) mutante 17D4; (d) mutante 21D9; (e) mutante 20C3; (f) mutante ChU-B. Las
esferas representan iones cobre. También se detallan los residuos de la via de transferencia
electrénica desde el Cu T1 al cluster T2/T3. Los aminoacidos involucrados en la primera
esfera de coordinacion de los cobres cataliticos y sus interacciones también estan
representados. La superficie electrostatica de la estructura proteica se muestra en el fondo.
El modelo tridimensional esta basado en la estructura cristalina de la lacasa de Trametes
trogii (con un 97% de identidad de secuencia, PDB; 2HRG) (Matera, Gullotto et al. 2008).

EJEMPLOS DE REALIZACION

Ejemplo 1. Generacion de mutantes por evolucion dirigida y obtencidn de la lacasa de
la invencion (mutante ChU-B)

El punto de partida de este estudio fue una lacasa de alto potencial redox (el mutante OB-1)
previamente modificada a partir de la lacasa del basidiomiceto PM1 por evolucién in vitro y
disefio racional para ser altamente activa, termoestable y facilmente secretada por levaduras
(Mate, Garcia-Burgos et al. 2010). Para convertir OB-1 en una lacasa tolerante a ia sangre,
se disefd un ensayo de screening basado en ia composicion de la sangre humana. Como el
plasma o la sangre reales no son adecuados para la exploracion de librerias de mutantes en
el contexto experimental de la evolucion dirigida de enzimas, se desarrollé un medio
complejo sustituto (“buffer de sangre”) con el objetivo de imitar la composicion de la sangre
humana. Este buffer contenia un sustrato colorimétrico (ABTS) y carecia de células
sanguineas y de factores de coagulacion. Ademas, se realizaron tres re-screenings
consecutivos para descartar ia seleccion de falsos positivos. Al igual que todas las lacasas
de alto potencial redox, el mutante OB-1 no muestra actividad ni transferencia electrénica
interna a pH 7.4 (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010). En consecuencia, en la primera
generacion el pH del buffer de sangre se establecié en 6.5, lo que resulté en un descenso en
la actividad lacasa de mas del 90%. En generaciones sucesivas la presion selectiva fue
aumentada de manera progresiva hasta alcanzar el valor del pH fisiologico. Ademas, se

aprovecho la elevada frecuencia de recombinacién homéloga del ADN, caracteristica de la
20
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magquinaria celular de Saccharomyces cerevisiae, para la generacién de diversidad genética
{(Alcalde 2010, Gonzalez-Perez, Garcia-Ruiz et al. 2012). Asi, en cada ciclo de evolucién se
combinaron diferentes métodos de recombinacion del ADN (tanto in vivo como in vitro) para
aumentar la complejidad de las librerias de mutantes. El ultimo ciclo de evolucién se dedicod
a la evaluacion en detalle desde un enfoque racional -mediante mutagénesis saturada vy
mutagénesis dirigida- de varias posiciones que conflevaron aumentos sustanciales en la

actividad total (Figura 1, Tabla 2).

Tabla 2. Mutaciones introducidas durante el proceso de evolucidn dirigida. +, nueva
mutacion; o, mutacion acumulada; e, mutacion introducida por mutagénesis dirigida; m,
mutacion introducida por mutagénesis saturada; o, mutacidn revertida (V4521, GTC/ATC).
Las mutacidn silenciosas estan subrayadas; los subindices indican el uso de codones en S.
cerevisiae. MAT, mejora de la actividad total en buffer de sangre.

21



ES 2 525 195 Bl

£€9 | 049 | 819 | #19 | 879 [ £59 | 686 | PV | PU | PU | poo | g9e ] ca0 | oso | oas | 159 | vae | s49 {D.)%1
it 1 96 {eot | og L o6 | go les | BBl ey Tozzleon] sl g0l 70 [ op [ oo | ¢ Jospde(y)emnepapepianoy
c19 | zzf | 19z | o/ | se8 | nas looe | BY [ PYU | CPU | zze | £1c | 7oy [ pos | ooe [ PE [ P [ s7v (Wi} (e apumarde o)
D¥R1% (8497 |€€DRT | TOLBT|$O1ST [DEFET| 17001 (96491 [9££91 100651 |#5071|To081| 06491 | #8ay | 7803 | 66 | 101 | Zs1 ﬁﬁnﬂ%ﬁ:&ﬁﬁﬂn
+ DOYODY S/B¥L
+ < NN Tckie YN 109%4
+ e 0Tk lea) vt
. OV DLL I¥S¥d
- 99011 Mg
. 299211 25432
= 209311 THSH
= 9O%ID11 1¥8#d
= D001 d¥S4d
+ + + wedin] Nl §eS4d
= o 0 ) o 7] o ) ') ) 4 + IO ALSH]
. o o + VOIONY Q9N
o 0 o o o ) ° ° ° o + By YD TEiel
+ i N7 YWY JE0H
o o ) o ) o ) = ) o o o o o o + YL [95€4
u i 991048 9.3 YaaLY
+ 1082} -638Y
0 [+3 [+] o (] o] O o 4] [+ + Fghy Dyt Ty Dy 30013
+ Gl K2 4@ ) L9ta
+ DAVIDDY ARITL
. A" 191123 NSOZQ
+ DI Hesis
+ WYIOVD M(9go)3
o ) ) o o ) ) ) o ) + 0 Yd LY Wig9D)|
[ [+] o 4] [ 4] 4] [+ [ +] 4] o o L+ Q [+ + DTy Ty3E | yhy Olave]q
° o o ) o o) ° ) s o + YYDy W/ oel3
BV eoor {van |eaiz prver|tiger| ovs | 1arn laiaz| 191 [som | 1av1 | 002 | 190t €37 | PHOT | 5981 | DIHS £ —apa opIpotIvY
43 . bk ks o
JE MM UN w— r_n.vm.u.ﬂhﬁr_@m

22



10

15

20

25

30

35

ES 2 525 195 Bl

Concretamente, se exploraron mas de 10000 clones en cuatro ciclos de evolucién
molecular combinada con métodos mutagénicos y de recombinacion in vivo (IVAM,
barajado in vivo del ADN, IVOE) e in vitro (PCR propensa a error, StEP mutagénico).
En el ultimo ciclo de evolucidn, la variante final (mutante ChU-B) se obtuvo tras
analizar las siguientes posiciones por mutagénesis dirigida o mutagénesis saturada:

o D205N: esta mutacién provocéd un desplazamiento del pH éptimo de actividad de
la lacasa de Trametes versicolor (concretamente, el pH éptimo para el DMP como
sustrato aumenté 1.4 unidades) (Madzak, Mimmi et al. 2006). La misma
sustitucidn aminoacidica fue probada en este estudio, dando lugar al mutante
1B1, que presentd un comportamiento similar al de la lacasa de T. versicolor. el
pH éptimo de actividad con DMP fue 2.0 unidades més basico. Este mutante fue
finalmente excluido debido a su bajo valor de MAT y a su escasa actividad con
compuestos no fendlicos a pH fisiologico.

¢ N4260D: esta mutacidn beneficiosa se descubria en el mutante 20F1 (2G) pero se
perdié debido a la baja probabilidad del entrecruzamiento con la mutacion cercana
[452V. El cambio N426D se introdujo en el mutante 27C7 (3G) dando lugar a la

variante 3A7, la cual presento una actividad 0.6 veces inferior.

+ Mutagénesis saturada en las posiciones 389, 396 y 454: el residuo Ala389 se
deleciond en el tercer ciclo de evolucion (mutante 14F1, 3G), dando lugar a un
valor de MAT en torno a 3 veces mayor que el del mejor parental de la generacion
anterior (mutante 2E3). Tras mutagénesis saturada y screening, sélo se
descubrieron mutantes con la Ala inicial, lo que indica que a no ser que el residuo
sea eliminado, ningdn otro aminoacido ejerce un efecto mas beneficioso en esta
posicion. La Phe396 fue objeto de mutagénesis saturada ya que la mutacién
F396] confirid la mayor mejora de todo el experimento de evolucién (un
incremento de 157 veces en el mutante 35H10, 1G). Tras mutagénesis saturada y
screening, todas las variantes encontradas presentaron el mismo cambio,
confirmando que la lle396 es el aminoacido mas adecuado para esta posicion en
el contexto del ensayo de screening en buffer de sangre. La mutacion F454S fue
descubierta en diferentes etapas del proceso de evolucién (mutante 18G5 y 20H4,
1G; mutante 14C5, 3G) lo que sugiere que dicho cambio desempefia un papel
importante en la tolerancia de la enzima a haluros e hidroxilos. Tras mutagénesis
saturada y screening, se detectaron importantes aumentos para diferentes
variantes con sustituciones aminoacidicas tanto polares como apolares
(F454P/T/A/G/R/E). De este conjunto de variantes, se eligio el mutante ChU-B en
base a sus valores de MAT, sus perfiles de actividad frente al pH, su gplsec ¥ SU
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estabilidad. ChU-B contiene: tres mutaciones en la secuencia pro-lider del factor a
(E[a27]K e l[a66]M y la mutacidn silenciosa D[a49]D), relacionadas con la
secrecion de la enzima; y cinco mutaciones en la proteina madura (dos
mutaciones beneficiosas, F396! y F454E; dos mutaciones silenciosas, E380E y
T413T; y una mutacién revertida, V452l).

Una vez obtenido el ultimo mutante de la ruta evolutiva (mutante ChU-B), este mostrd
un aumento de la actividad total en buffer de sangre de mas de 40000 veces respecto

al tipo parental.

Ejemplo 2. Caracterizacién de la actividad de la lacasa mutante ChU-B de la
invencioén.

Ejemplo 2.1 Actividad de Chu-B en sangre y plasma humanos.

El comportamiento de la lacasa ChU-B mutante de la invencion fue probado en sangre
y plasma humanos. Para ello, el consumo de oxigeno en fluidos fisioldgicos
enriquecidos con acido ascorbico (un sustrato pobre de las lacasas que se encuentra
de forma natural en la sangre) fue monitorizado con un electrodo de Clark, revelando
respuestas comparables para plasma y sangre (185 y 127 min™, respectivamente;
Figura 2a). E! incremento de 1.5 veces de la actividad de ChU-B en plasma respecto a
la registrada en suero sugiere que las céelulas sanguineas interfieren en el método de
deteccion. De cara a confirmar que la enzima es activa bajo condiciones fisiologicas
independientemente de! sustrato reductor utilizado, se midid la reduccion de! oxigeno
frente a sustratos tipicos de las lacasas (ABTS, Ki[Fe(CN)s]) en buffer de sangre,

obteniéndose valores similares para todos los compuestos probados (Figura 2a).

Las lacasas contienen cuatro cobres cataliticos organizados en dos sitios diferentes: el
sitio de cobre T1, en el que tiene fugar la oxidacion del sustrato; ¥ un cluster de cobre
trinuclear (con un Cu T2 y dos Cu T3), donde el oxigeno es reducido a agua
(Morozova, Shumakovich et al. 2007). Si la lacasa es apropiadamente conectada a un
electrodo, esto es, con el Cu T1 orientado hacia la superficie de! dispositivo, dicha
superficie puede reemplazar al sustrato como donador de electrones, necesarios para
la catalisis. La valoracion redox del sttio T1 se llevd a cabo a pH fisiolégico usando una
microcelda espectroelectroguimica con un electrodo capilar de oro (Figura 2b). E!
mutante ChU-B exhibié un alto potencial redox (+720 mV vs. ENH) a pH 7.4,
cambiando de manera reversible y ciclica desde la forma oxidada a la forma reducida.
A fin de verificar que el mutante es electrogquimicamente activo bajo condiciones
fisiologicas, ChU-B fue adsorbido sobre electrodos de grafito de baja densidad,
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registrandose la respuesta electrocatalitica de reduccién del oxigeno por transferencia
electrénica directa a pH 7.4 (Figura 2¢). No se detecté respuesta para ninguna de las

ofras lacasas de alto potencial redox probadas bajo las mismas condiciones.

Ejemplo 2.2.- Tolerancia de la lacasa de la invencién ChU-B a cambios de pH y
concentraciones de iones haluros.

Las propiedades de la lacasa ChU-B fueron investigadas en términos de su actividad
frente al pH y de la inhibicion por haluros. Los perfiles de actividad frente a
compuestos fendlicos (DMP, 2,6-dimetoxifencl) y no fendlicos (ABTS, acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico)) revelaron un desplazamiento notable hacia valores
mas basicos, incluyendo el cambio del pH éptimo de actividad de 4.0 a 5.0-6.0
(Figuras 3a, b; y Figuras 5a,b). A pH 7.0, la lacasa ChU-B retuvo en torno al 50% y al
20% de su actividad para DMP y ABTS respectivamente, mientras que el tipo parental
presentd actividad despreciable bajo dichas condiciones. Del mismo modo, la actividad
de la lacasa ChU-B a pH 6.0 fue de mas del 90% y del 50% para DMP y ABTS
respectivamente, mientras que la del parental fue de en torno al 20%. Este drastico
aumento de la actividad a pH neutro conllevé un pequerio pero perceptible incremento
en la actividad de la lacasa ChU-B a un pH tan basico como es pH 8.0. Esta lacasa
constituye la primera lacasa de alto potencial redox activa a pH neutros/alcalinos.
Hasta la fecha, s6lo la ingenieria de lacasas quiméricas habia conseguido un ligero
desplazamiento del perfil de pH hacia pHs alcalinos, aunque a expensas de la

disminucion del potencial redox (Cusano, Mekmouche et al. 2009).

Las lacasas de alto potencial redox son tipicamente inhibidas por los iones haluro
(fluoruro, cloruro y bromuro, pero no yoduro, el cual es sustrato de las lacasas), con
una potencia inhibitoria inversamente proporcional al diametro del anién (F>CI>Br).
Este orden es debido a la mayor dificultad que tienen los haluros mas voluminosos
para acceder a los sitios cataliticos de la enzima (Xu 1986, Xu 1997). La ls, obtenida
para diferentes haluros (la concentracion de haluro a la cual la enzima retiene el 50%
de su actividad inicial) fue independiente del sustrato empleado (Tabla 3). La I5, de la
lacasa ChU-B para cloruro mejoré de 176 a 1025 mM con ABTS como sustrato (Figura
3c), lo que la convierte en la l;5c- mas alta descrita hasta la fecha para lacasas de alto
potencial redox producidas por hongos basidiomicetos. No fue posible medir la
inhibicion de la lacasa ChU-B por efecto de los iones bromuro, dado que la sy para el
parental ya fue superior a 1300 mM, lo cual impidié la medida por sobrepasar el limite
de la solubilidad del sustrato en concenfraciones salinas tan altas. Como era de

esperar, la inhibicidn en presencia de fluoruro fue muy fuerte (del orden uM), y aunque
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la inhibicién por fluoruro no era objetivo del estudio de evolucién dirigida, la lsoe-
aumenté ligeramente {de 70 a 109 pM, Figura 3d). La inhibicién por haluros fue
también medida a pH fisiolégico y la lacasa ChU-B resultdé no ser sensible a
concentraciones crecientes de cloruro {(comprendidas entre 100 y 800 mM) (Figura
3e). La comparacién de la lacasa de la invencidn ChU-B con ofras lacasas de alto
potencial redox evidencio que, dependiendo del sustrato, la lacasa de la invencion
ChU-B mutante fue entre 12 y 20 veces menos sensible al fiuoruro que las lacasas de
alto potencial redox de Trametes trogii y Trametes villosa (Xu 1996, Garzillo, Cofao et
al. 1998). De igual manera, la lsoc- de la lacasa ChU-B fue entre 26 y 164 veces mas
alta que dichas lacasas del género Trametes. La lacasa del ascomiceto Botrytis aclada
tiene la lsog- Mas alta descrita hasta la fecha (1.4 M con DMP como sustrato) (Kittl,
Gonaus et al. 2012), aunque su insignificante actividad a pH neutro y su baja
estabilidad impiden su uso en biocatodos implantables o en otros procesos
ambientales. Ademas, la comparacidén de ChU-B con lacasas bacterianas reveld una
tolerancia al cloruro 1.5 veces mas alta que la de la polifenol oxidasa resistente a
haluros de Marinomonas mediterranea (Jimenez-Juarez, Roman-Miranda et al. 2005).
La tolerancia a haluros del mutante ChU-B es excepcional dado que, por regla general,
las lacasas fungicas son mucho mas sensibles a la inhibicion por haluros que las

lacasas de bajo potencial redox propias de bacterias (Niladevi, Jacob et al. 2008,

Singh, Bhalla et al. 2011).

Tabla 3. Valores de ls; (en mM) de la lacasa parental (mutante OB-1) y del mutante
ChU-B para diferentes haluros. *Los experimentos se llevaron a cabo al pH éptimo de

oxidacién de cada sustrato. °’n.m., no medible.

Inhibidor  Sustrato pH? Parental Mutante ChU-B

ABTS 4.0 0.070 0.109
NafF

DMP 50 0.167 0.183

ABTS 40 176 1025
NaCli

DMP 50 208 818
NaBr DMP 40 1306 n.m.?
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Ejemplo 2.3. Actividad de la lacasa ChU-B en condiciones 6ptimas y en buffer de
sangre.

Se evalud la velocidad maxima de transformacién de sustratos de la lacasa de la
invencién ChU-B en buffer de sangre. El efecto sinérgico de la mejora de ia actividad a
pH fisiolégico y la fuerte tolerancia a cloruro dio lugar a velocidades iniciales de 427 y
144 mol de sustrato/min/mol de enzima para DMP y ABTS, respectivamente. En
idénticas condiciones, el tipo parenial apenas mostré actividad. Ademas, cabe
destacar que las velocidades de transformacion del mutante ChU-B fueron 3 y 4 veces
inferiores a las del parental bajo condiciones éptimas (es decir, pH acido y en ausencia
de inhibidores, Tabla 4).

Tabla 4. Velocidades maximas de transformaciéon (mol sustrato/min/mol enzima) de la
lacasa parental (mutante OB-1) y del mutante ChU-B bajo condiciones éptimas y en
buffer de sangre. ?pH éptimo de actividad (4.0 y 5.0 para el parental y ChU-B,
respectivamente). n.m., no medible.

Sustrato pH Parental Mutante ChU-B
3.0 44215+ 1061 14895 + 654
ABTS
7.4 (buffer de sangre) n.m. 14319
Optimo® 20820+ 710 4767 + 216
DMP
7.4 ( buffer de sangre) n.m. 427 + 32

Ejemplo 3. Analisis detallado de las mutaciones en la estructura de la lacasa
ChU-B

Teniendo en cuenta que la inhibicién por haluros e hidroxilos se presupone que tiene
lugar en el ciuster trinuclear T2/T3, interrumpiendo la transferencia electrénica interna,
era de esperar que ias mutaciones aparecidas durante el proceso evolutivo estuvieran
situadas en los alrededores del cluster T2/T3, o en cualquier de los dos canales de la
enzima, bien en el de entrada del oxigeno o en el de salida del agua(Xu, Berka et al.
1998, Matera, Guilotto et al. 2008). Sin embargo, las dos mutaciones introducidas en la
proteina madura (F3961 y F454E) se localizaron en la segunda esfera de coordinacion
del sitio T1 (Figura 4). En realidad, la mayoria de las mutaciones descubiertas durante

el proceso evolutive estan localizadas en dicha region (a una distancia promedio del
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sitio T1 de 7.5 angstrom), indicando que esta zona influye de manera significativa en ia

inhibicidon de la actividad lacasa por iones haluro e hidroxilo (Figura 6, Tabla 5).

Tabla 5. Mutaciones introducidas en la lacasa madura a lo largo del proceso evolutivo.
*Mutaciones presentes en el mutante final ChU-B.

Distancia  Distancia Distancia al Motivo de
Mutacién al Cu T1 aiCuT2 CuT3a-CuT3b Dominio estructura
(A) (A) (A) secundaria
Loop
1452V 4.8 12.4 9.8 1l (H451-1452)
Hélice a
F454E* 7.6 15.8 12.2 HI (D453-
A458)
a Lamina B
F396I 78 9.9 g0 1] (P395-1.398)
Loop
A389- 7.7 21.4 18.4 1] (L383-
H394)
Lamina B
N426D 93 14.5 13.7 1l (V424-
N4286)
Loop
D205N 7.8 15.2 11.8 H (L202-
N207)

La mutacion F396! fue descubierta en la primera generacion, siendo responsable del
mayor aumento en la actividad de todo el proceso evolutivo (157 veces respecto al tipo
parental). La exploracidén de esta posicién por mutagénesis saturada no dio lugar a
mas mejoras (Figura 1). La Phe396, altamente conservada en las lacasas de alto
potenciai redox, desempenfia un papel fundamental en el valor del potencial redox del
sitio T1, y por consiguiente, en la catalisis de este grupo de lacasas (Matera, Gullotto
et al. 2008). Este aminoacido actiia como un puente que conecta el Cu T1 y el cluster
T2/T3 via la Pro395 (contigua a la His394, ligando del Cu T1) y la His397, que
coordina el Cu T2 (Figura. 4). La mutacion F454E aparecidé al someter la posicion 454
a mutagénesis saturada y al posterior screening, dado que varios mutantes
descubiertos en el primer y en el tercer ciclo ya presentaron un cambio en dicha
posicion (Figura 1 y Figura 7). Se seleccionarcn seis mutantes diferentes con
sustituciones F454P/T/A/G/R/E, las cuales aumentaron la actividad en buffer de
sangre hasta 2.5 veces. La mutacion F454E esta contigua a la His455, ligando del Cu
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T1. El andlisis del modelo estructural reveld que esta mutacién parece establecer un
nuevo enlace de hidrogeno con uno de los atomos de nitrégeno dei anillo de imidazol
de la His455 (Figura 4). En general, se acepta que la transferencia electronica desde
el sustrato al Cu T1 es el paso limitante en la catalisis de las lacasas(Gianfreda, Xu et
al. 1999, Alcalde 2007). La modificacion de la segunda esfera de coordinacion del Cu
T1 reduce la actividad a pH acido, probablemente debido al ajuste de la transferencia
electrénica interna desde el sitio T1 al cluster T2/T3, que simultdneamente compensa
la inhibicion del Cu T2 haciendo que ChU-B mantenga la actividad en presencia de
haluros e hidroxilos. Estos resultados concuerdan con estudios preliminares de una
lacasa de bajo potencial redox producida por un ascomiceto que fue sometida a

estudios de mutagénesis dirigida en la zona del sitio T1 (Xu, Berka et al. 1998).

Material y métodos

Todos los reactivos quimicos fueron de la pureza mas alta disponible en el mercado.
Los oligonuciedtidos cebadores utilizados a lo largo del proceso evolutivo (Tabla 6)
fueron comprados a Isogen Life Science (De Meern, Paises Bajos). Los medios de

cuitivo fueron preparados como se describié anteriormente(Mate, Garcia-Burgos et al.

2010).

Tabla 6. Oligonucleétidos cebadores utilizados. Los codones sometidos a mutagénesis

aparecen en negrita, donde N es A/T/G/C y S es G/C.

Sitio de
Oligonucleo anillamiento
tido Secuencia (pb) en el
cebador vector
pJRoC30
RMLN 5-CCTCTATACTTTAACGTCAAGG-3' 5'-420-441-3
forward
RMLC 5-GGGAGGGCGTGAATGTAAGC-3 5-2288-
reverse 2307-3
5. ,
D205N | s s TGTCGCTGTCATGCAACCCGAATTACACGTT | 21337
forward R 1375-3
CAGC-3
5. .
D20SN |~ TGAACGTGTAATTCGGGTTGCATGACAGCGACA | 571337
reverse . 1375-3
CCAG-3
5 .
N426D | 1eTACCGCGACGTCGTCGACACGGGETCGCCCG | 2 -2000-
forward X 2038-3
GGGAC-3
5. .
N426D | o1occCGGGCGAGCCCGTGTCGACGACGTCGCGG | 2 -2000-
reverse . 2038-3
TAGAC-3
SAT389 5 5-1880-
torward | CTCCCCGCCACCTCCGCCNNSCCCGGCTTCCCGE | 1924-3

29



10

15

20

25

ES 2 525 195 Bl

m
AC-3
SAT389 5- 5'-1880-
GTGCGGGAAGCCGGGSNNGGCGGAGGTGGCGGA ,
reverse ; 1924-3
GAG-3
51' 1
SAT396 | 0 cGGCTTCCCGCACCCONNSCACTTGCACGGGE | 971910
forward \ 1948-3
ACACC-3
5’_ )
SAT39 | o TGTGCCCGTGCAAGTGSNNGGGGTGCGGGAAG | 971910
reverse , 1948-3
CCGGG-3
5,' 3
SAT454 | o CACTGCCACGTCGACNNSCACCTTGAGGCTGG | 572084
forward , 2122-3
GTTC-3
5" 1
SATA54 | A ACCCAGCCTCAAGGTGSNNGTCGACGTGGCAG | 072084
reverse TGGAG-3' 2122-3

Evolucidn dirigida

En cada generacion, los fragmentos de PCR fueron limpiados, concentrados y
cargados en un gel de agarosa de bajo punto de fusién (Bio-Rad, Hercules, CA), y
purificados utilizando el kit Zymoclean gel DNA recovery (Zymo Research, Orange,
CA). Los productos de PCR fueron clonados bajo el control del promotor GAL1 del
vector de expresion lanzadera (donado por la Prof. F. H. Arnold del Instituto
Tecnoldgico de California, Caltech, Pasadena, CA), remplazando el gen parentai en
pJRoC30. Para eliminar el gen parental, el plasmido pJRoC30 fue linearizado con las
enzimas de restriccion BamHI y Xhol (New England Biolabs, Hertfordshire, UK), vy el
plasmido lineal fue concentrado y purificado como ya se ha descrito para los

fragmentos de PCR.

Primera generacion: {[vAM
Utilizando el mutante OB-1 como parental (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010), se

construy6 una libreria de mas de 3000 clones mediante ensamblaje in vivo de librerias
de mutantes con diferentes espectros mutacionales (lvAM) (Zumarraga, Camarero et
al. 2008). Se llevaron a cabo reacciones de PCR mutagénicas con Tag/MnCli; (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) y con Mutazima Il (kit Genemorph |l Random mutagenesis,
CA, EE.UU.) en un termociclador de gradiente (Mycycler, Bio-Rad) utilizando los
siguientes parametros: 95°C durante 2 min (1 ciclo); 94°C durante 0.75 min, 53°C
durante 0.75 min, 74°C durante 3 min (28 ciclos); 74°C durante 10 min (1 ciclo). La
amplificacion con Tag/MnCl, se realizo afiadiendoc 90 nM de RMLN, 90 nM de RMLC,
0.1 ng/pL de ADN molde, 0.3 mM de dNTPs (0.075 mM de cada uno), 3% de DMSO,
1.5 mM de MgCl;, 0.01 mM de MnCi; y 0.05 U/pL de Tag polimerasa en 50 pL de
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reaccion. La ampiificacion con Mutazima ii se lievo a cabo con 372 nM de RMLN, 372
nM de RMLC, 40 ng/ul. de ADN molde, 0.8 mM de dNTPs (0.2 mM de cada uno), 3%
de DMSO y 0.05 U/pL de Mutazima |l por 50 ul. de reaccion. Bajo tales condiciones,
ias tasas mutacionales de Tag/MnCl; y Mutazima il fueron 0-3 y 4.5-9 mutaciones por
1 kb, respectivamente. Para promover la ligacién in vivo, se disefiaron regiones de
solapamiento con 40 y 66 pb de homoiogia con ambos extremos dei vector
linearizado. Las dos librerias fueron mezcladas en cantidades equimolares vy
transformadas junto con ei vector linearizado (ratio vector:libreria 1:4) en células
competentes de S. cerevisiae de la cepa deficiente en proteasas BJ5465 (LGC
Promochem, Barcelona, Espafia) ufilizando el kit de transformacion en levadura
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Las células transformadas se extendieron en placas
de SC drop-out y se incubaron durante 3 dias a 30°C. A continuacién, se picaron ias
colonias y se sometieron al ensayo de screening y a los tres re-screenings

consecutivos que se describen a continuacion.

Segunda generacion: PCR propensa a error + [VAM
Empleando el mutante 35H10 de la primera generacién como parental, se

construyeron tres librerias de mutantes (de ~700 clones cada una) y éstas se
exploraron de manera independiente. La primera libreria se preparé con Tag/MnCl,, la
segunda con Mutazima Il y la tercera con IVAM empleando las condiciones descritas

para la primera generacion.

Tercera generacion: StEP mutagénico y barajade in vivo del ADN

Se crearon y exploraron dos librerias independientes utilizando los dos mejores
mutantes del segundo ciclo, 2E3 y 20F1, como genes parentales. Para ia primera
libreria, los parentales se sometieron de forma independiente a una reaccién de PCR
mutagénica con Tag/MnCl; y los productos mutagénicos se barajaron in vivo en S.
cerevisiae. L.a segunda libreria se prepard por recombinacion in vitro mediante StEP
(Staggered Extension Process) (Zhao, Giver et al. 1998). La PCR dei StEP (con 50 uL
de volumen final) contenia 0.5 yM de RMLN, 0.5 pM de RMLC, 0.1 ng/pL de ADN
molde, 0.8 mM de dNTPs (0.2 mM de cada uno), 3% de DMSQ, 1 mM de MgCi,, 0.01
mM MnCl, y 0.02 U/uL de la ADN polimerasa de aita fidelidad iProof (Bio-Rad). Las
condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95°C durante 2 min (1 ciclo); 94°C
durante 0.5 min, 55°C durante 0.33 min (90 ciclos). La banda electroforética de ~2 kb
resultado de la PCR se purificé y se utilizé como molde para una PCR mutagénica con
Mutazima I[l. El producte mutagénico se barajé in vivo como se describié

anteriormente,
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Cuarta generacion: estudios de mutagénesis dirigida y mutagénesis saturada

Se construyeron tres librerias de mutagénesis saturada asi como dos mutantes con
una mutacion especifica mediante extension por sclapamiento in vivo (IVOE, In Vivo
Overfap Extension) (Alcalde 2010) empleando el mutante 27C7 como parental. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando la polimerasa iProof.

Mutante D205N. Los oligonucledtidos cebadores para la PCR 1 fueron RMLN vy
D205N-REV y para la PCR2 fueron D205N-FOR y RMLC.

Mutante N426D: Los oligonucledtidos cebadores para la PCR 1 fueron RMLN vy
N426D-REV y para la PCR2 fueron N426D-FOR y RMLC.

Mutagénesis saturada en la posicion 389: Los oligonuciledtidos cebadores para la PCR
1 fueron RMLN y SAT389-REV y para la PCR2 fueron SAT389-FOR y RMLC.
Mutagénesis saturada en la posicion 454. Los cligonucleétidos cebadores para la PCR
1 fueron RMLN y SAT454-REV y para la PCR2 fueron SAT454-FOR y RMLC.

Ensayo de screening high-throughput

Las librerias de mutantes se exploraron en un medio (buffer de sangre) que contenia
el sustrato colorimétrico ABTS y que simulaba la composiciéon de la sangre humana,
salve por la ausencia de agentes coagulantes y de células sanguineas. La
composicion del buffer de sangre fue: 150 mM de NaCl, 18 mM de NaHCQOj;, 1 mg/mL
de glucosa, 4.3 mM de urea, 0.87 mM de MgSO,, 0.4 mM de fructosa, 0.1 mM de L-
cisteina y 4.29 mM de ABTS en 100 mM de buffer fosfato sédico. El pH del buffer de
sangre se establecié en 6.5 en la primera generacién y se aumenté gradualmente a lo
largo de la evolucién hasta alcanzar el pH fisiolégico (7.4) en la cuarta generacion. El
protocolo de screening-HTP utilizado fue el descrito anteriormente (Mate, Garcia-
Burgos et al. 2010) con algunas modificaciones, descritas a continuacién. Se picaron
colonias individuales y se cultivaron en placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania) conteniendo 50 pl. de medio minimo por pocillo. En cada
placa, la columna 6 se inoculd con el tipo parental y un pocillo se dejé sin inocular
(pocillo H1 — control negativo). Las placas se sellaron para evitar evaporacion y se
incubaron a 30°C y 80% de humedad relativa en un agitador a 225 rpm (Minitron-
INFORS, Biogen, Espafia). Tras 48 h, se afadieron 160 pL de medio de expresion de
lacasa (CuSO, 2 mM y etanol 25 g/l de concentraciones finales) por pocillo y las
placas se incubaron durante 24 h. A continuacién, las placas (placas madre) se
centrifugaron (centrifuga Eppendorf 5810R, Alemania) durante 5 min a 3000 x g a 4°C
y se transfirieron 60 pL de sobrenadante desde la placa madre a una placa réplica con
ayuda de un robot (robot manipulador de liquidos Quadra, 96-320, Tomtec, Hamden,
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CT). Se ariadieron 140 yL de buffer de sangre (a pH 6.5 en el primer ciclo, pH 7.0 en el
segundo y tercer ciclo, y pH 7.4 en el cuarto) a las placas réplica, y tras agitarlas
brevemente y permitir la oxidacion del sustrato en buffer de sangre, se midié la
absorbancia a 418 nm (gagrse.+ = 36000 M ecm™) en un lector de placas (SpectraMax
Plus384, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las placas fueron incubadas a
temperatura ambiente hasta que se desarrolld color verde y Ia absorbancia se midio de
nuevo. Las actividades relativas fueron calculadas como la diferencia de absorcién
antes y después de la incubacién y normalizadas respecto al tipo parental usado como
referencia en la correspondiente generacion (los parentales de referencia fueron los
siguientes: 1G, OB-1; 2G, 35H10; 3G, 2E3; 4G, 27C7). Para descartar falsos positivos,
se llevaron a cabo dos re-screenings consecutivos de acuerdo con nuestro protocolo
ya descrito (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010) con la modificacién de emplear el buffer
de sangre conteniendo 4.2 mM de ABTS para la medida de la actividad total lacasa,
pero utilizando el ensayo con buffer de sangre explicado anteriormente.
Adicionaimente, se introdujo un tercer re-screening con el fin de desglosar las mejoras
detectadas en términos de actividad frente al pH, tolerancia a iones clorure y

termoestabilidad.

Produccion y purificacion de lacasas

Las variantes de lacasa se produjeron y purificaron a homogeneidad como se
describié anteriormente (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010). Ademas, para los estudios
espectroelectroquimicos, se llevé a cabo la sobreproduccién de los mutantes en la
levadura Pichia pastoris, tras su clonacion en el vector pPICZaA bajo el control del
promotor inducible por metanol AOX1 (Pichia expression kit, Life Technologies,
Carlsbad, CA).

Medida de la actividad lacasa en plasma y sangre humanos

La sangre humana se recogié en tubos para extraccion de sangre BD Vacutainer®
(Plymoth, Reino Unido). Las muestras sanguineas se centrifugaron durante 10 min a
3000 rpm para obtener el plasma, extrayéndose el sobrenadante cuidadosamente y
descartandose el pellet. Tanto el plasma como la sangre se suplementaron con 10 mM
de acido ascorbico (sustrato reductor) y el pH se ajusté a 7.4. La actividad del mutante
ChU-B en ambos fluidos fisioldgicos se determiné mediante fa medida del consumo de
oxigeno en disolucién utilizando un electrodo de Clark. Estos experimentos se llevaron
a cabo usando el sistema Oxygraph (Hansatech Instruments, King's Lynn, Reino
Unido) y teniendo en cuenta la esteoquiometria de la reaccion: una molécula de

oxigeno es reducida por la oxidacion de cuatro moléculas de sustrato. La actividad del
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mutante ChU-B fue también medida en buffer de sangre empleando el mismo
protocolo descrito arriba y los siguientes sustratos: ferrocianuro potasico, KiFe(CN)g
(5 mM de concentracion final); ABTS (5 mM de concentracion final); y acido ascérbico

(10 mM de concentracion final).

Caracterizacion bioquimica
Determinacion de las velocidades maximas de transformacion en buffer de sangre: Las

velocidades de transformacion se determinaron en buffer de sangre (pH 7.4) para
ABTS y DMP. La reaccion se inicid tras la adicion de la enzima (4.7 y 22.7 nM
utilizando ABTS y DMP como sustrato reductor, respectivamente) a la mezcla de
ensayo (1.3 mM de ABTS 6 2.8 mM de DMP en buffer de sangre). Todas las medidas

se hicieron por triplicado.

Perfiles de actividad frente al pH: Los perfiles de pH se determinaron dentro del rango

de pH entre 2.0 y 9.0 como se describio anteriormente (Camarero, Pardo et al. 2012).

Inhibicion por haluros (determinacion de la Iso): El efecto inhibidor del fluoruro, cloruro y
bromuro se midio utilizando los sustratos ABTS y DMP a sus correspondientes valores
de pH optimo (en buffer acetato sddico 100 mM pH 4.0 para ABTS y en buffer tartrato
sddico 100 mM pH 5.0 para DMP) asi como a pH fisioldgico (en buffer fosfato sédico
100 mM pH 7.4). Se determind la inhibicion mediante el valor de I, (definida como la

concentracion de haluro a la cual la enzima retiene el 50% de su actividad inicial), ya
que la complejidad de los puntos dificultaron el calculo de la constante de inhibicion
(K). La mezcla de ensayo contenia 2.4 mM de ABTS ¢ DMP, haluro en
concentraciones comprendidas entre 0 y 1100 mM, y lacasa pura (0.2 y 1.7 nM para
ABTS y DMP, respectivamente). Cada punto de los datos del grafico representa el

valor promedio de tres experimentos independientes.

Termoestabilidad (determinacion de Tso): La termoestabilidad de las distintas lacasas

mutante se estimo mediante la determinacién de sus valores de Ty, como se reportd

en un trabajo anterior(Garcia-Ruiz, Mate et al. 2010).

Estudios espectroelectroquimicos
Determinacion del potencial redox; La valoracion redox de los mutantes de lacasa se

llevé a cabo como se describid anteriormente para el parental OB-1 (Mate, Garcia-Ruiz
et al. 2013) con algunas modificaciones. Brevemente, se utilizd una celda micro-

espectroelectroguimica conteniendo un electro capilar de oro y controlandose el
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potencial mediante un potenciostato de tres electrodos BAS LC-3E (Bioanalytical
Systems, West Lafayette, IN, EE.UU.), con un electrodo de Ag | AgCl | KCI (#210 mV
vs ENH) como electrodo de referencia y un alambre de platino como contraelectrodo.
Los espectros de absorbancia se registraron en un espectrometro de alta resolucion
HR4000 con un rango de medida entre 200 y 1100 nm utilizando una ldmpara DH-
2000, ambos de Ocean Optics (Dunedin, FL, EE.UU.) El potencial redox del sitio T1 de
la enzima se determiné por valoracion redox mediada (VRM) empleandose el equipo
antes descrito. La VRM se llevd a cabo mediante un complejo sistema de mediadores
formado por tres mediadores redox diferentes: KiFe(CN)s] y KiMo(CN)s con
potenciales redox formales de +430 mV y +780 mV vs ENH, respectivamente, y
K4[W(CN)g] con un potencial redox formal de +520 mV vs ENH y que fue sintetizado
como se describié anteriormente {(Leipoldt, Bok et al. 1974) . Todos los experimentos

se realizaron en buffer fosfato sédico 50 mM pH 7 4.

Medidas electroquimicas: Las medias electroquimicas se llevaron a cabo con un
analizador Autolab PGSTAT30 controlado por el software GPES 4.9 (Eco Chemie,
Paises Bajos). Los experimentos se realizaron en una celda de vidrio para tres
electrodos empleando un electrodo de Ag |AgCI | KCI como electrodo de referencia y
un alambre de platino como contraelectrodo. Los electrodos de grafito de baja
densidad se pulieron con papel de lija y se sonicaron. Se depositd una gota de 5 uL de
lacasa (13 mg/mL) en un electrodo de grafito de baja densidad limpio y tras esperar 20
min para permitir la adsorcién de la enzima en la superficie del electrodo, éste se
sumergidé en la celda electroquimica, la cual fue burbujeada con oxigeno gaseoso a 1
atm de presiéon durante 15 min. Para las medidas electrocataliticas, las densidades de
corriente se recalcuiaron en funcién del area geométrica de los electrodos y los
potenciales se recalcularon en base al potencial del ENH. Los voltamogramas ciclicos
fueron registrados entre +1100 mV y +210 mV vs ENH utilizando una velocidad de

barrido de 10 mV/s.

Modelos tridimensionales
Los modelos estructurales de la lacasa parental y de las lacasas evolucionadas se

generarcn y analizaron como se describié anteriormente (Mate, Garcia-Burgos et al.
2010).
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REIVINDICACIONES

1.- Polinucledtido que codifica un polipéptido con actividad lacasa activo a condiciones
electrofisioldgicas, en pHs neutros/alcalinos, resistente a elevadas concentraciones de
haluros y/o que presenta actividad en sangre y plasma humano, caracterizado porque
la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica presenta una identidad de al
menos un 50% con la SEQ ID NO: 2 (OB-1), y porque comprende al menos una
alteracion aminoacidica en la posicién homologa a la posicion 487 de dicha secuencia,
que sustituye el aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido isoleucina (1)
(mutacion F396l1).

2.- Polinucléotido segln la reivindicacion 1, caracterizado por que su secuencia
aminoacidica posee ademas una de las siguientes mutaciones adicionales o
cualesquiera de sus combinaciones:
a) La sustitucion del aminoacido serina (S) por el aminoacido arginina (R) en
la posicion homéloga a la posicién 226 de SEQ ID NO 2 (S135R),
b} La sustitucion del aminodcido Aacido aspartico (D) por el aminoacido
asparagina (N) en la posicién homoéloga a la posicién 296 de SEQ ID NO 2
(D205N),
c) La sustitucion del aminoacido treonina (T) por el aminoacido valina (V) en
la posicion homdloga a la posicion 309 de SEQ ID NO 2 (T218V),
d) La delecion del aminoacido alanina (A) en la posicion homoéloga a la
posicion 480 de SEQ ID NO 2 (A389-),
e) La sustitucion del aminoacido asparagina (N) por el aminoacido acido
aspartico (D) en la posicién homologa a la posicién 517 de SEQ ID NO 2
(N4286D),
f) La sustitucion del aminoacido isoleucina (I) por el aminoacido valina (V) en
la posicion homobioga a la posicion 543 de SEQ ID NO 2 (1452V),
g) La sustitucion del aminoacido fenilalanina (F) por un aminoécido que se
escoge de entre los siguientes: serina (8), prolina (P), treonina (T), alanina
(A), glicina (G), arginina (R) o glutamico (E), en la posicién homéloga a la
posicién 545 de SEQ ID NO 2 (F454S, F454P, F454T, F454A, F454G,
F454R, F454E, respectivamente), y
h) La sustitucién del aminoéacido treonina (T) por el aminoacido serina (8) en
la posicidon homdloga a la posicién 578 de SEQ ID NO 2 (T487S).

3.- Polinucledtido segln la reivindicacién 1 caracterizado por que su secuencia se
corresponde con la SEQ ID NO 3.
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4 - Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 5.

9.- Polinucleotido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQID NO 7.

6.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQID NO g.

7.- Polinucledtido segtn las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde coh la secuencia SEQ ID NO 11.

8.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con |a secuencia SEQ ID NO 13.

9.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 15.

10.- Polinucledtido segin las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 17.

11.- Polinuclebtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ 1D NO 19.

12.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NQ 21.

13.- Polinucledtido segin las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 23.

14.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ 1D NO 25.

15.- Polinucledtido segin las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 27.
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16.- Polipéptido con actividad lacasa activa en condiciones electrofisiolégicas, en pHs
neutros/alcalinos, resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o activa en
sangre y plasma humano caracterizado por que es codificado por alguna de las

secuencias nucleotidicas segln las reivindicaciones 1 a 15.

17.- Polipéptido segun la reivindicaciéon 16 caracterizado por que su secuencia se
corresponde con alguna de las siguientes: SEQ ID NO 4, SEQ iD NO 6, SEQ ID NO 8,
SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 18, SEQ
ID NO 20, SEQ ID NO 22, SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 26, SEQ ID NO 28.

18.- Polipéptido segun la reivindicacion 16 caracterizado por que su secuencia se

corresponde con la secuencia SEQ ID NO 10.

19.- Metodo de obtencion del polipéptido segln las reivindicaciénes 16 a la 18
caracterizado por comprender las sigientes etapas:
a. Introducir un vector con ei polinucléotido segin una de las reivindicaciones
1 ala 15 en una célula hospedadora adecuada,
b. Cultivar la célula hospedadora en un medio adecuado, v,

c. Purificar el polipéptido con actividad lacasa.

20.- Celula hospedadora caracterizada por que comprende el polinucléotido segun las
reivindicaciones 1 a la 15 y es capaz de producir el polipéptido segun las

reivindicaciones 16 a la 18.

21.- La célula hospedadora segin la reivindicacién 20 caracterizada por ser una

levadura.

22.- La célula hospedadora segun {a reivindicacidon 21 caracterizada por pertenecer al
género Saccharomyces sp. 0 Pichia sp, particularmente, las especies Saccharomyces

cerevisiae o Pichia pastoris.

23.- Ef uso de la céiula hospedadora segun ias reivindicaciones 20 a la 22 en procesos

de biorremediacién y degradacidon de residuos.

24.- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en procesos de

biorremediacidn.
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25- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en procesos de

bioblanqueo de pastas kraft.
26.- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en sintesis organica.

27.- Kit de diagnostico biomédico para la deteccidon de metabolitos y medicion de su
concentracion en diferentes muestras bioldgicas caracterizado por que comprende un

polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18.

28.- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en la elaboracion de

dispositivos bioelectronicos que contienen enzimas inmovilizadas.

29.- Dispositivo biolectrénico segun la reivindicacién 28 caracterizado por que

comprende el polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18.

30.- Uso del dispositivo biocelectrénico segun la reivindicacién 29 para la elaboracion

de una composicién farmacéutica de diagnostico biomédico in vivo.
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Lista de Secuencias
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<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

<120> LACASA DE ALTO POTENCIAL REDOX FUNCIONAL EN SANGRE MEDIANTE EVOLUCION

DIRIGIDA METODO DE OBTENCION Y SUS APLICACIONES

<140>
<141>

<160> 30

<170>

<210> 1

<211> 1764
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

ES P201330222
2013-

02-19

BiSSAP 1.2

source
1..1764
Jorganism="Artificial Se
/note="Parental sequence

Artificial Sequence

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 1
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcccca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcegt
agtcacttgt
caagatcccc
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg
acgacccaga
accgctgegce

ggctttgeccg

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtcccctecat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggetgce
tcggtcgeag
agcgctateg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccge
cgcecgtcgac
ccggcaacce

gcggcaggtt

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgatgtt
tactactatt
tgaagctgag
tccecgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcccc
cttccaggtc
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacg
cttccgectyg
tctgaccgte
gatcttcect
ctggatccgt
catccttcge
gcagcctttg
gacccctgge

caccatcaac

quence"

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttgce
gccagcattyg
ttcagcattg
ttctetegygce
aagggtgatc
tccaccagta
gccttcgtga
cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact
ccggeggecec
ctcaacgccg
gtgtcgctgt
atcgaggcgg
gcccageggt
gccctteccca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgﬁgagct

catccteege
cggctgaagce
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtecgce
aggccatcct
gtttccaact
tccattggca
accagtgccc
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgccegt
ccctgaccac
tggctctcaa

tcacccegec

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttette
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctcgeg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagcecc
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacc
tctcgaaggce
catggcttte

caccgtcccc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320


agutierr
Texto escrito a máquina
Lista de Secuencias


gtccteetge
gtatactcgc
cecggettec
ggctcgtcga
cccggggaca
tgccacatcg
gacgtcgccyg
gcgetctege
<210> 2

<211> 587
<212> PRT

agatcctgag
tccctgegaa
cgcacccctt
cgtacaacta
acgtcacgat
acttccacct
ctacgaaccce

ctgacgacca

ES 2 525 195 Bl

cggcgegcag
cgcggacatt
ccacttgecac
cgcgaacccyg
ccggttcagg
tgaggctggag
ggtcccgcaa

gtaa

<213> Artificial sequence

<220>
<223>

<400> 2
Met Arg Phe
1

Ala Leu Ala

Ala
35
Ala

Ile Pro

val
50
Ile

Asp

Phe
65
Sser

Asn

Leu Glu

Ala Asp Leu
Ala
115

Lys

Arg Gln

Asn
130
His

Gly
Asn Thr
145
Gln

His Gly

Pro Ile Ser

GIn Ala Giy
195
Gly Leu
210

ser

Asp
Lys Leu
225
Asp

Trp Tyr

Asp Ala Thr
Leu
275

val

Ala Asp
Leu
290
His

Arg

Gly Ser

305

GIn Thr val

val Leu Asn

Pro Ser
5

Ala Pro
20
Glu Ala

val Leu

Thr Thr

LySs Arg
85

Thr Ile
100
Ile Leu

Gly Asp

Met Leu

Ile
val
val
Pro
Ile
70

Glu
ser
val
Arg

LYyS

Parental Sequence

Phe Thr

Lys Thr

Ile Gly
40
Phe ser
5%
Ala Ser

Thr Glu

Asn Gly

Asn Asp
120
Phe Gln
135

ser Thr

150

Thr Asn
165
Thr Gly
180
Thr Phe

Arg Gly

Tyr Asp

Trp
His
Trp
Pro

val

Ala Asp

Ala Phe

His
200
val

Tyr

Ile
215

Asp Asp

230

His Leu
245
Leu Ile
260

Ala val

Ser Leu

Leu Thr

Ala
Asn
Ile
ser

val

Ala Lys

Gly Leu
val
280
Asp

Thr

cys
285

Ile Giu

310

Ser
325
Asp

Asp

Ala

Ile

Gln

Gln Ile

Asp val

tcggcgeagg
gagatctccc
gggcacacct
gtctaccgcg
acggacaacc

ttcacggtcg

gcatggtcgg

Ala Asp Leu

10
Thr Thr Glu
25
Tyr

Ser Asp

Asn Ser Thr
Ala
75

Phe

Ile Ala

Ala Glu

Ala val
105

val

Ser

Phe Pro

Leu Asn val
His
155
Ala

Ser Ile

Pro
170
Tyr

Gly

Leu
185
Ser

ASp

His Leu

val Tyr Asp
Thr
235

Pro

Asp Ser

val Gly
250
Gly Arg Ser
265
Thr

Lys Gly

Pro Asn Tyr
Gly
315

Ala

Ala Asp

Phe Pro
330
Asn

Asp Tyr

acctectecc
tcccecgecac
tcgeegtegt
acgtcgtcaa
ccggeecgty
tcatggccga

atctgtgccc

Phe Ala Ala
Thr
30

Gly

Asp Glu
Glu
45
Asn

Leu

Asn
60
Lys

Gly

Glu Glu

Ser Ile Gly
Gly
110

Leu

Pro Asp

ser Pro
125
Ile Asp
140

Trp

Asn

His Gly

Phe val Asn
val
190

Gln

Phe Gln

Thr
205
Gln

Ser

Pro
220
val

ASp

Ile Thr

Ala Ala Pro
Thr
270

Tyr

Ile Asn
Arg
285
Phe

Lys

Thr ser

300

val Asn Leu

Gln Arg Tyr

Trp Ile Arg

ctctggaagt
ctccgecgec
gcgcagegec
cacgggctcg
gttceteocac
ggacattccc

gacctatgat

Sar Ser
15
Ala Gn

Asp Phe

Leu Leu

Gly val

Pro val
95
Phe Ser

Ile Thr

Met Thr

Phe
160
Cys

Phe

GIn
175
Pro Asp

Tyr Cys

Pro His
Ala
240
Ala

Leu

Thr
255
Leu Asnh

Arg Phe

Ile Asp
Pro
320
Phe

Lys

ser
335

Ala Leu

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



ser
355
Tyr

Pro Asn

Leu Arg
370
Pro Setr Thr
385
Thr

Ala Ala

Asn Met Ala
Thr
435

ser

Ser phe

GIn
450
Ala

Ala
Pro Asn
465
Pro

Gly Phe

val Arg Ser
val
515

Thr

Arg Asp

Phe Arg
530
Phe His
545

Asp

Leu

val Ala

Pro Thr Tyr

<210> 3

<211> 1764
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

sourc
1..17

340
Gly Thr

Glu Gly

G'n Pro

Arg
Ala

Leu

ES 2 525 195 Bl

Phe
360
Pro

AsSnh

Ala
375

val Glu

390

Pro Gly
405
Phe Gly
420

Pro Pro

Ala Gln

Ala Asp

Asn
Phe
Thr
ASp

Ile

Pro Thr

Ala Gly

val Pro
440
Leu Leu
455

Glu Ile

470

His
485
Gly

Pro

Ala
500
val Asn

ASp Asn

Glu Ala

Pro
sSer
Thr
Pro

Gly

Phe His

ser Thr

ser
520
Pro

Gly

Gly
535

Phe Thr

550

Thr
565
Ala

Ala

Asp
580

e
64

Asn

Leu

Pro val

Ser Pro

Artificial sequence

345

Asp Gly Gly

val Glu Pro

Ala Leu
395

Gly

ser
Pro Gly
410
Gly Arg Phe
425
val

Leu Leu

Pro Ser Gly
Pro
475

Gly

Ser Leu

His
490
Asn

Leu
Tyr Tyr
505
Pro

Gly Asp

Trp Phe Leu
Met
555

Ala

val val

Gln
570
Asp

Pro

Asp Gln

585

/Jorganism="Artificial Sequence”

/note="DNA Sequence of 35H10"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 3
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcccca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgegt
agtcacttgt
caagatcccc

gattggtacc

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtcccctcat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct

acttggctge

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggecccc
cttccaggtc
ctgtgacggt
ttacgatgtt

caaagtcggc

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttgc
gccagcattg
ttcagcattg
ttctcteggce
aagggtgatc

tccaccagta

350

val Asn Ser

365
Thr

Thr Thr

380
Thr

Thr Leu

val Asp Leu

Thr ITe Asn
430
Ile Leu
445

val

Gln

sSer
460
Ala

Tyr

Thr Ser

Thr Phe

Pro
510
Thr

Ala Asn

val
525
Cys

Asn

His His

540

Ala Glu Asp

Trp Ser Asp

catcectecgce
cggctgaagce
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtcgce
aggccatcct
gtttccaact

tccattggca

gccttcgtga accagtgecc

cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact

ctggtacttt
cgattgttgt

ccactgtaat

ccggcggecc cgactgccga
3

Ala Ile

Gln Thr

Glu Gly
400
Ala Leuy
415
Gly Ala

Ser Gly

ser Leu

Ala
480
val

Ala
Ala

495

val Tyr

ITe Arg
Ile Asp

ITe Pro

560

Leu Cys

575

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttcttc
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctcgeg

tgctactctt

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



atcaacggcec
acgaagggca
ttcageattyg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggeg
acgacccaga
accgctgege
ggctttgeeg
gtcctectge
gtatactcgc
cccggcttec
ggctcgtega
ccecggggaca
tgccacatcg
gacgtcgccg
gcgetetege
<210>

4
<211> 587
<212> PRT

tcggtegeag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccgce
cgccgtcgac
ccggcaaccce
gcggeaggtt
agatcctgag
tccctgegaa
cgcaccccat
cgtacaacta
acgtcacgat
acttccacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

ES 2 525 195 Bl

catcaacacg
cttccgectyg
tctgaccgtce
gatcttccct
ctggatccgt
catccttege
gcagcctttg
gacccctggce
caccatcaac
cggcgegeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccg
ccggttcagg
tgaggctogg
ggtcccgcaa

gtaa

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 4
Met Arg Phe
1

Ala Leu Ala
Ala
35

Ala

Ite Pro
val
50
Ile

Asp
Phe Asn
65

ser

Leu Glu

Ala Asp Leu
Ala
115

Lys

Arg Gln
Asn
130
His

Gly

Asn Thr

145

Gln His Gly

Pro Ile Ser

Gln Ala Gly

Pro Ser
5

Ala Pro
20
Glu Ala

val Leu

Thr Thr

Lys Arg
85

Thr Ile
100
Ile Leu

Gly Asp

Met Leu

val
val
Pro
Ile
70

Glu
ser
val
Arg

Lys

Protein Sequence 35H10

ITe Phe Thr

Lys Thr

Ile Gly
40
Phe Ser
55
Ala Ser

Thr Glu

Asn Gly

ASh Asp
120
Phe Gln
135

Ser Thr

150

Thr Asn
165
Thr Gly
180

Thr Phe

Trp
His

Trp

Ala Asp

Ala Phe

Tyr His

ctcaacgccy
gtgtcgctgt
atcgaggcgg
gcccageggt
gcccttecca
tacgaaggtyg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgagcet
tcggcegeagg
gagatctccec
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc

ttcacggteg
gcatggtcgg

Ala Asp Leu
10
Thr

Thr Glu

25
Tyr

Ser Asp

Asn Ser Thr
Ala
75

Phe

Ile Ala

Ala Glu

Ala val
105

val

Ser

Phe Pro

teu Asn val
His
155
Ala

Ser Ile

Pro
170
Tyr

Gly

Leu
185
ser

Asp

His Leu

atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgececgt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcaccccgece
acctccteec
tceecgecac
tcgecgtogt
acgtcgtcaa
ccggeccgtyg
tcatggccga
atctgtgccc

Phe Ala

Asp Glu
30
Glu
45
Asn

Leu

ASn
60
Lys Glu

Ser Ile

Pro Asp

Ala
Thr
Gly
Gly
Glu
Gly
Gly

catcacggtc
gaattacacg
tctcaagecc
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacce
tctcgaaggc
catggctttc
caccgtccec
ctctggaagt
ctcegecgec
gcgeagegece
cacgggctcg
gttcctccac
ggacattccc

gacctatgat

Ser ser
15

Ala Gln

Asp Phe

Leu Leu

Gly val

Pro val
95

Phe Sser

110

Pro
125
ASp

Ser

Ile
140
Trp His

Phe val

Phe GIn

Leu
Asn
Gly
Asn

val

Ile Thr

Met Thr

Phe
160
Cys

Phe

GIn
175

Pro Asp

190

Ser Thr

GIn

Tyr Cys

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



ASp
Lys
225
Asp
Asp
Ala
Arg
Gly
305
Gln
val
Pro
Leu
Pro
385
Thr
Asn
Ser
Ala
Pro
465
Pro
val
Arg
Phe
Phe
545
Asp

Pro

Gly
210
ser
Trp
Ala
Asp
Leu
290
His
Thr
Leu
ASnN
Arg
370
Ser
Ala
Met
Phe
Gln
450
Ala
Gly
Arg
Asp
Arg
530
His
val

Thr

<210> S

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 5
atgagatttc cttcaatttt tactgctgat ttattcgcag

195
Leu

Leu
Tyr
Thr
Leu
275
val
ser
val
Asnh
Ser
355
Tyr
Thr
Ala
Ala
Thr
435
Ser
Asn
Phe
ser
val
515
Thr
Leu
Ala

Tyr

1764
DNA
Artificial Sequence

source
1..1764
/Jorganism="Artificial Se
/note="DNA Sequence 20F1
/mol_type="unassigned DNA"

Arg Gly Pro

Tyr
His
Leu
260
Ala
ser
Leu
Asp
Ala
340
Gly
GTu
Gln
Pro
Phe
420
Pro
Ala
Ala
Pro
Ala
500
val
ASp
Glu
Ala

Asp
580

Asp
Leu
245
Ile
val
Leu
Thr
ser
325
Asp
Thr
Gly
Pro
Gly
405
Gly
Pro
Gln
Asp
His
485
Gly
Asn
Asn
Ala
Thr

565
Ala

val
230
Ala
Asn
Ile
ser
val
310
Ile
Gln
Arg
Ala
Leu
390
Asn
Phe
Thr
Asp
Ile
470
Pro
ser
Thr
Pro
Gly
550
Asn

Leu

ES 2 525 195 Bl

Ile
215
Asp
Ala
Gly
Thr
Cys
295
Ile
Gln
Asp
Asn
Ala
375
val

Pro
Ala
val

Leu
455
Glu
Ile
Ser
Gly
Gly
535
Phe
Pro

Ser

200
val

AsSp
Lys
Leu
val
280
Asp
Glu
Ile
val
Phe
360
Pro
Glu
Thr
Gly
Pro
440
Leu
Ile
His
Thr
ser
520
Pro
Thr
val

Pro

val
ASD
val
Gly
265
Thr
Pro
Ala
Phe
Asp
345
Asp
val
ser
Pro
Gly
425
val
Pro
Ser
Leu
Tyr
505
Pro
Trp
val
Pro

Asp
585

Tyr
Ser
Gly
250
Arg
Lys
ASn
Asp
Pro
330
Asn
Gly
Glu
Ala
Gly
410
Arg
Leu
ser
Leu
His
490
Ash
Gly
Phe
val
Gin

570
Asp

quence"
r

ASp
Thr
235
Pro
ser
Gly
TYyr
Gly
315
Ala
Tyr
Gly
Pro
Leu
395
Gly
Phe
Leu
Gly
Pro
475
Gly
Tyr
Asp
Leu
Met

555
Ala

ccagtcaaaa ctacaacaga agatgaaaca gcacaaattc

tactcagatt tagaagggga tttcgacgtt gctgttttge

Pro
220
val

Ala
Ile
Lys
Thr
300
val

Gin
Trp
val

Thr
380
Thr
val

Thr
Gin
ser
460
Ala
His
Ala
ASn
His
540
Ala

Trp

205
Gln

Ile
Ala
Asn
Arg
285
Phe
Asnh

Arg

ASn
365
Thr
Thr
Asp
Ile
Ile
445
val
Thr
Thr
ASn
val
525
Cys
Glu

ser

ASp
Thr
Pro
Thr
270
Tyr
Ser
Leu
Tyr
Arg
350
Ser
Thr
Leu
Leu
AsSn
430
Leu
Tyr
ser
Phe
Pro
510
Thr
His
Asp

Asp

catcctccge

cggctgaagc

cattttccaa

aacggattat tgtttataaa tactactatt gccagcattg ctgctaaaga

5

Pro
Leu
Thr
255
Leu
Arg
Ile
Lys
ser
335
Ala
Ala
Gin
Glu
Ala
415
Gly
ser
Ser
Ala
Ala
495
val
Ile
Ile
Ile

Leu
575

attagctget
tgtcatcggt

cagcacaadat

agaaggggta

Ala
240
Ala
Asn
Phe
ASp
Pro
320
Phe
Leu
Ile
Thr
Gly
400
Leu
Ala
Gly
Leu
Ala
480
val
Tyr
Arg
Asp
Pro

560
Cys

60
120
180
240



tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcecca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcegt
agtcacttgt
caagatcccc
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg
acgacccaga
accgetgege
ggctttgceg
gtcctecctgce
gtatactcgce
cccggettec
ggctcgtcga
cceggggaca
tgccacatcy
gacgtcgecg
gcgctetege
<210> 6
<211> 587
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 6

Met Arg Phe Pro Ser Ile
1

Ala Leu Ala Ala pPro val
Ile Pro Ala Glu Ala val

Asp val Ala val Leu Pro

aaagagagac
gtgctgtcag
gtccecteat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgce
tcggtcgeag
agcgctatceg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccge
cgccgtegac
ccggcaaccc
gcggcaggtt
agatcctgag
tccctgcgaa
cgcaccccat
cgtacaacta
acgtcacgat
acttccacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

Protein 20F1

5
20

ES 2 525 195 Bl

tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcccec
cttccaggtc
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggce
catcaacacg
cttccgectyg
tctgaccgtc
gatcttecct
ctggatccgt
catccttcge
gcagcctttg
gacccetgge
caccatcaac
cggcgcgeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccg
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgcaa

gtaa

Artificial Sequence

ttcagcattg
ttctcteggce
aagggtgatc
tccaccagta
gcettegtga
cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact
ccggcgygcecc
ctcaacgccg
gtgtcgctgt
atcgaggcag
gcccageggt
gcccttecca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgagcet
tcggegcagy
gagatctccc
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc

ttcacggtceg
gcatggtcgg

Phe Thr Ala Asp Leu

10

Lys Thr Thr Thr Glu
25
Ile Gly Tyr Ser Asp
40

Phe Ser Asn Ser Thr

6

ggccagtcgc
aggccatcct
gtttccaact
tccattggea
accagtgccc
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggctgt
catgcgacce
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgcecgt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcacccegec
acctccteec
tceceegeeac
tcgcegtegt
acgtegtega
ccggecegty
tecatggecega

atctgtgccc

agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttette
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctecgeg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacyg
tctcaagece
gctcaacgca
caggaacttc
tgagccecacce
tctegaaggce
catggctttc
caccgteccce
ctctggaagt
ctcegeegec
gcgcagegcec
cacgggctcyg
gttccteccac
ggacattccce

gacctatgat

Phe Ala Ala Ser Ser

15

Asp Glu Thr Ala Gln

30

Leu Glu Gly Asp Phe

45

Asn Asn Gly Leu Leu

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
13290
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



Phe
65
Ser
Ala
Ar‘g
Gly
Asn
145
Gln
Pro
Gln
Asp
Lys
225
Asp
AsSp
Ala
Arg
Gly
305
Gln
val
Pro
Leu
Pro
385
Thr
ASh
Ser
Ala
Pro
465
Pro
val
Arg
Phe
Phe
545
AsSp

Pro

50
Ile

Leu
Asp
Gln
Asn
130
His
His
Ile
Ala
Gly
210
Ser
Trp
Ala
ASp
Leu
290
His
Thr
Leu
Asn
Ar

370
ser
Ala
Met
Phe
Gln
450
Ala
Gly
Arg
Asp
Arg
530
His
val

Thr

<210> 7
<211> 1764

Asn
Glu
Leu
Ala
115
Lys
Thr
Gly
Ser
Gly
195
Leu
Leu
Tyr
Thr
Leu
275
val
ser
val

AsSh

Ser
355

g Tyr

Thr
Ala
Ala
Thr
435
ser
Asn
Phe
Ser
val
515
Thr
Leu
Ala

Tyr

Thr
Lys
Thr
100
Ile
Gly
Met
Thr
Thr
180
The
Arg
Tyr
His
Leu
260
Ala
ser
Leu
Asp
Ala
340
Gly
Glu
Gln
Pro
Phe
420
Pro
Ala
Ala
Pro
Ala
500
val
Asp
Glu
Ala

ASp
580

Thr
Arg
Ile
Leu
ASp
Leu
Asn
165
Gly
Phe
Gly
Asp
Leu
245
Ile
val
Leu
Thr
ser
325
Asp
Thr
Gly
Pro
Gly
405
Gly
Pro
Gln
ASD
His
485
Gly
AsSp
Asn
Ala
Thr

565
Ala

Ile
Glu
Ser
val
Arg
Lys
150
Trp
His
Trp
Pro
val
230
Ala

Asn

Ser
val
310
Ile
Gln
Arg
Ala
Leu
390
Asn
Phe
Thr
Asp
Ile
470
Pro
ser
Thr
Pro
Gly
550
Asn

Leu

ES 2 525 195 Bl

55
Ala

Thr
Asn
Asn
Phe
135
Ser
Ala
Ala
Tyr
Ile
215
AsSp
Ala
Gly
Thr
Cys
295
Ile
Gln
Asp
Asn
Ala
375
val
Pro
Ala
val
Leu
455
Glu
Ile
ser
Gly
Gly
535
Phe
Pro

Ser

Ser
Glu
Gly
Asp
120
Gln
Thr
ASp
Phe
His
200
val
ASp
Lys
Leu
val
280
Asp
Glu
ITe
val
Phe
360
Pro
Glu
Thr
Gly
Pro
440
Leu
Ile
His
Thr
Ser
520
Pro
Thr
val

Pro

Ile
Ala
Ala
105
val
Leu
Ser
Gly
Leu
185
ser
va't
Asp
val
Gly
265
Thr
Pro
Ala
Phe
Asp
345
Asp
val
ser
Pro
Gly
425
vai
Pro
ser
Leu
Tyr
505
Pro
Trp
val
Pro

ASD
585

Ala
Glu
val
Phe
Asn
Ile
Pro
170
Tyr
His
Tyr
ser
Gly
250
Arg
LyS
Asn
AsSp
Pro
330
Asn
Gly
Glu
Ala
Gly
410
Arg
Leu
Ser
Leu
His
490
Asnh
Gly
Phe
val
Gln

570
ASp

Ala
75
Phe
Ser
Pro
val
His
155
Ala
ASp
Leu
Asp
Thr
235
Pro
ser
Gly
Tyr
Gly
315
Ala
Tyr
Gly
Pro
Leu
395
Gly
Phe
Leu
Gly
Pro
475
Gly
Tyr
Asp
Leu
Met
555
Ala

Gln

60
Lys

Ser
Pro
ser
Ile
140
Trp
Phe
Phe
Ser
Pro
220
val

Ala
Ile
Lys
Thr
300
val

Gln
Trp
val

Thr
380
Thr
val

Thr
Gln
ser
460
Ala
His
Ala
Asn
His
540
Ala

Trp

Glu
Ile
Asp
Pro
125
Asp
His
val
GIn
Thr
205
GIn
Ile
Ala
ASn
Arg
285
Phe
ASN
Arg
Ile
AsSn
365
Thr
Thr
Asp
Ile
ITe
445
val
Thr
The
ASn
val
525
Cys
Glu

Ser

Glu
Gly
Gly
110
Leu
Asn
Gly
AsSn
val
190
Gln
AsSp
Thr
Pro
Thr
270
Tyr
Ser
Leu
TYr
Ar

350
Ser
Thr
Ley
Leu
Asn
430
Leu
Tyr
Sear
FPhe
Pro
510
Thr
His
Asp

ASp

Gly
Pro
Phe
Ile
Met
Phe
Gln
175
Pro
Tyr
Pro
Leu
Thr
255
Leu
Arg
Ile
Lys

ser
335

g Ala

Ala
Gln
Glu
Ala
415
Gly
Ser
ser
Ala
Ala
495
val
Ile
Ile
Ile

Leu
575

val

val

Sar
Thr
Thr
Phe
160
Cys
Asp
Cys
His
Ala
240
Ala
Asn
Phe
Asp
Pro
320
Phe
Leu
Iie
Thr
Gly
400
Leu
Ala
Gly
Leu
Ala
480
val

Tyr
Arg
Asp
Pro

560
Cys



<212>
<213>

<220>

DNA

<221> source

<222>
<223>

1..1764
Jorganism="Artificial Sequence"
/note="DNA 27C7"

ES 2 525 195 Bl

Artificial Sequence

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 7
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacyg
gtcttcceca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgegt
agtcacttgt
caagatcccec
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcy
acgacccaga
accgctgege
ggctttgccyg
gtcctecetgce
gtatactcgc
cccggettcc
ggctcgtcga
cceggggaca
tgccacgtcg
gacgtcgceg

gcgetctegce

cttcaatttt
ctacaacaaa
tagaagggga
tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtccecteat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgce
tcggtegeag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccge
cgccgtcgac
ccggcaaccc
gcggcaggtt
agatcctgag
tcecctgegaa
cgcaccceat
catacaacta
acgtcacgat
acttccacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggccec
cttccaggtc
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacg
ctteccgectyg
tctgaccgtc
gatcttccct
ctggatcegt
catecettege
gcagcctttyg
gacccctgge
caccatcaac
cggcgcgeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacceg
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgeaa

gtaa

ttattcgeag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
ttcagcattg
ttctctegge
aagggtgatc
tccaccagta
gccttcgtga
cctgaccaag
ctcaggggtce
gatgacgact
ccggeggeec
ctcaacgcceg
gtgtcgctgt
atcgaggcgg
gcccageggt
gcccttecca
tacgaaggtg
gtggagtccyg
ggtgtcgacc
ggcgcgagct
tcggcgcagg
gaaatctccc
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc

ttcacggtcg

gcatggtcgg

catcctccge
cggctgaagc
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtcge
aggccatect
gtttccaact
tccattggea
accagtgcec
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
¢gactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgcecegt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcaccccgec
acctcctcec
tccecgeocac
tcgeegtegt
acgtcgtcaa
ccggeecgtyg
tcatggccga

atctgtgccc

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcace
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttette
gatttctacc
ctggtraccac
ctatgaccct
cactctcgeg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagcecce
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacc
tctcgaaggc
catggettte
caccgtcccc
ctctggaagt
ctcegeegec
gcgcagegec
cacgggctcg
gttcctecac
ggacattccc

gacctatgat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



<210> 8

«<211>

587

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 8

Met
1
Ala
Ile
Asp
Phe
65
ser
Ala
Arg
Gly
Asn
145
Gln
Pro
Gln
Asp
Lys
225
Asp
Asp
Ala
Arg
Gly
305
GlIn
val
Pro
Leu
Pro
385
Thr
Asn
Ser
Ala

Pro

Arg
Leu
Pro
val
50

Met
Leu
Asp
Gln
Asn
130
H1s
His
ITe
Ala
Gly
210
Ser
Trp
Ala
Asp
Leu
290
His
Thr
Leu
Asn
Arg
370
ser
Ala
Met
Phe
Gln

450
Ala

Phe
Ala
Ala
35

Ala
Asn
Glu
Leu
Ala
115
Lys
Thr
Gly
ser
Gly
195
Leu
Leu
Tyr
Thr
Leu
275
val
Ser
val
Asn
Ser
355
Tyr
Thr
Ala
Ala
Thr
435
Ser

Asn

Pro
Ala
20

Glu
val
Thr
Lys
Thr
100
ITe
Gly
Met
Thr
Thr
180
Thr
Arg
Tyr
His
Leu
260
Ala
ser
Leu
Asp
Ala
340
Gly
Glu
Gln
Pro
Phe
420
Pro

Ala

PRotein 27C7

ser
5
Pro
Ala
Leu
Thr
Arg
85
Ile
Leu
Asp
Leu
Asn
165
Gly
Phe
Gly
ASp
Leu
245
Ile
val
Leu
Thr
ser
325
AsSp
Thr
Gly
Pro
Gly
405
Gly
Pro
Gln

Asp

Ile
val
val
Pro
Ile
70

Glu
ser
val
Arg
Lys
150
Trp
His
Trp
Pro
val
230
Ala
Asn
Ile
Ser
val
310
Ile
Gln
Arg
Ala
Leu
390
Asn
Phe
Thr
Asp

Ile

ES 2 525 195 Bl

Artificial Sequence

Phe
LYs
Ile
Phe
55

Ala
Thr
Ash
Asn
Phe
135
Ser
Ala
Ala
Tyr
Ile
215
Asp
Ala
Gly
Thr
Cys
295
Ile
GIn
Asp
Asn
Ala
375
val
Pro
Ala
val
Leu

455
Glu

Thr
Thr
Gly
40

Ser
ser
Glu
Gly
Asp
120
Gln
Thr
AsSp
Phe
His
200
val
AsSp
Lys
Leu
val
280
Asp
Glu
Ile
val
Phe
360
Pro
Glu
Thr
Gly
Pro
440
Leu

ITe

Ala
Thr
25

Tyr

ASn

Ala
Ala
105
val
Leu
Ser
Gly
Leu
185
sSer
val
Asp
vail
Gly
265
Thr
Pro
Ala
Phe
AsSp
345
Asp
val
ser
Pro
Gly
425
val
Pro

ser

AspD
10

Thr
Ser
ser
Ala
Glu
val
Phe
Asn
Ile
Pro
170
Tyr
His
Tyr
ser
Gly
250
Arg
Lys
Asn
Asp
Pro
330
Asn
Gly
Glu
Ala
Gly
410
Arg
Leu
ser

Leu

Leu
LyS
Asp
Thr
Ala
75

Phe
Sar
Pro
val
His
155
Ala
Asp
Leu
Asp
Thr
235
Pro
ser
Gly
Tyr
Gly
315
Ala
Tyr
Gly
Pro
Leu
395
Gly
Phe
Leu
Gly

Pro

Phe
Asp
Leu
Asn
60

Lys
Ser
Pro
ser
Ile
140
Trp
Phe
Phe
ser
Pro
220
val
Ala
Ile
Lys
Thr
300
val
Gln
Trp
val
Thr
380
Thr
val
Thr
GIn
Ser

460
Ala

Ala
Glu
Glu
45

Asn
Glu
Ile
Asp
Pro
125
Asp
His
val
Gln
Thr
205
Gin
Ile
Ala
Asn
Arg
285
Phe
Asn
Arg
Ile
Asn
365
Thr
Thr
Asp
Ile
Ile
445
val

Thr

Ala
Thr
30

Gly
Gly
Glu
Gly
Gly
110
Leu
Asn
Gly
Asn
val
190
Gln
Asp
Thr
Pro
Thr
270
Tyr
Ser
Leu
Tyr
Arg
350
Ser
Thr
Leu
Leu
ASN
430
Leu
Tyr

Ser

Ser
15

Ala
AsSp
Leu
Gly
Pro
95

Phe
Ile
Met
Phe
Gln
175
Pro
Tyr
Pro
Leu
Thr
255
Leu
Arg
Ile
Lys
ser
335
Ala
Ala
Gln
Glu
Ala
415
Gly
ser
Ser

Ala

Ser

Phe
Leu
val
80

val
ser
Thr
Thr
Phe
160
Cys
Asp
Cys
His
Ala
240
Ala
Asn
Phe
Asp
Pro
320
Phe
Leu
Ile
Thr
Gly
400
Leu
Ala
Gly
Leu

Ala



465

Pro Gly Phe

val Arg Ser
val
515
Arg Thr
530

His

Arg ASp

Phe
Phe

545
Asp

Leu

val Ala

Pro Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

9
1764
DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

sourc
1..17

ES 2 525 195 Bl

470

Pro His

485
Ala Gly
500
val Asn

AsSp Asn

Glu Ala

Pro
ser
Thr
Pro

Gly

ITe His

Ser Thr

Ser
520
Pro

Gly

Gly
535

Phe Thr

550

Thr
565
Ala

Ala

Asp
580

e
64

Jorganism="Artificial

Asn

Leu

Pro val

Ser Pro

Artificial Ssequence

Sequ

/note="DNA Chu-B"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 9
atgagattte

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcceca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcgt
agtcacttgt
caagatcccce
gattggtacc
atcaacggcec
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg
acgacccaga

accgctgege

cttcaatttt
ctacaacaaa
tagaagggga
tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtcccctecat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgc
tcggtcgceag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccge
cgcegtegac

ccggcaaccc

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tccecgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcececce
cttccaggtc
ctgtgacgygt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacqg
cttccgecty
tctgaccgte
gatcttcecct
ctggatccgt
catccttcge
gcagcctttyg

gaccectggce

475
His Gly
490
Asn

Leu
Tyr Tyr
505
Pro

Gly Asp

Trp Phe Leu

val Met
555
Ala

val

Gln
570
AsSp

Pro

Asp Gln

585

ence"

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
ttcagcattg
ttcteteggce
aagggtgatc
tccaccagta
gccttcgtga
cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact
ccggeggecc
ctcaacgccg
gtgtcgctgt
atcgagycygy
gcccageggt
gcccttccca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
10

His Thr Phe
Pro
510

Thr

Asn

val
525
Cys

Asn

His His

540

Ala Glu Asp

Trp Ser Asp

catcctcegce
cggctgaagce
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtcge
aggccatcct
gtttccaact
tccattggca
accagtgecec
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggegtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgeccegt
ccctgaccac

tggctctcaa

480

Ala val

495

val Tyr

Ile Arg
val Asp

Ile Pro

560

Leu Cys

575

attagctgcet
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttctte
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctegeg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctecaagecc
gctcaacgcea
caggaacttc
tgagcccacc
tctcgaaggc

catggctttc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
a00
960

1020
1080
1140
1200
1260



ggctttgecg
gtcctectgce
gtatactcgce
cceggettec
ggctcgtcga
cccggggaca
tgccacatcyg
gacgtcgecyg
gcgctctege
10

587
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Prote

<400> 10
mMet Arg Phe
1

Ala Leu Ala
Ala

35
Ala

Ile Pro
val
50
Met

ASp
Phe Asn
65

Ser

Leu Glu

Ala Asp Leu
Ala
115

Lys

Arg Gln
Asn
130
His

Gly
Asn Thr
145
Gin

His Gly

Pro Ile Ser

GIn Ala Gly
195
Gly Leu
210

Ser

Asp
Lys Leu
225
Asp

Trp Tyr

Asp Ala Thr
Leu
275

val

Ala Asp

Leu
290
His

Arg
Gly ser
305
Gin

Thr val

gcggcaggtt
agatcctgag
tccctgegaa
cgcaccccat
catacaacta
acgtcacgat
acgagcacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

in Chu-B

Pro ser
5
Ala Pro
20
Glu Ala

val Leu

Thr Thr

Lys Arg
85

Thr Ile
100
Ile Leu

Gly Asp

Met Leu

Ile
val
val
Pro
Ile
70

Glu
Ser
val
Arg

LysS

ES 252

caccatcaac
cggcgcgcag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccy
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgcaa

gtaa

Artificial sequence

Phe Thr

Lys Thr

Ile Gly
40
Phe Ser
55
Ala ser

Thr Glu

Asn Gly

Asn Asp
120
Phe Gln
135

ser Thr

150

Thr Asn

165
Thr Gly
180
Thr Phe

Arg Gly

Tyr Asp

Trp
His
Trp
Pro

val

Ala Asp

Ala Phe

His
200
val

Tyr

Ile
215

Asp Asp

230

Leu
245
Leu Ile
260
Ala val

ser Leu

Leu Thr

Ala

Asn

ser

val

Ala Lys

Gly Leu

val
280
Asp

Thr

cys
295

Ile Glu

310

Asp Ser

Ile

Gln Ile

5195 BI

ggcgcgagct
tcggegeagg
gaaatctccce
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc
ttcacggteg
gcatggtcgg

Ala Asp Leu
10

Thr Thr

25

Tyr

L.ys

ser Asp

Asn Ser Thr

ITe Ala Ala

Ala Glu Phe

Ala val ser

105
val

Phe Pro

Leu Asnh val
His
155
Ala

ser Ile

Pro
170
Tyr

Gly

Leu
185
ser

Asp

His Leu

val Tyr Asp
Thr
235

Pro

Asp Ser

val Gly
250
Gly Arg Ser
265
Thr

Lys Gliy

Pro Asn Tyr
Gly
315
Ala

Ala Asp

Phe Pro

11

tcacceegcec
acctcctecc
tcececegecac
tcgecgtegt
acgtcgtcaa
ccggeecgtg
tcatggccga

atctgtgecce

Phe Ala Ala

Asp Giu Thr
Glu
45

Asn

Leu Gly

Asn Gly
60
Lys

Glu Glu

Ser Ile Gly
Gly
110

Leu

Pro Asp

Pro
125
Asp

Ser
Ile Asn
140
Trp

His Gly

Phe val Asn
val
190

Gln

Phe Gln

Thr
205
Gln

Ser

Pro
220
val

Asp

Ile Thr

Ala Ala Pro
Thr
270

Tyr

Ile Asn

Lys Arg

285

Thr Phe Ser

300

val Asn Leu

Gin Arg Tyr

caccgtcecc
ctctggaagt
ctcecgeegec
gcgcagcgec
cacgggctcg
gttcctccac
ggacattccc

gacctatgat

Ser Ser
15
Ala G1n

Asp Phe

Leu Leu

Gly val

Pro val
a5
Phe Ser

Ile Thr

Met Thr

Phe
160
Cys

Phe

Gln
175
Pro Asp

Tyr Cys

Pro His
Ala
240
Ala

Leu

Thr
255
Leu Asn

Arg Phe

Ile Asp
Pro
320
Phe

Lys

Ser

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



val Leu Asn

Pro Asn Ser
355
Arg Tyr
370

ser

Leu
Pro Thr
385
Thr

Ala Ala

Asn Met Ala
Thr
435

Ser

Ser Phe
GIn
450
Ala

Ala
Pro Asn
465
Pro

Gly Phe

val Arg Ser
val
515

Thr

Arg Asp

Phe Arg
530
Glu His Leu
545
Asp

val Ala

Pro Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

11
1761
DNA

sourc
1..17

325
Ala Asp
340
Gly Thr

Glu Gly

GIn Pro

Gln
Arg
Ala

LLeu

ES 2 525 195 Bl

Asp val
Phe
360
Pro

Asn

Ala
375

val Glu

390

Gly
405
Gly

Pro

Phe
420
Pro Pro

Ala Gln

Ala Asp

ASn
Phe
Thr
Asp

Ile

Pro
Ala
val
Leu

455
Glu

470

His
485
Gly

Pro

Ala
500
val Asn

ASp Asnh

Glu Ala

Pro
ser
Thr
Pro

Gly

Ile
Ser
Gly
Gly

535
Phe

550

Thr
565
Ala

Ala

Asp
580

e
61

forganism="Artificial
/note="DNA 14F1"

Asn

Leu

Pro

Ser

Artificial Sequence

Sequ

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 11
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctectcgaga
atctccaacyg
gtcttcecca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcgt
agtcacttgt

caagatcccc

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtccccteat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata

acaagagcct

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggceecc
cttccaggtc
ctgtgacggt

ttacgatgtt

330

Asp Asn Tyr

345
AsSp

Gly Gly

val Glu Pro

Ala Leu
395
Gly

Ser

Pro Gly
410
Gly Arg Phe
425
val

Leu Leu

Pro Ser Gly
Pro
475

Gly

Ser Leu

His
490
ASn

Leu
Tyr Tyr
505
Pro

Gy Asp

Trp Phe Leu
Met
555

Ala

val val

GIn
570
Asp

Pro

Asp Gln

585

ence"

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttgc
gccagcattg
ttcagcattg
ttctetegge
aagggtgatc
tccaccagta
gcecttegtga
cctgaccaag
ctcaggggtc

gatgacgact
12

Trp Ile Arg

350

val Asn Ser

365

Thr Thr Thr

380
Thr

Thr Leu

val Asp Leu

Thr Ile Asn
430
Ile Leu
445

val

Gln

ser
460
Ala

Tyr

Thr Ser

His Thr Phe

Ala Pro
510
Thr

Asn

val
525
Cys

Asn

His His

540

Ala Glu Asp

Trp Ser Asp

catccteoge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtcgce
aggccatcct
gtttccaact
tccattggca
accagtgccec
ctggtacttt
cgattgttgt

ccactgtaat

335
Ala Leu

Ala Ile

GIn Thr

Glu Gly
400
Ala Leu
415
Gly Ala

Ser Gly

ser Leu

Ala
480
val

Ala
Ala

495

val Tyr

Ile Arg
Ile Asp

Ile Pro

560

Leu Cys

575

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttctte
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct

cactctcgeyg

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



gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg
acgacccaga
accgctgegce
ggctttgccg
gtcctectgce
gtatactcgce
ggcttceege
tcgtcgacgt
ggggacaacyg
cacatcgact
gtcgccgcta
ctctcgectg
12

586
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Prote
<400> 12
Met Arg
1

Ala

Phe

Leu Ala

Ala
35
Ala

Ite Pro

val
50
Ile

Asp

Phe
65
Ser

Asn

Leu Glu

Ala Asp Leu
Ala
115

Lys

Arg Gln

Gly Asn

130

Asn His Thr

145
GIn His Gly

Pro Ile Ser

acttggctge
tcggtegeag
agcgctatcyg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccge
cgccgtcgac
ccggcaaccce
gcggcaggtt
agatcctgag
tceetgcegaa
accccatcca
acaactacgc
tcacgatcceg
tccaccttga
cgaacccggt

acgaccagta

in 14F1

Pro ser
5
Ala Pro
20

Glu Ala

val Leu

Thr Thr

Lys Arg
85

Thr Ile
100
‘Ile Leu

Gly Asp

Met Leu

Ile
val
val
Pro
Ile
70

Glu
ser
val
Arg

Lys

ES 2 525 195 Bl

caaagtcggc
catcaacacg
cttccgectyg
tctgaccgtc
gatcttccct
ctggatccgt
catccttege
gcagcctttyg
gaccecctygge
caccatcaac
cggcgcgcag
cgcggacatt
cttgcacggg
gaacccggtc
gttcaggacg
ggctgggttc
cccgeaagca

a

Artificial Sequence

Phe Thr

Lys Thr

ITe Gly
40
Phe Ser
55
Ala Ser

Thr G1u

Asn Gly

ASn Asp
120
Phe G1n
135

Ser Thr

150

Thr Asn
165

Thr Gly

Trp

His

Ala Asp

Ala Phe

ccggcggecc
ctcaacgecg
gtgtcgctgt
atcgaggcegg
gcccageggt
gcccttecca
tacgaaggty
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgagcet
tcggcgcagg
gagatctccce
cacaccttcg
taccgcgacyg
gacaaccccg
acggtcgtca

tggtcggatc

Ala Asp Leu

10
Thr Thr Glu
25
Tyr

Sser Asp

Asn Ser Thr
Ala
75

Phe

Ile Ala

Glu
90
val

Ala
Ala ser
105
val

Phe Pro

Leu Asn val
His
155
Ala

Ser Ile

Gly Pro
170
Tyr
13

Leu ASp

cgactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgeecgt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcaccccgec
acctecteec
tccecgecac
ccgtcgrgcg
tcgtcgacac
gccecgtggtt
tggccgagga
tgtgcccgac

Phe Ala Ala

Asp Glu Thr
Glu
45

Asn

Leu Gly

Asn
60
Lys

Gly

Glu Glu

Ser Ile Gly

Pro Gly
110
Leu

Asp

Pro
125
ASp

Ser

Ile Asn

140

Trp His Gly

Phe val Asn

Phe GIn val

tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaageoce
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacce
tctcgaaggce
catggctttce
caccgtcccce
ctctggaagt
ctcecgeeecc
cagcgccgge
gggctegecc
ccteccactgce
cattcccgac

ctatgatgcg

ser ser
15
Ala Gln

Asp Phe

Leu Leu

Gly val

Pro val
95
Phe ser

Ile Thr

Met Thr

Phe
160
Cys

Phe

Gln
175

Pro Asp

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1761



ES 2 525 195 Bl

180 185 190
GIn Ala Gly Thr phe Trp Tyr His Ser His Leu $Ser Thr Gln Tyr Cys
195 200 205
Asp Gly Leu Arg Gly Pro Ile val val Tyr Asp Pro Gln Asp Pro His
Z10 215 220
Lys Ser Leu Tyr Asp val Asp Asp Asp Ser Thr val Ile Thr Leu Ala
225 230 235 240
Asp Trp Tyr His Leu Ala Ala Lys val Gly Pro Ala Ala Pro Thr Ala
245 250 255
Asp Ala Thr Leu Ile Asn Gly Leu Gly Arg Ser Ile Asn Thr Leu Asn
260 265 270
Ala Asp Leu Ala val Ile Thr val Thr Lys Gly Lys Arg Tyr Arg Phe
275 280 285
Arg Leu val Ser Leu Ser Cys Asp Pro Asn Tyr Thr Phe Ser ITe Asp
290 295 300
Gly His Ser Leu Thr val Ile Glu Ala Asp Gly val Asn Leu Lys Pro
305 310 315 320
Gln Thr val Asp Ser Ile Gln Ile Phe Pro Ala GIn Arg Tyr Ser Phe
325 330 335
val Leu Asn Ala Asp GlIn Asp val Asp Asn Tyr Trp Ile Arg Ala Leu
340 345 350
Pro Asn Ser Gly Thr Arg Asn Phe Asp Gly Gly val Asn Ser Ala Ile
355 360 365
Leu Arg Tyr Glu Gly Ala Ala pro val Glu Pro Thr Thr Thr Gln Thr
370 375 380
Pro Ser Thr GIn Pro Leu val Glu Ser Ala Leu Thr Thr Leu Glu Gly
385 390 395 400
Thr Ala Ala pPro Gly Asn Pro Thr Pro Gly Gly val Asp Leu Ala Leu
: 405 410 415
Asn Met Ala Phe Gly pPhe Ala Gly Gly Arg Phe Thr Ile Asn Gly Ala
420 425 430
ser Phe Thr Pro Pro Thr vail Pro val Leu Leu Gln Ile Leu Ser Gly
435 440 445
Ala GIn Ser Ala GIn Asp Leu Leu Pro Ser Gly Ser val Tyr Ser Leu
450 455 460
Pro Ala Asn Ala Asp Ile Glu Ile Ser Leu Pro Ala Thr ser Ala Pro
465 470 475 480
Gly Phe Pro His Pro Ile His Leu His Gly His Thr Phe Ala val val
485 490 495
Arg Ser Ala Gly Ser Ser Thr Tyr Asn Tyr Ala Asn Pro val Tyr Arg
500 505 510
Asp val val Asp Thr Gly Ser Pro Gly Asp Asn val Thr Ile Arg Phe
515 520 525
Arg Thr Asp Asn Pro Gly Pro Trp Phe Leu His Cys His Ile Asp Phe
530 535 540
His Leu Glu Ala Gly pPhe Thr val val Met Ala Glu Asp Ile Pro Asp
545 550 555 560
val Ala Ala Thr Asn Pro val Pro Gln Ala Trp Ser Asp Leu Cys Pro
565 570 575
Thr Tyr Asp Ala Leu Ser Pro Asp Asp GlIn
580 585

<210> 13

<211> 1764

<212> DNA

<213> Artificial Ssequence

<220>

<221> source

<222> 1..1764

<223> Jorganism="Artificial Sequence™
/note="DNA 1BI1"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 13
atgagattic cttcaatttt tactgctgat ttattcgcag catcctccge attagetgct 60
ccagtcaaaa ctacaacaaa agatgaaaca gcacaaattc cggctgaagc tgtcatcggt 120

tactcagatt tagaagggga tttcgacgtt gctgttttge cattttccaa cagcacaaat 180
14



aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcccca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcgt
agtcacttgt
caagatcccce
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg
acgacccaga
accgctgegce
ggctttgccg
gtcctectge
gtatactcgc
cceggetrec
ggctcgtcga
cccggggaca
tgccacgtcg
gacgtcgecyg
gcgctctege
14

587
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400> 14

1

tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtccecteat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctge
tcggtcgcag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccgce
cgccgtcgac
ccggcaaccc
gcggcaggtt
agatcctgag
tccectgegaa
cgcaccccat
catacaacta
acgtcacgat
acttccacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

Protein 1B1

5

ES 2 525 195 Bl

tactactatt
tgaagctgag
tccecgatggt
tacggggaac
catgttgaag
c€gacggecece
cttccaggtc
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacg
cttcegecty
tctgaccgtc
gatcttccct
ctggatccgt
catccttege
gcagcctttg
gacccectgge
caccatcaac
cggcgcgcag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccg
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgcaa

gtaa

Artificial Sequence

gccagcattg
ttcagcattg
ttctctegge
aagggtgatc
tccaccagta
gccttcgtga
cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact
c€cggcggecc
ctcaacgcceg
gtgtcgctgt
atcgaggcgg
gcecageggt
gcccttecca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgagct
tcggegcagg
gaaatctccc
gggcacacct
gtctaccgcg
acggacaaccg
ttcacggtcg
gcatggtcgg

ctgctaaaga
ggccagtcgc
aggccatcct
gtttccaact
tccattggca
accagtgccec
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggetgt
catgcaaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgcccgt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcacceegee
acctcctcecc
tecececegecac
tcgeegtegt
acgtcgtcaa
ccggeecgtyg
tcatggccga

atctgtgecce

agaaggggta

agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttcttc
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctcgeyg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagecec
gctcaacgca
caggaactic
tgagcccacc
tctcgaagge
catggctttce
caccgtecce
ctctggaagt
ctcegecgcece
gcgcagegec
cacgggctcg
gttcctccac
ggacattccc

gacctatgat

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Asp Leu Phe Ala Ala Ser Ser
10 15

Ala Leu Ala Ala pro val Lys Thr Thr Thr Lys Asp Glu ggr Ala Gln

20

25

ITe Pro Ala Glu Ala val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe

15

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



Asp
Phe
65

Ser
Ala
Arg
Gly
ASnN
145
GIn
Pro
Gln
Asp
Lys
225
Asp
Asp
Ala
Arg
Gly
305
GIn
val
Pro
Leu
Pro
385
Thr
ASnh
ser
Ala
Pro
465
Pro
val
Arg
Phe
Phe
545
Asp

Pro

val
50

Met
Leu
AsSp
Gln
AsSn
130
His
His
Ile
Ala
Gly
210
Ser
Trp
Ala
Asp
Leu
290
His
Thr
Leu
Asn
Ar

370
ser
Ala
Met
Phe
Gln
450
Ala
Gly
Arg
ASp
Arg
530
His
val
Thr

35
Ala

Asn
Glu
Leu
Ala
115
Lys
Thr
Gly
Ser
Gly
195
Leu
Leu
Tyr
Thr
Leu
275
val
ser
val

Asn

Ser
355

g Tyr

Thr
Ala
Ala
Thr
435
ser
Asn
Phe
ser
val
515
Thr
Leu

Ala

Tyr

val
Thr
Lys
Thr
100
Ile
Gly
Met
Thr
Thr
180
Thr
Arg
Tyr
His
Leu
260
Ala
Ser
Leu
ASp
Ala
340
Gly
Glu
G1n
Pro
Phe
420
Pro
Ala
Ala
Pro
Ala
500
val
Asp
Glu
Ala

ASp
580

Leu
Thr
Arg
85

Ile
[.eu
Asp
Leu
ASnh
165
Gly
Phe
Gly
Asp
Leu
245
Ile
val
Leu
Thr
sar
325
Asp
Thr
Gly
Pro
Gly
405
Gly
Pro
Gln
ASp
His
485
Gly
Asn
Ash
Ala
Thr

565
Ala

Pro
Ile
70

GTu
Ser
val
Arg
Lys
150
Trp
His
Trp
Pro
val
230
Ala
Asn
Ile
ser
val
310
Ile
Gln
Arg
Ala
Leu
390
Asn
Phe
Thr
Asp
Ile
470
Pro
Ser
Thr
Pro
Gly
550
Asn

Leu

ES 2 525 195 Bl

Phe
55

Ala
Thr
Asn
AsSn
Phe
135
ser
Ala
Ala
Tyr
ITe
2158
Asp
Ala
Gly
Thr
Cys
295
Ile
Gln
Asp
Asn
Ala
375
val
Pro
Ala
val
Leu
455
Glu
Ile
ser
Gly
Gly
535
Phe
Pro

Ser

40
Ser

Ser
Gilu
Gly
Asp
120
Gln
Thr
Asp
Phe
His
200
val
Asp
Lys
Leu
val
280
Asnh
Glu
Ile
val
Phe
360
Pro
Glu
Thr
Gly
Pro
440
Leu
Ile
His
Thr
Ser
520
Pro
Thr
val

Pro

Asn
Ile
Ala
Ala
105
val
Leu
ser
Gly
Leu
185
ser
val
Asp
val
Gly
265
Thr
Pro
Ala
Phe
Asp
345
ASp
val
ser
Pro
Gly
425
val
Pro
Ser
Leu
Tyr
505
Pro
Trp
val
Pro

Asp
585

ser
Ala
Glu
val
Phe
Asn
Ile
Pro
170
Tyr
His
Tyr
Ser
Gly
250
Arg
Lys
Asn
Asp
Pro
330
Asn
Gly
Glu
Ala
Gly
410
Arg
Leu
Ser
Leu
His
490
Asn
Gly
Phe
val
Gln

570
Asp

16

Thr
Ala
75

Phe
Ser
Pro
val
His
155
Ala
ASp
Leu
Asp
Thr
235
Pro
Ser
Gly
Tyr
Gly
315
Ala
Tyr
Gly
Pro
Leu
395
Gly
Phe
Leu
Gly
Pro
475
Gly
Tyr
Asp
Leu
Met
555
Ala

Gln

Asn
60
Lys
Ser
Pro
Ser
Ile
140
Trp
Phe
Phe
ser
Pro
220
val
Ala
Ile
Lys
Thr
300
val
Gln
Trp
val
Thr
380
Thr
val
Thr
Gln
ser
460
Ala
His
Ala
Asn
His
540
Ala

Trp

45
Asn

Glu
Ile
Asp
Pro
125
ASp
His
val
Gln
Thr
205
Gln
Ile
Ala
Asn
Arg
285
Phe
Asn
Arg
Tle
Asn
365
Thr
Thr
Asp
Ile
Ile
445
val
Thr
Thr
Asn
val
525
Cys
Glu

Ser

Gly
Glu
Gly
Gly
110
Leu
Asn
Gly
Asn
val
190
Gln
AsSp
Thr
Pro
Thr
270
Tyr
Ser
Leu
Tyr
Arg
350
Ser
Thr
Leu
Leu
Asn
430
Leu
Tyr
Ser
Phe
Pro
510
Thr
His
ASp

Asp

teu
Gly
Pro
95

Phe
Ile
Met
Phe
Gln
175
Pro
Tyr
Pro
Leu
Thr
255
Leu
Arg
Ile
Lys
Ser
335
Ala
Ala
Gln
Glu
Ala
415
Gly
Ser
Ser
Ala
Ala
495
val
Ile
val
Ile

Leu
375

Leu
val

val

Ser
Thr
Thr
Phe
160
Cys
Asp
Cys
His
Ala
240
Ala
Asn
Phe
Asp
Pro
320
Phe
Leu
Ile
Thr
Gly
400
Leu
Ala
Gly
Leu
Ala
480
val

Tyr
Arg
Asp
Pro

560
Cys



<210>
<211>
<212>
<213>

15
1764
DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

source
1..1764
/organism="Artificial Sequence"

/note="DNA 3A7"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 15
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcccca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgegt
agtcacttgt
caagatcccc
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg
acgacccaga
accgctgcge
ggctttgecg
gtcctcetge
gtatactcgc
ccecggettee
ggctcgtcga
cccggggaca
tgccacgtcg

gacgtcgccg

cttcaatttt
ctacaacaaa
tagaagggga
tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtcccctcat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgc
tcggtcgcag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccgc
cgccgtcgac
ccggcaaccec
gcggcaggtt
agatcctgag
tccctgegaa
cgcaccccat
catacaacta
acgtcacgat
acttccacct

ctacgaaccc

ES 2 525 195 Bl

Artificial Sequence

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcccce
cttccaggtce
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacyg
cttccgeetyg
tctgaccgtc
gatcttcect
ctggatccgt
catccttcgc
gcagcctttg
gaccectgge
caccatcaac
cggcgegeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccyg
ccggttcagg
tgaggctggg

ggtcccgcaa

ttattcgceag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
ttcagcattyg
ttctctegge
aagggtgatc
tccaccagta
gccttegtga
cctgaccaag
ctcaggyggtc
gatgacgact
ccggeggecc
ctcaacgccg
gtgtcgcectgt
atcgaggcegg
gcccageggt
gcecctteeca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgaget
tcggcgcagg
gaaatctcce
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc
ttcacggtcg

gcatggtcgg
17

catcctecgce
cggctgaagc
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtcgce
aggccatcct
gtttccaact
tccattggca
accagtgecc
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgcega
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgecegt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcacceegec
acctcectecee
tccececgecac
tcgecegtegt
acgtcgtcga
ccggcecgtyg
tcatggcega

atctgtgccce

attagctget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttette
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctegeg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaageece
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacc
tctcgaaggce
catggctttc
caccgtceec
ctctggaagt
ctccgecgec
gcgcagegec
cacgggctcyg
gttcctecac
ggacattccc

gacctatgat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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gcgetectege ctgacgacca gtaa 1764

<210> 16

<211> 587

<212> PRT

<213> Artificial Seqguence

<220>
<223> Protein 3A7

<400> 16
Tet Arg Phe Pro Ser Ile phe Thr Ala Asp Leu Phe Ala Ala Ser Ser
5 1 15
Ala Leu Ala Qéa Pro val Lys Thr Thr Thr Lys Asp Glu Thr Ala G1n
25 30
Ile Pro g;a Glu Ala val Ile Ggy Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe
4 45
Asp ¥81 Ala val Leu Pro Ege Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu
60
Phe Met Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly val
65 70 75 80
Ser Leu Glu Lys ggg Glu Thr GTu Ala ggu Phe ser Ile Gly Pro val
95
Ala Asp Leu Thr Ile Ser Asn Gly Ala val Ser Pro Asp Gly Phe Ser
100 105 110
Arg Gln Ala Ile Leu val Asn Asp val Phe Pro Ser Pro Leu Ile Thr
115 120 125
Gly Asn Lys Gly Asp Arg Phe Gln Leu Asn val Ile Asp Asn Met Thr
130 135 140
Asn His Thr Met Leu Lys Ser Thr Ser Ile His Trp His Gly Phe Phe
145 150 155 160
GIn His Gly Thr Asn Trp Ala Asp Gly Pro Ala Phe val Asn GIn Cys
165 170 175
Pro Ile Ser Thr Gly His Ala Phe Leu Tyr Asp Phe GIn val Pro Asp
180 185 190
GIn Ala Gly Thr Phe Trp Tyr His Ser His Leu Ser Thr GIn Tyr Cys
195 200 205
Asp Gly Leu Arg Gly Pro Ile val val Tyr Asp Pro Gln Asp Pro His
210 215 220
Lys Ser Leu Tyr Asp val Asp Asp Asp Ser Thr val Ile Thr Leu Ala
225 230 235 240
Asp Trp Tyr His Leu Ala Ala Lys val Gly Pro Ala Ala Pro Thr Ala
245 250 255
Asp Ala Thr Leu Ile Asn Gly Leu Gly Arg Ser Ile Asn Thr Leu Asn
260 265 270
Ala Asp Leu Ala val Ile Thr val Thr Lys Gly Lys Arg Tyr Arg Phe
275 280 285
Arg Leu val Ser Leu Ser Cys Asp Pro Asn Tyr Thr Phe Ser Ile Asp
290 295 300
Gly His Ser Leu Thr val Ile Glu Ala Asp Gly val Asn Leu Lys Pro
305 310 315 320
Gln Thr val Asp Ser Ile GIn Ile Phe Pro Ala GIn Arg Tyr Ser Phe
325 330 335
val Leu Asn Ala Asp GIn Asp val Asp Asn Tyr Trp Ile Arg Ala Leu
340 345 350
Pro Asn Ser Gly Thr Arg Asn Phe Asp Gly Gly val Asn Ser Ala Ile
355 360 365
Leu Arg Tyr Glu Gly Ala Ala Pro val Glu Pro Thr Thr Thr Gln Thr
370 375 380
Pro Ser Thr GIn Pro Leu val Glu Ser Ala Leu Thr Thr Leu Glu Gly
385 390 395 400
Thr Ala Ala Pro Gly Asn Pro Thr Pro Gly Gly val Asp Leu Ala Leu
405 410 415
Asn Met Ala Phe Gly Phe Ala Gly Gly Arg Phe Thr Ile Asn Gly Ala
420 425 430
Ser Phe Thr Pro Pro Thr val Pro val Leu Leu GIn Ile Leu Ser Gly
435 440 445
Ala Gln ser Ala Gln Asp Leu Leu Pro Ser Gly Ser val Tyr Ser Leu
18



450

Pro Ala Asn

465
Pro

Gly Phe

val Arg Ser
val
515

Thr

Arg Asp

Phe Arg
530
Phe His Leu
545
Asp

val Ala

Pro Thr Tyr

17
1764
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

sourc
1..17

Ala Asp

Ile

ES 2 525 195 Bl

455
Glu

470

His
485
Gly

Pro

Ala
500
val Asp

ASp Asnh

Glu

Pro
ser
Thr
Pro

Gly

Ile His

ser Thr

ser
520
Pro

Gly

Gly
535

Phe Thr

550

Thr
565
Ala

Ala

ASp
580

e
64

/organism="Artificial

Asn

Leu

Pro val

Ser Pro

Artificial Sequence

sequ

/note="DNA 19812"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 17
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcccca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcegt
agtcacttgt
caagatcccc
gattggtacc
atcaacggec
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg

acgacccaga

cttcaatttt
ctacaacaaa
tagaagggga
tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtcccctcat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgc
tcggtcgcag
agcgctateg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactecge

cgccgtcgac

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcccce
cttecaggtce
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacg
cttccgectg
tctgaccgtc
gatcttcecct
ctggatccgt
catccttegce

gcagcctttyg

Pro
475
Gly

Ser Leu

His
490
Asn

Leu
Tyr Tyr
505
Pro

Gly Asp

Trp Phe Leu

val val Met
555
Gin Ala
570

ASp

Pro

Asp Gln

585

ence"

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttgce
gccagcattg
ttcagcattyg
ttctctcggce
aagggtgatc
tccaccagta
gccttcgtga
cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact
ccggeggecc
ctcaacgccg
gtgtcgctgt
atcgaggcag
gcccageggt
gcccttecca
tacgaaggtg
gtggagtccy
19

460

Ala Thr ser

His Thr Phe

Ala Pro
510
Thr

AsSn

val
525
Cys

Asn
His
540

Ala Glu Asp

Trp Ser Asp

catccteccge
cggctgaagc
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtege
aggccatcct
gtttccaact
tcecattyggea
accagtgccc
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgcecgt

ccctgaccac

Ala
480
val

Ala
Ala

495

val Tyr

Ile Arg
val Asp
Pro

560

Leu Cys

575

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacce
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttcttce
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctcgeg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagece
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacce

tctcgaagge

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

1020
1080
1140
1200



accgctgegce
gacttigeeyg
gtcctectgce
gtatactcgce
cceggettece
ggctcgtcga
cccggggaca
tgccacgteg
gacgtcgecg
gegetetege

ccggcaaccec
gcggcaggtt
agatcctgag
tccctgegaa
cgcaccccat
catacaacta
acgtcacgat
acccccacct
ctacgaaccc

ctgacgacca
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gacccctgge
caccatcaac
cggcgcgeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccy
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgeaa

gtaa

ggtgtcgacc
ggcgcgagct
tcggcgcagg
gaaatctccc
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc
ttcacggtcg

gcatggtcgg

tggctctcaa
tcaccccgec
acctecteec
tcccecgocac
tcgccgtegt
acgtcgtcaa
ccggecegty
tcatggccga

atctgtaccc

<210>
<211>
<212>
<Z213>

<220>
<223>

18
58

<400> 18
Met Arg
1

Ala teu
Ile Pro
val

50
Met

AsSp

Phe
65
Ser Leu

Ala Asp

Arg Gln
Asn
130
His

Gly

Ash
145
Gin His

Pro Ile

Gln Ala
Gly
210
ser

Asp

Lys
225
Asp Trp

Asp Ala

Ala Asp

Leu
290
His

Arg
Gly

7

PRT
Artificial Sequence

Phe
Ala
Ala
35

Ala
AsSn
Glu
Leu
Ala
115
Lys
Thr
Gly
Ser
Gly
195
Leu
Leu
Tyr
Thr
Leu
275
val

Ser

Protein 19B12

Pro Ser
5

Ala
20
Glu

Pro
Ala

val Leu

Thr Thr

Lys Arg
85

Thr Ile
100
Ite tLeu

Gly Asp

Met Leu

Thr Asn
165
Thr Gly
180
Thr Phe

Arg Gly

Tyr Asp

His Leu
245
Leu Ile
260
Ala val

Ser Leu

Leu Thr

Ile
val
val
Pro
Ile
70

Glu
Ser
val
Arg
Lys
150
Trp
His
Trp
Pro
val
230
Ala
Asn
Ile
ser

val

Phe
Lys
ITe
Phe
Ala
Thr
Asn
Asn
Phe
135
Ser
Ala
Ala
Tyr
Ile
215
Asp
Ala
Gly
Thr
Cys

295
Ile

Thr
Thr
Gly
40

Ser
Ser
Glu
Gly
Asp
120
Gln
Thr
Asp
Phe
His
200
val
Asp
LysS
Leu
val
280
Asp

Glu

Ala
Thr
25

Tyr
Asn
Ile
Ala
Ala
105
val
Leu
Ser
Gly
Leu
185
ser
val
Asp
val
Gly
265
Thr
Pro

Ala

Asp
10

Thr
Ser
ser
Ala
Giu
val
Phe
Asn
Ile
Pro
170
Tyr
His
Tyr
ser
Gly
250
Arg
Lys
Asn

Asp
20

Leu
LysS
Asp
Thr
Ala
75

Phe
ser
Pro
val
His
155
Ala
Asp
Leu
Asp
Thr
235
Pro
Ser
Gly
Tyr
Gly

Phe
Asp
Leu
AsSh
60

Lys
ser
Pro
ser
Ile
140
Trp
Phe
Phe
ser
Pro
220
val
Ala
Ile
Lys
Thr

300
val

Ala
Glu
Glu
45

Asn
Glu
Ile
AsSp
Pro
125
Asp
His
val
GIn
Thr
205
Gln
Ile
Ala
AsSn
Arg
285
Phe

Asn

Ala
Thr
Gly
Gly
Glu
Gly
Gly
110
Leu
ASnh
Gly
Asn
val
190
Gln
Asp
Thr
Pro
Thr
270
TYyr
ser

Leu

catggctttc
caccgteece
ctctggaagt
ctcecgcegeo
gcgcagegec
cacgggctcg
gttccetecac
ggacattccce

gacctatgat

Ser Ser
15
Ala Gln

Asp phe

Leu Leu

Gly val

Pro val

Phe ser

Ile Thr

Met Thr

Phe
160
Cys

Phe

Gln
175
Pro Asp

Tyr Cys

Pro His
Ala
240
Ala

Leu

Thr
255
Leu Asnh

Arg Phe

Ile Asp

Lys Pro

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



305

Gln Thr val

val Leu Asn
Ser
355

Tyr

Pro Asn

Leu Arg
370
Pro Ser Thr
385
Thr Ala

Asn Met Ala
Thr
435

Ser

Ser Phe
GIn
450
Ala

Ala
Pro Asn
465
Pro

Gly Phe

val Arg Ser
val
515

Thr

Arg Asp

Phe Arg
530
Pro His Leu
545
Asp

val Ala

Pro Thr Tyr

19
1764
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

sourc
1,.17
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310

ser
325
ASp

Asp

Ala
340
Gly Thr

Glu Gly

Gln Pro

Ile
GIn
Arg
Ala

Leu

Gln Ile

Asp val

Phe
360
Pro

ASN

Ala
375

val Glu

390

Pro Gly
405
Phe Gly
420
Pro Pro

Ala Gln

Ala Asp

Asn
Phe
Thr
Asp

Ile

Pro Thr

Ala Gly

Phe
Asp
345
Asp
val
ser

Pro

Gly

315
Pro Ala
330
Asn Tyr

Gly Gly

Glu Pro

Ala Leu
395
Gly Gly
410

Arg Phe

425

val Pro
440
Leu Leu
455

Glu Ile

470

His
485
Gly

Pro

Ala
500
val Asn

AsSp Asn

Glu Ala

Pro
Ser
Thr
Pro

Gly

Ile His

sSer Thr

Gly Sser
520
Gly Pro
535

Phe Thr

550

Thr
565
Ala

Ala

Asp
580

e
64

Jorganism="Artificial

Asn

Leu

Pro val

Ser Pro

Artificial sequence

/note="DNA 18A10"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 19
atgagattte

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttceccca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcgt
agtcacttgt

cttcaatttt
ctacaacaaa
tagaagggga
tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtccccteat
ccaaccacac
ccaactgggce
tcctttacga

ccactcaata

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggeecc
cttccaggtc

ctgtgacggt

val
Pro
ser
Leu
Tyr
505
Pro
Trp
val

Pro

Asp
585

Leu Leu

Ser Gly

Leu Pro
475
His Gly
490
Asn Tyr

Gly Asp

Phe Leu

val Met
555
Gln Ala
570

Asp Gln

Sequence”

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
ttcagcattg
ttctctegge

aagggtgatc

Gln Arg Tyr

Trp Ite Arg

350

val Asn Ser

365
Thr Thr Thr
380
Thr

Thr Leu

val Asp Leu
Asn
430

Leu

Thr

Ile
445
val

Gln

ser
460
Ala

Tyr

Thr Ser

His Thr Phe

Ala Pro
510
Thr

Asn

val
525
Cys

Ash

His His

540

Ala Glu Asp

Trp Ser Asp

catcctcegce
cggctgaagce
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtegce
aggccatcct

gtttccaact

tccaccagta tccattggeca

gccttcgtga accagtgecc

cctgaccaaq

ctcaggggte
21

ctggtacttt

cgattgttgt

320
Ser Phe
335
Ala Leu

Ala Ile

GIn Thr

Glu Gly
400
Ala Leu
415
Gly Ala

Ser Gly

Ser Leu

Ala
480
val

Ala
Ala

495

val Tyr

Ile Arg
val Asp

Ile Pro

560

Leu Cys

575

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggecttettc
gatttctacc
ctggtaccac

ctatgaccct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



caagatcccc
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattyg
cagactgtcg
gatcaggatyg
gacggeggeg
acgacccaga
accgctgege
ggctttgecyg
gtccteetygce
gtatactcgc
cceggettec
ggctcgtcga
cceggggaca
tgccacgtcg
gacgtecgceceyg
gcgctctege
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Prote

<400> 20
Met Arg
1

Ala

20
587
PRT

Phe

Leu Ala

Ala
35
Ala

Ile Pro
val
50
Met

AsSp

Phe
65
Ser

AsSn

Leu Glu

Ala Asp Leu
Ala
115

Lys

Arg Gln

Gly Asn

130
Asn His Thr

145
GIn His Gly

acaagagcct
acttggetgce
tcggtegeag
agcgctatceg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccgc
cgccgtegac
ccggeaacce
gcggcaggtt
agatcctgag
tccctgegaa
cgcaccccat
catacaacta
acgtcacgat
acacgcacct
ctacgaaccce

ctgacgacca

in 18A10

Ser
5
Pro

Pro

Ala
20
Glu Ala

val Leu

Thr Thr

Lys Arg
85

Thr Ile
100
Ile Leu

Gly Asp

Met Leu

Ile
val
val
Pro
Ile
70

Glu
Ser
val
Arg

Lys
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ttacgatgtt
caaagtcggce
catcaacacyg
cttecgectyg
tctgaccgte
gatcttcect
ctggatccgt
catccttcgc
gcagcctttg
gacccctggce
caccatcaac
cggcgcegeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccy
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgeaa

gtaa

Artificial sequence

Phe Thr

tys Thr

Ile Gly
40
Phe Ser

Ala ser

Thr Glu

Asn Gly

Asn ASp
120
Phe G1n
135

Ser Thr

150

Thr Asn

Trp

Ala Asp

gatgacgact
ccggeggcecc
ctcaacgeceg
gtgtcgetgt
atcgaggcgg
gcccageggt
gccecttecca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgaget
tcggegeagy
gaaatctccc
gggcacacct
gtctaccgcg
acggacaacc
ttcacggtcg
gcatggtcgg

Ala Asp Leu
10

Thr Thr

25

Tyr

LYys

Ser Asp

Asn Ser Thr

Ile Ala Ala

Glu Phe
a0

val

Ala
Ala ser
105
val

Phe Pro

Leu Asn val
His
155
Ala

ser Ile

Pro
22

Gly

ccactgtaat
cgactgccga
atttggectgt
catgcgacce
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgcccgt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcaccecgec
acctectecc
tccecgecac
tcgecgtegt
acgtcgtcaa
ccggeeegtg
tcatggccga

atctgtgecce

Phe Ala

Asp Glu

Glu
45
ASn

Leu

Asn
60
Lys Glu

Ser Tle

Pro Asp

Ala
Thr
Gly
Gly
Glu
Gly
Gly

cactctcgcg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagccc
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacc
tctcgaaggc
catggctttc
caccgteece
ctctggaagt
ctccgeegec
gcgcagegcec
cacgggctcg
gttcctecac
ggacattccc

gacctatgat

Ser Ser

Ala Gln

Asp Phe

Leu Leu

Gly val

Pro val
a5

Phe Ser

110

Pro
125
ASp

ser

Ile
140
Trp His

Phe val

Leu
Asn
Gly

Asn

Thr

Met Thr

Phe
160
Cys

Phe

Gln

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



ES 2 525 195 Bl

165 170 175
Pro Ile Ser Thr Gly His Ala Phe Leu Tyr Asp Phe Gln val Pro Asp
180 185 190
GIn Ala Gly Thr Phe Trp Tyr His Ser His Leu Ser Thr Gln Tyr Cys
195 200 205
Asp Gly Leu Arg Gly Pro Ile val val Tyr Asp Pro Gln Asp Pro His
210 215 220
Lys Ser Leu Tyr Asp val Asp Asp Asp Ser Thr val Ile Thr Leu Ala
225 230 235 240
Asp Trp Tyr His Leu Ala Ala Lys val Gly Pro Ala Ala Pro Thr Ala
245 250 255
Asp Ala Thr Leu Ile Asn Gly Leu Gly Arg Ser Ile Asn Thr Leu Asn
260 265 270
Ala Asp Leu Ala val Ile Thr val Thr Lys Gly Lys Arg Tyr Arg Phe
275 280 285
Arg Leu val Ser Leu Ser Cys Asp Pro Asn Tyr Thr Phe Ser Ile Asp
290 295 300
Gly His Ser Leu Thr val Ile Glu Ala Asp Gly val Asn Leu Lys Pro
305 310 315 320
Gln Thr val Asp Ser Ile Gin Ile Phe Pro Ala GIn Arg Tyr Ser Phe
325 330 335
val Leu Asn Ala Asp GIn Asp val Asp Asn Tyr Trp Ile Arg Ala Leu
340 345 350
Pro Asn Ser Gly Thr Arg Asn Phe Asp Gly Gly val Asn Ser Ala Ile
355 360 365
Leu Arg Tyr Glu Gly Ala Ala Pro val Glu Pro Thr Thr Thr GIn Thr
370 375 380
Pro Ser Thr GIn Pro Leu val Glu Ser Ala Leu Thr Thr Leu Glu Gly
385 390 395 400
Thr Ala Ala Pro Gly Asn Pro Thr Pro Gly Gly val Asp Leu Ala Leu
405 410 415
Asn Met Ala Phe Gly Phe Ala Gly Gly Arg Phe Thr Ile Asn Gly Ala
420 425 430
ser Phe thr Pro Pro Thr val Pro val Leu Leu GIn Ile Leu Ser Gly
435 440 445
Ala Gln Ser Ala GIn Asp Leu Leu Pro Ser Gly Ser val Tyr Ser Leu
450 455 460
Pro Ala Asn Ala Asp Ile Giu Ile Ser Leu Pro Ala Thr Ser Ala Ala
465 470 475 480
Pro Gly Phe Pro His Pro Ile His Leu His Gly His Thr phe Ala val
485 490 495
val Arg Ser Ala Gly Ser Ser Thr Tyr Asn Tyr Ala Asn Pro val Tyr
500 505 510
Arg Asp val val Asn Thr Gly Ser Pro Gly Asp Asn val Thr Ile Arg
515 520 525
Arg Thr Asp Asn Pro Gly Pro Trp Phe Leu His Cys His val Asp
530 535 540
Thr His Leu Glu Ala Gly Phe Thr val val Met Ala Glu Asp Ile Pro
545 550 555 560
Asp val Ala Ala Thr Asn Pro val Pro GIn Ala Trp Ser Asp Leu Cys
565 570 575
Pro Thr Tyr Asp Ala Leu Ser Pro Asp Asp Gln
580 585

Phe

<210> 21

<211> 1764

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<222> 1..1764

<223> /organism="Artificial Sequence"
/note="DNA 21D9"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 21
atgagatttc cttcaatttt tactgctgat ttattcgcag catcctccge attagcetget 60
ccagtcaaaa ctacaacaaa agatgaaaca gcacaaattc cggctgaagc tgtcatcggt 120

23



tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcceca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcgt
agtcacttgt
caagatcccc
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg
acgacccaga
accgctgege
ggctttgecyg
gtcctecectge
gtatactcgc
cceggettec
ggctcgtcga
cceggggaca
tgccacgtcg
gacgtcgeeg
gecgectctege
22

587
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

tagaagggga
tgtttatgaa

aaagagagac
gtgctgtcag
gtcceeteat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgce
tcggtcgcag
agcgctatceg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactcecgc
cgccgtcgac
ccggcaacce
gcggcaggtt
agatcctgag
tccectgegaa
cgcaccecat
catacaacta
acgtcacgat
acgcgcacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

<223> Protein 21D9

<400> 22

ES 2 525 195 Bl

tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tccegatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcccc
cttccaggtc
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacg
cttccgcctg
tctgaccgtc
gatcttcect
ctggatccgt
catccttcge
gcagccttty
gacccctggce
caccatcaac
cggcgcegceag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccg
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgcaa

gtaa

Artificial Sequence

gctgttttge
gccagecattyg
ttcagcattg
ttctctegge
aagggtgatc
tccaccagta
gccttcgtga
cctgaccaag
ctcaggggte
gatgacgact
ccggeggecce
ctcaacgccg
gtgtcgctgt
atcgaggcgy
gcccageggt
gcccttccca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgagct
tcggcgcagg
gaaatctccc
gggcacacct
gtctaccgcg
acggacaacc
ttcacggtcyg
gcatggtcgg

cattttcecaa
ctgctaaaga
ggccagtegce
aggccatcct
gtttccaact
tccattggcea
accagtgcecc
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgecegt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcaccccgec
acctcecteec
tceceegeceac
tcgecegtegt
acgtcgtcaa
ccggecegtg
tcatggccega

atctgtgccc

cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttette
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctegeg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagcecc
gctcaacgca
caggaacttc
tgagceccacc
tctcgaagge
catggctttc
caccgtcccc
ctctggaagt
ctcegeegec
gcgcagcgec
cacgggctcg
gttcctccac
ggacattccc

gacctatgat

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Asp Leu Phe Ala Ala Ser Ser

5

10

15

1
Ala Leu Ala Ala pPro val Lys Thr Thr Thr Lys Asp Glu Thr aAla Gln

24

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



Ile
ASp
Phe
65
Ser
Ala
Arg
Gly
Asn
145
Gln
Pro
GIn
Asp
Lys
225
Asp
AsSp
Ala
Arg
Gly
305
Gln
val
Pro
Leu
Pro
385
Thr
AsSn
Ser
Ala
Pro
465
Pro
val
Arg
Phe
Ala
545
ASD

Pro

Pro
val
50

Met
Leu
Asp
Gln
Asn
130
His
His
Ile
Ala
Gly
210
ser
Trp
Ala
Asp
Leu
290
His
Thr
Leu
Ash
Arg
370
Ser
Ala
Met
Phe
Gln
450
Ala
Gly
Arg
Asp
Arg
530
His
val

Thr

Ala
35

Ala
Asn
Glu
Leu
Ala
115
Lys
Thr
Gly
ser
Gly
195
Leu
Leu
Tyr
Thr
Leu
275
val
ser
val
Ash
Ser
355
Tyr
Thr
Ala
Ala
Thr
435
Ser
Asn
Phe
Ser
val
515
Thr
Leu
Ala

Tyr

20
Glu

val
Thr
Lys
Thr
100
Ile
Gly
Met
Thr
Thr
180
Thr
Arg
Tyr
His
Leu
260
Ala
ser
Leu
Asp
Ala
340
Gly
Glu
Gln
Pro
Phe
420
Pro
Ala
Ala
Pro
Ala
500
val
Asp
Glu
Ala

Asp

Ala
Leu
Thr
Arg
Ile
Leu
ASp
Leu
Asn
165
Gly
Phe
Gly
Asp
teu
245
Ile
val
Leu
Thr
Ser
325
Asp
Thr
Gly
Pro
Gly
405
Gly
Pro
Gln
Asp
His
485
Gly
Asn
Asn
Ala
Thr

565
Ala

val
Pro
Ile
70

Glu
Ser
val
Arg
Lys
150
Trp
His
Trp
Pro
val
230
Ala
Asn
Ile
Ser
val
310
Ile
Gln
Arg
Ala
Leu
390
ASn
Phe
Thr
Asp
Ile
470
Pro
Ser
Thr
Pro
Gly
550
ASn

Leu

ES 2 525 195 Bl

Ile
Phe
55

Ala
Thr
Asn
Asn
Phe
135
Ser
Ala
Ala
Tyr
Ile
215
ASp
Ala
Gly
Thr
Cys
295
Ile
Gln
ASp
Asn
Ala
375
val
Pro
Ala
val
Leu
455
Glu
Ile
Ser
Gly
Gly
535
Phe
Pro

Ser

Gly
40

ser
Ser
Glu
Gly
Asp
120
Gln
Thr
Asp
Phe
His
200
val
Asp
Lys
Leu
val
280
Asp
Glu
Ile
val
Phe
360
Pro
Glu
Thr
Gly
Pro
440
Leu
Ile
His
Thr
Ser
520
Pro
Thr
val

Pro

25
Tyr

Asn
Ile
Ala
Ala
105
val

Leu
ser
Gly
Leu
185
Ser
val

Asp
val

Gly
265
Thr
Pro
Ala
Phe
Asp
345
Asp
val

ser
Pro
Gly
425
val

Pro
ser
Leu
Tyr
505
Pro
Trp
val
Pro

Asp

ser
ser
Ala
Glu
val
Phe
Asn
Ile
Pro
170
Tyr
His
Tyr
Ser
Gly
250
Arg
Lys
Asn
Asp
Pro
330
Asn
Gly
Glu
Ala
Gly
410
Arg
Leu
ser
Leu
His
490
Ash
Gly
Phe
val
Glin
570

Asp
25

ASp
Thr
Ala
75

Phe
Sar
Pro
val
His
155
Ala
Asp
Leu
Asp
Thr
235
Pro
Ser
Gly
Tyr
Gly
315
Ala
Tyr
Gly
Pro
Leu
395
Gly
Phe
Leu
Gly
Pro
475
Gly
Tyr
ASp
Leu
Met

555
Ala

Leu
ASn
60
Lys
ser
Pro
ser
Ile
140
Trp
Phe
Phe
Ser
Pro
220
val
Ala
Ile
Lys
Thr
300
val
Gln
Trp
val
Thr
380
Thr
val
Thr
Gln
Ser
460
Ala
His
Ala
Asn
His
540
Ala

Trp

Asn
Arg
285
Phe
Asn
Arg
Ile
AsSn
365
Thr
Thr
Asp
Ile
Ile
445
val
Thr
Thr
Asn
val
525
Cys
Glu

ser

30
Gly

Gly
Glu
Gly
Gly
110
Leu
Asn
Gly
Asn
val
190
Gln
Asp
Thr
Pro
Thr
270
Tyr
Ser
Leu
Tyr
Ar

350
Ser
Thr
Leu
Leu
Asn
430
Leu
Tyr
Ser
Phe
Pro
510
Thr
His
Asp

Asp

Asp
Leu
Gly
Pro
Phe
Ile
Met
Phe
Gln
175
Pro
Tyr
Pro
Leu
Thr
255
Leu
Arg
Ile
Lys

Ser
335

g Ala

Ala
Gln
Glu
Ala
415
Gly
Ser
Ser
Ala
Ala
495
val
Ile
val
Ile

Leu
575

Phe
Leu
val
val
Ser
Thr
Thr
Phe
160
Cys
Asp

Cys

Ala
240
Ala
Asn
Phe
Asp
Pro
320
Phe
Leu
Ile
Thr
Gly
400
Leu
Ala
Gly
Leu
Ala
480
val
Tyr
Arg
Asp
Pro

560
Cys



23
1764
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

580

source
1..1764
/organism="Artificial Sequence"
/note="DNA 17D4"

ES 252

Artificial sequence

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 23
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcececa
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgcgt
agtcacttgt
caagatcccc
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggeg
acgacccaga
accgctgcegce
ggctttgccg
gtcctecctge
gtatactcgc
cccggettec
ggctcgtcga
cccggggaca

tgccacgtey

cttcaatttt
ctacaacaaa
tagaagggga
tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtccccteat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgce
teggtegeag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactecgc
cgccgtecgac
ccggcaaccce
gcggcaggtt
agatcctgag
tccctgcegaa
cgcaccccat
catacaacta
acgtcacgat

acggccacct

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcccc
ctteccaggtce
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacg
cttcegectg
tctgaccgtc
gatcttcecct
ctggatccgt
catccttcge
gcagcctttg
gacccctgge
caccatcaac
cggcgcegeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccg
ccggttcagg
tgaggctggg

5195 BI

585

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
ttcagcattyg
ttctetegge
aagggtgatc
tccaccagta
gcecttegtga
cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact
ccggeggecec
ctcaacgccyg
gtgtcgctgt
atcgaggcag
gcccageggt
gcccttecca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgagct
tcggcegeagy
gaaatctccc
agggcacacct
gtctaccgcg
acggacaacc

ttcacggtcg
26

catccteege
cggctgaagc
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtegce
aggccatcct
gtttccaact
tccattggeca
accagtgecce
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgecga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgececegt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcaccecgece
acctcctccc
tccccgecac
tcgcegtegt
acgtcgtcaa
ccggecegtyg

tcatggccga

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttette
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctcgcg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagcecc
gctcaacgcea
caggaacttc
tgagcccacc
tctcgaaggc
catggctrttc
caccgtecece
ctctggaagt
ctccgecgee
gcgcagegec
cacgggctcg
gttcctccac

ggacattccc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



ES 2 525 195 Bl

gacgtcgcecg ctacgaaccc ggtcccgcaa gecatggtcgg atctgtgoccc gacctatgat 1740

gcgctctecge ctgacgacca gtaa 1764

<210> 24

<211> 587

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> pProtein 1704

<400> 24
TEt Arg Phe Pro ?er ITe rphe Thr Ala ?Sp Leu Phe Ala aAla ier ser
)
Ala Leu Ala géa Pro val Lys Thr ;Er Thr Lys Asp Glu ggr Ala G1n
Ile Pro gga Glu Ala val Ile géy Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe
45
Asp gg] Ala val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu
55 : 60
Phe Met Asn Thr Thr ITe Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly val
65 70 75 80
Ser Leu Glu Lys ggg Glu Thr Glu Ala Glu Phe Ser Ile Gly Pro val
90 95
Ala Asp teu Thr ITe Ser Asn Gly Ala val Ser Pro Asp Giy Phe Ser
100 105 110
Arg GIn Ala Ile Leu val Asn Asp val Phe Pro Ser Pro Leu Ile Thr
115 120 125
Gly Asn Lys Gly Asp Arg Phe Gln Leu Asn val Ile Asp Asn Met Thr
130 135 140
Asn His Thr Met Leu Lys Ser Thr ser Ile His Trp His Gly Phe Phe
145 150 155 160
GIn His Gly Thr Asn Trp Ala Asp Gly Pro Ala Phe val Asn Gln Cys
165 170 175
Pro Ile Ser Thr Gly His Ala pPhe Leu Tyr Asp Phe Gln val Pro Asp
180 185 190
Gin Ala Gly Thr Phe Trp Tyr His Ser His Leu Ser Thr GIn Tyr Cys
195 200 205
Asp Gly Leu Arg Gly Pro Ile val val Tyr Asp Pro Gln Asp Pro His
210 215 220
Lys Ser teu Tyr Asp val Asp Asp Asp Ser Thr val Ile Thr Leu Ala
225 230 235 240
Asp Trp Tyr His Leu Ala Ala Lys val Gly Pro Ala Ala Pro Thr Ala
245 250 255
Asp Ala Thr Leu ITe Asn Gly Leu Gly Arg Ser Ile Asn Thr Leu Asn
260 265 270
Ala Asp Leu Ala val Ile Thr val Thr Lys Gly Lys Arg Tyr Arg Phe
275 280 285
Arg Leu val Ser Leu Ser Cys Asp Pro Asn Tyr Thr Phe Ser Ile Asp
290 295 300
Gly His Ser Leu Thr val Ile Glu Ala Asp Gly val Asn Leu Lys Pro
305 310 315 320
Gin Thr val Asp Ser Ile Gin Ile Phe Pro Ala Gln Arg Tyr Ser Phe
325 330 335
val Leu Asn Ala Asp GIn Asp val Asp Asn Tyr Trp Ile Arg Ala Leu
340 345 350
Pro Asn Ser Gly Thr Arg aAsn Phe Asp GTy Gly val Asn Ser Ala Ile
355 360 365
Leu Arg Tyr Glu Gly Ala Ala Pro val Glu Pre Thr Thr Thr G1n Thr
370 375 380
Pro Ser Thr G1n Pro Leu val Glu Ser Ala Leu Thr Thr Leu Glu Gly
385 390 395 400
Thr Ala Ala Pro Gly Asn Pro Thr Pro Gly Gly val Asp Leu Ala Leu
405 410 415
Asn Met Ala Phe Gly Phe Ala Gly Gly Arg Phe Thr ITe Asn Gly Ala
420 425 430
ser Phe Thr Pro Pro Thr val Pro val Leu Leu Gln ITe Leu Ser Gly



435
Gln Ser
450

Ala

Ala
Pro Asn
465
Pro

Gly phe

val arg ser
val
515

Thr

Arg Asp

Phe Arg
530
Gly His Leu
545
Asp

val Ala

Pro Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

25
1764
DNA

sourcg
1..17

<400> 25
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttccecca
gacaacatga
cagcacggca
gggcatgegt
agtcacttgt
caagatcccc
gattggtacc
atcaacggcc
acgaagggca
ttcagcattyg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggcg

Ala Gln

Ala Asp

Asp

Ile

ES 2 525 195 Bl

440
Leu Leu
455

Glu Tle

470

His
485
Gly

Pro

Ala
500
val Asn

ASp Asn

Glu Ala

Pro
ser
Thr
Pro

Gly

His

Ser Thr

ser
520
Pro

Gly

Gly
535

Phe Thr

550

Thr
565
Ala

Ala

Asp
580

e
64

/organism="Artificial
/note="DNA 20cC3"
/mol_type="unassigned

cttcaatttt
ctacaacaaa
tagaagggga
tgtttatgaa
aaagagagac
gtgctgtcag
gtcceccteat
ccaaccacac
ccaactgggc
tcctttacga
ccactcaata
acaagagcct
acttggctgce
tcggtegeag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta

ttaactccgce

Asn

Leu

Pro val

Ser Pro

Artificial sequence

DNA"

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggeccec
cttccaggtc
ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggc
catcaacacg
cttccgcctg
tctgaccgtce
gatcttcect
ctggatccgt

catccttcge

Pro
ser
Leu
Tyr
505
Pro
Trp
val

Pro

AS
585

ser Gly
Pro
475
Gly

Leu

His
490
Asn Tyr

Gly Asp

Phe Leu

Met
555
Ala

val

Gln
570

p Asp GlIn

Sequence"”

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttgce
gccagecattg
ttcagcattg
ttctctegge
aagggtgatc
tccaccagta
gccttegtga
cctgaccaag
ctcaggggtc
gatgacgact
ccggeggecc
ctcaacgccg
gtgtcgctgt
atcgaggcgg
gcccageggt
gcecttecca

tacgaaggtg
28

445
Ser val
460

Ala

Tyr

Thr Ser

His Thr Phe
Pro
510

Thr

Asn

val
525
Cys

AsSn

His His

540

Ala Glu Asp

Trp Ser Asp

catcctccgce
cggctgaagc
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtege
aggccatcct
gtttccaact
tccattggea
accagtgecc
ctggtacttt
cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac

ctgcgeccegt

ser Leu
Ala
480
val

Ala
Ala

495

val Tyr

Ile Arg
val Asp

Ile Pro

560

Leu Cys

575

attagctgcet
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttettc
gatttctacc
ctggtaccac
ctatgaccct
cactctcgcg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacg
tctcaagcecec
gctcaacgcea
caggaacttc

tgagcccacc

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

1020
1080
1140



acgacccaga
accgctgcege
ggctttgccy
gtcctcctge
gtatactcgc
cceggettcc
ggctcgtcga
cccggggaca
tgccacgteg
gacgtcgeceg
gcgectetege
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Prote

<400> 26
Met Arg

1

Ala Leu

26
587
PRT

Phe
Ala
Ala

35
Ala

Ile Pro

val
50
Met

Asp
Phe Asn
65
Ser

Leu Glu

Ala Asp Leu
Ala
115

Lys

Arg Gln
Asn
130
His

Gly
Asn Thr
145
Gln

His Gly

Pro Ile Ser

Ala Gly
195

Leu

GlIn

Gly
210
Ser

Asp
Lys Leu
225
Asp

Trp Tyr

Asp Ala Thr
Leu
275

val

Ala Asp

Arg Leu

cgccgtegac
ccggcaaccc
gcggcaggtt
agatcctgag
tccetgegaa
cgcaccccat
catacaacta
acgtcacgat
accggcacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

in 20C3

Pro Ser
5
Ala Pro
20
Glu Ala

val Leu

Thr Thr

LYys Arg
85

Thr Ile
100
Ile Leu

Gly Asp

Met Leu

Ile
val
val
Pro
Ile
70

Glu
Ser
val
Arg

Lys

ES 252

gcagectttg
gacccctggce
caccatcaac
cggcgcgeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccqg
ccggttcagg
tgaggctggg
ggtcccgcaa

gtaa

Artificial Sequence

Phe Thr

Lys Thr

Ile Gly
40
Phe ser
55
Ala Ser

Thr Glu

Asn Gly

Asn Asp
120
Phe Gln
135

Ser Thr

150

Thr Asn
165
Thr Gly
180
Thr pPhe

Arg Gly

Tyr Asp

Trp
His
Trp
Pro

val

Ala Asp

Ala Phe

His
200
val

Tyr

Ile
215

Asp Asp

230

Leu
245
Ile

His

Leu
260
Ala val

Ser Leu

Ala
Asn
Ile

Ser

Ala Lys

Gly Leu
val
280
Asp

Thr

Cys

5195 BI

gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgaget
tcggegeagg
gaaatctccc
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc

ttcacggtcg
gcatggtcgg

Ala Asp Leu
10

Thr Thr

25

Tyr

Lys

Ser Asp

Asn Ser Thr
Ala
75

Phe

Ile Ala

Ala Glu

Ala val ser

105
val

Phe Pro

Leu Asn val
His
155
Ala

Ser Ile

Pro
170
Tyr

Gly

Leu
185
Ser

Asp

His Leu

val Tyr Asp
Thr
235

Pro

AsSp Sser

val Gly
250
Gly Arg ser
265
Thr

Lys Gly

Asn
29

Pro Tyr

ccctgaccac
tggctctcaa
tcacceegec
acctecctecc
tcccegecac
tcgeegtegt
acgtcgtcaa
ccggeccgty
tcatggccga
atctgtgccc

Phe Ala

Asp Glu
30
Glu
45
Asn

Leu

ASn
60
Lys Glu

Ser Ile

Pro Asp

Ala
Thr
Gly
Gly
Glu
Gly
Gly

tctcgaaggce
catggctttc
caccgtceccce
ctctggaagt
ctccgecegec
gcgcagcgee
cacggygctcy
gttcctccac
ggacattccc

gacctatgat

ser ser

Ala Gln

Asp Phe

l.eu Leu

Gly val

Pro val
95

Phe ser

110

Pro
125
ASp

Ser

Ile
140
Trp His

Phe val

Phe G1n

Leu
Asn
Gly
Asn

val

Ile Thr

Met Thr

Phe
160
Cys

Phe

Gln
175

Pro Asp

190

Thr
205
Gln

ser

Pro
220
val Ile

Ala Ala

Ile Asn

Gin
Asp
Thr
Pro

Thr

Tyr Cys

Pro His
Ala
240
Ala

Leu

Thr
255

Leu Asn

270

Lys Arg
285

Thr Phe

Tyr

Ser

Arg Phe

Ile Asp

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764



290

Gly His Ser

305
Gln

Thr val

val Leu Asn
Ser
355

Tyr

Pro Asn

Leu Arg

370
Pro Ser Thr
385
Thr

Ala Ala

Asn Met Ala
Thr
435

Ser

Ser Phe
Gln
450
Ala

Ala
Pro Asn
465
Pro

Gly Phe

val Arg Ser
val
515

Thr

Arg Asp

Phe Arg
530
Arg His Leu
545
Asp

val Ala

Pro Thr Tyr

27
1764
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

sourc
1..17

Leu Thr

val

ES 2 525 195 Bl

295

Ile Gilu

310

ser
325
Asp

Asp

Ala
340
Gly Thr

Glu Gly

Gln Pro

Ile

Arg
Ala

Leu

Gln Ile

Asp val
Phe
360
Pro

Asn

Ala
375

val Glu

390

Gly
405
Gly

Pro

Phe
420
Pro Pro

Ala Gln

Ala Asp

Asn
Phe
Thr
ASp

Ite

Pro Thr

Ala Gly

Ala
Phe
ASp
345
Asp
val
ser

Pro

Gly

Gly
315
Ala

ASp

Pro
330
Asn Tyr

Gly Gly

Glu Pro

Ala Leuy
395
Gly Gly
410

Arg Phe

425

val Pro
440
Leu Leu
455

Glu

470

His
485
Gly

Pro

Ala
500
val Asn

ASp Asn

Glu Ala

Pro
Ser
Thr
Pro

Gly

Ile His

Ser Thr

Gly Ser
520
Gly Pro
535

Phe Thr

550

Thr
565
Ala

Ala

Asp
580

e
64

/organism="Artificial
/note="DNA 14C5"

AsSn

Leu

Pro val

Ser Pro

Artificial Sequence

/moT_type="unassigned DNA"

<400> 27
atgagatttc

ccagtcaaaa
tactcagatt
aacggattat
tctctcgaga
atctccaacg
gtcttcccca
gacaacatga
cagcacggca

gggcatgcgt

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagaaagac
gtgctgtcag
gtcccctcat
ccaaccacac
ccaactgggc

tcctttacga

tactgctgat
agatgaaaca
tttcgacgtt
tactactatt
tgaagctgag
tcccgatggt
tacggggaac
catgttgaag
cgacggcccc

cttccaggtc

val
Pro
Ser
Leu
Tyr
505
Pro
Trp
val
Pro

ASp
585

Leu Leu

ser Gly

Pro
475
Gly

Leu

His
490
Ash Tyr

Gly Asp

Phe Leu

Met
555
Ala

val

Gln
570

Asp G1In

sequence"”

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttgce
gccagcattg
ttcagcattg
ttctcteggce
aagggtgatc
tccaccagta
gccttcgtga

cctgaccaag
30

300

val Asn Leu

Gln Arg Tyr

Trp Ile Arg

350
ser

val Asn

365

Thr Thr Thr

380
Thr

Thr Leu

val Asp Leu

Thr ITe Asn
430
ITe Leu
445

val

Gln

Ser
460
Ala

Tyr

Thr Ser

His Thr Phe
Pro
510

Thr

Ala Asn

val
525
Cys

Asn

His His

540

Ala Glu Asp

Trp Ser Asp

catccteegce
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
ggccagtegce
aggccatcct
gtttccaact
tccattggea
accagtgeccc

ctggtacttt

Pro
320
Phe

Lys

Ser
335
Ala Leu

Ala Ile

GIn Thr

Glu Gly
400
Ala Leu
415
Gly Ala

sSer Gly

Ser Leu
Ala
480
val

Ala
Ala

495

val Tyr

Ile Arg
val Asp

Ile Pro

560

Leu Cys

575

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
agacctcacc
ggtcaacgac
caatgtcatc
cggcttettce
gatttctacc

ctggtaccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



agtcacttgt
caagatccec
gattggtacc
atcaacggcec
acgaagggca
ttcagcattg
cagactgtcg
gatcaggatg
gacggcggceg
acgacccaga
accgctgcge
ggctttgccyg
gtcctcctge
gtatactcgc
ccecggettee
ggctcgtcga
cccggggaca
tgccacateg
gacgtcgccg
gcgctctcge
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> 14C5

<400> 28
Met Arg
1

28
587
PRT

Phe

Ala Leu Ala

Ala
35
Ala

ITe Pro

val
50
Ile

AsSp

Phe
65
ser

ASn

Leu Glu

Ala Asp Leu
Ala
115

Lys

Arg Gin

Asn
130
His

Gly

Asn Thr

ccactcaata
acaagagcct
acttggctgc
tcggtegeag
agcgctatcg
atggtcactc
actccatcca
tggacaacta
ttaactccgce
cgccgtegac
ccggcaaccc
gcggcaggtt
agatcctgag
tccetgegaa
cgcaccccat
cgtacaacta
acgtcacgat
actcccacct
ctacgaaccc

ctgacgacca

Pro Ser

Ala Pro

Glu Ala

val Leu

Thr Thr

Lys Arg
85

Thr Ile
100
Ile Leu

Gly Asp

Met Leu

Ile
val
va'l
Pro
Ile
70

Lys
Ser
val
Arg

Lys

ES 2 525 195 Bl

ctgtgacggt
ttacgatgtt
caaagtcggce
catcaacacg
cttcegecty
tctgaccgtce
gatcttccct
ctggatccgt
catccttcge
gcagcctttg
gacccctggce
caccatcaac
cggcgegeag
cgcggacatt
ccacttgcac
cgcgaacccg
ccggttcagg
tgaggccggg
ggtcccgcaa

gtaa

Artificial Sequence

Phe Thr

Lys Thr

Ile Gly
40
Phe ser
55
Ala ser

Thr Glu

Asn Gly

Asn Asp
120
Phe GIn
135

ser Thr

ctcaggggtc
gatgacgact
ccggeggecec
ctcaacgceg
gtgtcgetgt
atcgaggcegg
gcccageggt
gceccttecca
tacgaaggtg
gtggagtccg
ggtgtcgacc
ggcgcgagcet
tcggcgeagg
gagatctccc
gggcacacct
gtctaccgeg
acggacaacc

tttacggtcg
gcatggtcgg

Ala Asp Leu

Thr Thr Glu
25
Tyr

ser Asp

Asn Ser Thr
Ala
75

Phe

Ile Ala

Glu
90
val

Ala

Ala ser

105
val

Phe Pro

Leu Asn val

Ile His

31

ser

cgattgttgt
ccactgtaat
cgactgccga
atttggctgt
catgcgaccc
acggcgtgaa
actcgtttgt
actccgggac
ctgcgecocgt
ccctgaccac
tggctctcaa
tcacccegec
acctcctcec
tcceegecac
tcgccgtegt
acgtcgtcga
ccggeccgtg
tcatggccga

atctgtgcece

Phe Ala Ala

Thr
30
Gly

Asp Glu
Glu
45

Asn

Leu
Asn Gly
60
Lys

Glu Glu

Ser Ile Gly
Gly
110

Leu

Pro Asp

ser Pro
125
AsSp

Ile Asnh

140
Trp His Gly

ctatgaccct
cactctcgcg
tgctactctt
catcacggtc
gaattacacyg
tctcaageee
gctcaacgca
caggaacttc
tgagcccacc
tctcgaagygce
catggctttc
caccgtcecce
ctctggaagt
ctecegeegcece
gcgeagegec
cacgggctcg
gttccteccac
ggacattccc

gagctatgat

ser
15
Ala

ser
Gln

ASp Phe

teu Leu

Gly val

Pro val
95
Phe ser

Ile Thr

Met Thr

Phe Phe

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1764
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145 150 155 160
GIn His Gly Thr Asn Trp Ala Asp Gly Pro Ala pPhe val Asn GlIn Cys
165 170 175
Pro Ile Ser Thr Gly His Ala Phe teu Tyr Asp Phe GIn val Pro Asp
180 185 190
GIn Ala Gly Thr Phe Trp Tyr His Ser His Leu Ser Thr GIln Tyr Cys
195 200 205
Asp Gly Leu Arg Gly Pro Ile val val Tyr Asp Pro Gln Asp Pro His
210 215 220
Lys Ser Leu Tyr Asp val Asp Asp Asp Ser Thr val Ile Thr Leu Ala
225 230 235 240
Asp Trp Tyr His Leu Ala Ala Lys val Gly Pro Ala Ala Pro Thr Ala
245 250 255
Asp Ala Thr Leu ITe Asn Gly Leu Gly Arg Ser Ile Asn Thr Leu Asn
260 265 270
Ala asp Leu Ala val Ile Thr val Thr Lys Gly Lys Arg Tyr Arg Phe
275 280 285
Arg Leu val Ser teu Ser Cys Asp Pro Asn Tyr Thr Phe Ser Ile Asp
290 295 300
Gly His Ser Leu Thr val ITe Glu Ala Asp Gly val Asn Leu Lys Pro
305 310 315 320
Gln Thr val Asp Ser Ile Gln Ile Phe Pro Ala GIn Arg Tyr Ser Phe
325 330 335
val Leu Asn Ala Asp Gln Asp val Asp Asn Tyr Trp Ile Arg Ala Leu
340 345 350
Pro Asn Ser Gly Thr Arg Asn Phe Asp Gly Gly val Asn Ser Ala Ile
355 360 365
Lteu Arg Tyr Glu Gly Ala Ala Pro val Glu Pro Thr thr Thr G1n Thr
370 375 380
Pro Ser Thr Gin Pro Leu val Glu Ser Ala Leu Thr Thr Leu Glu Gly
385 390 395 400
Thr ala Ala Pro Gly Asn Pro Thr Pro Gly Gly val Asp Leu Ala Leu
405 410 415
Asn Met Ala Phe Gly Phe Ala Gly Gly Arg Phe Thr Ile Asn Gly Ala
420 425 430
Ser Phe Thr Pro Pro Thr val Pro val Leu Leu GIn Ile Leu Ser Gly
435 440 445
Ala GIn Ser Ala Gln Asp Leu Leu Pro Ser Gly Ser val Tyr Ser Leu
450 455 460
Pro Ala Asn Ala Asp Ile Glu Ile Ser Leu Pro Ala Thr Ser Ala Ala
465 470 475 480
Pro Gly Phe Pro His Pro Ile His Leu His Gly His Thr Phe ala val
485 490 495
val Arg Ser Ala Gly Ser Ser Thr Tyr Asn Tyr Ala Asn Pro val Tyr
500 505 510
Arg Asp val val asp Thr Gly Sser Pro Gly Asp Asn val Thr Ile Arg
515 520 525
Phe Arg Thr aAsp Asn Pro Gly Pro Trp Phe Leu His Cys His Ile Asp
530 535 540
Ser His Leu Glu Ala Gly pPhe Thr val val Met Ala Glu Asp Ile Pro
545 550 555 560
Asp val Ala Ala Thr Asn Pro val Pro Gln Ala Trp Ser Asp Leu Cys
565 570 575
Pro Ser Tyr Asp Ala Leu Ser Pro Asp Asp Gin
580 585
<210> 29
<211> 1491
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>

<221> source

<222> 1..1491

<223> /Jorganism="Artificial Sequence"
/note="Parental sequence'
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 29
agcattgggce cagtcgcaga cctcaccatc tccaacggtg ctgtcagtcc cgatggtttc 60
32



tctcggcagg
ggtgatcgtt
accagtatcc
ttcgtgaacc
gaccaagctg
aggggtccga
gacgactcca
gcggcceccga
aacgccgatt
tcgctgtcat
gaggcggacyg
cagcggtact
cttcccaact
gaaggtgctg
gagtccgcecc
gtcgacctyg
gcgagettea
gcgcaggacc
atctccctce
cacaccttcyg
taccgcgacg
gacaaccccyg
acggtcgtca
tggtcggatc
<210>
<211>

<212>
<213>

30
496
PRT

<220>
<223>

<400> 30
ser Ile Gly
1

Pro Asp Gly
Leu
35
Asn

ser Pro
Ile Asp

50
Trp His Gly
65

Phe val Asn

ccatcctggt
tccaactcaa
attggcacgg
agtgcccgat
gtactttctg
ttgttgtcta
ctgtaatcac
ctgccgatgce
tggctgtcat
gcgacccgaa
gcgtgaatct
cgtttgtgct
ccgggaccag
cgcccgttga
tgaccactct
ctctcaacat
ccecgeccac
tcctececte
ccgccacctce
ccgtegtygeg
tcgtcaacac
gcccgtggtt
tggccgagga
tgtgcccgac

Pro val Ala

5
Phe Ser
20
Ile Thr
Met Thr
Phe Phe

GIn Cys

Arg
Gly
AsSn
GlIn

70
Pro
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caacgacgtc
tgtcatcgac
cttcttccag
ttctaccggy
gtaccacagt
tgaccctcaa
tctegeggat
tactcttate
cacggtcacg
ttacacgttc
caagccccag
caacgcagat
gaacttcgac
gcccaccacg
cgaaggcacc
ggctttcggce
cgtcceegtc
tggaagtgta
cgecgeecce
cagcgeegge
gggctcgeec
cctcecactgce
cattceegac

ctatgatgcg

Artificial Sequence

Parental Sequence

Asp Leu

Gln Ala

Asn Lys
40
His Thr
55
His Gly

Ile Ser

Thr
Ile
25

Gly
Met
Thr

Thr

ttccccagte
aacatgacca
cacggcacca
catgcgttcc
cacttgtcca
gatccccaca
tggtaccact
aacggcctcg
aagggcaagc
agcattgatg
actgtcgact
caggatgtgg
ggcggegtta
acccagacgc
gctgegeccyg
tttgccggeg
ctcctgcaga
tactcgctece
ggcttccegce
tcgtcgacgt
ggggacaacg
cacatcgact
gtcgccgceta

ctctecgectyg

Ile
10
Leu

Ser
val

Asp Arg

Leu Lys

Asn Trp
75
Gly His
33

ccctcattac
accacaccat
actgggccga
tttacgactt
ctcaatactg
agagccttta
tggctgccaa
gtcgcagcat
gctatcgett
gtcactctect
ccatccagat
acaactactg
actccgccat
cgtcgacgea
gcaaccecgac
gcaggttcac
tcctgagegg
ctgcgaacge
accccttcca
acaactacgc
tcacgatcceg
tccaccttga
cgaacccggt

acgaccagta

Asn Gly Ala
val
30

Leu

Asn Asp

Phe GIn

Ser Thr ser

60

Ala Asp Gly

Ala Phe Leu

ggggaacaag
gttgaagtcc
cggcccegec
ccaggtcect
tgacggtctce
cgatgttgat
agtcggcccg
caacacgctc
ccgectggtg
gaccgtcatc
cttccctgec
gatccgtgcc
ccttegetac
gcctttggtg
ccctggcggt
catcaacggc
cgcgcagtceg
ggacattgag
cttgcacggg
gaacccggte
gttcaggacg
ggctgggttc
cccgcaagea

a

val
15
Phe

ser
Pro
Asn val
Ile
Ala

80
Asp

Pro

Tyr

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1491



Phe
Ser
Pro
val
145
Ala
Ile
Lys
Thr
val
225
Gln
Trp
val
Thr
Thr
305
val
Thr
Gln
Ser
Ala
385
His
Ala
Asn
His
Ala

465
Trp

Gln
Thr
GIn
130
Ile
Ala
AsSn
Arg
Phe
210
Asn
Arg
Ile
Asn
Thr
290
Thr
Asp
Ile
Ile
val
370
Thr
Thr
Asn
val
Cys
450
Glu

Ser

val
Gin
115
ASD
Thr
Pro
Thr
Tyr
195§
ser
Leu
Tyr
Arg
Ser
275
Thr
Leu
Leu
Asn
Leu
355§
Tyr
sSer
Phe
Pro
Thr
435
His
AsSp
Asp

Pro
100
Tyr
Pro
Leu
Thr
Leu
180
Arg
Ile
LysS
ser
Ala
260
Ala

Gln

Ala
Gly
340
Ser
Ser
Ala
Ala
val
420
Ile
Ile
Ile

Leu

85
Asp

Cys
His
Ala
Ala
165
Asn
Phe
Asp
Pro
Phe
245
Leu
Ile
Thr
Gly
Leu
325
Ala
Gly
Leu
Ala
val
405
Tyr
Arg
Asp

Pro

Cys
485

Gln
Asp
Lys
Asp
150
Asp
Ala
Arg
Gly
G1n
230
val
Pro
Leu
Pro
Thr
310
Asn
Ser
Ala
Pro
Pro
390
val
Arg
Phe
Phe
Asp

470
Pro

ES 2 525 195 Bl

Ala
Gly
Ser
135
Trp
Ala
Asp
Leu
His
215
Thr
Leu
Asn
Arg
Ser
295
Ala
Met
Phe
Gln
Ala
375
Gly
Arg
Asp
Arg
His
455
val

Thr

Gly
Leu
120
Leu
Tyr
Thr
Leu
val
200
ser
val
Asn
Ser
TYr
280
Thr
Ala
Ala
Thr
Ser
360
Asn
Phe
ser
val
Thr
440
Leu
Ala

Tyr

Thr
105
Arg
Tyr
His
Leu
Ala
185
Ser
Leu
Asp
Ala
Gly
265
Glu
Gln
Pro
Phe
Pro
345
Ala
Ala
Pro
Ala
val
425
Asp
Glu
Ala

ASp

a0
Phe

Gly
ASp
Leu
Ile
170
val
Leu
Thr
Ser
Asp
250
Thr
Gly
Pro
Gly
Gly
330
Pro
Gln
Asp
His
Gly
410
Asn
Asn
Ala
Thr

Ala
490

34

Trp
Pro
val
Ala

155
Asn

ser
val
Iile
235
Gln
Arg
Ala
Leu
Asn
315
Phe
Thr
ASp
Ile
Pro
395
Ser
Thr
Pro
Gly
Asn

475
Leu

Tyr
Ile
Asp
140
Ala
Gly
Thr
Cys
Ile
220
Gin
Asp
Asn
Ala
val

300
Pro
Ala
val

Leu
Glu
380
Phe
ser
Gly
Gly
Phe
460
Pro

Ser

val
125
AsSp
Lys
Leu
val
Asp
205
Glu
Ile
val
Phe
Pro
285
Glu
Thr
Gly
Pro
Leu
365
Ile
His
Thr
ser
Pro
445
Thr
val

Pro

ser
110
val

Asp
val

Gly
Thr
190
Pro
Ala
Phe
Asp
Asp
270
val

Ser
Pro
Gly
val

350
Pro
ser
Leu
Tyr
Pro
430
Trp
val

Pro

Asp

95

His
Tyr
ser
Gly
Ar

175
Lys
Asn
Asp
Pro
Asn
255
Gly
Glu
Ala
Gly
Arg
335
Leu
Ser
Leu
His
Asn
415
Gly
Phe
val
Gln

AsSp
495

Leu
ASp
Thr

Pro
160

g ser

Gly
Tyr
Gly
Ala
240
Tyr
Gly
Pro
Leu
Gly
320
Phe
lL.eu
Gly
Pro
Gly
400
Tyr
Asp
Leu
Met
Ala

480
Gln
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