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DESCRIPCION

Variantes de proteasa.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una estructura tridimensional de la proteasa nueva, al igual que variantes de una
proteasa progenitora, en particular, variantes de propiedades enmendadas, tales como termoestabilidad mejorada y/o
perfil de actividad de temperatura enmendada. La invencién también se refiere a secuencias de ADN que codifican
tales variantes, su produccioén en una célula huésped recombinante, al igual que métodos de uso de las variantes, en
particular, en el campo de pienso para animales y detergentes. La invencién ademads se refiere a métodos de generacion
y preparacién de variantes de proteasa de propiedades enmendadas. Las proteasas progenitoras preferidas son proteasas
de Nocardiopsis, tales como proteasas que comprenden las partes de péptido maduro de SEC ID n.**: 2, 4,6, 8, 10y
21.

Antecedentes de la invencion

Las secuencias de proteasa derivadas de cepas de Nocardiopsis se describen en WO 88/03947, WO 01/58276 y
DK 1996 00013 (“Proteasa 10”, SEC ID n.*: 1-2).

JP 2003284571-A describe, como las SEC ID n.*: 2 y 1, la secuencia de aminodcidos y la secuencia de ADN
correspondiente, respectivamente, de una proteasa derivada de Nocardiopsis sp. TOA-1 (FERM P-18676). Las se-
cuencias han sido introducidas en la base de datos GENESEQ como GENESEQP n.® ADF43564 y GENESEQN n.°
ADF43563, respectivamente.

JP 2-255081-A describe una proteasa derivada de la cepa Nocardiopsis sp. OPC-210 (FERM P-10508), no obstante,
sin informacidén de secuencia. La cepa ya no estd disponible, puesto que el depdsito fue retirado.

DD 200432 8 describe una preparacién proteolitica derivada de la cepa Nocardiopsis dassonvillei ZIMET 43647,
no obstante, sin informacién de secuencia. La cepa parece ya no estar no disponible.

Se describen secuencias de proteasa de Nocardiopsis adicionales en PCT/DK04/000433 (“Proteasa 08” SEC ID
n.” 9-10 en el presente documento); PCT/DK04/000434 (“Proteasa 117, SEC ID n.”: 5-6 en el presente documento);
PCT/DK04/000432 (“Proteasa 18, SEC ID n.” 3-4 en el presente documento); y PCT/DK04/000435 (“Proteasa 357,
SEC ID n.” 7-8 en el presente documento).

Es un objeto de la presente invencidn proporcionar proteasas alternativas, en particular, para el uso en pienso para
animales y/o detergentes, en particular, variantes de proteasa mejoradas y nuevas, preferiblemente de propiedades
enmendadas, tales como termoestabilidad mejorada y/o una temperatura 6ptima mads alta o inferior.

Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere a una variante de una proteasa progenitora, que comprende una sustitucion en al
menos una posicién de al menos una regién seleccionada del grupo de regiones que consisten en: 6-18, 22-28, 32-39,
42-58, 62-63, 66-76, 78-100, 103-106, 111-114, 118-131, 134-136, 139-141, 144-151, 155-156, 160-176, 179-181 y
184-188 donde

(a) la variante tiene actividad de la proteasa; y

(b) cada posicion corresponde a una posicién de aminodcidos 1 a 188 de SECIDn.°2y

(c) la variante tiene un porcentaje de identidad con los aminoécidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2 de al menos 60%.

La presente invencién también se refiere a secuencias de 4cidos nucleicos aisladas que codifican la variante de
proteasa y a constructos de dcidos nucleicos, vectores y células huéspedes que comprenden las secuencias de dcidos
nucleicos al igual que métodos para producir y usar las variantes de la proteasa.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es una alineacién miltiple de la proteasa 10, la proteasa 18, la proteasa 11, la proteasa 35 y la proteasa

08 (las partes de péptido maduro de SEC ID n.” 2, 4, 6, 8 y 10, respectivamente), que también incluye una variante de

la proteasa de la invencion, es decir, la proteasa 22 (aminoécidos 1-188 de SEC ID n.° 21);

La figura 2 proporciona las coordenadas de la estructura tridimensional nueva de la proteasa 10 (aminodcidos 1 a
188 de SEC ID n.° 2) derivada de Nocardiopsis sp. NRRL 18262.
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Descripcion detallada de la invencion
Estructura tridimensional de la proteasa 10

La estructura de la proteasa 10 fue resuelta conforme a los principios para los métodos cristalograficos de rayos X
seglin se ofrecen, por ejemplo, en X-Ray Structure Determination, Stout, G.K. y Jensen, L.H., John Wiley & Sons, Inc.
NY, 1989. Las coordenadas estructurales para la estructura cristalina con una resolucién de 2.2 A usando el método de
sustitucion isomorfa se presentan en la figura 2 en formato de PDB estandar (Protein Data Bank, Brookhaven National
Laboratory, Brookhaven, CT). El archivo PDB de la figura 2 se refiere a la parte de péptido maduro de la proteasa 10
correspondiente a los residuos 1-188 de SEC ID n.° 2.

Dindmica Molecular (DM)

Las simulaciones de la Dindmica Molecular (DM) son una indicacién de la movilidad de los aminoacidos en
una estructura de proteina (véase McCammon, JA y Harvey, SC., (1987), “Dynamics of proteins and nucleic acids”,
Cambridge University Press). Tal dindmica de las proteinas es frecuentemente comparada con los factores B cristalo-
gréficos (véase Stout, GH y Jensen, LH, (1989), “X-ray structure determination”, Wiley). Al ejecutar la simulacién de
DM a, por ejemplo, temperaturas diferentes, se simula la movilidad relacionada con la temperatura de los residuos. Las
regiones que tienen la movilidad o la flexibilidad méxima (en este caso, fluctuaciones isotrépicas) se pueden sugerir
para mutagénesis aleatoria. Se entiende aqui que la alta movilidad encontrada en dreas determinadas de la proteina
puede ser térmicamente mejorada substituyendo estos residuos.

Usando los programas CHARMM (Accelrys) y NAMD (Universidad de Ilinois en Urbana-Champaign), la estruc-
tura de la proteasa 10 anteriormente descrita fue sometida a DM a 300 y 400 K. Empezando a partir de las coordenadas
de la figura 2, se construyé hidrégeno y dtomos pesados faltantes usando los procedimientos de CHARMM HBUILD
e IC BUILD, respectivamente. Luego, la estructura fue minimizada usando el procedimiento de minimizacién de Gra-
dientes conjugados CHARMM (CONJ) para un total de 200 pasos. La proteina luego fue colocada en una caja de 70
X 70 X 70 Angstrom y disuelta con moléculas de agua TIP3. Se agreg6 un total de 11124 moléculas de agua y luego
fueron minimizadas, manteniendo fijas las coordenadas de proteina, usando el procedimiento de minimizacién Adop-
ted Basis Newton Raphson (ABNR) de CHARMM para 20000 pasos. El sistema luego fue calentado a la temperatura
deseada a razén de 1 K cada 100 pasos usando el software NAMD. Después de un equilibrado de 50 picosegundos,
se realiz6 una DM de conjunto NVE durante 1 nanosegundo. Ambos pasos se realizaron con el software NAMD. Se
utilizé un corte de 12 Angstrom para las interacciones no ligadas. Las condiciones limites periddicas se utilizaron des-
pués del paso de disolucién y para todos los posteriores. La fluctuaciones isotrépicas de valor medio cuadrado (VMC)
se calcularon con el procedimiento COOR DYNA de CHARMM.

Las siguientes regiones para mutagénesis sugeridas surgen de simulaciones de DM: del residuo 160 al 170, del
residuo 78 al 90, del residuo 43 al 50, del residuo 66 al 75, y del residuo 22 al 28.

Estrategia para preparar variantes

Las regiones de residuos de aminodcidos, al igual que las sustituciones de aminoacido individuales, fueron sugeri-
das para mutagénesis sobre la base de la estructura tridimensional de la figura 2 y la alineacién de las cinco proteasas
conocidas (las cinco filas superiores de la figura 1), principalmente, con el propdsito de mejorar la termoestabilidad.

Las siguientes regiones fueron sugeridas, cf. reivindicacién 1: 6-18, 22-28, 32-39, 42-58, 62-63, 66-76, 78-100,
103-106, 111-114, 118-131, 134-136, 139-141, 144-151, 155-156, 160-176, 179-181 y 184-188.

Al menos una de las siguientes posiciones de las regiones anteriores son preferiblemente sometidas a mutagénesis,
cf. reivindicacioén 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 32, 33, 37, 38, 39, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 62, 63, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74,75, 76, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 103, 105, 106, 111, 113, 114, 118, 120, 122, 124, 125,
127, 129, 130, 131, 134, 135, 136, 139, 140, 141, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 155, 156, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 179, 180, 181, 184, 185, 186, 187 y/o 188.

Las variantes especificas contempladas se presentan en las reivindicaciones, es decir, las variantes de la proteasa
10, la proteasa 18, la proteasa 11, la proteasa 35, al igual que la proteasa 08 en las reivindicaciones 4 y 15; las variantes
de la proteasa 10 en la reivindicacion 16; las variantes de la proteasa 18 en la reivindicacién 17; las variantes de la
proteasa 11 en la reivindicacién 18; la variantes de la proteasa 35 en la reivindicacion 19 y las variantes de la proteasa
08 en la reivindicacion 20.

Los diferentes conceptos subyacentes de la invencion también se reflejan en las reivindicaciones de la siguien-
te manera: La estabilizacién por puentes de disulfuro en las reivindicaciones 5 y 6, la estabilizacién de prolina en
las reivindicaciones 7-8, la sustitucion de residuos neutros expuestos con residuos negativamente cargados en las
reivindicaciones 9-10; la sustitucion de residuos neutros expuestos con residuos cargados positivamente en las reivin-
dicaciones 11-12; la sustitucion de residuos pequefios con residuos mas voluminosos en el interior de la proteina en la
reivindicacion 13; y las regiones propuestas para mutagénesis siguiendo las simulaciones de DM en la reivindicacién
14.
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El término “al menos uno” significa “uno o mas”, es decir, por ejemplo en el contexto de las regiones: uno, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis o diecisiete; o, en el contexto
de posiciones o sustituciones: uno, dos, tres, cuatro, cinco, etcétera, hasta, por ejemplo, noventa.

En una forma de realizacion particular, el nimero de regiones propuesto y/o sometido a mutagénesis es al menos
uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, o, al menos,
diecisiete.

En otra forma de realizacion particular, el nimero de regiones propuesto y/o sometido a mutagénesis es no mas
de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, 0 no mas de
diecisiete.

Polipéptidos que tienen actividad de la proteasa

Los polipéptidos que tienen actividad de la proteasa, o las proteasas, a veces también son llamados peptidasas,
proteasas, hidrolasas peptidicas o enzimas proteoliticas. Las proteasas pueden ser del tipo exo que hidrolizan péptidos
comenzando en cualquier extremo de las mismas, o del tipo endo que actiia internamente en cadenas de polipéptido
(endopeptidasas). Las endopeptidasas muestran actividad en sustratos de péptido bloqueado N- y C-terminalmente
que son pertinentes para la especificidad de la proteasa en cuestion.

El término “proteasa” se define en la presente como una enzima que hidroliza enlaces peptidicos. Esta definicion
de la proteasa también se aplica a la parte de proteasa de los términos “proteasa progenitora” y “variante de proteasa”
segun se utiliza en el presente documento. El término “proteasa” incluye cualquier enzima del grupo enzimatico EC
3.4 (incluidas cada una de las trece subclases del mismo). El nimero EC se refiere a nomenclatura enzimatica 1992 de
NC-IUBBM, Academic Press, San Diego, California, incluidos los suplementos 1-5 publicados en Eur. J. Bio-chem.
1994, 223, 1-5; Eur. J. Biochem. 1995, 232, 1-6; Eur. J. Biochem. 1996, 237, 1-5; Eur. J. Biochem. 1997, 250, 1-6; y
Eur. J. Biochem. 1999, 264, 610-650; respectivamente. La nomenclatura habitualmente es suplementada y actualizada;
véase, por ejemplo, la pagina web http: //www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme/index.html.

Las proteasas son clasificadas basdndose en su mecanismo catalitico en los siguientes grupos: serina proteasas (S),
cisteina proteasas (C), proteasas asparticas (A), metaloproteasas (M), y proteasas (U) desconocidas o atn sin clasificar;
véase Handbook of Proteolytic Enzymes, A. J. Barrett, N. D. Rawlings, J. F. Woessner (eds), Academic Press (1998),
en particular, la parte de la introduccién general.

En formas de realizacion particulares, las proteasas progenitoras y/o las variantes de proteasa de la invencion y
para el uso segun la invencién son seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) proteasas del grupo enzimadtico EC 3.4;
(b) serina proteasas del grupo S del manual anterior;
(c1) serina proteasas de la familia de peptidasa S2A;y

(c2) serina proteasas de la familia de peptidasa S1E como se describe en Biochem. J. 290:205-218 (1993 y en la
base de datos de proteasa MEROPS, publicacién 6.20, 24 de marzo de 2003, (www.merops.ac.uk). La base de datos
es descrita en Rawlings, N. D., O’Brien, E. A. & Barrett, A. J. (2002) MEROPS: the protease database. Nucleic Acids
Res. 30, 343-346.

Para determinar si una proteasa determinada es una serina proteasa, y una proteasa de la familia S2A, se hace
referencia al manual anterior y a los principios indicados en el mismo. Tal determinacién puede llevarse a cabo para
todos los tipos de proteasas, ya sean de origen natural o proteasas de tipo salvaje; o proteasas sintéticas o creadas
genéticamente.

La actividad de la proteasa puede medirse usando cualquier ensayo en el que se emplee un sustrato, que incluya
enlaces peptidicos pertinentes para la especificidad de la proteasa en cuestién. El pH del ensayo y la temperatura del
ensayo igualmente deben ser adaptados a la proteasa en cuestion. Ejemplos de valores de pH del ensayo son 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11 o 12. Ejemplos de temperaturas de ensayo son 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90 o 95°C.
Ejemplos de ensayos de proteasa adecuados se describen en la parte experimental.

Proteasa progenitora

La proteasa progenitora es una proteasa de la cual la variante de proteasa es, o, puede ser derivada. Para los objetivos
presentes, cualquier proteasa se puede usar como la proteasa progenitora, siempre que la variante de proteasa resultante
sea homoéloga a la proteasa 10, es decir, la proteasa derivada de Nocardiopsis sp. NRRL 18262 y que comprenda los
aminodcidos 1-188 de SEC ID n.° 2.

En una forma de realizacion particular, la proteasa progenitora también es homoéloga a la proteasa 10.
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En el presente contexto, homélogo significa que tiene una de al menos 60% con SEC ID n.° 2, es decir, aminodcidos
1-188 de la parte de péptido maduro de la proteasa 10. La homologia se determina como se describe generalmente a
continuacidn en la seccién titulada Homologia de aminodcidos.

La proteasa progenitora puede ser un polipéptido de tipo salvaje o de origen natural, o una variante alélica del
mismo, o un fragmento del mismo que tiene actividad de la proteasa, en particular, una parte madura del mismo.
También ser una variante del mismo y/o un polipéptido sintético o creado genéticamente.

En una forma de realizacion particular, la proteasa progenitora de tipo salvaje es i) una proteasa bacteriana; ii)
una proteasa del filo Actinobacteria; iii) de la clase Actinobacteria; iv) del orden Actinomycetales; v) de la familia
Nocardiopsaceae; vi) del género Nocardiopsis; y/o una proteasa derivada de vii) la especie Nocardiopsis, tal como
Nocardiopsis alba, Nocardiopsis antarctica, Nocardiopsis composta, Nocardiopsis dassonvillei, Nocardiopsis exha-
lans, Nocardiopsis halophila, Nocardiopsis halotolerans, Nocardiopsis kunsanensis, Nocardiopsis listeri, Nocardiop-
sis lucentensis, Nocardiopsis metallicus, Nocardiopsis prasina, Nocardiopsis sp., Nocardiopsis synnemataformans,
Nocardiopsis trehalosi, Nocardiopsis tropica, Nocardiopsis umidischolae o Nocardiopsis xinjiangensis.

Ejemplos de tales cepas son: Nocardiopsis alba DSM 15647 (productor de tipo salvaje de la proteasa 08), No-
cardiopsis dassonvillei NRRL 18133 (productor de tipo salvaje de la proteasa M58-1 descrito en WO 88/03947),
Nocardiopsis dassonvillei subesp. dassonvillei DSM 43235 (productor de tipo salvaje de la proteasa 18), Nocardiopsis
prasina DSM 15648 (productor de tipo salvaje de la proteasa 11), Nocardiopsis prasina DSM 15649 (productor de tipo
salvaje de la proteasa 35), Nocardiopsis sp. NRRL 18262 (productor de tipo salvaje de la proteasa 10), Nocardiopsis
sp. FERM P-18676 (descrito en JP 2003284571-A).

Las cepas de estas especies son accesibles al publico en un niimero de colecciones de cultivos, tal como Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ),
Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern
Regional Research Center (NRRL), por ejemplo, la Nocardiopsis dassonvillei subesp. dassonvillei DSM 43235 esta
disponible ptiblicamente en DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunsch-
weig, Alemania).

Ademds, tales polipéptidos se pueden identificar y obtener de otras fuentes incluidos los microorganismos o ADN
aislado de al naturaleza (p. €j., tierra, abonos, agua, etc.) usando sondas adecuadas. Las técnicas para aislar microor-
ganismos o ADN de hdbitats naturales se conocen en la técnica. La secuencia de dcidos nucleicos puede entonces ser
derivada seleccionando de manera similar una genoteca de ADNc o genémico de otro microorganismo. Una vez que
una secuencia de dcidos nucleicos que codifica un polipéptido ha sido detectada con la/s sonda/s, la secuencia puede
ser aislada o clonada utilizando técnicas conocidas por los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook et
al., 1989, supra).

La proteasa progenitora puede ser una parte madura de cualquiera de las secuencias de aminodcidos mencionadas
anteriormente. Una parte madura significa una secuencia de aminodcidos madura y se refiere a esa parte de una
secuencia de aminodcidos que permanece después de que una parte del péptido sefial potencial y/o parte del propéptido
ha sido cortada. Las partes maduras de cada una de las proteasas 08, 10, 11, 18, 22 y 35 se especifican en el listado de
secuencias anexo.

La proteasa progenitora también puede ser un fragmento de una secuencia de aminodcidos especifica, es decir,
un polipéptido que tiene uno o mas aminodcidos delecionados del término amino y/o carboxilo de esta secuencia de
aminodcidos. En una forma de realizacidn, un fragmento contiene al menos 80, o al menos 90, o al menos 100, o al
menos 110, o al menos 120, o al menos 130, o al menos 140, o al menos 150, o al menos 160, o al menos 170, o al
menos 180, o al menos 185 residuos de aminoacidos.

La proteasa progenitora también puede ser una variante alélica, alélica refiriéndose a la existencia de dos o mas
formas alternativas de un gen que ocupa la misma localizacién cromosémica. La variacién alélica surge naturalmente a
través de mutacion, y puede resultar en polimorfismo dentro de poblaciones. Las mutaciones de genes pueden ser silen-
ciosas (ningin cambio en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen secuencias de aminod-
cidos alteradas. Una variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

En otra forma de realizacién, la proteasa progenitora puede ser una proteasa creada genéticamente, por ejemplo,
una variante del tipo salvaje o proteasas progenitoras naturales mencionadas anteriormente comprendiendo una susti-
tucidn, delecidn y/o insercién de uno o mds aminodcidos. En otras palabras: la proteasa progenitora puede en si misma
ser una variante de proteasa, tal como la proteasa 22. La secuencia de aminodcidos de tal proteasa progenitora puede
diferir de la secuencia de aminodcidos especifica por una insercién o delecién de uno o mas residuos de aminodcidos
y/o la sustitucién de uno o mds residuos de aminodcidos por residuos de aminodcidos diferentes. Los cambios de
aminodcidos pueden ser de una naturaleza menor o mas importante. Los cambios de aminoacidos de una naturaleza
mads importante son, por ejemplo, aquellos que dan como resultado una proteasa variante de la presente invencién con
propiedades enmendadas. En otra forma de realizacion particular, los cambios de aminodcidos son de una naturaleza
menor, es decir, sustituciones conservadoras de aminoacidos que no afectan significativamente el pliegue y/o la ac-
tividad de la proteina; deleciones pequenas, tipicamente de uno a aproximadamente 30 aminodcidos; extensiones de
carboxilo o amino terminal pequefias, tales como un residuo de metionina amino terminal; un pequefio péptido de
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enlace de hasta 20-25 residuos aproximadamente; o una pequefia extension que facilita la purificacién cambiando la
carga neta u otra funcion, tal como un tracto de polihistidina, un epitopo antigénico o un dominio de enlace.

Ejemplos de sustituciones conservadoras estdn en el grupo de aminoicidos bdsicos (arginina, lisina e histidina),
aminodcidos acidicos (4dcido glutdmico y dcido aspartico), aminodcidos polares (glutamina y asparagina), aminodcidos
hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminodcidos aromadticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina), y aminoacidos
pequefios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina). Las sustituciones de aminodcido que generalmente no alteran
la actividad especifica se conocen en la técnica y son descritas, por ejemplo, por H. Neurath y R.L. Hill, 1979, en
The Proteins, Academic Press, New York. Los intercambios que ocurren con mayor frecuencia son Ala/Ser, Val/lle,
Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val,
Ala/Glu y Asp/Gly, al igual que estos de forma inversa.

Otros ejemplos de proteasas progenitoras creadas genéticamente son proteasas sintéticas, disefiadas por el hombre,
cuya existencia en la naturaleza es imprevista. EP 897985 describe un proceso de preparacién de una proteina de
consenso. Las proteasas redistribuidas son otros ejemplos de proteasas progenitoras sintéticas o creadas genéticamente,
que se pueden preparar como se conoce generalmente en la técnica, por ejemplo por mutagénesis dirigida, por PCR
(usando un fragmento de PCR con la mutacién deseada como uno de los cebadores en las reacciones de la PCR), o
por mutagénesis aleatoria. Incluido en el concepto de una proteasa sintética también estd cualquier proteasa quimérica
o hibrida, es decir, una proteasa que comprende una combinacién de secuencias de aminodcidos parciales derivadas
de al menos dos proteasas. La transposicion de genes es descrita generalmente en, por ejemplo, WO 95/22625 y WO
96/00343. La recombinacién de genes de proteasa puede realizarse independientemente de la secuencia especifica de
los progenitores por redistribucion sintética como se describe en Ness, J.E. et al, en Nature Biotechnology, Vol. 20
(12), pag. 1251-1255, 2002. Los oligonucleétidos sintéticos se degeneraron en su secuencia de ADN para proporcionar
la posibilidad de que todos los aminodcidos encontrados en el conjunto de proteasas progenitoras estén disefiados y
los genes ensamblados segtin la referencia. La redistribucién puede llevarse a cabo para la secuencia de longitud total
o s6lo para parte de la secuencia y luego combinada mds tarde con el resto del gen para dar una secuencia de longitud
total. Dos, tres, cuatro, cinco o los seis de las proteasas designadas proteasa 10, 18, 11, 35, 08 y 22 (SEC ID n.* 2, 4,
6, 8, 10y 21, en particular, las partes maduras de las mismas) son ejemplos particulares de tales proteasas progenitoras
que se pueden someter a redistribucién como se ha descrito anteriormente, para proporcionar proteasas adicionales de
la invencion.

En otras formas de realizacion particulares, la proteasa progenitora comprende, o consiste en, respectivamente,
la secuencia de aminoécidos especifica, o una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma que tiene
actividad de la proteasa.

En otras formas de realizacién particulares, la variante de proteasa de la invencién no es idéntica a: (i) los aminoa-
cidos 1-188 de SEC ID n.° 2, los aminodacidos 1-188 de SEC ID n.° 4, los aminoacidos 1-188 de SEC ID n.° 6, los
aminodcidos 1-188 de SEC ID n.° 8, y los aminodacidos 1-188 de SEC ID n.° 10 (ii) los aminoécidos 1-188 de SEC ID
n.° 2 (iii) los aminoacidos 1-188 de SEC ID n.° 2 con la sustituciéon T87A; (iv) los aminoacidos 1-188 de SEC ID n.°
4 (v) los aminoacidos 1-188 de SEC ID n.° 6 (vi) los aminodcidos 1-188 de SEC ID n.° 8 (vii) los aminoacidos 1-188
de SEC ID n.° 10 (viii) la proteasa derivada de Nocardiopsis dassonvillei NRRL 18133; (ix) la proteasa que tiene los
aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2 como se describe en JP 2003284571-A; (x) la proteasa que tiene la secuencia
introducida en GENESEQP con n.°® ADF43564; (xi) la proteasa descrita en la solicitud de patente DK n.° 2004 00969
como SEC ID n° 2, en particular la parte madura de la misma; (xii) la proteasa descrita en la solicitud de patente DK
n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 4, en particular, la parte madura de la misma; (xiii) la proteasa descrita en la solicitud
de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 6, en particular, la parte madura de la misma; (xiv) la proteasa descrita
en la solicitud de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 8, en particular, la parte madura de la misma; (xv) la
proteasa descrita en la solicitud de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 10, en particular, la parte madura de
la misma; (xvi) la proteasa descrita en la solicitud de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 12, en particular, la
parte madura de la misma; y/o (xvii) cualquier proteasa de la técnica anterior de un porcentaje de identidad con SEC
ID n.° 2 de al menos 60%.

Taxonomia de los microorganismos

Las preguntas acerca de la taxonomia pueden ser resueltas consultando una base de datos de taxonomia, tal como
el explorador de taxonomias NCBI que estd disponible en el siguiente sitio de Internet: http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/
Taxonomy/taxonomyhome.html/, y/o consultando manuales de taxonomia. Para los objetivos presentes, la taxonomia
es preferiblemente segun el capitulo: The road map to the Manual de G.M. Garrity & J. G. Holt en Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology, 2001, segunda edicién, volumen 1, David R. Bone, Richard W. Castenholz.

Homologia de los aminodcidos
La presente invencién se refiere a proteasas, es decir, proteasas progenitoras, y/o variantes de proteasa, con un
cierto grado de identidad con los aminoécidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2, tales proteasas variantes y/o progenitoras son

designadas en adelante “proteasas homologas”.

Para objetivos de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminodcidos, al igual que el
grado de identidad entre dos secuencias de nucleétidos, se determina por el programa “align” que es una alineacién
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de Needleman-Wunsch (es decir, una alineacién global). El programa se usa para la alineacién de polipéptido, al igual
que secuencias de nucledtidos. La matriz de puntuacién predeterminada BLOSUMSO0 se usa para alineamientos de
polipéptidos, y la matriz predeterminada se usa para alineamientos de nucleétidos. La penalizacién para el primer
residuo de un espacio es -12 para polipéptidos y -16 para nucledtidos. Las penalizaciones para otros residuos de un
espacio son -2 para polipéptidos, y -4 para nucleétidos.

“Align” es parte de la versién v20u6 del paquete de FASTA (véase W. R. Pearson and D. J. Lipman (1988), “Im-
proved Tools for Biological Sequence Analysis”, PNAS 85:2444-2448 y W. R. Pearson (1990) “Rapid and Sensitive
Sequence Comparison with FASTP and FASTA”, Methods in Enzymology 183:63-98). Los alineamientos de protei-
nas de FASTA usan el algoritmo de Smith-Waterman sin ninguna limitacién en tamafio de espacio (véase “Smith-
Waterman algorithm”, T. F. Smith y M. S. Waterman (1981) J. Mol. Biol. 147:195-197).

Los alineamientos muiltiples de secuencias proteicas pueden realizarse usando “ClustalW” (Tompson, J.D., Hig-
gins, D.G. y Gibson, T.J. (1994) CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence align-
ment through sequence weighting, positions-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research,
22:4673-4680). Los alineamientos multiples de secuencias proteicas pueden realizarse usando la alineacién de protei-
nas como un molde, sustituyendo los aminodcidos con el codon correspondiente de la secuencia de ADN.

En formas de realizacidn particulares, la proteasa homoéloga tiene una secuencia de aminodcidos que tiene un grado
de identidad con los aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2 de al menos 60%, 62%, 64%, 66%, 68%, 710%, 71%, 72%,
73%, 74%, 715%, 16%, 17%, 18%, 19%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o de al menos 99% aproximadamente.

En formas de realizacién alternativas, la proteasa homologa tiene una secuencia de aminodcidos que tiene un grado
de identidad con SEC ID n.° 2 de al menos 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58% o al menos 59%.

En otra forma de realizacidn particular, la proteasa progenitora, y/o la variante de proteasa, comprende una secuen-
cia de aminodcidos madura que difiere de no més de setenta y cinco, setenta y cuatro, setenta y tres, setenta y dos,
setenta y uno, setenta, sesenta y nueve, sesenta y ocho, sesenta y siete, sesenta y seis, sesenta y cinco, sesenta y cuatro,
sesenta y tres, sesenta y dos, sesenta y uno, sesenta, cincuenta y nueve, cincuenta y ocho, cincuenta y siete, cincuenta
y seis, cincuenta y cinco, cincuenta y cuatro, cincuenta y tres, cincuenta y dos, cincuenta y uno, cincuenta, cuarenta y
nueve, cuarenta y ocho, cuarenta y siete, cuarenta y seis, cuarenta y cinco, cuarenta y cuatro, cuarenta y tres, cuarenta
y dos, cuarenta y uno, cuarenta, treinta y nueve, treinta y ocho, treinta y siete, treinta y seis, treinta y cinco, treinta
y cuatro, treinta y tres, treinta y dos, treinta y uno, treinta, veintinueve, veintiocho, veintisiete, veintiséis, veinticinco,
veinticuatro, veintitrés, veintidds, veintiuno, diecinueve, dieciocho, diecisiete, dieciséis, quince, catorce, trece, doce,
once, diez, nueve, ocho, siete, seis, cinco, cuatro, tres, de no mas de dos aminodcidos, o s6lo por un aminodacido de la
secuencia de aminodcidos especifica, por ejemplo, los aminoacidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2.

En otra forma de realizacion particular, la proteasa progenitora, y/o la variante de proteasa, comprende una se-
cuencia de aminodcidos madura que difiere de al menos setenta y cinco, setenta y cuatro, setenta y tres, setenta y
dos, setenta y uno, setenta, sesenta y nueve, sesenta y ocho, sesenta y siete, sesenta y seis, sesenta y cinco, sesenta y
cuatro, sesenta y tres, sesenta y dos, sesenta y uno, sesenta, cincuenta y nueve, cincuenta y ocho, cincuenta y siete,
cincuenta y seis, cincuenta y cinco, cincuenta y cuatro, cincuenta y tres, cincuenta y dos, cincuenta y uno, cincuenta,
cuarenta y nueve, cuarenta y ocho, cuarenta y siete, cuarenta y seis, cuarenta y cinco, cuarenta y cuatro, cuarenta y
tres, cuarenta y dos, cuarenta y uno, cuarenta, treinta y nueve, treinta y ocho, treinta y siete, treinta y seis, treinta y
cinco, treinta y cuatro, treinta y tres, treinta y dos, treinta y uno, treinta, veintinueve, veintiocho, veintisiete, veintiséis,
veinticinco, veinticuatro, veintitrés, veintidds, veintiuno, diecinueve, dieciocho, diecisiete, dieciséis, quince, catorce,
trece, doce, once, diez, nueve, ocho, siete, seis, cinco, cuatro, tres, por al menos dos aminoécidos, o por un aminoacido
de la secuencia de aminodcidos especifica, por ejemplo, los aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2.

Hibridacion de dcido nucleicos

En la alternativa, las proteasas homdlogas progenitoras, al igual que las proteasas variantes, pueden definirse co-
mo codificadas por una secuencia de dcidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia muy baja,
preferiblemente, condiciones de astringencia baja, mas preferiblement,e condiciones de astringencia media, mas pre-
feriblemente, condiciones de astringencia media-alta, incluso mds preferiblemente, condiciones de astringencia alta, y
de forma maés preferible, condiciones de astringencia muy alta con los nucleétidos 900 1466, o 900-1463, de SEC ID
n.° 1 o una subsecuencia o una cadena complementaria de la misma (J. Sambrook, E.F. Fritsch y T. Maniatus, 1989,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2* Edicién, Cold Spring Harbor, New York). Una subsecuencia puede ser
de al menos 100 nucleétidos, o al menos 200, 300, 400, o al menos 500 nucledtidos. Por otra parte, la subsecuencia
puede codificar un fragmento de polipéptido que tiene la actividad enzimdtica pertinente.

Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, se definen condiciones de astringencia muy baja
a muy alta como prehibridacién e hibridacién a 42°C en 5X SSPE, SDS al 0,3%, 200 pg/ml de ADN de esperma
de salmoén desnaturalizado y cortado y bien formamida al 25% para astringencias muy bajas y bajas, formamida al
35% para astringencias medias y media-altas, o formamida al 50% para astringencias altas o muy altas, siguiendo
procedimientos de transferencia de Southern estandares.
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Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material portador es finalmente lavado tres veces
durante 15 minutos cada vez usando 2 x SSC, SDS al 0,2% preferiblemente al menos a 45°C (astringencia muy
baja), mds preferiblemente al menos a 50°C (astringencia baja), mds preferiblemente al menos a 55°C (astringencia
media), mas preferiblemente al menos a 60°C (astringencia medio alta), incluso mds preferiblemente al menos a 65°C
(astringencia alta) y de la forma mads preferible, al menos a 70°C (astringencia muy alta).

Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, las
condiciones de astringencia se definen como prehibridacién, hibridacion y lavado post-hibridacién a 5°C a 10°C por
debajo de la T,, calculada usando el cdlculo segtiin Bolton y McCarthy (1962, Proceedings of the National Academy
of Sciences USA 48:1390) en 0,9 M NaCl, 0,09 M Tris-HCI pH 7,6, 6 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1X solucién de
Denhardt, 1 mM pirofosfato de sodio, 1 mM fosfato monobdsico de sodio, 0,1 mM ATP y 0,2 mg de ARN de levadura
por ml siguiendo procedimientos de transferencia de Southern estandar.

Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucledtidos a aproximadamente 70 nucleé6tidos de longitud, el
material de portador se lava una vez en 6X SCC mds SDS al 0,1% durante 15 minutos y dos veces cada una durante
15 minutos usando 6X SSC a 5°C a 10°C por debajo de la T,, calculada.

Numeracion de posicion

En el presente contexto, la base para numerar las posiciones es aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2, proteasa
10, partiendo con Al y finalizando con T188, véase la figura 1. Una proteasa progenitora, al igual que una proteasa
variante, puede comprender extensiones en comparacién con SEC ID n.° 2, es decir, en el N-terminal, y/o las extre-
midades de C-terminales de las mismas. Los aminoacidos de tales extensiones, si los hay, se deben numerar como es
usual en la técnica, es decir, para una extension C-terminal: 189, 190, 191 etcétera, y para una extensiéon N-terminal
-1; -2; -3, etcétera.

Alteraciones, tales como sustituciones, deleciones, inserciones

En el presente contexto, los siguientes son ejemplos de varias maneras en las que una variante de proteasa puede ser
disefiada o derivada de una secuencia de aminodcidos progenitora: un aminodcido se pueden sustituir por otro aminoé-
cido; un aminoécido pueden ser delecionado; un aminodcido puede ser insertado; al igual que cualquier combinacién
de cualquier niimero de tales alteraciones.

Para los objetivos presentes, el término sustitucién tiene por objeto incluir cualquier nimero de cualquier tipo

de tales alteraciones. Esta es una definicién razonable, porque, por ejemplo, una delecién se puede considerar una
sustitucion de un aminodcido, AA, en una posicién determinada, nn, con nada, (). Tal sustitucién puede ser designada:
AAnn(). Asimismo, una insercién de s6lo un aminodcido, BB, debajo de un aminodcido, AA, en una posicién, nn,
puede ser designada: ()nnaBB. Y si dos aminoacidos, BB y CC, son insertados abajo del aminodcido AA en la posicién
nn, esta sustituciéon (combinacidn de dos sustituciones) puede ser designada: ()nnaBB+()nnbCC. Los espacios creados
de este modo entre los aminodcidos nn y nn+1 en la secuencia madre tienen letra mindscula o de subindice asignadas
a, b, c etc. al nimero de posicidn anterior, en este caso, nn. Se sigue un procedimiento de numeracion similar cuando
se alinea una nueva secuencia a la alineacién miiltiple de la figura 1, en caso de que se cree un espacio por la alineacién
entre los amino4cidos nn y nn+1: se asigna un nimero a cada posicion del espacio: nna, nnb etc. Una coma (,) entre
sustituyentes, como, por ejemplo, en la sustitucién T129E, D,Y,Q significa “bien, 0”, es decir que T129 se sustituye
conE, 0D, 0Y, 0Q. Un signo de més (+) entre las sustituciones, por ejemplo 129D+135P significa “y”, es decir, que
estas dos tnicas sustituciones se combinan en una y la misma variante de proteasa.

En el presente contexto, el término “una sustitucién” significa al menos una sustitucion. Al menos una significa
uno o mds, por ejemplo uno, o dos, o tres, o cuatro, o cinco, o seis, o siete, u ocho, o nueve, o diez, o doce, o catorce,
o quince, o dieciséis, o dieciocho, o veinte, o veintidds o veinticuatro, o veinticinco, o veintiocho, o treinta, etcétera,
para incluir, en principio, cualquier nimero de sustituciones. Las variantes de la invencién, no obstante, todavia deben
ser, por ejemplo, al menos 60% idénticas a SEC ID n.° 2. Este porcentaje se determina por el programa mencionado
arriba. Las sustituciones se pueden aplicar a cualquier posicién comprendida por cualquier regién mencionada en la
reivindicacion 1, y también estdn incluidas las variantes que comprenden combinaciones de cualquier nimero y tipo
de tales sustituciones. El término sustitucién, segiin se utiliza en este caso, también incluye deleciones, al igual que
extensiones, o inserciones, que pueden contribuir a la longitud de la secuencia correspondiente los aminodcidos 1 a
188 de SEC ID n.° 2.

Ademads, el término “una sustitucién” incluye una sustitucién en cualquiera de los otros diecinueve aminodcidos
naturales, o en otros aminodcidos, tales como aminoécidos no naturales. Por ejemplo, una sustitucién del aminodcido
T en la posicion 22 incluye cada una de las siguientes sustituciones: 22A, 22C, 22D, 22E, 22F, 22G, 22H, 221, 22K,
221, 22M, 22N, 22P, 22Q, 22R, 2285, 22V, 22W y 22Y. Esto es, a propésito, equivalente a la designacién 22X, donde X
designa cualquier aminoécido. Estas sustituciones también pueden ser designadas T22A, T22C, T22X, etc. Lo mismo
se aplica por analogia a todas y cada una de las posiciones mencionadas en la presente, para incluir especificamente,
en este caso, cualquiera de tales sustituciones.
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Nimeros de identificacion de posicion correspondientes

Para cada residuo de aminodcido en cada proteasa progenitora o variante de la invencion, y/o para el uso segin
la invencidn, es posible asignar directamente y sin ambigiiedad un residuo de aminodcido en la secuencia de los
aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2 ala cual corresponde. Se asigna el mismo nimero a los residuos correspondientes,
por referencia a la secuencia de la proteasa 10.

Como aparece segtin la numeracion de la figura 1, conjuntamente con la numeracién del listado de secuencias, para
cada residuo de aminodcido de cada una de la proteasas proteasa 10, proteasa 18, proteasa 11, proteasa 35, proteasa 08
y proteasa 22, el residuo de aminoécido correspondiente en SEC ID n.° 2 tiene el mismo nimero. Este nimero puede
derivarse facilmente de la figura 1. Al menos en el caso de estas seis proteasas, el nimero es el mismo que el nimero
asignado a este residuo de aminodacido en el listado de secuencias para la parte madura de la proteasa respectiva.

Para una posicién dada en otra proteasa - sea ésta una proteasa progenitora o una variante - siempre puede encon-
trarse una posicién correspondiente de SEC ID n.° 2, de la siguiente manera:

La secuencia de aminodcidos de otra proteasa progenitora, o, a su vez, de una secuencia de aminoécidos de proteasa
variante, es designada SEQ-X. Una posicién correspondiente a la posiciéon N de SEC ID n.° 2 se encuentra de la
siguiente manera: la secuencia de aminoécidos de proteasa variante o progenitora SEQ-X se alinea con SEC ID n.°
2 como se especificd mds arriba en la seccion titulada Homologia de los aminodcidos. De la alineacién, la posicién
en la secuencia SEQ-X correspondiente a la posicion N de SEC ID n.° 2 puede ser derivada de manera clara y sin
ambigiiedad, usando los principios descritos a continuacién.

La SEQ-X es la parte madura de la proteasa en cuestion. En la alternativa, también puede incluir una parte de
péptido sefial, y/o una parte de propéptido, o puede ser un fragmento de la proteasa madura que tiene actividad de
la proteasa, por ejemplo, un fragmento de la misma longitud que SEC ID n.° 2, y/o puede ser el fragmento que se
extiende desde A1 a T188 cuando esta alineado con SEC ID n.° 2 como se describe en este caso.

Region y posicion

En el presente contexto, el término regién significa al menos una posicién de una secuencia de aminodcidos de
proteasa progenitora. El término posicion designa un residuo de aminodcido de tal secuencia de aminodcidos. En una
forma de realizacidn, regién significa una o mds posiciones sucesivas de la secuencia de aminodcidos de proteasa
progenitora, por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, etc., hasta cualquier nimero de posiciones
consecutivas de la secuencia. Por consiguiente, una regién puede consistir en una posicién solamente, o puede consistir
en cualquier nimero de posiciones consecutivas, tales como, por ejemplo, la posicién n.° 62y 63 o la posicién n.°. 111,
112, 113 y 114. Para los objetivos presentes, estas dos regiones son designadas 62-63, y 111-114, respectivamente.
Los limites de estas regiones o gamas estan incluidos en la region.

Una regién comprende especificamente todas y cada una de las posiciones que abarca. Por ejemplo, la regién 111-
114 especificamente comprende todas y cada una de las posiciones 111, 112, 113 y 114. Lo mismo se aplica por
analogia a las otras regiones mencionadas en este caso.

Termoestabilidad

Para los objetivos presentes, el término termoestable segun se aplica en el contexto de un polipéptido determinado,
se refiere a la temperatura de fusién, Tm, de tal polipéptido, segin se determina usando calorimetria por andlisis
diferencial (DSC por sus siglas en inglés) en 10 mM fosfato sédico, 50 mM cloruro sédico, pH 7, 0, usando una tasa
de barrido constante de 1,5°C/min.

Las siguientes Tm fueron determinadas bajo las condiciones anteriores: 76,5°C (proteasa 10), 83,0°C (proteasa 18),
78,3°C (proteasa 08), 76,6°C (proteasa 35), 73,7°C (proteasa 11) y 83,5°C (proteasa 22).

Para un polipéptido termoestable, la Tm es al menos 83,1°C. En formas de realizacién particulares, la Tm es al
menos 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o al menos 100°C.

En la alternativa, el término termoestable se refiere a una temperatura de fusiéon de al menos 73,8, o al menos
76,7°C, o al menos 78,4°C, preferiblemente al menos 74, 75, 76, 77, 78,79, 80, 81, 82 o al menos 83°C, alin como se
determina usando calorimetria por andlisis diferencial con un pH de 7,0.

Para la determinacién de la Tm, puede usarse una muestra del polipéptido con una pureza de al menos 90% (o
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 0 98%) como se determina por SDS-PAGE. Aun mads, la muestra enzimética puede tener
una concentracién de entre 0,5 y 2,5 mg/ml de proteina (o entre 0,6 y 2,4, o entre 0,7 y 2,2, o entre 0,8 y 2,0 mg/ml
de proteina), como se determina a partir de la absorbencia a 280 nm y sobre la base de un coeficiente de extincién
calculado a partir de la secuencia de aminodcidos de la enzima en cuestion.

La calorimetria por anélisis diferencial se desarrolla al pH deseado (p. ej. pH 5,5; 7,0; 3,0 0 2,5) y con un indice
de calentamiento constante, por ejemplo de 1; 1,5; 2,3, 4,5, 6,7, 8,9 o 10°C/min.
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En una forma de realizacion particular, la variante de proteasa de la invencion es termoestable, preferiblemente
mads termoestable que la proteasa progenitora. En este contexto, las proteasas progenitoras preferidas son la proteasa
18, o la proteasa 10.

En otra forma de realizacién particular, un sobrenadante del cultivo de la variante de proteasa de la invencidn,
apropiadamente diluido, muestra una actividad residual tras la incubacién durante cuatro horas a 65°C en un tampdn
de 0,2M Na,HPQ,, titulado con 0,1 M 4cido citrico a i) pH 6,0, o ii) pH 4,0, de al menos 20%, en relacién con un
control (congelado) no incubado. La actividad se mide usando el ensayo de Protazyme AK a pH 8, 5 y 37°C, como se
describe en el ejemplo 2. En otras formas de realizacion particulares, la actividad residual es al menos 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, o al menos 77%.

Perfil de actividad de la temperatura

En una forma de realizacién particular, la variante de proteasa de la invenciéon muestra un perfil de actividad de la
temperatura enmendada en comparacidn con, por ejemplo, la proteasa 10 (o la proteasa 18, la proteasa 11, la proteasa
35 o la proteasa 08). Por ejemplo, la variante de proteasa de la invencién puede mostrar una actividad relativa con pH
9y 80°C de al menos 0,40, preferiblemente al menos 0,45; 0,50, 0,55; 0,60; 0,65; 0,70; 0,75; 0,80; 0,85; 0,90, o al
menos 0,95. El término “relativa” se refiere a la actividad maxima medida para la proteasa en cuestion. Para la proteasa
22, la actividad es relativa a la actividad a 80°C que se fija en 1,000 (100%), y para la proteasa 10, la actividad a 70°C
se fija en 1,000 (100%); véase el ejemplo 3. Como otro ejemplo, la variante de la proteasa de la invencién muestra una
actividad relativa con pH 9 y 90°C de al menos 0,10, preferiblemente al menos 0,15, 0,20; 0,25; 0,30 o de al menos
0,35. En una forma de realizacién particular, la actividad de la proteasa se mide usando el ensayo de Protazyme AK
del ejemplo 1.

Variantes poco alergénicas

En una forma de realizacidn especifica, las variantes de proteasa de la presente invencién son (también) variantes
poco alergénicas, disefiadas para invocar una respuesta inmunolégica reducida al ser expuestas a animales, incluido el
hombre. El término respuesta inmunolégica debe ser entendido como cualquier reaccion por el sistema inmunolégico
de un animal expuesto a la variante de proteasa. Un tipo de respuesta inmunoldgica es una respuesta alérgica que
conduce a niveles aumentados de IgE en el animal expuesto. Las variantes poco alergénicas pueden ser preparadas
usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la variante de proteasa se puede conjugar con partes de protec-
cion de fracciones de polimero o epitopos de la variante de proteasa implicados en una respuesta inmunoldgica. La
conjugacién con polimeros pueden implicar acoplamiento quimico in vitro de polimero a la variante de proteasa, por
ejemplo, como se describe en WO 96/17929, WO 98/30682, WO 98/35026 y/o WO 99/00489. La conjugacién ade-
mads o alternativamente puede implicar acoplamiento in vivo de polimeros a la variante de proteasa. Tal conjugacién
puede lograrse por creacién genética de la secuencia de nucledtidos que codifica la variante de la proteasa, insertando
secuencias de consenso que codifican sitios de glicosilacién adicional en la variante de proteasa y expresando la va-
riante de proteasa en un huésped capaz de glicosilar la variante de proteasa; véase, por ejemplo, WO 00/26354. Otro
modo de conseguir variantes poco alergénicas es creando genéticamente la secuencia de nucledtidos que codifica la
variante de proteasa para causar que las variantes de proteasa se auto-oligomericen, ocasionando que los mondmeros
de la variante de proteasa puedan proteger los epitopos de otros mondémeros de la variante de proteasa y asi reducir la
antigenicidad de los oligémeros. Tales productos y su preparacion se describen, por ejemplo, en WO 96/16177. Los
epitopos implicados en una respuesta inmunolégica pueden identificarse por varios métodos, tales como el método de
exposicién en fago descrito en WO 00/26230 y WO 01/83559, o el enfoque aleatorio descrito en EP 561907. Una vez
que un epitopo ha sido identificado, su secuencia de aminodcidos se puede alterar para producir propiedades alteradas
inmunoldgicas de la variante de proteasa por técnicas de manipulacién génica conocidas tales como mutagénesis diri-
gida (véase, por ejemplo WO 00/26230, WO 00/26354 y/o WO 00/22103) y/o puede realizarse la conjugacién de un
polimero en proximidad suficiente al epitopo para que el polimero proteja al epitopo.

Constructos y secuencias de dcidos nucleicos

La presente invencién también se refiere a secuencias de dcidos nucleicos que comprenden una secuencia de dcidos
nucleicos que codifica una variante de proteasa de la invencion.

El término “secuencia de dcidos nucleicos aislada” se refiere a una secuencia de dcidos nucleicos que es esencial-
mente libre de otra secuencia de dcidos nucleicos, por ejemplo, al menos aproximadamente 20% pura, preferiblemente
al menos aproximadamente 40% pura, mds preferiblemente al menos aproximadamente 60%, pura, incluso mas pre-
feriblemente al menos aproximadamente 80% pura, y de forma mds preferible, al menos aproximadamente 90% pura
como se determina por electroforesis de agarosa. Por ejemplo, una secuencia de 4cidos nucleicos aislada se puede ob-
tener por procedimientos de clonacién estdndares usados en ingenierfa genética para recolocar la secuencia de dcidos
nucleicos de su ubicacién natural a un sitio diferente donde serd reproducida. Los procedimientos de clonacién pue-
den implicar escision y aislamiento de un fragmento de acido nucleico deseado que comprende la secuencia de dcidos
nucleicos que codifica el polipéptido, insercién del fragmento en una molécula de vector, e incorporacién del vector
recombinante en una célula huésped donde se replicardn copias multiples o clones de la secuencia de dcidos nucleicos.
La secuencia de acidos nucleicos puede ser de origen de ADN genémico, ADNc, ARN, semisintético, sintético, o
cualquier combinacién de los mismos.
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Las secuencias de 4cidos nucleicos de la invencién se pueden preparar por introduccion de al menos una mutacién
en la secuencia codificante de proteasa progenitora o una subsecuencia de la misma, donde la secuencia de dcidos
nucleicos mutante codifica una proteasa variante. La introduccién de una mutacién en la secuencia de dcidos nucleicos
para intercambiar un nucledtido por otro nucleétido se puede realizar por mutagénesis dirigida usando cualquiera de los
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, por mutagénesis dirigida, por mutagénesis aleatoria, o por mutagénesis
aleatoria localizada, adicionada o dopada.

La mutagénesis aleatoria es adecuadamente realizada bien como mutagénesis aleatoria especifica de la regién o
localizada en al menos tres partes del gen que se traducen en la secuencia de aminodcidos mostradas en cuestion, o en
el gen entero. Cuando la mutagénesis se realiza por el uso de un oligonucleétido, el oligonucleétido puede ser dopado
o adicionado con los tres nucledtidos no progenitores durante la sintesis del oligonucledtido en las posiciones que
se van a cambiar. El dopaje o el adicionado se puede realizar de modo que se eviten los codones para aminodcidos
indeseados. El oligonucleétido adicionado o dopado se puede incorporar en el ADN que codifica la enzima de proteasa
por cualquier técnica, usando, por ejemplo, PCR, LCR o cualquier ADN polimerasa y ligasa segiin se considere
apropiado.

Preferiblemente, el dopaje se realiza usando “dopaje aleatorio constante”, en el cual se define previamente el
porcentaje de mutacidn y el tipo salvaje en cada posicién. Ademas, el dopaje puede ser dirigido hacia una preferencia
para la introduccién de nucleétidos determinados, y asi una preferencia para la introduccién de uno o més residuos de
aminodcidos especificos. El dopaje puede realizarse, por ejemplo, para permitir la introduccién de 90% de tipo salvaje
y 10% de mutaciones en cada posicién. Una consideracion adicional en la eleccién de un esquema de dopaje se basa
en limitaciones estructurales de proteinas y genéticas.

La mutagénesis aleatoria puede ser localizada ventajosamente en una parte de la proteasa progenitora en cuestion.
Esto puede ser ventajoso, por ejemplo, cuando las regiones determinadas de la enzima han sido identificadas para ser
de importancia particular para una propiedad determinada de la enzima.

Los métodos alternativos para conseguir variantes de la invencién incluyen transposicion de genes, por ejemplo,
como se describe en WO 95/22625 o en WO 96/00343, y el proceso de derivacion de consenso como se describe en
EP 897985 (véase la seccién “Proteasa progenitora” para mds detalles).

En formas de realizacién particulares, la secuencia de 4cidos nucleicos de la invencién no es idéntica a: (i) los
nucledtidos 900 1466, o 900-1463, de SEC ID n.° 1, los nucleétidos 499-1062 de SEC ID n.° 3, los nucleétidos 496-
1059 de SEC ID n.° 5, los nucleédtidos 496-1059 de SEC ID n.° 7, y los nucleétidos 502-1065 de SEC ID n.° 9; (ii)
los nucledtidos 900-1466 de SEC ID n.° 1; (iii) los nucledtidos 900-1463 de SEC ID n.° 1; (iv) los nucledtidos 900-
1463 de SEC ID n.° 1 como se describen en DK 1996 00013; (v) los nucleétidos 499-1062 de SEC ID n.° 3 (vi) los
nucledtidos 496-1059 de SEC ID n.° 5; (vii) los nucleétidos 496-1059 de la SEC ID n.° 7; (viii) los nucledtidos 502-
1065 de SEC ID n.° 9; (xi) la secuencia de acidos nucleicos que codifica la parte de péptido maduro de la proteasa
derivada de Nocardiopsis dassonvillei NRRL 18133; (x) la secuencia de dcidos nucleicos que tiene SEC ID n.° 1 como
se describe en JP 2003284571-A; (xi) la secuencia de acidos nucleicos GENESEQN n.° ADF43563; (xii) la secuencia
de 4cidos nucleicos descrita en la solicitud de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 1, en particular, la parte
de codificacion de péptido maduro de la misma; (xiii) la secuencia de acido nucleico descrita en la solicitud de patente
DK n.° 2004 00969 como SEC ID n°: 3, en particular, la parte de codificacién de péptido maduro de la misma; (xiv) la
secuencia de 4cido nucleico descrita en la solicitud de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n°: 5, en particular,
la parte de codificacién de péptido maduro de la misma; (xv) la secuencia de dcido nucleico descrita en la solicitud de
patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 7, en particular, la parte de codificacién de péptido maduro de la misma;
(xvi) la secuencia de dcidos nucleicos descrita en la solicitud de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n.° 9, en
particular, la parte de codificacién de péptido maduro de la misma; (xvii) la secuencia de dcido nucleico descrita en la
solicitud de patente DK n.° 2004 00969 como SEC ID n°: 11, en particular, la parte de codificacién de péptido maduro
de la misma; y/o (xviii) secuencias de dcidos nucleicos que codifican cualquier proteasa de la técnica anterior de al
menos 60% de identidad con los aminoécidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2.

Constructos de dcidos nucleicos

Un constructo de dcidos nucleicos comprende una secuencia de acidos nucleicos de la presente invencién operati-
vamente vinculado a una o mds secuencias de control que dirigen la expresion de la secuencia codificante en una célula
huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las secuencias de control. Se entenderd que la expresion inclu-
ye cualquier paso relacionado con la produccién del polipéptido incluidos, entre otros, transcripcion, modificacién
postranscripcional, traduccién, modificacién postraduccional y secrecion.

Vector de expresion
Una secuencia de dcidos nucleicos que codifica una variante de proteasa de la invencion puede ser expresada usando
un vector de expresion que incluye tipicamente secuencias de control que codifican un promotor, operador, sitio de

union al ribosoma, sefial de iniciacion de traduccidn, y, opcionalmente, un gen represor o varios genes activadores.

El vector de expresion recombinante que lleva la secuencia de ADN que codifica una variante de proteasa de la
invencién puede ser cualquier vector que pueda convenientemente ser sometido a procedimientos de ADN recombi-
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nante, y la eleccién del vector dependerd frecuentemente de la célula huésped en la cual serd introducido. El vector
puede ser uno que, al ser introducido en una célula huésped, se integre en el genoma de la célula huésped y se replique
con el/los cromosoma/s en que ha sido integrado.

La variante de proteasa también puede ser coexpresada junto con al menos otra enzima de interés de pienso para
animales, tal como una alfa-amilasa, una fitasa, una galactanasa, una xilanasa, una endoglucanasa, una endo-1,3(4)-
beta- glucanasa, una alfa-galactosidasa y/o una proteasa. Las enzimas se pueden coexpresar a partir de distintos vecto-
res, de un vector o usando una mezcla de ambas técnicas. Cuando se usan vectores diferentes, los vectores pueden tener
marcadores seleccionables diferentes, y origenes de replicacion diferentes. Cuando se usa s6lo un vector, los genes se
pueden expresar a partir de uno o mas promotores. Si se clona bajo la regulacién de un promotor (di o multicistrénico),
el orden en el cual se clonan los genes puede afectar los niveles de expresion de las proteinas. La variante de proteasa
también puede ser expresada como una proteina de fusidn, es decir, que el gen que codifica la variante de proteasa ha
sido fusionada en marco al gen que codifica otra proteina. Esta proteina puede ser otra enzima o un dominio funcional
de otra enzima.

Células huéspedes

La presente invencion también se refiere a células huéspedes recombinantes, que comprenden una secuencia de
dcidos nucleicos de la invencion, lo cual se usa ventajosamente en la produccién recombinante de los polipéptidos. Un
vector que comprende una secuencia de dcidos nucleicos de la presente invencion se introduce en una célula huésped
de modo que el vector se mantiene como un integrante cromosémico 0 como un vector extracromosémico que se
autoduplica. El término “célula huésped” comprende cualquier progenie de una célula madre que no es idéntica a la
célula madre debido a mutaciones que ocurren durante la replicacion. La eleccién de una célula huésped en gran parte
depende del gen que codifica el polipéptido y su fuente.

La célula huésped puede ser un microorganismo unicelular, por ejemplo, una procariota, 0 un microorganismo no
unicelular, por ejemplo, una célula eucariota, tal como una célula de animal, mamifero, insecto, planta o flingica. Las
células de animal preferidas son células de animal no humano.

En una forma de realizacién preferida, la célula huésped es una célula fiingica, o una célula de levadura, tal co-
mo una cdlula de Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia.
La célula huésped flingica puede ser una célula fingica filamentosa, tal como una célula de una especie de Acremo-
nium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor, Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Thielavia, Tolypocladium
o Trichoderma, entre otras. Son células unicelulares utiles las células bacterianas tales como bacterias gram posi-
tivas incluidas, entre otras, una célula de Bacillus, por ejemplo, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus li-
cheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis, o una célula
de Streptomyces, tal como Streptomyces lividans o Streptomyces murinus, o una célula de Nocardiopsis, o células de
bacterias de dcido latico; o bacterias gram negativas tales como E. coli y Pseudomonas sp. Las bacterias del dcido l4ti-
co incluyen, entre otras, especies de los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus
y Enterococcus.

Meétodos de produccion

La presente invencién también se refiere a métodos para producir una variante de proteasa de la presente invencién
que comprenden (a) cultivo de una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccién de la variante de
proteasa; y (b) recuperacion de la variante de proteasa.

En los métodos de produccién de la presente invencion, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado
para la produccién del polipéptido usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar
por cultivo en matraz de agitacion, fermentacién a gran escala o pequefia escala (incluyendo fermentaciones por lote
alimentado, discontinua, continua o en estado sélido) en fermentadores de laboratorio o industriales realizadas en un
medio adecuado y bajo condiciones que permitan al polipéptido ser expresado y/o aislado. El cultivo se desarrolla en un
medio nutritivo adecuado que comprende fuentes de nitrégeno y carbono y sales inorgdnicas, usando procedimientos
conocidos en la técnica. Se encuentran disponibles medios adecuados de proveedores comerciales o se pueden preparar
seglin composiciones publicadas (p. €j., en catdlogos de la American Type Culture Collection). Si la proteasa se segrega
en el medio nutritivo, puede recuperarse directamente del medio. Si no es segregada, puede recuperarse de lisatos
celulares.

La proteasa resultante se puede recuperar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede ser recuperar-
se del medio nutritivo por procedimientos convencionales incluidos, entre otros, centrifugado, filtracién, extraccion,
secado por pulverizacién, evaporacién o precipitacion.

Las proteasas de la presente invencion pueden purificarse mediante una variedad de procedimientos conocidos en
la técnica incluidos, entre otros, cromatografia (p. €j., de intercambio i6nico, de afinidad, hidrofébica, de cromatoen-
foque y de exclusién de tamafio), procedimientos electroforéticos (p. €j., isoelectroenfoque preparatorio), solubilidad
diferencial (p. €j., precipitacion de sulfato aménico), SDS-PAGE o extraccion (véase, por ejemplo, Protein Purification,
J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989).
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Plantas

La presente invencién también se refiere a una planta transgénica, parte de planta, o célula vegetal que ha sido
transformada con una secuencia de 4cidos nucleicos que codifica un polipéptido que tiene actividad de la proteasa de
la presente invencion para expresar y producir el polipéptido en cantidades recuperables. El polipéptido puede recupe-
rarse de la planta o parte de planta. De manera alternativa, la planta o parte de planta con el polipéptido recombinante
se puede utilizar como tal para mejorar calidad de un alimento o pienso, por ejemplo, mejorando el valor nutritivo, la
apetencia y las propiedades reoldgicas, o para destruir un factor antinutritivo.

En una forma de realizacién particular, el polipéptido es dirigido a las vacuolas de almacenamiento de endospermo
en semillas. Este se puede obtener sintetizdindolo como un precursor con un péptido sefial adecuado; véase Horvath et
al en PNAS, 15 de feb. de 2000, vol. 97, n.° 4, pag. 1914-1919.

La planta transgénica puede ser dicotiledénea o monocotiledénea o variantes de las mismas creadas genéticamen-
te. Ejemplos de plantas monocotiledéneas son hierbas, tales como poa de prados (poa pratense, Poa), hierba forrajera
tal como Festuca, Lolium, césped templado, tal como Agrostis, y cereales, por ejemplo, trigo, avena, centeno, ceba-
da, arroz, sorgo, triticale (hibrido estabilizado de trigo (Triticum) y centeno (Secale) y mazorca (maiz). Ejemplos de
plantas dicotiledéneas son tabaco, leguminosas, tales como girasol (helianto), algodén (Gossipium), altramuces, pa-
tata, remolacha azucarera, guisante, moldura y semilla de soja y plantas de crucifero (familia Brassicaceae), tal como
coliflor, semilla de colza y el organismo modelo estrechamente relacionado, la Arabidopsis thaliana. Las plantas de
bajo fitato segtn se describe, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 5.689.054 y la patente estadounidense n.°
6.111.168, son ejemplos de plantas creadas genéticemnte.

Ejemplos de plantas de dicotiledéneas son tabaco, leguminosas, tales como altramuces, patata, remolacha azuca-
rera, guisante, moldura y semilla de soja, y plantas cruciferas (familia Brassicaceae), tales como coliflor, semilla de
colza y el organismo modelo estrechamente relacionado, la Arabidopsis thaliana. Las plantas de bajo fitato segtin
se describe, por ejemplo, en la patente estadounidense n.® 5.689.054 y la patente estadounidense n.° 6.111.168, son
ejemplos de plantas creadas genéticemnte. Ejemplos de partes de planta son tallo, callo, hojas, raiz, frutas, semilla y tu-
bérculos, al igual que los tejidos individuales que compren estas partes, por ejemplo epidermis, mesoéfilo, parénquima,
tejidos vasculares, meristemas. Los compartimentos de célula vegetal especificos, tales como cloroplasto, apoplasto,
mitocondria, vacuola, peroxisomas y citoplasma también se consideran parte de la planta. Ademads, cualquier célula
vegetal, cualquiera que sea el origen del tejido, se considera una parte de la planta. Asimismo, las partes de la planta
tales como tejidos especificos y células aisladas para facilitar la utilizacién de la invencidn también se consideran
partes de la planta, por ejemplo, embriones, endospermas, aleurona y revestimientos de semilla.

También se incluye dentro del campo de la presente invencion la progenie de tales plantas, partes de la planta y
células vegetales.

La planta transgénica o célula vegetal que expresa un polipéptido de la presente invencién se puede construir
conforme a métodos conocidos en la técnica. En resumen, la planta o célula vegetal se construye incorporando uno o
mads constructos de expresion que codifican un polipéptido de la presente invencidn en el genoma huésped de la planta
y propagando la planta o célula vegetal modificada resultante en una planta o célula vegetal transgénica.

Convenientemente, el constructo de expresion es un constructo de dcidos nucleicos que comprende una secuencia
de 4cidos nucleicos que codifica un polipéptido de la presente invencion operativamente enlazado con secuencias
reguladoras apropiadas requeridas para la expresion de la secuencia de dcidos nucleicos en la planta o parte de la planta
de eleccion. Ademds, el constructo de expresion puede comprender un marcador seleccionable ttil para identificar
células huéspedes en la cuales se ha integrado el constructo de expresion y las secuencias de ADN necesarias para la
introduccién del constructo en la planta en cuestion (esto tltimo depende del método de introduccién de ADN que se
debe utilizar).

La eleccion de secuencias reguladoras, tales como secuencias promotoras y terminadoras y opcionalmente secuen-
cias de transito o sefial se determina, por ejemplo, basdndose en cuando, dénde y cémo desea expresarse el polipéptido.
Por ejemplo, la expresion del gen que codifica un polipéptido de la presente invencidn puede ser constitutiva o induci-
ble, o puede ser desarrollable, especifica de fase o tejido, y el producto genético puede ser dirigido a un tejido o parte
de planta especifica tal como semillas u hojas. Las secuencias reguladoras son descritas, por ejemplo, por Tague et al.,
1988, Plant Physiology 86: 506.

Para la expresion constitutiva, pueden utilizarse los siguientes promotores: el promotor 35S-CaMV (Franck et al.,
1980, Cell 21: 285-294), la ubiquitina de maiz 1 (Christensen AH, Sharrock RA and Quail 1992. Maize polyubiquitin
genes: structure, thermal perturbation of expression and transcript splicing, and promoter activity following transfer
to protoplasts by electroporation), o el promotor de la actina 1 de arroz (Plant Mo. Biol. 18, 675-689.; Zhang W,
McElroy D. and Wu R 1991, Analysis of rice Actl 5° region activity in transgenic rice plants. Plant Cell 3, 1155-1165).
Promotores especificos de un 6rgano pueden ser, por ejemplo, un promotor de tejidos sumideros de almacenamiento
tales como semillas, tubérculos de patata y frutas (Edwards & Coruzzi, 1990, Ann. Rev. Genet. 24: 275-303), de
tejidos sumidero metabdlicos tales como meristemas (Ito ef al., 1994, Plant Mol. Biol. 24: 863-878), un promotor
especifico de semilla tal como el promotor de glutelina, prolamina, globulina, o albimina del arroz (Wu et al., 1998,
Plant and Cell Physiology 39: 885-889), un promotor de Vicia faba de la legiimina B4 y el gen de proteina de semilla
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desconocido de Vicia faba (Conrad et al., 1998, Journal of Plant Physiology 152: 708-711), un promotor de una
proteina estructural de aceite de semilla (Chen et al., 1998, Plant and Cell Physiology 39: 935-941), el promotor napA
de una proteina de almacenamiento de Brassica napus, u otro promotor cualquiera especifico de semillas conocido
en la técnica, p. €j., como se describe en WO 91/14772. Ademads, el promotor puede ser un promotor especifico de
la hoja, tal como el promotor de rbes de arroz o tomate (Kyozuka et al., 1993, Plant Physiology 102: 991-1000, the
chlorella virus adenine methyltransferase gene promoter (Mitra and Higgins, 1994, Plant Molecular Biology 26: 85-
93), o el promotor aldP del gen del arroz (Kagaya et al., 1995, Molecular and General Genetics 248: 668-674), un
promotor inducible por herida tal como el promotor pin2 de patata (Xu et al., 1993, Plant Molecular Biology 22:
573-588). Asimismo, el promotor puede ser inducible por tratamientos abidticos tales como temperatura, sequia o
alteraciones en la salinidad o inducibles por sustancias aplicadas exdgenamente que activan el promotor, por ejemplo,
etanol, estrogenos, hormonas de planta como etileno, 4cido abscisico, dcido giberélico y/o metales pesados.

Un elemento intensificador del promotor también puede usarse para conseguir una expresion mds alta de la enzima
en la planta. Por ejemplo, el elemento intensificador del promotor puede ser un intrén que se coloca entre el promotor
y la secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de la presente invencién. Por ejemplo, Xu et al., 1993, supra,
revelan el uso del primer intrén del gen de actina 1 de arroz para mejorar la expresion.

Aun mds, el uso de codén se puede optimizar para las especies de planta en cuestion para mejorar la expresion
(véase Horvat ef al mencionado anteriormente).

El gen de marcador seleccionable y cualquier otra parte del constructo de expresion se puede elegir a partir de los
disponibles en la técnica.

El constructo de dcidos nucleicos se incorpora en el genoma de la planta segin técnicas convencionales conocidas
en la técnica, incluidas transformacién mediada por Agrobacterium, transformacién mediada por virus, microinyec-
cién, bombardeo de particulas, transformacion biolistica y electroporacioén (Gasser et al., 1990, Science 244: 1293;
Potrykus, 1990, Bio/Technology 8: 535; Shimamoto et al., 1989, Nature 338: 274).

Actualmente, la transferencia de genes mediada por Agrobacterium tumefaciens es el método de eleccién para ge-
nerar dicotiledéneas transgénicas (para una revision, véase Hooykas and Schilperoort, 1992, Plant Molecular Biology
19: 15-38), y también puede utilizarse para la transfomacién de monocotiledéneas, aunque generalmente se prefieren
otros métodos de transformacién para estas plantas. Actualmente, el método de eleccion para generar monocotiledd-
neas transgénicas, complementando el enfoque del Agrobacterium, es el bombardeo de particulas (oro microscépico
o particulas de tungsteno revestido con ADN transformante) de callos embrionarios o embriones en desarrollo (Ch-
ristou, 1992, Plant Journal 2: 275-281; Shimamoto, 1994, Current Opinion Biotechnology 5: 158-162; Vasil et al.,
1992, Bio/Technology 10: 667-674). Un método alternativo para la transformacién de monocotiledéneas se basa en la
transformacién de protoplasto como describen Omirulleh et al., 1993, Plant Molecular Biology 21: 415-428.

Después de la transformacion, se seleccionan los transformantes que tienen incorporado el constructo de expresion
y se regeneran en plantas enteras segin métodos bien conocidos en la técnica.

La presente invencién también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencién que
comprende (a) cultivar una planta transgénica o una célula vegetal que comprende una secuencia de dcidos nucleicos
que codifica una variante de proteasa de la presente invencion bajo condiciones propicias para la produccién de la
variante de proteasa; y (b) recuperar la variante de proteasa.

Animales como huéspedes de expresion

La presente invencién también se refiere a un animal transgénico no humano y productos o elementos de los
mismos, ejemplos de los cuales son fluidos bioldgicos tales como leche y sangre, 6rganos, carne y células animales.
Las técnicas para expresar proteinas, por ejemplo en células mamiferas, se conocen en la técnica; véase por ejemplo
el manual Protein Expression: A Practical Approach, Higgins and Hames (eds), Oxford University Press (1999) y
los otros tres manuales en esta serie acerca de la transcripcion de genes, la maduracion del ARN vy el tratamiento
postraduccional. En términos generales, para preparar un animal transgénico, las células seleccionadas de un animal
seleccionado se transforman con una secuencia de dcidos nucleicos que codifica una variante de proteasa de la presente
invencidn para expresar y producir la variante de proteasa. La variante de proteasa puede ser recuperada del animal,
por ejemplo, de la leche de animales hembra, o puede expresarse para beneficio del animal mismo, por ejemplo, para
ayudar a la digestion del animal. A continuacién se mencionan ejemplos de animales en la seccion titulada Pienso para
animales y aditivos para pienso.

Para producir un animal transgénico con el propdsito de recuperar la variante de proteasa de la leche del animal,
se puede insertar un gen que codifica la variante de proteasa en los ovarios fertilizados de un animal en cuestién, por
ejemplo, usando un vector de expresion de transgenes que comprende un promotor de proteinas de la leche adecuado y
el gen que codifica la variante de proteasa. El vector de expresion de transgenes se microinyecta en ovarios fertilizados
y, preferiblemente, se integra permanentemente en el cromosoma. Una vez que el ovario comienza a crecer y dividirse,
el embrién potencial se implanta en una madre sustituta y se identifica a los animales que llevan el transgen. El animal
resultante puede después ser multiplicado por reproduccion convencional. La variante de proteasa puede purificarse de
la leche del animal; véase, por ejemplo, Meade, H.M. et al (1999): Expression of recombinant proteins in the milk of
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transgenic animals, Gene expression systems: Using nature for the art of expression. J. M. Fernandez and J. P. Hoeffler
(eds.), Academic Press.

En la alternativa, para producir un animal no humano transgénico que lleva en el genoma de sus células sométi-
cas y/o germinales una secuencia de dcidos nucleicos incluido un constructo de transgen heterélogo que incluye un
transgen que codifica la variante de proteasa, el transgen puede ser operativamente vinculado a una primera secuencia
reguladora para la expresion especifica de la glandula salival de la variante de proteasa, como se describe en WO
2000064247.

Pienso para animales y aditivos para pienso

Para los objetivos presentes, el término animal incluye todos los animales, incluidos los seres humanos. En una
forma de realizacion particular, las variantes de proteasa y las composiciones de la invencién se pueden usar como un
aditivo de pienso para animales no humanos. Ejemplos de animales son no rumiantes y rumiantes, tales como oveja,
cabras, caballos y ganado, por ejemplo, ganado bovino para carne, vacas y terneros jovenes. En una forma de realiza-
cién particular, el animal es un animal no rumiante. Los animales no rumiantes incluyen animales monogdstricos, por
ejemplo, cerdos o puercos (incluidos, entre otros, lechones, cerdos en crecimiento y puercas); aves tales como pavos,
patos y pollo (incluidos, entre otros, pollos para asar, ponedoras); terneros jovenes; y peces (incluidos, entre otros,
salmon, trucha, tilapia, siluro y carpas; y crustdceos (incluidos, entre otros, gambas y cigalas).

El término pienso o composicidon de pienso significa cualquier compuesto, preparacion, mezcla, o composiciéon
destinada o adecuada para la ingestion por parte de un animal. El pienso se puede administrar al animal antes, después,
o simultdneamente con la dieta. Se prefiere la dltima opcién.

La composicién de la invencién, cuando estd destinada a la adicidn al pienso para animales, se puede designar un
aditivo para pienso. Tal aditivo siempre comprende la variante de proteasa en cuestion, preferiblemente, en forma de
liquido estabilizado o composiciones secas. El aditivo puede comprender otros componentes o ingredientes de pienso
para animales. Las denominadas premezclas para pienso para animales son ejemplos particulares de tales aditivos para
pienso. Las premezclas pueden contener la/s enzima/s en cuestién, y en adicién al menos una vitamina y/o al menos
un mineral.

Por consiguiente, en una forma de realizacién particular, ademds de los polipéptidos componentes, la composi-
cién de la invencién puede comprender o contener al menos una vitamina liposoluble y/o al menos una vitamina
hidrosoluble, y/o al menos un oligoelemento. También puede incluirse al menos un macromineral.

Ejemplos de vitaminas liposolubles son vitamina A, vitamina D3, vitamina E, y vitamina K, por ejemplo, vitamina
K3.

Ejemplos de vitaminas hidrosolubles son vitamina B12, biotina y colina, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6,
niacina, dcido félico y pantotenato, por ejemplo, Ca-D-pantotenato.

Ejemplos de oligoelementos son manganeso, zinc, hierro, cobre, yodo, selenio, y cobalto.
Ejemplos de macrominerales son calcio, fésforo y sodio.

Ademads, ingredientes aditivos para pienso opcionales son los agentes colorantes, por ejemplo, carotenoides ta-
les como betacaroteno, astaxantina, y luteina; compuestos de aroma; estabilizadores; dcidos grasos poliinsaturados;
especies generadoras de oxigeno reactivo; péptidos antimicrobianos y/o al menos una enzima adicional.

Componentes enzimaticos adicionales de la invencion incluyen, por lo menos, un polipéptido que tiene amilasa,
preferiblemente actividad de alfa-amilasa, y/o al menos un polipéptido que tiene actividad de xilanasa; y/o al menos
un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa; y/o al menos un polipéptido que tiene actividad de endo-1,3
(4)-beta-glucanasa; y/o al menos un polipéptido que tiene actividad de fitasa; y/o al menos un polipéptido que tiene
actividad de galactanasa; y/o al menos un polipéptido que tiene actividad de alfa-galactosidasa; y/o como minimo
otro polipéptido que tiene actividad de la proteasa (EC 3.4.-.-); y/o al menos un polipéptido que tiene actividad de
fosfolipasa Al (EC 3,1,1,32), fosfolipasa A2 (EC 3,1,1,4), lisofosfolipasa (EC 3.1.1.5), fosfolipasa C (EC 3.1.4.3) y/o
fosfolipasa D (EC 3.1.4.4).

La actividad de alfa-amilasa puede ser medida como se conoce en la técnica, por ejemplo, usando un sustrato
basado en almidén.

La actividad de xilanasa puede medirse usando cualquier ensayo, en el cual se emplee un sustrato, que incluye
endoenlaces 1,4-beta-D-xilosidicos en xilanos. Estan disponibles diferentes tipos de sustratos para la determinacién
de la actividad de xilanasa, por ejemplo, comprimidos de arabinoxilano de Xylazyme reticulados (de MegaZyme), o
dispersiones de polvo insolubles y soluciones de arabinoxilano coloreado con azo.

La actividad de endoglucanasa puede determinarse usando cualquier ensayo de endoglucanasa conocido en la téc-
nica. Por ejemplo, pueden aplicarse diferentes sustratos con betaglucano o de celulosa. Un ensayo de endoglucanasa
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puede usar beta-glucano de AZCL-cebada o, preferiblemente (1) AZCL-HE-celulosa, o (2) Azo-CM-celulosa como
un sustrato. En ambos casos, la degradacién del sustrato es seguida espectrofotométricamente a ODso5 (véase el mé-
todo Megazyme para AZCL-polisacdridos para el ensayo de endohidrolasas en http://www.megazyme.com/booklets/
AZCLPOL.pdf.

La actividad de endo-1,3(4)-beta-glucanasa puede determinarse usando cualquier ensayo de endo-1,3(4)-beta-
glucanasa conocido la técnica. Un sustrato preferido para las mediciones de actividad de endo-1,3(4)-beta- glucanasa
es un sustrato de cebada de betaglucano reticulado azo-coloreado, donde las mediciones se basan en principios de
determinacidn espectrofotométricos.

La actividad de la fitasa puede medirse usando cualquier ensayo adecuado, por ejemplo, el ensayo FYT descrito
en el ejemplo 4 de WO 98/28408.

La galactanasa se puede evaluar, por ejemplo, con galactano de AZCL de Megazyme, y alfagalactosidasa se puede
evaluar, por ejemplo, con pNP-alfa-galactésido.

Para evaluar estas actividades enzimdticas, deben adaptarse el pH y la temperatura del ensayo a la enzima en
cuestién (preferiblemente, un pH cercano al pH éptimo y una temperatura cercana a la temperatura 6ptima). Un pH
de ensayo preferido estd en la gama de 2-10, preferiblemente 3-9, m4s preferiblemente pH3 040506 07 u 8§, por
ejemplo, pH 3 o pH 7. Una temperatura de ensayo preferida estd en la gama de 20-90°C, preferiblemente 30-90°C,
mas preferiblemente 40-80°C, incluso mas preferiblemente 40-70°C, preferiblemente 40 o 45 o 50°C. La actividad
enzimdtica se define por referencia a ciegos apropiados, por ejemplo, un tampén ciego.

Ejemplos de péptidos antimicrobianos (AMP) son CAP18, leucocina A, tritrpticina, protegrinal, tanatina, defensi-
na, lactoferrina, lactoferricina y ovispirina tal como novispirina (Robert Lehren, 2000), plectasinas y estatinas, inclui-
dos los compuestos y polipéptidos descritos en WO 03/044049 y WO 03/048148, al igual que variantes o fragmentos
de los anteriores que retienen actividad antimicrobiana.

Ejemplos de polipéptidos antifungicidas (AFP) son los péptidos de Aspergillus giganteus y Aspergillus niger, al
igual que variantes y fragmentos de los mismos que retienen actividad antiftingica, segtin se describen en WO 94/01459
y WO 02/090384.

Ejemplos de 4cidos grasos poliinsaturados son dcidos grasos poliinsaturado C18; C20 y C22, tales como 4cido
araquidoénico, dcido docosohexaenoico, dcido eicosapentanoico y dcido gamma-linolénico.

Ejemplos de especies generadoras de oxigeno reactivo son los productos quimicos tales como perborato, persulfato
o percarbonato; y enzimas tales como una oxidasa, una oxigenasa o una sintetasa.

Usualmente, las vitaminas liposolubles e hidrosolubles, al igual que los oligoelementos, forman parte de una de-
nominada premezcla destinada a la adicién al pienso, mientras que los macrominerales normalmente se adicionan de
manera separada al pienso. Una premezcla enriquecida con una proteasa de la invencién es un ejemplo de un aditivo
de pienso de la invencion.

En una forma de realizacién particular, el aditivo de pienso de la invencidén estd destinado a ser incluido (o se
prescribe que tiene que ser incluido) en pienso o dietas para animales a niveles de 0,01 a 10,0%; mads particularmente
0,05 a5,0%; 00,2 a 1,0% (% significa g de aditivo por 100 g de pienso). Esto es asi en particular para premezclas.

Los requisitos nutritivos de estos componentes (ejemplificados con aves y lechones/cerdos) se presentan en la tabla
A de WO 01/58275. Requisito nutritivo significa que estos componentes deberfan ser proporcionados en la dieta en
las concentraciones indicadas.

En la alternativa, el aditivo de pienso de la invencién comprende al menos uno de los componentes individuales
especificados en la tabla A de WO 01/58275. Al menos uno significa uno o mas de uno, o dos, o tres, o cuatro, etcétera
hasta trece, o hasta quince componentes individuales. Mds especificamente, este al menos un componente individual
se incluye en el aditivo de la invencidn en cantidad tal como para proporcionar una concentracién en pienso en la gama
indicada en la columna cuatro, o la columna cinco, o la columna seis de la tabla A.

La presente invencion también se refiere a composiciones de pienso para animales. Las composiciones de pienso o
dietas para animales tienen un contenido relativamente alto de proteina. Las dietas de ave y cerdo se pueden caracteri-
zar segin se indica en la tabla B de WO 01/58275, columnas 2-3. Las dietas de peces se pueden caracterizar segiin se
indica en la columna 4 de esta tabla B. Ademds, tales dietas de peces normalmente tienen un contenido de grasa cruda
de 200-310 g/kg. WO 01/58275 corresponde a US 09/779334 que se incorpora a la presente a modo de referencia.

Una composicién de pienso para animales segiin la invencion tiene un contenido de proteina bruta de 50-800 g/kg,
y, ademads, comprende al menos una variante de proteasa como se reivindica aqui.

Ademds, o en la alternativa (al contenido bruto de proteina indicado més arriba), la composicién de pienso para
animales de la invencién tiene un contenido de energia metabolizable de 10-30 MJ/kg; y/o un contenido de calcio de
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0,1-200 g/kg; y/o un contenido de fésforo disponible de 0,1-200 g/kg; y/o un contenido de metionina de 0,1-100 g/kg;
y/o un contenido de metionina mds cisteina de 0,1-150 g/kg; y/o un contenido de lisina de 0,5-50 g/kg.

En formas de realizacidn particulares, el contenido de energia metabolizable, proteina cruda, calcio, fésforo, me-
tionina, metionina mds cisteina y/o lisina estd dentro de cualquiera de las gamas 2, 3, 4 o 5 en la tabla B de WO
01/58275 (R. 2-5).

La proteina cruda se calcula como nitrégeno (N) multiplicado por un factor 6,25, es decir, proteina cruda (g/kg)=
N (g/kg) x 6,25. El contenido de nitrégeno se determina por el método Kjeldahl (Official Methods of Analysis 14th
ed., Association of Official Analytical Chemists, Washington DC).

La energia metabolizable puede calcularse basandose en la publicacién de NRC Nutrient requirements in swine,
novena edicidn corregida 1988, subcomision para la nutricién de puercos, comité sobre nutricién animal, junta de
agricultura, consejo de investigacién nacional. National Academy Press, Washington, D.C., pag. 2-6, y la tabla europea
de valores de energfa para ingredientes de pienso de ave, centro Spelderholt para investigacién y extensién de aves,
7361 DA Beekbergen, Paises Bajos. Grafisch bedrijf Ponsen & looijen bv, Wageningen. ISBN 90-71463-12-5.

El contenido dietético de calcio, fésforo y aminoacidos disponibles en dietas para animales completas es calculado
basdndose en tablas de pienso tales como Veevoedertabel 1997, gegevens over chemische samenstelling, verteerbaar-
heid en voederwaarde van voedermiddelen, Central Veevoederbureau, Runderweg 6, 8219 pk Lelystad. ISBN 90-
72839-13-7.

En una forma de realizacién particular, la composicién de pienso para animales de la invencidn contiene al menos
una proteina. La proteina puede ser una proteina animal, tal como harina de carne y hueso, y/o harina de pescado; o,
en una forma de realizacion particular, puede ser una proteina vegetal. El término proteinas vegetales segtn se utilizan
en este caso se refiere a cualquier compuesto, composicién, preparacion o mezcla que incluye, al menos, una proteina
derivada de u originada en un vegetal, incluidas las proteinas modificadas y derivados de proteina. En formas de rea-
lizacién particulares, el contenido de proteina de las proteinas vegetales es al menos 10, 20, 30, 40, 50, 0 60% (p/p).

Las protefnas vegetales se pueden derivar de fuentes de proteina vegetal, tal como leguminosas y cereales, por
ejemplo, materiales de plantas de las familias Fabaceae (Leguminosae), Cruciferaceae, Chenopodiaceae y Poaceae, tal
como harina de soja, harina de lupino y harina de semilla de colza.

En una forma de realizacion particular, la fuente de proteina vegetal es material de una o més plantas de la familia
Fabaceae, por ejemplo, la semilla de soja, altramuz, guisante o judia.

En otra forma de realizacion particular, la fuente de proteina vegetal es material de una o mas plantas de la familia
Chenopodiaceae, por ejemplo, remolacha, remolacha azucarera, espinaca o quinoa.

Otros ejemplos de fuentes de proteina vegetal son semilla de colza, semilla de girasol, semilla de algodén y repollo.
La semilla de soja es una fuente de proteina vegetal preferida.

Otros ejemplos de fuentes de proteina vegetal son cereales tales como cebada, trigo, centeno, avena, maiz (mazor-
ca), arroz, triticale y sorgo.

En otras formas de realizacion particulares, la composicién de pienso para animales de la invencién contiene 0-
80% maiz; y/o 0-80% sorgo; y/o 0-70% trigo; y/o 0-70% cebada; y/o 0-30% avena; y/o 0-40% harina de soja; y/o O-
25%, preferiblemente 0-10%, harina de pescado; 0-25% harina de carne y hueso; y/o 0-20% lactosuero.

Las dietas para animales pueden, por ejemplo, ser fabricadas como pienso triturado (no granulado) o pienso granu-
lado. Tipicamente, los ingredientes de pienso molidos y cantidades suficientes y de vitaminas y minerales esenciales se
mezclan y se agregan segtin las especificaciones para las especies en cuestion. Las enzimas se pueden adicionar como
formulaciones de enzima sélidas o liquidas. Por ejemplo, una formulacién de enzima sdlida tipicamente es adicionada
antes o durante el paso de mezcla; y una preparacién enzimatica liquida tipicamente es adicionada después del paso
de granulacién. La enzima también puede ser incorporada en un aditivo o premezcla de pienso.

La concentracién de enzima final en la dieta estd en la gama de 0,01-200 mg de proteina enzimdtica por kg de
dieta, por ejemplo, en la gama de 0,5-25 mg de proteina enzimética por kg de dieta animal.

La variante de proteasa deberia, por supuesto, ser aplicada en una cantidad eficaz, es decir, en una cantidad ade-
cuada para mejorar la solubilizacién y/o mejorar el valor nutritivo de pienso. Actualmente se contempla que la enzima
se administre en una o mds de las siguientes cantidades (gamas de dosificacién): 0,01-200, 0,01-100, 0,5-100, 1-50,
5-100, 10-100, 0,05-50 o 0,10-10. Todas estas gamas son en mg de proteina de enzima protedsica por kg (ppm) de
pienso.

Para determinar los mg de proteina enzimdtica por kg de pienso, la proteasa se purifica de la composicién de
pienso, y la actividad especifica de la proteasa purificada es determinada usando un ensayo pertinente (véase debajo
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de actividad de la proteasa, sustratos y ensayos). La actividad de la proteasa de la composicién de pienso como tal
también es determinada usando el mismo ensayo, y basdndose en estas dos determinaciones, se calcula la dosificacién
en mg de proteina enzimadtica por kg de pienso.

Los mismos principios se aplican para determinan los mg de proteina enzimadtica en aditivos de pienso. Por su-
puesto, si se encuentra disponible una muestra de la proteasa usada para preparar el aditivo de pienso o el pienso, la
actividad especifica se determina a partir de esta muestra (sin necesidad de purificar la proteasa de la composicion de
pienso ni el aditivo).

Composiciones de detergentes

La variante de proteasa de la invencién se puede adicionar a, y asi convertirse en, un componente de una composi-
cién de detergente.

La composicién de detergente de la invencién puede, por ejemplo, ser formulada como una composicién de de-
tergente a mano o a maquina de lavanderia incluida una composicién de aditivo de lavanderia adecuada para pretra-
tamiento de tejidos manchados y una composicién de suavizante adicionado de enjuague, o ser formulado como una
composicién de detergente para el uso en operaciones de limpieza de superficies duras del hogar en general, o ser
formulado para operaciones de lavado de la vajilla a mano o a miquina.

En un aspecto especifico, la invencién proporciona un aditivo de detergente que comprende la variante de proteasa
de la invencién. El aditivo de detergente, al igual que la composicién de detergente, puede comprender una o mas
enzimas adicionales tal como otra proteasa, tal como proteasas alcalinas de Bacillus, una lipasa, una cutinasa, una
amilasa, una carbohidrasa, una celulasa, una pectinasa, una mananasa, una arabinasa, una galactanasa, una xilanasa,
una oxidasa, por ejemplo, una lacasa, y/o una peroxidasa.

En general, las propiedades de la/s enzima/s elegidas deberia ser compatible con el detergente seleccionado, (es
decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros ingredientes no enziméticos y enziméticos, etc.), y la/s enzima/s deberian
estar presentes en cantidades eficaces.

Las lipasas adecuadas incluyen aquellas de origen flingico o bacteriano. Los mutantes quimicamente modificados o
creados genéticamente de proteina estdn incluidos. Ejemplos de lipasas ttiles incluyen lipasas de Humicola (sinénimo
Thermomyces), por ejemplo de H. lanuginosa (7. Lanuginosus) como se describe en EP 258068 y EP 305216 o
de H. insolens como se describe en WO 96/13580, una lipasa de pseudomonas, por ejemplo de P. alcaligenes o P.
pseudoalcaligenes (EP 218272), P. cepacia (EP 331376), P. stutzeri (GB 1,372,034), P. fluorescens, Pseudomonas
sp. cepa SD 705 (WO 95/06720 y WO 96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012), una lipasa de Bacillus, por
ejemplo, de B. subtilis (Dartois et al. (1993), Biochemica et Biophysica Acta, 1131, 253-360), B. stearothermophilus
(JP 64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422). Otros ejemplos son variantes de lipasa tales como las descritas en WO
92/05249, WO 94/01541, EP 407225, EP 260105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO
95/14783, WO 95/22615, WO 97/04079 y WO 97/07202. Las enzimas de lipasa preferidas disponibles comercialmente
incluyen LipolaseTM y Lipolase UltraTM (Novozymes A/S).

Las amilasas adecuadas (beta y/o alfa) incluyen aquellas de origen flingico o bacteriano. Los mutantes quimica-
mente modificados o creados genéticamente de proteina estdn incluidos. Las amilasas incluyen, por ejemplo, alfa-
amilasas obtenidas de Bacillus, por ejemplo, una cepa especial de B. licheniformis, descrita en mds detalle en GB
1.296.839. Ejemplos de amilasas ttiles son las variantes descritas en WO 94/02597, WO 94/18314, WO 95/26397,
WO 96/23873, WO 97/43424, WO 00/60060 y WO 01/66712, especialmente, las variantes con sustituciones en una
o mds de las siguientes posiciones: 15, 23, 105, 106, 124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209,
243, 264, 304, 305, 391, 408, y 444. Ailasas disponibles comercialmente son Natalase™, Supramyl™, Stainzyme™,
Duramyl™, Termamyl™, Fungamyl™ y BAN™ (Novozymes A/S), Rapidase™ y Purastar™ (de Genencor Interna-
tional Inc.).

Las celulasas adecuadas incluyen aquellas de origen fiingico o bacteriano. Los mutantes quimicamente modifica-
dos o creados genéticamente de proteina estdn incluidos. Las celulasas adecuadas incluyen celulasas de los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, por ejemplo, las celulasas fingicas producidas
de Humicola insolens, Myceliophthora thermonhila y Fusarium oxysporum descritos en US 4.435.307, US 5.648.263,
US 5.691.178, US 5.776.757 y WO 89/09259. Celulasas especialmente adecuadas son las celulasas neutras o alcalinas
que tienen beneficios de cuidados del color. Ejemplos de tales celulasas son las celulasas descritas en EP 0 495257,
EP 531372, WO 96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940. Otros ejemplos son variantes de celulasa tales como las
descritas en WO 94/07998, EP 0 531 315, US 5,457,046, US 5,686,593, US 5,763,254, WO 95/24471, WO 98/12307
y WO 99/01544. Ls celulasas disponibles comercialmente incluyen CelluzymeTM y CarezimeTM (Novozymes A/S),
ClazinaseTM y Puradax HATM (Genencor International Inc.), y KAC-500(B)TM (Kao Corporation).

Peroxidasas/oxidasas adecuadas incluyen aquellas origen flingico, bacteriano o de planta. Los mutantes quimi-
camente modificados o creados genéticamente de proteina estdn incluidos. Ejemplos de peroxidasas utiles incluyen
peroxidasas de Coprinus, por ejemplo, de C. cinereus, y variantes de las mismas como las descritas en WO 93/24618,
WO 95/10602 y WO 98/15257. Peroxidasas disponibles comercialmente incluyen GuardzymeTM (Novozymes).
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La/s enzima/s detergente/s se puede/n incluir en una composicién de detergente afiadiendo aditivos separados que
contengan una o mds enzimas, o afladiendo un aditivo combinado que comprenda todas estas enzimas. Un aditivo
de detergente de la invencion, es decir, un aditivo separado o un aditivo combinado, se puede formular, por ejemplo,
como un granulado, un liquido, un compuesto acuoso, etc. Las formulaciones de aditivo de detergente preferidas son
granulados, en particular, granulados no polvorientos, liquidos, en particular, liquidos estabilizados o mezclas.

Los granulados no polvorientos pueden producirse, por ejemplo, como se describe en US 4.106.991 y 4.661.452 y
opcionalmente pueden ser revestidos por métodos conocidos en la técnica. Ejemplos de materiales de recubrimiento
cerosos son productos de poli(etileno 6xido) (polietilenglicol; PEG) con pesos molares medios de 1000 a 20000,
nonilfenoles etoxilados que tienen de 16 a 50 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos etoxilados en los cuales el
alcohol contiene de 12 a 20 4tomos de carbono y en el cual hay 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos;
dcidos grasos; y mono- y di- y triglicéridos de dcidos grasos. Ejemplos de materiales de recubrimiento que forman
peliculas adecuados para la aplicacién por técnicas de lecho fluidificado se dan en GB 1483591. Las preparaciones
enzimaticas liquidas pueden, por ejemplo, ser estabilizadas afiadiendo un poliol tal como propilenglicol, un azicar o
alcohol de azicar, 4cido lactico o 4cido bdrico segiin métodos establecidos. Las enzimas protegidas se pueden preparar
segun el método descrito en EP 238216.

La composicién de detergente de la invencién puede estar en cualquier forma conveniente, por ejemplo, una barra,
una pastilla, un polvo, un granulo, una pasta o un liquido. Un detergente liquido puede ser acuoso, y tipicamente
contiene hasta 70% de agua y 0-30% de solvente orgdnico, 0 no acuoso.

La composicién de detergente comprende uno o mds tensioactivos, que pueden ser no iénicos incluidos zwitterio-
nico y/o catiénico y/o aniénico y/o semipolar. Los tensioactivos tipicamente estin presentes a un nivel de 0,1% a 60%
en peso.

Cuando estd incluido, el detergente normalmente contiene de aproximadamente 1% a aproximadamente 40% de
un tensioactivo aniénico tal como alquilbencenosulfonato lineal, alfa-olefinsulfonato, alquil sulfato (sulfato de alcohol
graso), alcohol etoxisulfato, alcanosulfonato secundario, éster metilico de 4cido graso alfa-sulfo, dcido alquenilsucci-
nico o de alquilo o jabdn.

Cuando estd incluido, el detergente normalmente contiene de aproximadamente 0,2% a aproximadamente 40% de
un tensioactivo no iénico tal como alcohol etoxilato, nonilfenol, etoxilato alquilpoliglicésido, 6xido de alquildimetila-
mina, monoetanolamida de dcido graso etoxilado, monoetanolamida de 4dcido graso, polihidroxi alquil amida de 4cido
graso, o derivados N-acilo N-alquilo de glucosamina (“glucamidas”).

El detergente puede contener 0-65% de un constructor de detergente o agente complejante tal como zeolita, difos-
fato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, acido nitrilotriacético, acido etilenodiaminatetraacético, dcido dietileno-
triaminopentaacético, dcido alquenilsuccinico o de alquilo, silicatos solubles o silicatos estratificados (p. ej. SKS-6 de
Hoechst).

El detergente puede comprender uno o mds polimeros. Ejemplos son carboximetilcelulosa, poli(vinilpirrolidona),
poli (etilenglicol), alcohol polivinilico, poli(vinilpiridina-N-6xido), poli(vinilimidazol), policarboxilatos tales como
poliacrilatos, copolimeros de 4dcido maléico/acrilico y copolimeros de lauril metacrilato/dcido acrilico.

El detergente puede contener un sistema blanqueante que puede comprender una fuente de H,O, tal como perborato
o percarbonato que se puede combinar con un activador blanqueante de formacién de perdcido tal como tetraacetiletile-
nodiamina o nonanoiloxibencenosulfonato. Alternativamente, el sistema blanqueante puede comprender peroxidcidos
de, por ejemplo, el tipo amida, imida o sulfona.

La/s enzima/s de la composicién de detergente de la invencidn puede/n ser estabilizada/s usando agentes estabili-
zantes convencionales, por ejemplo, un poliol tal como propilenglicol o glicerol, un aztcar o alcohol de azicar, 4cido
lactico, dcido borico, o un derivado de dcido bérico, por ejemplo, un éster de borato aromadtico, o un derivado de acido
fenil borénico tal como acido 4-formilfenil borénico y la composicién se puede formular como se describe en, por
ejemplo, WO 92/19709 y WO 92/19708.

El detergente también puede contener otros ingredientes de detergentes convencionales tales como, por ejemplo,
acondicionadores de tejido incluidas arcillas, reforzadores de espuma, supresores de espuma, agentes anticorrosivos,
agentes de supension de suciedad, agentes de reposicion antisuciedad, tintes, bactericidas, blanqueadores 6pticos,
hidrotropos, inhibidores de decoloracién o perfumes.

Se contempla actualmente que en las composiciones detergentes cualquier enzima, en particular la enzima de la
invencion, se pueda adicionar en una cantidad correspondiente a 0,01-100 mg de proteina enzimdtica por litro de
solucién de lavado, preferiblemente 0,05-5 mg de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado, en particular
0,1-1 mg de proteina enzimdtica por litro de solucién de lavado.

La enzima de la invencién puede adicionalmente ser incorporada en las formulaciones de detergente descritas en
WO 97/07202.
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Meétodo para generar variantes de proteasa

La invencién también se refiere a un método para generar una variante de proteasa de una propiedad mejorada. El
método comprende los siguientes pasos:

o

(a) seleccionar una proteasa progenitora de al menos 60% de identidad con los aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.

b}

(b) establecer una estructura tridimensional de la proteasa progenitora por modelado por homologia usando la
estructura de la figura 2 como un modelo; y/o alineando la proteasa progenitora segun la alineacién de la figura
L;

(c) proponiendo al menos una sustitucién de aminodcido, por ejemplo:

@) sometiendo la estructura tridimensional de (b) a simulaciones de DM a temperaturas aumentadas e
identificando regiones en la secuencia de aminodcidos de la proteasa progenitora de alta movilidad
(fluctuaciones isotrépicas);

(ii))  introduciendo puentes disulfuros a modo de sustituciones de cisteina (C-C);
(iii))  introduciendo sustituciones de prolina (P);

(iv)  sustituyendo residuos de aminodcidos neutros expuestos con residuos de aminodcidos cargados negati-
vamente (E,D);

(v)  sustituyendo residuos de aminodcidos neutros expuestos con residuos de aminodcidos cargados positi-
vamente (R,K);

(vi)  sustituyendo residuos de aminoacidos pequefios dentro de la proteina con residuos de aminoacidos mas
voluminosos (W);

(vii) comparando por alineacién por homologia y/o modelado por homologia segtn el paso (c)(i) al menos
dos proteasas progenitoras relacionadas y transfiriendo las diferencias de residuo de aminodacido entre
estas estructuras de proteasa, preferiblemente, de una estructura que tenga la propiedad mejorada a una
estructura que no tenga esta propiedad mejorada;

(d) preparando una secuencia de ADN que codifica la proteasa progenitora excepto la inclusién de un codén de
ADN de al menos una sustitucién de aminodcido propuesta en los pasos (c)(ii)-(c)(vii), o sometiendo a la secuen-
cia de ADN progenitora a mutagénesis aleatoria, dirigiendo al menos a una de las regiones identificadas en el paso

(©)®;
(e) expresando la secuencia de ADN obtenida en el paso (d) en una célula huésped, y
(h) seleccionando una célula huésped que exprese una variante de proteasa con una propiedad mejorada.

La invencion ademads se refiere a un método para la produccion de una variante de proteasa obtenible u obtenida por
el método de generacion de variantes de proteasa anteriormente descrito, que comprende (a) cultivar la célula huésped
para producir un sobrenadante que comprenda la variante; y (b) recuperar la variante.

La invencién también se refiere a secuencias de dcidos nucleicos aisladas que comprenden una secuencia de dcidos
nucleicos que codifica la variante de proteasa obtenible segtin este método, al igual que métodos para producirla (a)
cultivando la célula huésped para producir un sobrenadante que comprenda la variante; y (b) recuperando la variante;
una planta transgénica, o parte de planta, capaz de expresarla, animales transgénicos no humanos, o productos, o
elementos de los mismos, capaces de expresarla; piensos para animales, al igual que aditivos para pienso, que la
comprendan; métodos para mejorar el valor nutritivo de un pienso para animales por uso de la misma; métodos para
el tratamiento de proteinas, tales como proteinas vegetales, por uso de la misma; asi como el uso de la misma (i) en
pienso para animales; (ii) en la preparacion de pienso para animales; (iii) para mejorar el valor nutritivo de pienso para
animales; y/o (iv) para el tratamiento de proteinas; y/o en detergentes.

Forma de realizacion alternativa

En una forma de realizacidn alternativa, se usa el término “alteracion” en vez de “‘sustitucion” como el término
general para enmiendas en la molécula de proteasa. Esta forma de realizacion alternativa incluye cada una de las
reivindicaciones formuladas como se ejemplifica a continuacién para la reivindicacién 1, y también especificamente
incluye todo lo que se expresa en la presente, por ejemplo, las definiciones (aparte de la definicién de sustitucién), es
decir, los diferentes aspectos, formas de realizacion particulares, etc.
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Una variante de una proteasa progenitora, que comprende una alteracién en al menos una posicién de al menos
una region seleccionada del grupo de regiones que consisten en:

6-18; 22-28; 32-39; 42-58; 62-63; 66-76; 78-100; 103-106; 111-114; 118-131; 134-136; 139-141; 144-151; 155-
156; 160-176; 179-181; y 184-188; donde

(a) la o las alteraciones son independientemente
@) una insercidon de un aminodcido inmediatamente debajo de la posicion,
(ii))  una delecién del aminoacido que ocupa la posicién, y/o
(iii))  una sustitucion del aminodcido que ocupa la posicién;

(b) la variante tiene actividad de la proteasa; y

~(c) cada posici6n corresponde a una posicion de SEC ID n.® 2, preferiblemente, los aminodcidos 1 a 188 de las
mismas; y

(d) la variante tiene un porcentaje de identidad con SEC ID n.° 2, preferiblemente con los aminoédcidos 1 a 188 de
la misma, de al menos 60%.

El término, “variante de polipéptido”, “variante de proteina”, “variante de enzima” “variante de proteasa” o sim-
plemente “variante” se refiere a un polipéptido de la invencion que comprende una o mds alteraciones, tales como
sustitucion(es), insercion(es), delecion(es) y/o truncamientos de uno o mds residuos de aminodcido especifico en una
0 mads posiciones especificas en el polipéptido.

EEIRT3

9% 9 LLIT3 9% G

El término, “polipéptido progenitor”, “proteina progenitora”, “enzima progenitora”, “enzima estdndar”, “proteasa
progenitora” o simplemente “progenitor/a” se refiere al polipéptido sobre el que se basé la variante. Este término
también se refiere al polipéptido con el cual se compara y se alinea una variante.

El término, “biblioteca aleatorizada”, “biblioteca variante”, o simplemente “biblioteca” se refiere a una biblioteca
de polipéptidos variantes. La diversidad en la biblioteca variante puede generarse por medio de mutagénesis de los
genes que codifican las variantes en el nivel de tripletes de ADN, de manera que los codones individuales se diversifi-
quen, por ejemplo, usando cebadores de secuencia parcialmente aleatorizados en una reacciéon de PCR. Se han descrito
diferentes técnicas mediante las cuales se puede crear una biblioteca combinatoria diversa diversificando diferentes
posiciones de nucleétido en un gen y recombindndolos, por ejemplo donde estas posiciones estdn demasiado separa-
das para ser cubiertas por un tnico cebador oligonucleétido (dopado o adicionado). Estas técnicas incluyen el uso de
recombinacion in vivo de los segmentos de gen individuales diversificados como se describe en WO 97/07205 en la
péagina 3, lineas 8 a 29 (Novozymes A/S). También incluyen el uso de técnicas de redistribucién de ADN para crear una
libreria de genes de longitud total, donde se combinan diferentes segmentos de gen, y donde cada segmento se puede
diversificar, por ejemplo, por mutagénesis adicionada, (Stemmer, Nature 370, pag. 389-391, 1994 y US 5.811.238;
US 5.605.793; y US 5.830.721). Se puede usar un gen que codifica una “estructura” de proteina (polipéptido proge-
nitor de tipo salvaje) como un polinucleétido modelo, y combinarlo con uno o més oligonucleétidos monocatenarios
o bicatenarios como se describe en WO 98/41623 y en WO 98/41622 (Novozymes A/S). Los oligonucleétidos mo-
nocatenarios podrian ser parcialmente aleatorizados durante la sintesis. Los oligonucleétidos bicatenarios podrian ser
productos de PCR que incorporan diversidad en una zona especifica. En ambos casos, se puede diluir la diversidad con
los segmentos correspondientes que codifican la secuencia de la proteina de esqueleto para limitar el nimero medio
de cambios que se introducen.

Los métodos también han sido establecidos para disefiar de las proporciones de mezclas de nucleétido (A; C; T;
G) para ser insertadas en posiciones de codon especificas durante la sintesis de polinucledtidos o de olgonucledtidos,
para introducir un sesgo para aproximar una distribucién de frecuencias deseada hacia un conjunto de uno o més
aminodcidos deseados que serdan codificados por los codones particulares. Puede ser de interés producir una biblioteca
variante que comprenda permutaciones de varias modificaciones de aminodcido conocidas en diferentes lugares en
la secuencia primaria del polipéptido. Estas podrian introducirse post traduccionalmente o por sitios de modificacién
quimicos, o podrian introducirse a través de mutaciones en los genes de codificacién. Las modificaciones solas pueden
deben haber demostrado ser provechosas previamente por una razon u otra (p. €j. disminucion de la antigenicidad, o
mejora de la actividad especifica, el rendimiento, la estabilidad u otras caracteristicas). En tales ejemplos, puede ser
conveniente primero crear una biblioteca de combinaciones diversas de secuencias conocidas. Por ejemplo, si doce
mutaciones individuales son conocidas, una podria combinar (como minimo) doce segmentos del gen codificante de
la proteina progenitora, donde cada segmento estd presente en dos formas: una con, y una sin, la mutacién deseada.
Al variar las cantidades relativas de esos segmentos, podria disefiarse una biblioteca (de tamafio 212) para la cual el
nimero medio de mutaciones por gen puede ser predicho. Esta puede ser una manera util de combinar mutaciones,
que en si mismas dan algun efecto, pero no suficiente, sin recurrir a bibliotecas muy grandes, como es frecuentemente
el caso cuando se usa “mutagénesis adicionada”. Otro modo de combinar estas “mutaciones conocidas” podria ser
usando redistribucién de familias de ADN oligomérico que codifican las mutaciones conocidas con fragmentos de la
secuencia de tipo salvaje de longitud total.
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Al describir las diferentes variantes contempladas o producidas segin la invencidn, se utilizan varias nomeclaturas
y convenios que estdn descritos en detalle mds abajo. Un marco de referencia se define primero alineando el polipéptido
variante con una enzima progenitora. Una enzima progenitora preferida es la proteasa 10 (aminodcidos 1 a 188 de
SEC ID n.° 2). De ese modo, varias alteraciones seran definidas en relacion a la secuencia de aminodcidos de los
aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2.

Una sustitucion en una variante es indicada como:
Aminodcido original - posicién - aminodcido sustituido;
Se utilizan los cédigos de tres o una letra, incluidos los cédigos Xaa y X para indicar cualquier residuo de ami-
nodcido. Por consiguiente, la notacién “T82S” o “Thr82Ser” significa que la variante comprende una sustituciéon de
treonina con serina en la posicién de aminodcido variante correspondiente al aminodcido en la posicién 82 en la enzima

progenitora, cuando los dos se alinean como se ha indicado anteriormente.

Donde el residuo de aminodcido original puede ser cualquier residuo de aminodcido, una notacién rapida puede
usarse a veces indicando sélo la posicién y el aminodcido sustituido, por ejemplo:

Posicién - aminodcido sustinuido; o “82S”.

Tal notacidn es particularmente pertinente en relacién con las modificaciones en una serie de polipéptidos homo-
logos.

De forma similar, cuando la identidad del residuo o los residuos de aminodcido de substitucion es irrelevante:
Aminodcido original - posicién; o “T82”

Cuando el/los aminodcido/s originales y el/los aminodcido/s sustituidos puede/n ser cualquier aminodcido, sélo se
indica la posicién, por ejemplo: “82”.

Cuando el/los aminodcido/s originales y/o aminodcido/s sustituidos pueden comprender mds de uno, pero no todos,
los amino4cido/s, los aminodcidos son catalogados separados por comillas:

Aminodcidos originales - n.° de posicion - aminodcidos sustituidos; o “T10E,D,Y”.

A continuacién se presentan varios ejemplos de esta nomenclatura:

La sustitucion de treonina para histidina en la posicién 91 es designada: “His91Thr” o “H91T”; o la sustitucién
de cualquier 4cido de residuo de aminodcido para histidina en la posicidn 91 es designada: “His91Xaa” o “H91X” o
“His91” o “H91”.

Para una modificacién donde el/los aminodcido/s originales y/o aminoécido/s sustituidos puede comprender mas
de uno, pero no todos los aminodcido/s, la sustitucién de dcido glutdmico, dcido aspdrtico o tirosina para treonina en
la posicién 10:

“Thr10Glu,Asp,Tyr” o “T10E,D,Y”’; que indica las variantes especificas: “T10E”, “T10D” y “T10Y"".

Una delecién de glicina en la posicién 26 estard indicada por: “Gly26*” o “G26*”.

De manera correspondiente, la deleciéon de uno o més residuos de aminodcido, tal como la delecién de glicina y
glutamina en las posiciones 26 y 27 serd designada “Gly26*+GIn27*” o “G26*+Q27*”.

La insercién de un residuo de aminodacido adicional tal como, por ejemplo, una lisina después de G26 es indicada
por: “Gly26GlyLys” o “G26GK”; o, cuando mds de un residuo de aminoacido es insertado, tal como, por ejemplo,
Lys y Ala después de G26, esto se indicard como: “Gly26GlyLysAla” o “G26GKA”.

En tales casos, el/los residuo/s de aminodacido insertado/s se numeran por medio de la adicién de letras minusculas
al nimero de posicion del residuo de aminodcido que precede el/los residuo/s de aminodcido insertado/s. En el ejemplo
anterior, las secuencias serian entonces:

Progenitor: Variante:
26 26 26a 26b
G G K A
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En casos en los cuales se inserta un residuo de aminoacido idéntico al residuo de aminoacido existente, es claro
que surge la degeneracion en la nomenclatura. Si, por ejemplo, va a insertarse una glicina después de la glicina en el
ejemplo anterior, esto seria indicado por medio de “G26GG”.

Suponiendo que una alanina estuviera presente en la posicién 25, el mismo cambio real bien podria indicarse
también como “A25AG”:

Progenitor: Variante:
Numeracién I: 25 26 25 26 26a
Secuencia: A G A G G
Numeracion II: 25 25a 26

Tales ejemplos serdn claros para el experto en la materia, y la indicacién “G26GG” y las indicaciones correspon-
dientes para este tipo de inserciones estan de este modo destinadas a comprender tales indicaciones de degeneracién
equivalentes.

Por analogia, si los segmentos de secuencia de aminodcidos se repiten en el polipéptido progenitor y/o en la
variante, serd claro para el experto en la materia que estdn comprendidas las indicaciones de degeneracién equivalentes,
también cuando otras alteraciones aparte de las inserciones sean catalogadas tales como deleciones y/o sustituciones.
Por ejemplo, la delecién de dos aminodcidos consecutivos “AG” en la secuencia “AGAG” de la posicién 194-197,
puede escribirse como “A196*+G197*” o “A194*+G1956*”:

Progenitor: Variante:
Numeracion |: 194 195 196 197 194 195
Secuencia: A G A G A G
Numeracion II: 196 197

Las variantes que comprenden modificaciones multiples se separan por signos de suma, por ejemplo: “Argl70Tyr+
Gly195GlIu” 0 “R170Y+G195E”, que representan modificaciones en las posiciones 170 y 195 que sustituyen tirosina y
dcido glutdmico para arginina y glicina, respectivamente. Por tanto, “Tyr167Gly,Ala,Ser, Thr+Arg170Gly,Ala,Ser, Thr”
designa las siguientes variantes: “Tyr167Gly+Argl70Gly”, “Tyr167Gly+Argl70Ala”, “Tyr167Gly+Argl70Ser”,
“Tyr167Gly+Argl70Thr”, “Tyr167Ala+Argl70Gly”, “Tyr167Ala+Argl70Ala”, “Tyr167Ala+Argl70Ser”, “Tyr167
Ala+Argl170Thr”, “Tyr167Ser+Argl70Gly”, “Tyr167Ser+Arg 170Ala”, “Tyr167Ser+Argl70Ser”, “Tyr167Ser+Arg
170Thr”, “Tyr167Thr+Arg170Gly”, “Tyr167Thr+Arg170Ala”, “Tyr167Thr+Arg170Ser” y “Tyr167Thr+Arg 170Thr”.

Esta nomenclatura es particularmente pertinente en relacién a modificaciones destinadas a substitucion, insercién o
delecion de residuos de aminodcidos que tienen propiedades especificas comunes. Tales modificaciones se denominan
modificacién o modificaciones de aminodcido conservadora/s.

Distintas formas de realizacion
Estas son distintas formas de realizacién adicionales de la invencidn:

La variante de cualquiera de las reivindicaciones 1-16 y 18-20 que comprende al menos una de las siguientes
sustituciones: T10Y, A24S, V51T, ES3Q, T82S, A86Q, T87S, 196A, G118N, S122R, N130S, L1861.

La variante de cualquiera de las reivindicaciones 1-16 y 18-19 que comprende al menos una de las siguientes sus-
tituciones: R38T; Q42G,P; R49T,Q; Q54N,R; A89S,T; H91S,T; N92S; S99A,Q; A120T; E125Q; T129Y,Q; M131L;
T135N; Y147F; N151S; R165S; T166V,F; F171Y; V179LL; preferiblemente, al menos una de las siguientes sustitu-
ciones: R38T; N92S; A120T; E125Q; M131 L; T135N; Y147F; N151S; R165S y/o F171Y.

La variante de cualquiera de las reivindicaciones 1-19 que comprende al menos una de las siguientes sustituciones:
A258S, T44S, A62S, P95SA, V1001, 1114V, T176N, N180S, V184L, R185T.

La variante de cualquiera de las reivindicaciones 1-20 que tiene propiedades enmendadas, tal como una termosta-
bilidad mejorada y/o una temperatura ptima mds alta o mds baja, tal como una Tm de al menos 83,1°C segtin se mide
por calorimetria por andlisis diferencial en 10 mM fosfato sédico, 50 mM cloruro sédico, pH 7,0.

La variante de cualquiera de las reivindicaciones 1-20 que deriva de una cepa del género Nocardiopsis, tal como

Nocardiopsis alba, Nocardiopsis antarctica, Nocardiopsis prasina, Nocardiopsis composta, Nocardiopsis dassonvillei,
Nocardiopsis exhalans, Nocardiopsis halophila, Nocardiopsis halotolerans, Nocardiopsis kunsanensis, Nocardiopsis
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listeri, Nocardiopsis lucentensis, Nocardiopsis metallicus, Nocardiopsis sp., Nocardiopsis synnemataformans, No-
cardiopsis trehalosi, Nocardiopsis tropica, Nocardiopsis umidischolae o Nocardiopsis xinjiangensis, preferiblemente
Nocardiopsis alha DSM 15647, Nocardiopsis dassonvillei NRRL 18133, Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei
DSM 43235, Nocardiopsis prasina DSM 15648, Nocardiopsis prasina DSM 15649, Nocardiopsis sp. NRRL 18262,
de forma mas preferible, Nocardiopsis sp. FERM P-18676.

Una composicién, tal como un aditivo para pienso, que comprende al menos una variante de proteasa de cualquiera
de las reivindicaciones 1-20 y

(a) al menos una vitamina liposoluble;

(b) al menos una vitamina hidrosoluble y/o

(c) al menos un oligoelemento,

que ademds comprende, opcionalmente, al menos una enzima seleccionada del siguiente grupo de enzimas: amila-
sas, galactanasas, alfa-galactosidasas, xilanasas, endoglucanasas, endo-1,3(4)-beta-glucanases, fitasas, fosfolipasas y

otras proteasas; si se desea, que también comprenden al menos una amilasa y/o fosfolipasa.

La presente invencion es descrita, ademds, por los siguientes ejemplos los cuales no deberian interpretarse como
limitadores del 4mbito de la invencidn.

Ejemplos

Ejemplo 1

Ensayos de proteasas
Ensayo de pNA
Sustrato de pNA: Suc-AAPF-pNA (Bachem L-1400).
Temperatura: Temperatura ambiente (25°C)

Tampones de ensayo: 100 mM &cido succinico, 100 mM HEPES, 100 mM colinesterasas, 100 mM CABS, 1 mM
CaCl,, 150 mM KCl, 0,01% Tritén X-100 ajustado a valores de pH 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0;
11,0 y 12,0 con HCl 0 NaOH.

Se mezclan 20 ul de proteasa (diluida en Triton 100-X al 0,01%) con 100 w1 de tampdn de ensayo. El ensayo se
comienza afiadiendo 100 ul de sustrato de pNA (50 mg disueltos en 1,0 ml DMSO y ademas diluido 45x con Triton
100-X al 0,01%). El aumento en OD,s se controla como una medida de la actividad de la proteasa.

Ensayo de Protazyme AK
Sustrato: tableta de Protazyme AK (caseina reticulada y coloreada; de Megazyme).
Temperatura: controlada (temperatura de ensayo).

Tampones de ensayo: 100 mM 4cido succinico, 100 mM HEPES, 100 mM colinesterasas, 100 mM CABS, 1 mM
CaCl,, 150 mM KCI, Triton 100-X al 0,01% ajustados a valores de pH 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0;
10,0 y 11,0 con HCl o NaOH.

Una tableta de Protazyme AK se suspende en 2,0 ml de Triton 100-X al 0,01% por agitacién suave. Se mezclan
500 w1 de esta suspension y 500 ul de tampoén de ensayo en un tubo de Eppendorf y se coloca en hielo. Se aiiaden 20
w1 de muestra de proteasa (diluido en Triton 100-X al 0,01%). El ensayo se inicia transfiriendo el tubo de Eppendorf
a un termomezclador Eppendorf, que se fija a la temperatura de ensayo. El tubo se incuba durante 15 minutos en el
termomezclador Eppendorf a su velocidad de agitaciéon méaxima (1400 r.p.m.). La incubacién se detiene transfiriendo
el tubo de nuevo al baiio de hielo. Luego, el tubo se centrifuga en un centrifugador congelado durante unos minutos y
se transfieren 200 u1 de sobrenadante a una placa de microtitulacién. ODys se lee como una medida de actividad de la
proteasa. Un tampén ciego se incluye en el ensayo (en vez de enzima).

Ejemplo 2
Preparacion y prueba de variantes de proteasa

Cuatro variantes de proteasa que comprenden la secuencia de aminodcidos de los aminoécidos 1 a 188 de SEC
ID n.° 2 (proteasa 10) con las tnicas sustituciones N47D, T127R, N92K y Q54R, respectivamente, fueron preparadas

como se describe mds abajo para la variante N47D.
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La mutagénesis dirigida se efectudé usando el método “Mega-cebador” como describen Sarkar y Sommen, 1990
(BioTechniques 8: 404-407).

La variante N47D se construy6 usando los siguientes cebadores, de los cuales el cebador RIOWT-CL29 (SEC ID
n.° 11) es especifico del gen, y el cebador RSWT126 (SEC ID n.° 12) es mutagénico:

RIOWT-CL29: 5> CCGATTATGGAGCGGATTGAACATGCG 3’ (SECID n.° 11)
RSWT126: 5° GTGACCATCGGCGACGGCAGGGGCGTCTTCG 3’ (SECID n.° 12),
para amplificar por PCR un fragmento de ADN de aproximadamente 469 pb del constructo descrito mas abajo.

El constructo de ADN de proteasa 10 usado para la amplificacién anterior fue un cassette de expresion (SEC ID
n.° 13) para incorporacion en el genoma de Bacillus subtilis. El constructo contiene una fusiéon de ADN que codifica
la secuencia sefial y el gen que codifica la proteina madura y pro de la proteasa 10 (SEC ID n.° 14), una construccién
promotora y también el gen cat que confiere resistencia al cloranfenicol. Para facilitar la integracién en el genoma
por recombinacién homdloga, las regiones flanqueantes de alrededor de 3 kb de genes endégenos de Bacillus subtilis
fueron incorporados arriba y abajo de la secuencia de codificacion de la proteasa 10.

El fragmento de 469 pb resultante fue purificado de un gel de agarosa (Sigma Aldrich cat. n.° A6877) y usado
como un Mega-cebador junto con el cebador RIOWT-CL39N (SEC ID n.° 15) en una segunda PCR realizada en el
mismo molde.

R10OWT-CL39N: 5° GGAGCTCTGAAAAAAAGGAGAGGATAAAGAATGAA 3’ (SECID n.° 15).

La construccién completa de aproximadamente 10 kb se hace in vitro por PCR de largo rango, usando los oligo-
nucleétidos RIOWT-CL28N (SEC ID n.° 16), RIOWT-CL28C (SEC ID n.° 17), y el Sistema Expand Long Template
PCR de Roche Applied Science (cat. n.°11759060), segtin el manual del proveedor.

RI1OWT-CL28N: 5° GCGTTCCGATAATCGCGGTGACAATGCCG 3’ (SECID n.° 16)
R10OWT-CL28C: 5° TTCATGAGTCTGCGCCCTGAGATCCTCTG 3’ (SECID n.° 17)

El fragmento de 1,2 kb aproximadamente resultante fue purificado y combinado en una reaccién de PCR nueva
usando el Expand Long Template PCR System con los fragmentos flanqueantes de la construccién hecha por dos
reacciones de la PCR usando R1I0OWT-2C-rev (SEC ID n.° 18) y R1IOWT-CL28C (SEC ID n.° 17); y RSWTO001 (SEC
ID n.° 19) y RIOWT- CL28N (SEC ID n.° 16) como conjuntos de cebador. El fragmento de 10 kb resultante puede ser
amplificado usando los cebadores RIOWT-CL28N (SEC ID n.° 16) y RIOWT-CL28C (SEC ID n.° 17), para aumentar
el nimero de transformantes.

R10OWT-2C-rev: 5> TAATCGCATGTTCAATCCGCTCCATAATCG 3’ (SECID n.° 18)
RSWTO001: 5> CCCAACGGTTTCTTCATTCTTTATCCTCTCCTTTTTTTCAGAGC 3’° (SEC ID n.° 19)

Las células competentes de una cepa de proteasa y de amilasa baja de Bacillus subtilis (tal como cepa SHA273
descrita en W092/11357 y W095/10603) fueron transformadas con los fragmentos de la PCR resultantes respecti-
vos, y se seleccionaron transformantes resistentes al cloranfenicol y se controlaron por secuenciacién del ADN para
verificar la presencia de la mutacién correcta en el genoma.

Las células de constructos que albergan Bacillus subtilis que codifican la proteasa 10 y cada una de las cuatro
variantes de las mismas fueron usadas para incubar matraces de agitacién con contenido de medios ricos (PS-1: 100
g/L. de sacarosa (Danisco cat.n.® 109-0429), 40 de g/L soja de corteza, 10 g/L. Na,HPO,-12H,0 (Merck cat.n.® 6579),
0,1 ml/L de plurénico PE 6100 (BASF 102-3098)), y el cultivo se realizé durante cinco dias a 30°C bajo agitacion
vigorosa.

Después del cultivo, los sobrenadantes fueron diluidos cuatro veces en un tampén Na,HPO, 0,2M, titulados con
0,1M de 4cido citrico con pH 4,0 o pH 6,0, y fueron divididos en dos. Una mitad fue incubada durante cuatro horas
a 65°C con el pH respectivo, después de lo cual fue congelada. La otra mitad fue congelada inmediatamente y sirvid
como el control.

Antes de medir la actividad de la proteasa residual, las muestras fueron diluidas diez veces en 50 mM de tampdn
CHES-HEPES, pH 8,5. La actividad fue determinada usando una versién modificada del ensayo Protazyme AK del
ejemplo 1, solubilizando una tableta del sustrato en 4 ml de tampén CHES-HEPES, pH 8,5, mezclando bajo agitacién
continua un ml de esta solucién de sustrato con 20 ul de muestra de proteasa diluida, que fue luego incubada a 37°C.
El sustrato deberia tener la temperatura correcta antes de afadir la proteasa. Después de 15 minutos, la reaccién fue
detenida afiadiendo 100 ul de NaOH 1 M vy el sustrato insoluble fue precipitado por centrifugado a 15000 r.p.m.
durante 3 minutos después de lo cual se midid la absorbencia a 650 nm. Los valores deberian estar por debajo de OD
3,0; alternativamente, la muestra de proteasa deberia ser diluida mas de diez veces antes de la medicién de actividad.
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La actividad residual relativa (%) se calcula dividiendo la actividad tras la incubacién a 65°C con la actividad
del control correspondiente. Los resultados de la tabla 1 a continuacién muestra que las cuatro variantes son de una
termoestabilidad mejorada en comparacién con la proteasa 10.

TABLA 1

Actividad residual tras la incubacion durante cuatro horas a 65°C

Proteasa % actividad residual pH 6 % actividad residual pH 4
Proteasa 10 + N4A7D |44 68
Proteasa 10 + T127R | 77
Proteasa 10 + Ng2K 55
Proteasa 10 + Q54R (62 67
Proteasa 10 19 41

Ejemplo 3
Variante de proteasa 22

Se disefi una variante de proteasa designada ‘“Proteasa 22 y que comprendia un nimero de sustituciones en trece
de las diecisiete regiones especificadas en la reivindicacién 1. Esta variante comprende las siguientes sustituciones en
comparacion con la parte madura de la proteasa 10 (aminodcidos 1-188 de SEC ID n.° 2): T10Y, A25S, R38T, Q42P,
T44S, R49K, Q54R, V561, A62S, T82S, S99A, G118Ns, S120T, S122R, E125Q, T129Y, N130S, M131L, R165S,
T166A, F171Y, T176N, V179L, N180S, V184L y R185T.

La parte madura de la proteasa 22 son los aminoédcidos 1-196 de SEC ID n.° 21. La secuencia de ADN correspon-
diente a SEC ID n.° 21 es SEC ID n.° 20.

La secuencia de ADN de SEC ID n.° 20 fue construida e introducida en un huésped de Bacillus para la expresion.
La proteasa expresada fue purificada y caracterizada como una proteasa alfa-litica (familia de peptidasa S1E y/o S2A).

Se midi6 la relacién de actividad-temperatura de la proteasa 22 a pH 9, usando el ensayo Protazyme AK del
ejemplo 1. La proteasa 10 se incluye con fines comparativos. Los resultados se muestran en la tabla 2 a continuacion.

TABLA 2

Perfil de la temperatura con pH 9 de la proteasa 22 y la proteasa 10

IActividad relativa con pH 9

Temperatura (°C) Proteasa 22 Proteasa 10
15 0.016 0.015

25 0.010 0.024

37 0.028 0.068

50 0.069 0.199

60 0.138 0.510

70 0.474 1.000

80 1.000 0,394

90 0,375 -

A partir de estos resultados, resulta que la proteasa 22 tiene una temperatura 6ptima mas alta a pH 9 que la proteasa
10, es decir, alrededor de 80°C en comparacién con alrededor de 70°C.

Se utiliz6 la calorimetria por anélisis diferencial (DSC) para determinar la estabilidad de la temperatura con pH 7,0
de la proteasa 22 y la proteasa 10. Las proteasas purificadas fueron dializadas durante la noche a 4°C contra 10 mM de
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fosfato sédico, 50 mM de cloruro sédico, pH 7,0 y se analizaron en un instrumento VP-DSC (Micro Cal) con una tasa
de barrido constante de 1,5°C/min de 20 a 100°C. La manipulacién de datos se realizé usando el software MicroCal
Origin.

La desnaturalizacién resultante o temperaturas de fusién, las Tm, fueron: para la proteasa 22: 83.5°C; para la
proteasa 10: 76,5°C.

La invencién descrita y reivindicada en la presente no debe estar limitada en su alcance por las formas de realizacién
especificas descritas en la presente, ya que estas formas de realizacidn estdn destinadas a ser ilustraciones de diferentes
aspectos de la invencién. De hecho, varias modificaciones de la invencién ademas de las descritas y mostradas en la
presente serdn evidentes para los expertos en la técnica de la descripcion precedente.
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REIVINDICACIONES

1. Proteasa con un porcentaje de identidad de los aminodcidos 1 a 188 de una proteasa progenitora que consiste en
SEC ID n.° 2 de al menos 60%, que exhibe una termoestabilidad mejorada en comparacién con la proteasa progenitora
por determinacién de actividad residual tras la incubacién durante cuatro horas a 65°C con pH 6 o pH 4 en un tamp6n
Na,HPO, 0,2M y que comprende al menos una de las siguientes sustituciones: N47D, Q54R, N92K, y/o T127R, donde
cada posicion corresponde a una posicién de aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2;

con la condicién de que la proteasa no sea:

los aminoacidos 1-188 de SEC ID n.° 2, los aminoécidos 1-188 de SEC ID n.° 2 con la sustitucién T87A, los
aminodacidos 1-188 de SEC ID n.° 4, los aminoacidos 1-188 de SEC ID n.° 6, los aminoécidos 1-188 de SEC ID n.°
8, los aminoacidos 1-188 de SEC ID n.° 10, los aminodacidos 1-188 de SEC ID n.° 22, y no las partes maduras de las
proteasas que tienen las secuencias de SEC ID n.° 23, SEC ID n.° 24, SEC ID n.° 25, SEC ID n.° 26, SEC ID n.° 27 y
SEC ID n.° 28 y donde el grado de identidad entre secuencias se determina por el programa “align” usando la matriz
de puntuacién BLOSUMSO0, la penalizacién para el primer residuo de un espacio es -12 y las penalizaciones para otros
residuos de un espacio son -2.

2. Proteasa segtin la reivindicacion 1 que tiene la secuencia de aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 2 salvo al menos
una sustitucion seleccionada de los siguientes: N47D, Q54R, N92K y/o T127R.

3. Proteasa segiin la reivindicacion 1 que tiene la secuencia de aminoécidos 1 a 188 de SEC ID n.° 4 salvo al menos
una sustitucién seleccionada de los siguientes: N47D, N54R, S92K y/o T127R.

4. Proteasa segtin la reivindicacién 1 que tiene la secuencia de aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 6 salvo al menos
una sustitucién seleccionada de los siguientes: N47D, Q54R, N92K y/o T127R.

5. Proteasa segtin la reivindicacion 1 que tiene la secuencia de aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 8 salvo al menos
una sustitucion seleccionada de los siguientes: N47D, Q54R, N92K y/o T127R.

6. Proteasa segun la reivindicacion 1 que tiene la secuencia de aminodcidos 1 a 188 de SEC ID n.° 10 salvo al
menos una sustitucién seleccionada de los siguientes: N47D, S92K y/o T127R.

7. Proteasa segun la reivindicacién 2 que se selecciona de los siguientes:
N47D de SEC ID n.° 2,
T127R de SEC ID n.° 2,
N92K de SECIDn.°2y
Q54R de SEC ID n.° 2.

8. Secuencia de dcidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de dcidos nucleicos que codifica la proteasa
de cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. Constructo de dcidos nucleicos que comprende la secuencia de dcidos nucleicos segtn la reivindicacién 8 ope-
rativamente enlazada a una o més secuencias de control que dirigen la produccién de la variante de proteasa en un
huésped de expresiéon adecuado.

10. Vector de expresion recombinante que comprende el constructo de dcidos nucleicos segtn la reivindicacién
9.

11. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de dcidos nucleicos segtn la reivindicacién 9 y/o
el vector de expresion segun la reivindicacion 10.

12. Método para la produccién de la proteasa segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, el método compren-
diendo:

(a) cultivar la célula huésped segtn la reivindicacién 11 para producir un sobrenadante que comprende la proteasa;
y

(b) recuperar la proteasa.

13. Planta transgénica, o parte de la planta, capaz de expresar una proteasa segtin cualquiera de las reivindicaciones
1-7.
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14. Animal transgénico no humano, o productos, o elementos de los mismos, que sean capaces de expresar una
proteasa segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

15. Aditivo de pienso que comprende al menos una proteasa segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, y
(a) al menos una vitamina liposoluble;

(b) al menos una vitamina hidrosoluble y/o

(c) al menos un oligoelemento.

16. Composicién de pienso para animales con un contenido de proteina bruta de 50 a 800 g/kg y que comprende
la proteasa segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

17. Método para mejorar el valor nutritivo de un pienso para animales, donde la proteasa segiin cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, y/o la composicion segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 o 16 se afiade al pienso.

18. Método para el tratamiento de proteinas, que comprende el paso de afadir la proteasa segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 y/o la composicion segtin cualquiera de las reivindicaciones 15-16 a al menos una proteina o
fuente de proteina.

19. Uso de la proteasa segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y/o la composicién segin cualquiera de las
reivindicaciones 15-16 (i) en pienso para animales; (ii) en la preparacion de pienso para animales; (iii) para mejorar el
valor nutritivo de pienso para animales; y/o (iv) para el tratamiento de proteinas.

20. Uso de la proteasa segin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en detergentes.
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1 50
ADIICGLAYTHMGGRCSVGFAATRARGOPCFVIAGHCGRVATOVTIGNGRE
ADRI IGELAYYMGGRCEVAFARTNEAGQPOFPVTAGHCGTVETEVTIGNATE
ADIIGGLAYTMAGRUSVEFAATNAAGY POFVTASHCARVETVEICNGOG
ADI IGGLAYTMGGRCEVIRFAATNAAGQ POFVIAGHCGRVETQVTIGNGRA
ADITGGLAYTMGORCESVOFANTNABGOPGFVIAGHCOTVETRVEI GNGDRE
ADI IGGLAYYMECRCAVARARTNASCQ PGFVTACHOGTVAT VS LENGRG

Bl 16¢
VFEQSVEPANDARTVRGTSNFTLINLVERYNTGGYATVAGHNQAD IOBBY
TRONSVEPANDAARVRGTENF TLINLVBRYNSGEYQEVTATIQAPACSAY
VPEQEIFPGNDAAFVRCETENFTLTHLVSRYNTCGYATVACGHNQAP IGSSY
VREOSIFPANDAARVRGTSNFTLTNLYSRYNTEOYATVAGHNQARPIGSEY
VFERSVFPENDSARPVROTBNFTLTNLVERYNTGCRATVEGEBQARATIGEQI
VEERSIFPENDSAFVRETENF T LTNLVERYNSGAYATVAGHNGRPIGSAV

101 180

CREGHTTEURCOTIQARGRSVSYPEGTVINMTIRTTVCAEPGDSGIBYISE
CREGSTTENRCGTIQARNQTIVR Y EQETVYSLTRTNVCAEPEDAGOBFISE
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NQAQCVTEGOSENCRTEETTFYQRVTPMVNENGVRLRT
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ATOM 231 C ALA 33 -25.1B8 24.465 46,827 1.00 9,16
ATOM 222 0 A 33 -24.007 24.503 45.369% 1.00 @.53
ATOM 223 CB Ana 33 -26.294 22.473 45.773 1.00 7.77
BTOM 224 W GLY 34 -25.408 24,724 48.076 1.00 7.16
ATOM 225 CA GLY 34 ~24.348 25.143 45.024 1.00 8.05
ATOM 236 C© GLY 34 ~23.350 24.043 45,347 1.00 7.3B
ATOM 227 0 GLY 34 ~22,194 24,315 45.6%8 1.00 £.30
ATON 228 ¥ HIS 35 -23.788 22.780 48,271 1.00 7.53
ATOM 228 Ca HIS 35 -22.821 21.714 4%.638 1.00 €.58
ATOM 230 C HIS 35 -21.744 321.601 48.580 1.00 8,95
AroM 231 0 Hrs 35 ~-20.702 20.8%45 4B.747 1.00 8.5¢
ATOM 232 CB HI8 3s -23.497 20.364 49.B83 1.00 B5.BS
AzoM 233 0@ BI8 35 ~33,991 15.599 4B.68B6 1.00 6.87
ATOM 234 NDL HIS 35 -35.305 15.4681 48.321 1.00 8.858
ATOM 235 ©D2 KIS 3s ~23.326 18.872 47.76%8 1.00 &.85
ATOM 236 CE1 HIS 35 -25,414 18.744 47.228 1.00 7,54
ATOM 237 WE2 KIS 35 -24.217 1B.313 46.906 1.00 B8.é64
ATOM 238 ¥ cvs 38 -21,930 22.183 47.376 1.00 B8.15
ATOM 239 CA COYS 36 ~20.940 22.145 48,312 1.0D 8&.05
ATON 240 © Ly 36 ~-18.746 23.062 46.67¢ 1.60 11.23
ATOM 241 © Y8 36 -18.715 22,841 45.999% 1.00 10.34
ATON 242 CB O¥E 36 ~31.518 23.558 44.877 1.00 5.97
ATOM 243 86 CVYE 36 ~22.774 21,389 44.403 1,00 9,16
ATOM 24¢ ¥ GLY 37 -15,855 24.012 47.601 1.00 5.80
ATOM 245 CA @L¥ 37 -18,632 24.821 47.8B62 11.00 8,53
RTOM 246 ¢ GLY 3% ~-18.853 25.793 48.593 1.00 11.72
ATOM 2¢7 O OLY 37 -19.822 26.350 49.153 1.00 12.57
ATOM 248 ¥ ARG 38 ~17.807 26.044 48.787 1.00 5.44
ATOM 249 NH2 ARG kY:] ~-13,088 27.478 54.730 0.00 41.65
ATOM 250 NH1 ARG ag -14,258 25.862 55.765 0.00 42.03
ATOM 2%3 CZ ARg 38 ~-13,968 26.4¢5¢ 54.613 0.00 41,38
ATON 252 NEBE ARG 38 ~14.558 26.142 53.467 ©£.00 33,87
ATOM 253 CD ARG 38 ~15,.763 25.165 53.320 0.00 37.50
ATOM 254 ©OG ARG 38 -17.084 25.666 K2.814 1.00 23.13
ATOM 255 CB ARG 3e ~16.802 2§.737 51.75% 1.00 14.80
ATOM 256 CA ARG 38 ~17.812 27.040 50.845 1.00 12,65
AToM 287 € ARG 38 -17.566 2B.415 50.239 1.00 11.84
Aoy 2359 O ARG 38 -16.987 2B.562 45.127 1.00 10.80
ATOM 253 ¥ VAL 38 ~17.953 29.488 &0.993 1.00 12.22
ATOM 260 CA VAL 35 ~17.723 30.681 &0.483 1.00 11.5B
ATOM 261 € VAL 38 ~-16.224 31,002 50.149 1.00 11,48
ATOM 262 ¢ VAL 38 -15.406 30.540 50.544 1.00 12.65
ATOM 363 CB VAL 39 ~-18.185 31.802 S51.513 1.00 14.37
ATOM 264 CGl VAL 38 ~17.641 33.282 51.282 1.00 18.26
ATOH 265 G2 VAL 39 -19,720 32,035 51,617 1.00 18,01
ATOM 266 N GLY 40 ~15.853 31.595 49,017 1,00 10.5%
ATON 267 Ck GLY 40 ~14.467 31.715 48.658 1.00 9.21
ATOM 268 C GLY 40 ~13.862 30.630 47.88% 1.00 11.61
ATOM 268 O G@LY 40 ~-12.804 30.%54 4&7.066 1.00 13.88
ATON g7 H THR 41 -34,.803 28.552 47.441 1.00 10.26
ATOM 271 C@z THR 41 «14.886 26,180 d45.550 1.00 8.%0
ATON 272 081 THR 41 -15,058 26.792 47.530 1.00 14.4%
ATOM 273 CB THR 41 ~15,123 27.285 48,571 1,00 12.41
ATOM 274 CA THR 41 -14.185 28.866 46.525 1.00 9.s8
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~14.360
~15.404
-13.29%7
-11.317

-9.407
-10.512
-313.132
-LX.801
~32.263
~1%,8%52
-13.61E8
"14 > 5‘4
~17.397
-17.192
~18.687
~15.132
-14.717
-14.383
-14.726
-13.085
»12.054
-13.232
‘1‘&459
~15.708
-16.158
~16.218
~17.382
-18.95D
-16.87¢
-18.743
~19.78%
~18 .835
~21.238
~1&.588
~16.162
-15.008
-14.011
~15.134
~15.078
-16.2587
-15.180
-13.814
~14.106
~314,205
~13,529
~15,234
~15,638
-15.114
~14.7¢1
~15.067
~10.763

-5.430
~10.647
-11.803

28.148
3%.857
28,983
32.840
3L.714
31.791
30.558
2p.728
28.456
28.382
27.187
$2.827
28,781
27.6568
2%.731
27.888
28.227
29.467
27.266
265.655
27.08D
26.536
27.287
26.877
28,742
27.660
27.175
27.478
48.6%3
27.76%7
27.358
25.300
27.351
26.483
26.796
ar.gi2
27.661
36.89%
31.342
31.288
31.045
30.£76
29.967
31.13%8
32.3864
3¢.500
31.880
31.380
30.180
32.28¢
22.684
30.737
30.222
20.174
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45,121
44,733
44,385
43,178
42.552
43.080
43,880
4%.588
42.377
22,0863
42.320
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41,542
40.117
40.018
38.584
ag.314
3%7.7E8%
44.277
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38.773
36.32¢8
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35,947
34.8626
33.850
32,398
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33.237
34.483
33.71%7
31.623
30.314
30.282
31.p002
45.51%2
28.321
28.086
27.8520
28,081
29.522
30.484
30,367
31.4%786
32.487
33.840
24.02]%
34.782
28.714
37,086
27.488
36.714

1.00
1.00
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0.7t
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1.00
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1.00
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1.040
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1.00
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1.00
1.00
1.00
0.00
0.900
0.00
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19.17
12,38
3i2.68
35,48
i0.28
24.88
ig.80
.77
13.86
132.0%
13.%6
15.81
10.29
14.08
11.408
10.70

8.75

B.18
1&.80
14.72

7.96

€.95
16.78

5,00
ic.77
11.78
1c.56
10,82

B,72
14.25
14.82
17.74
11.49
13.72
12.34
14.15
13.14
26.89
18.12
19.867
17.20
14.86
14.30
15.69
11.7%
10.€0

8.68

8.85

B.71
43.61
32.51
42.123
3B.98



Cont, Fig 2

ATOM 334
ATOM 338
aT0M 338
AT0N 337
ATon 338
ATON asy
ATON 340
ATON 341
ATOM 342
ATON 343
ATOM 344
ATOM 345
ATOM 346
ATON 347
ATOH 348
ATOM 343
ATOM 350
ATOM 351
ATOM 352
ATON as3
ATOM 354
ATOM 355
ATOM 3536
ATOM 257
ETOM 358
ATOM 359
ATON 380
ATON agl
ATOM ig2
ATOM i83
ATON 364
ATOM 365
ATOM 366
ATOM 387
ATOM ags
ATOM 369
ATOM are
ATOM 371
ATOM 372
ATOM 373
ATOM 37
RTOM 378
ATON 376
ATOM 377
ATOM 378
ATOM 378
ATOM 380
ATOM 381
ATOM 282
ATOM 383
ATOM g4
ATOM 385
ATOM 3ag
ATON 387
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-11.62E
-12.07%
~13.19¢0
«14.600
~18. 485
~16.028
~15.644
-1€.416
~-15.988
~15.03%
~16.78%
~15.047
~-1§,041
-15.468
~158.435
~37.738
~1B.65%
‘170773
-20.520
~¢0.952
-20.103
‘13- 357
';8-‘54
-18.289
~18.,630
~18.818
~18.928
‘17»9?9
~20.038
~22.012
~21.325
~21.338
~20.701
-30.818
-30.172
-43.035
-20.664
~-32.095
-26.256
-35.933
-25.5¢88
-24.256
~34&.346
~33.885
~33.164
-23.418
-23.074
“23-169
-321.58%8
~23.280
~33.730
-23.084
~24.B34
-25.245
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30.774
38.181
32.837
31.985
32.746
i3.81e
32.836
32,933
32.438
31.654
32,888
33.181
34,834
33,510
32,474
32.3823
33.186
31.354
28.1%8
e7.038
46,415
26.983
28.181
2B.7658
30.018
31.237
32.498
32.788
33.23%
37.75€6
39,265
38.08%
38,961
i5.g13
34.475
34.208
34.743
36.343
35.584
35,743
35.208
33.707
3%.108
3L.808
31.101
30.926
27.372
28.781
28.470
2B.558
28,398
28.374
27 .735

2

35.625
35.358
38.3585
26.142
37.138
36.747
38.337
39.3%2
40.7%58
40.838
41.756
45.215
43.780
43.768
43.248
43,951
&3.72¢
44,846
46.287
45.814
44.672
44,388
45.012
45.964
46.703
45,766
46.637
47.403
46.481
45.426
46.722
46.413
4£7.162
46.441
47.a39
48.485
£5.558
48.352
45,3582
51.418
50.241
43.988
48,588
48.508
48.5237
46.410
50.665
50.204
50.228B
£0.637
£2.014
83.011
§2.08¢
B3.342

1.00
1.00
1.00
1.08
1.0
1.00
1.00
1.08
1.8¢
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
l.0¢0
i.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.6%
1.00
1.00
1.80
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.0%
.08
1.00
1.00
1.00
1.00
3--00
1.0p
i.00

24 .44
20.17
13.13
B.87
.58
10.73
10.04
£.68
7.46
8.87
8.13
8.31
5.%4
10.40
8.57
8.4¢
8.01
771
7.34
i2 .48
ii.92
8.56
7.30
10.45
9.22
2.38
10.41
10.33
8.81
27.08
33.78
28.63
is.08
10.83
10 /88
13.01
11.89
.12
43.84
45 .53
40.73
29.81
17.82
10.81
12,82
13.78
10.88
14.02
9.88
il.290
12.70
il1.84
i1.38
8.56



Cont. Fig2

plins ;] k1]
AToM k-1
ATOM 350
ATOM sl
ATON 382
JTOM 353
ATOM 354
ATON 355
ATON 396
ATON 357
ATOM 388
ATOM 359
ATON 400
ATOM 401
RTOM 4032
ATON 403
ATOM 404
ATON 405
ATOM 406
ATON 407
ATOM 408
ATOM 408
RTON 410
ATOM 413
ETOM 412
ATOM 413
ATOM 414
ATOM 415
ATOM 416
ATOU 417
BTOoM 418
RTOM alm
ATOM 420
ATOKR 423
ATON 422
ATOM 423
ATOM 424
ATOM 428
ATOM 428
ATON 427
BTOM 428
ATOM 428
LToM 430
RTOM 431
ATOM 432
RTOM 433
ATOW 434
ATOM 435
RTOM 436
ATONM 437
ATOM €38
ATOM 435
ATOM 4480
ATOM 441
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0t1§3250 3] g!ﬁi;E;&;O(ﬁngSQ g 3!3{;2%&!0 n»g!a
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] Q'U'O g %00

VAL
VAL
VAL
VAL
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P4z
FHE
PHE
PHE
PHE

PHE
PHE
PH2
PHE
PRB
FRO
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PRO
PRO
PRO
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auyY
GL¥
GLY
QLY
ABN

ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ABW

ASP
Agp
ABP
Age
ABP
ASP
AZFP
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~23.816
~26.250
~3€.681
~27.350
-26.8¢2
-24.803
-25.038%
~24.351
«313.200
-24.383
-24.530
-23.489
~25.748
~23.654
-25.5948
-24.857
-24.888
~%6.182
~37.302
-37.072
-25.8558
-24.947
-24.128
~28.488
~38.554
~30.330
~31.477
~29,787
~30,400
~28.377
~28.348
~30.598
«31.389
~30.87%
~33.478
-29.5682
-28.544
~28.598
+29.213
-28.818
~-27.837
~27.5%1
-26.623
~28.041
~25.258
-28.134
~26.880
~-26.114
~26.667
-25.478
~35.668
-36.528
24,247
-24.889
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25.223
25.756
28,365
37.561
29.808
25.475
24.030
23.597
44.087
23,288
21.7197
20,9225
21.211
19,821
13,851
18,033
22.788
dz2.082
42,967
24,207
20.768
21.178
42.322
23.432
33.338
23.880
23.240
24.482
24.73%9
24,0899
23.8%32
26,178
26.9534
27.984
26,340
24,183
23,851
4¢.892
24.393
22.218
21.878
40,415
23.31¢
£5.868
27.887
26.387
27.802
27.938
28.360
28.18%
30.110
25.843
28.283
31.172

2

53,218
52.302
53,718
54,8588
54.111
£4.11¢6
54.173
£5.503
55.832
E2.862
§3.071
B3.847
52.7862
53.680
53.869
53.336
56.385
56.254

56.788.

56.657
57.043
58.0%¢8
§7.831
57.103
57.49%
56.200
58,091
85,291
53.8962
52.981
B3.474
53.5988
B4.684
53,082
55.060
51.861
56.701
49.547
£8.5153
§9.313
45.8&40
49.24%
S45.433
485,751
45.385
48.775
458.818
45.618
47.434
47.173
45.5987
48.116
45.8B§
45.988

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1;00
1.00
1.00
1.Q0
.00
.00
1.00
1.00
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1.00
1.00
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1.00
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i.00
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1.00
1.00
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1.00
1.00
1.00
1.0
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1.00
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i1.00
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1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
i.00
1.99
1.00
1.90
1.00
1.08
1.00
1.00
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10.89
1z.57
13.€5
14.€1
9.44
10.86
12.68
14.31
$.20
T4
i¢.87
10.76
16.75
5.80
17.0%
11.76
131.25
£.63
10.82
1:.403
12.71
12.73
10.87
11.2¢
10. 928
11.3¢
10,686
8.17
5.56
§.9¢
5,58
12.18
16.8%
15,11
7.15
7.83
B.82
7.71
4.48
6.18
.86
E.30
?.72
B8.64
g8.98
2.1%
10.25
7.88
7.50
7.33
£.3€
4,%7
8.23



Cont. Flg 2

ATON 4432
AToN 443
ATOM 444
ATON 445
ATCH 448
ATOM 447
ATON 448
ATOH 449
ATOM 450
BTOM 451
ATOM 452
ATOM 453
ATOM ¢54
ATON 488
RTOM 43¢
ATOM 457
ATON 488
RTOM 458
ATOM 480
ATOM 461
ATOM 462
ATOM 283
ATON 464
AToM 468
aToM 455
ATOM 467
ATOM 468
ATOM 455
ATON 470
ATOM 471
ATOM 472
ATOM 473
ATOM 474
ATOM 475
ATOM 76
ATON 477
ATOM 478
ATOM 478
ATOM 480
ATOM 481
ATOM 483
ATOM 483
RTOM 484
ATOM 485
ATON 4£BE
ATOM 487
ATOM R T
ATON 488
ATON 450
HTON 491
BTOM 492
ATOM 492
ATOM 494
KTOM 495
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~2&.221
-24.051
~28.0€3
~36.168
~36.263
~25.287
~35.415
'24:540
-33.351
~32.,454
~23 . 080
~21.722
~21.6B8
~2d.514
"21 .338
-230.018
«21.333
-20.744
-16.111
-17.308
-17.371
-18.308
-18.6872
'19.915
~19.54%
~20.845
-1%,801
~18.4¢7
-19.828
-18.831
-17.838
~18.123
-16.588
-15.407
~«14.784
~12.938
-14.366
-13.885
-14.870
-15.2Q08
~14.736
-185.860
-15.811
-13.337
~-12.822
~16.100
~15a555
‘15v435
~-15.9%4
~-15.848
~-16.854
~-18.188
~18.5%42
-1%.048

38.364
36.237
36.205
358.352
34.453
34.477
33.537
32.152
32.1596
32.473
31.582
33.028
33.3237
33.548
30.840
31.05%
29.5390
34.2132
39.098
38.979
39,280
38,673
38.751
37,837
36.4564
35.478
25.31¢
34,738
35.857
35,779
326.834
3g.018
36.418
37.252
37.468
38.358
35.8B32
35.563
36,773
36.872
36,796
36.069
34.865
36.184
35.388
36.767
36,201
34.3%0
35.243
35.335
36.15¢8
35.424
34.31%
35.94€
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43,842
42,841
41.842
41.858¢%
43.038
4£.027
45.24Q
44.932
44 .518
45.562
43.234
42.6862
41.832
40.548
41,7232
40.967
42.483
42.0%4
43.470
241.74%
42.832
43.409
42.550
41.7587
4£4.422
41 .,41%
40.305
40.557
3s8.132
37.962
38.114
38.332
37.533
37.594¢
36,611
36.375
39.071
38.579
40.522
35.618
34.233
33.264
33.480
34,027
32.762
32.23¢
28,330
28,194
28.878
36.37%
21.131
31.400
30.81%
32.208

1.90
1.00
1.00
1.00
1.6Q
1.00
1.00
i.00
i.p0
1.00
1.00
l.00
1.00
1.00
1.80
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.06
.00
1.00
1.00
1.60
1.00
1.00
1.00
1,00
1.0Q
i.0¢0
1.00
1.00
1.00
1.00
1.90
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
.00
1.00
1.0¢

§.73
7,23
§.08
10.30
10.p4
6.59
6.42
7.8%
l0.06
10.38
8.61
B.82
B.88
T7.44
11.24
10.37
2.%4
6.-55
18.28
18.867
18.74
22.87
23.13
18.33
12.11
8.00
7.85
8§.51
8.23
3.28
7.1
.23
£.19
6.13
10.8s5
$.20
13.02
9.29
11.87
1a.02
11,82
12.37
il.23
12.32
15.07
12.58
20.03
198. a7
14.54
8,27
11,17
106.53
14.17
8,98



Cont.Fig2

ATOM 486
RTOM 497
ATON 498
ATOM 499
ATOM 500
ATOM EOL
ATON 302
ATOM §03
ATOW 5Q&
ATOM 505
ATCM BO6
ATOM 507
ATOM 508
RTEN 805
ATOM 510
ATOM 511
ATOM 5312
ATON 513
ATOM 514
ATON 818
ATOM 518
BATOM 517
NTON 518
ATOR 51%
RTCM 820
ATOM 521
ATOM 8§22
ATOM 523
ATOM 524
ATOM 825
ATOM 526
ATOM 527
ATOM 528
RTOM 529
ATOM 530
ATON 531
ATON 533
ATON B3z
ATON 534
ATOMN 535
ATOM B3g
ATOM 537
AIOM E28
ATON g£3s
ATOM 540
ATOR 541
ATOM B42
ATOM 543
KTOM 544
ATOM 545
ATOM 546
ATOM 547
ATOM 548
ATOM 548
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71
74
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75
78
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f-]

7B
18
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76
7é
76
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18
78
ki
17
77
7
77
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-21,133
-a0.735
~15.483
-38.733
-19.159
-20.35¢0
-20.835
-20.34¢
-21.33%
-21.428
-22.073
»23.123
-24.405
24,562
~23,03¢
-21.768
~24.177
~45.282
~36.502
-27.504
~27.563
-27.046
~-26.318
-27.074
«25,471
-~28.355
-27 .698
~28.274
~28.083
~28.388
~30.800
~30.473
~31.775
~36.021
"33 . 928
~34.733
~34.178
-32.824
~-33.156
-34.322
-32.,177
"33 . 993
~30.830
~31.687
"‘31 v416
=33.315
~31.87¢
-31,038
«32.838
"32 -265
~32,128
-33,126
~33,.39%
-33.049
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34.054
33.082
32.298
32.881
33.681
34.372
35.417
35.257
35.558
37.207
35.275
35.3202
35.261
34.027
35.5388
36.189
36.178
36.028
35.418%
35.184
35.898
36,433
368.868
37.821
35.702
34,161
32.554
31.283
32.832
33.738
33.347
33.184
33,201
33.%47
33.a379
33.8286
33.B81B
32.728
31.252
25,835
30.818
29.592
25.817
29.887
28.013
29,158
28.058
2B.as¢
26.9536
28,683
24.578
24,380
25.280
23.9:11

2

36.002
36.900
36.6859
35.559
3¢.652
34.872
33.897
32.438
31.503
31.837
30.651
25,860
30.435
30.288
28.328
27.828
27,494
31,020
31.608
30.484
28,460
33,887
33.883
34,9¢8
34.53¢
30,737
28.200
25.842
#8.9a2
25.888
30.732
31.959
30.062
28.974
28.252
28.187
36.8%0
30.849
30.4658
30.820
459,593
26.412
26.113
27%.082
28.2%0
29.530
30.513
31.385
30.323
31.0862
28.973
25.178
32,082
33.715

1.00
1.00
1.00
.09
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.49
1.00
1.a0
1.00
1.00
1.00
1.00
1,00
1,040
1.00
1.00
1.00
1.00
1.60
.80
1.00
1400
1.¢0
1.60
1.60
1.00
.69
1.00
1.00
1.0¢
1.00
1.0¢0
1.00
l.00
L.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1IDO
1.00
1.00

5.72
7.44
10.35
10.41
8.87
5.76
7.13
10.26
il.61
14.868
11.03
3.26
8.,51
11.35
15,61
15.86
i4.54
i1.12
.31
.04
6.44
8,84
13.85
12,88
3.85
.42
3.40
.42
7.93
7.440
10.08
7.44
8.53
14.07
14.18
15.69
11,17
5.39
10.95
13.03
7.98
11.04
13.41
11.12
10.463
8.7%
8.87
£.01
8.54
8.05
&.00
€.78
8§.08
5.84
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Cont, Fig 2

ATOH 550 0G@2 VAL 77 -33.678 26.350 33.142 1.00 10.07
ATOM §51 N SEBR 78 ~31.0617 23.871 29.%74 1.00 8.€7
ATOM 552 O& SER 78 ~29.,161 21.344 27.883 1.00 §.85
BTOM 553 CB5 8ER 78 ~29.355 22.40%¢ 28.8%7 1.00 12.2%
ATOM E54 CA SER 78 ~30.831 22.814 29.929 1.00 B.23
ATOM B55 ¢ EBR 78 -31.74¢ 21.583 29.18% 1.00 5,82
AToM 556 0 SER 78 -31.752 231.085 30.305 1.00 7.E9
ATOM §57 N ARG Y9 -32.337 21..082 28,116 1.00 5.80
ATOM 558 NH2 ARG 79 -37.448 22,028 24.212 1.00 31.34
ATOM 55% NHi ARG 7% -38.500 22.7B0 26.1B4 1.00 27.56
ATOM 560 C3 ARG 7% -37.801 21.991 25.584% 1.00 28.47
ATOM 561 NE ARG 79 -36.785 21.131 26.161 1.00 21.89
ATOM 562 €D ARG 79 -36.918 20.936 27.589 1.00 1B.78
ATOM B€3 €@ ARG 79 ~35.265 21.118 27.%%2 1.00 5.14
ATOM Bée C©B ARG 79 -34.48% 15.98% 27.3%8 1.00 7.07
ATOM 565 CA ARG k] »33.163 1B.E79% 28.166 1.00 10.01
ATCM 566 C ARG 79 -32.,272 18.740 27.85% 1.00 11.08
ATOM 567 O ARG 79 ~-32.78% 17.622 27.476 1.00 21.7§
ATOM 568 N TYR 80 -30.580 1B.501 27.456 1.00 10.89
ATOM 569 OH TYR 80 -25.66% 19.608 31.411 1.00 13.70
ATOM 570 CD2 TYR g0 -28.896% 18.626 30.175 1.00 E.58
ATOM 571 (¢E2 TYR 80 -28.016 19,277 30.962 1.00 5.07
BTOM EY2 C& 1TYR 8o -25.867 19.006 36.68B3 1.00 13.15
ATOM 573 CEl TYR 80 -36.2%0 1B.103 29.673 1.00 13.12
RTOM 574 CD1 TYR BO -27.306 17.431 28.821 1.00 12.00
ATOM 575 CG TYR BO -28,646 17,742 28.153 1,00 10.87
ATOR 576 CB TYR 80 -29.686 17.010 28.331 1.00 11.71
ATOM 577 CR TYR BO -30.100 17.80% 27.036 1.00 13.18
ATOM 598 © TYR 80 -30.669 16.B85 25.83% 1.00 15.87
ATOM 57% O T¥R 80 ~31.074 17.414 24.848% 1.00 16.83
RATOR 580 N ASN 82 -30.732 15.583 26.157 1.00 15.67%
ATOH 581 ND2 asw 81 -30,2581 12.075 23.672 O0.50 23.43
ATOM 582 OD1 ASN 31 -31.853 10.BB1 24.%30 0.50 32,68
ATON 583 CG ASBN 81 -31.012 11.924 24.765 0.50 24.69
ATOM 584 CB ASN 31 -30.915 13.117 25.6%% O0.50 20.33
ATOM 589 CA ASN 81 ~31.169 1&.536 25.163 1.00 17.67
ATON 590 &  ASN 81 -32.611 14.689 24.B07 1.00 18.70
ATOM 591 0O  ASN 8l -33.067 14,207 23.731 1,00 20.43
ATOM §92 N  THR 82 -33,408 15,385 25.621 1.00 15.25
ATOM 593 G2 THR 82 ~36.833 16.845 26.136 1.00 15.5¢0
ATON 594 001 THR 82 -35.944 14.838 27.235 1.00 15.80
ATOM 555 CB THR 82 -35,663 16.070 26.495 1.00 13.76
RTOM 596 Ca THR B2 -34,787 15,661 25.275 1.00 16.6€1
ATON 597 C  THR 82 -34.775 16,712 24.128 1.00 18.89
ATCN 598 O THR 82 ~38.728 16.765 23.314 1,00 20.18
BTOM 5% N OLY 83 ~-33.765 L17.55F 23.573 1.00 17.44
ATON 00 CA QaLY 83 ~-33.,611 18.551 22.5%41 1.00 16.21
ATOH 01 © QLY 83 -34.082 19.964 23.386 1.00 12,64
ATON €02 O QLY 83 -35,127 20,225 23.%08 1.00 12.83
ATON 603 N GLY 84 -33.,281 20.926 22.85% 1.00 11.84
ATON $04 CA OLY 84 -33.50¢ 22.331 33.082 1.00 11.0P
ATOM 605 C GLY 84 -33.492 22.741 24.841 1.00 B5.78
210N €08 © GLY 64 ~-32.796 22.177 25.384 1.00 10.83
ATOM §07 N TYR 8s -34.10¢ 23.875 =24.825 1.00 10.88
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Cont. Pig 2

ATON §08
ATON §08
ATOM 810
ATOM 8§11
ATOM 612
ATOM 811
ATOM 614
ATOM 618
ATOM 518
ATOM 6§17
RTOM &18
ATOM €1l%
ATOM 620
KTOM 621
ATOM 622
ATOM §23
ATOM 824
ATOM £25
ATON 626
ATOM 647
ATOM 528
ATOM £25
ATOM 630
ATOM 631
AToM 6§32
ATOM 833
ATOM 834
ATOM 635
ATOM 836
ATOU 6§37
ATOM 638
ATOX 630
ATOM E40
ATON £41
RTON £42
ATOM €43
ATONM 64¢
ATOM 645
ATOM -1 1:4
ATON 647
ATOM 648
ATOM 649
ATOM 650
ATOM 851
ATOM 6§52
ATOM 653
ATOM 854
ATOM 655
ATOM &56
ATON 857
RTOM 658
ATCH 658
ATON 660
2TON 561

Re2

QD1

B

THR

VAL

GLY
OLY
QLY
HIB
RIB
HIB
His8
Big
Bz
HIB
EIs
KIEg
Hil8

aAgN
AgY
AgH
ABYW
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"28-00%
~31.561
~30.268
~29,283
-29.518%
“301826
-21.850
-33.264
~34.079
-35.418
~36.268
~35.569
«37.048
-36.7385
~36.36]
-35,138
-~37.345
-3§.841
~3B8.8858
~37.835%
-37.087
-37.620
-3B.62§
~37.001
-37.441
+«38.258
-37.698
-36,24¢
-36,882
~-3E.47B
~30.467
~-41.538
-al.325
-4D.650
-41.242
~40.351
-45,632
-40.322
-38.660
~40.857
-40.073
-4Q. 052
-38.6822
~38.350
~39.608
-23.41Y
~40.637
-41.854
-€1,723
-43.,013
~45.608
~45,584
~45,503
-45.524

Fig.
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24.58%
25,395
25,033
24.850
25.08L
25.421
25.857
25.886
24 .539
25,002
25.481
24.891
24,820
25,428
i8.518
47,341
27.82%
28.875
35.834
30.17¢
29,241
28.583
22.05%
30.428
30.883
32.185
33.084
21.083
11.636
29.746
31.233
33.202
33.440
33.218
35.028
33.a81
33.592
32.409
31.477
32.540
35.404
34.763
35.36€
34.41%
33.184
31.883
31.530
31.228%
31.032
31.126
32.750
33,225
32.418
30.938

2

244,203
24.088
43.883
24.6494
46.012
2¢.385
25.445
£5.882
26.3%¢8
26.674
25,854
27.965%
29.971
28.655
28,558
28.8972
3§.131
26,861
28,083
28,200
28.379
30.724
31.041
31,521
32,8586
32.686
32.138
33.821
35.182
23.885
33.201
32.260
33.132
34.5489
34.655
35.617
36.97¢
37.931
37.500
35.135
43.018
43.17%
42.1z27
§1.259
4%.765
41.060
40,180
41.025
42.248
40,363
41.3680
3%.385
40.289
40.252

1.00
1.00
1,00
1.60
1.60
1.00
1.00
1.60
.00
1.00
1.00
i.00
1.00
1.00
3.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.¢0
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
l.00
1.60
1.00
1.80
1.00
1.00
1.00
1.09
1.09
1.00
i.00
1.00
1.00
1.00
L.00
3.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

iB.58
12.0%
13.723
15.08
12,94
12.88
1l.64
10.88
lo.8¢
1y.82
14.41
$.86
$.7%
IL.87
11.87
8.82
10.43
17.13
17.18
17.24
10.64
LL.34
13.05
10.¢6¢
2.45
1p.88
1n.83
7.00
5.32
8.05
10.89
$.11
11.01
11.13
13.90
k.54
8.75
10.18
5.83
11.82
18.32
17.87
17.17
16.07
16.04
11.82
i0.58
12.38
13.11
12.18
44 .37
40.52
35.33
23 .82
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ATOM 662
ATOM 683
ATOM 6E4
ATOM (133
ATOM 64¢
ATOM 587
ATOM £68
ATOM €68
ATOM §7¢
ATOM €71
ATOM 672
ATOH 673
ATON £74
ATOM §75
ATON 676
ATON 577
ATCN 678
ATON 878
ATON 680
ATON 681
ATOM €8z
ATOM a83
ATON 684
ATOM -4
RTOM §8¢
ATON 687
aToM 3.3
ATON 689
ATOM £90
ATOM 881
ATOM §92
ATOM 693
ATOM &84
ATOM 593
ATOM §9¢
ATOM 6587
ATOM -1
ATOM 589
ATOM 700
ATOM 703
ATONM 704
ATOM 708
ATOM 706
ATOM 70%
AroM 708
ATON 708
ATONM 710
ATON 713
aToM 712
ATOM 713
ATOM 714
ATOM 718
ATOM 76
ATOM 717
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N
K2
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PRO
ILE
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8ER
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BER
SRR
8ER
BER
BER
8ER
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
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~44.4861
“44.164
-43.930
“‘ . 36‘
-43.340
~44.88%
~43.422
~43.391
~64.403
~£4.263
-45.394
-46.572
-45.1868
~46.178
-46.B15
~46.120
-45 04.’5
~48.112
~508.259
~48.954
~50.261
-48.815
-48.308
~47.789
~48,439
45,305
~-47.785
'4’3 1425
-48,131
~-48.058
~48.841
~50,0%52
«48,332
~£3,020
~4B.645
~48.867
~4B.108
48,132
"4? L 145
-47,643
-46.378
-45.5€67
-45.203
~45.372
~45.1587
-45.010
~43.521
"‘“ * 195
~42.675
~41.458
-40.378
«40.380
~41,1313
-30.630
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30,746
29.268
28.437
38.935
27.423
27.501
2%.832
28.002
27.379
27.518
26.708
27.1€2
25.54%9
24.876
23.924
23,587
23.704
23.645
43.375
34.020
32.81¢
23.843
21.414
20.722
20.860
19.8388
19.940
18.022
17.530
15.444
18.827
18.97%
17.5%5
16.783
17,200
15.374
18.293
21.z2e2
20.3558
18.818
18.188
17,708
18.149
15.423
17.258
17.562
l18.858
15,6884
1B8.321
19,082
18.343
17.108
18.395
18.114

2

43,119
41.493
40.882
42.74%
47.683
47.458
46,972
45.511
44.700
43.171
42 .588
42.872
42,048
41.481
42.848
43.637
40,529
42.551
41.661
4l1.412
43.087
43.571
43.670
42.764
é4.892
47.9a%
47.690
46,634
46,982
45.141
44.138
43.880
£3.528
£3.5387
41.126
40.221
40.935
40.073
38.734
35.637
39.140
39.806
37.835
34.857
35.747
37.22¢
37,381
37.83¢8
37.384
37,508
36.713
38.785
38,978
35.670

1.08
l.00
1.00
1.0¢0
i.00
1.00
1.08
.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
%.00
1.00
1.00
1.00
1.q0
1.00
1.00
i.00
1.00
1.00
.00
1.00
l.00
1.00
1.00
1.00
1.0¢0
.00
3.00
1.00
1,00
1.00
0.7¢
g.70
1.%0
.00
I.00C
1.00
.90
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
3.00
1.00
1,00

13,38
12.€%
i1.76
31,08
21.50
31.26
27.63
20.73
15.24
12.74
13 .82
15.34
11.74%
11.41
14.20
14,08
§.58
14 .98
15.98
18.38
13.99%
13.77
12.85
13.21
8.64
40.38
17.230
i3.72
17.81
11.51
13.12
15.21
10.18
5.00
11.32
12.32
10,87
1E.8¢§
13,01
11,70
11.01
12.53
8.54
13.83
7.78
.54
7.50
10.31
5.21
5.5%
£.35
5.03
5.88
8.61
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ATOM 718
ATOM 7is
ATOM 720
ATOM 721
aToN 722
ATOM 733
ATOM 734
ATOM 725
ATON 726
ATOM 727
ATON 728
RTON 72%
ATON 730
ATON 731
RTON 732
ATON 733
ATOM 734
ATOM 735
ATON 736
ATOM 737
ATON 738
ATOM 239
RTOM 740
ATON 741
ATON 742
ATON 743
ATOM 744
ATON 745
ATON 748
NTON 747
ATON 748
ATOM 749
ATON 750
ATON 751
ATON 752
ATOM 753
ATON 754
ATON 755
ATON 756
ATOM 757
ATON 758
ATON 759
ATON 760
ATONM 761
ATON 763
ATON 763
ATON 764
ATOM 765
ATON 7686
ATONM 767
ATOM 768
RTON 769
ATOM 770
ATON 771
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160
101
101
101
101
01
1ol
16z
102
102
102
102
10z
102
02
103
1b2
102
103
103
103
EX K
103
163
104
104
in4
ib4
105
105
108
105
108
105
108
1068
106
106
i0é
06
ipé
107
107
107
07
107
107
107
ios
108
1¢s
ioe
108
109

-40. 3.4'.3
~39.4323
-38.304
~36.58%
-38.584
~38.313
~39,723
=35.982
~34.649
~33.6035
-32 . 604
~34.261
-32.85%
~32.303
-%3.250
~3L.47%
~31.652
-30.608
'32 0652
-31.867
~30.259
-30.058%
-31.5871
~30.581
~2%.35%
~28.071
-27.031
-27.354
~25.7872
~22,853
~23.430
-24.638
44 .355
~23.508
-24.712
~34.,403
-25.458
-25.099
~a4.,322
~23,436
-22.782
-~26.733
~27.804
-28.634
-29.831
~28.6958
~39.241
~A7.888
-28.52%
~29.34%1
-30.668
-30,.%722
-31.691
~35.413
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20,579
19.085
18.494
1g.9986
20.182
18.824
18.¢001
18.178
18.527
1€8.524
17.847
17.48%
17.78¢
16,653
15.402
15.083
13.864
15.9853
18.454
15.475
19,2368
20.277
20.781
20.673
18.411
l8.282
17,745
17.083
18.002
18.433
38.504
17,588
16.088
15.6878
15.248
13,811
13.048
12.274
13.3:03
13,978
11.871
13.215
12.59%
13.348
12.664
11.58253
13.086
11.0232
14.608
15.323
15.756
16,178
18.642
18.684

2

39,137
36,168
38.437
36.086
a6 . Bas
33.938
33,063
36.084
36.587
35,462
34.%588
37,638
38.28¢
38,077
38.343
37,284
38.773
38.808
35.404¢
34.438
35.228
36.182
33.624
32.875
34,965
35.6581
34.684
33.865
34.312
35.504
34.178
34.049
34.102
33.17¢
35.018
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34.238
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36.438
37.187
36.508
34.467
33.831
32.838
32.266
34.368
35.695
35.858
32.643
31,811
34.223
33.23¢8
31.408
30 .968

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.040
1.6¢
1.00
1.00
1.00
.00
L.00
1.00
L.00
.00
1.00
l1.00
1.00
1.00
1.-04
1.00
1.00
1.060
1.00
1.00
1.00
l.00
l.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.0Q
l.oo
1.Q0
1.00
1.00
L.00
1.00
1.60
1.00
1.00
1.00
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1.00
L.Q0
1.00
1.00
1.00
1.Q0
1.40
1.0¢0
1.00
1.040

5.24
5.24
4.38
5.37
B.17
.58
8.38
6.08
.57
g§.71
8.00
4.85
3.27
.25
7.04
8.82
9.58
5.%1
7.37
4,86
50&2
£.43
5.58
7.7
7.52
5.92
.41
7.03
7.88
11.75
7.00
10.37
10.0¢8
10.78
e.74
2.92
g2.%6
10.42
10,721
10.45
65.76
7.8%
5.8¢
7.88
8.¢7
B.85
T.24%
B.34
7.18
g.94
1050
8.98
6.52
£.33
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Cent. Fig2

ATOM 77¢ CB3 TRP 106 -34.7%0 18,728 31.656 1.00 5.6€7
ATOM 773 C23 TRP 108 -35,588 20.864 31.900 1.00 10.11
ATOM 774 CH2Z TRP 108 ~36.831 20.85Q0 21.533 1.00 7.46
ATOM 778 Q22 TRP 108 ~37.885 19.913a 30,884 L.00 5,36
AT 778 CR3 WRP 108 -36,762 1P.783 30.503 1.00 6.40
RTOM 777 NEL TRF 109 ~-37.087 17.61§ 29.864 1.00 11.33
ATOM 778 CD1L TRP 109 ~35.586 185.771 238.%0% 1.00 §.85
ATOM 778 ©Q TRP i09 -34.928 17.408 30.506 1.00 7.87
ATON 780 CB TRP 108 ~-33.558 16.856 30.55%4 1.00 4.08
ATON 781 CA TRE 109 -33.070 16.106 21.B03 1.00 6.13
ATON 782 € TRF 109 -34.031 185.013 32,176 11.00 7.58
ATON 783 © TRR 148 -3€.244 14.0%17 31.372 L.00 8&.28
ATOM 784 N HIZ 110 -34 . 566 15,040 33.380 1.00 6.28
BTOM 785 (CD2 EIB 110 -32.40% 12,573 33.81% 1,00 B.99
ATCM 786 NE2 WIZ 130 -31.845 11.558 33.131 1.00 10.03
ATOM 787 CBL EIB 110 -32,78% 10.%9% 32.581 1.00 12.%4
ATON 788 WDl EIS 110 -33.888 11..0237 33.8é2 1.00 l12.88
RTOM 78% ©G HIB 110 ~%3,678 12.246 34.128 1.00 5.92
ATON 7806 C©B EIS3 110 ~34.761 13.004 34.B40 1.00 &.84
RTOM 781 CA HIS 110 -35,487 13.971 33.861 1.00 7.82
ATON 7%¢ € EHIB 110 ~36.648 14.637 34.584 1.00 7.74
ATOM 793 ¢ HIB 1l0 ~36.444 15.708 35.1%0 1.00 H.U3
ATON 794 N C¥2 111 -37.832 13.93%0 34.506 1.00 7.77
ATOM 798 CAR Y8 111 -35.052 14.58% 35.065 1.00 7.64
ATOM T8¢ C g¥s 11l ~32.864 13.660 35.952 1.00 3.31
ATONM 7$7 O C¥s  1il -39.55¢ 12,451 35.938 1,00 11.03
ATOM 798 CB CY8 111 -39,988 15,100 33.925 1,00 5.6L
ATOM 798 B840 C¥8 111 -3%.180 1E.353 32.711 1.40 5.12
ATOM 800 N GLY 112 ~40 . 538 24.245 36.538 1.00 B.BL
ATOM 801 CA GLY 112 ~41.625 13,408 37,587 1,00 B8.51
ATOM §¢2 © &y 12 ~-43,821 14,315 38.39% 1,00 18.35
ATON 803 © GLY 112 -42.7894 15,439 37,941 1.00 12.04
ATON 804 N THR 113 -42.979 13.58% 13%,895 1,00 10.089
ATON 805 C» THR 113 -43,870 14.809 40.372 1.00 B.62
RTOM 806 & THR 113 -43.359 18,337 41.688 1.00 35.71
ATOM 807 © THR 113 ~42.441 14.736 423.268 1.00 10.48
ATOM 80 CB TER 113 ~45.340 13.5%€ 40.648 1.00 17.08
ATOM 809 ©O1 THR 113 ~44,930 12.756 41.340 1.00 15.10
ATOM 810 {O2 TER 113 -46.004 13.705 39.362 1.00 15.24
ATON 831 ¥ ILBE 114 -43.963 16,488 42,073 1.00 8.35
ATOM 812 O ILB 114 -43.662 17.108 43.368 1.00 8.72
ATON 813 ¢ IR 114 ~£4.55¢ 16.338 44.383 1.00 13,59
ATOM 814 © ILE 114 ~45.816 16.336 44.128 1.00 12.54
aToM 15 ¢B ILR 114 ~46.008 1B.621 43.384 1.00 10.58
ATOM B18 CG1 ILBE 114 ~-43.089 19.31% 42.341 1.00 12.00
ATOM 817 C@2 ILE 114 ~43.864 19.215 44.814 1.00 12.84
KRTON 8l CP1 ILE 114 -¢1.555 20.750 42.06% 1.00 10.62
ATOM 418 N QLN 115 -43.977 15.658 4%5.37% 1.00 12.3%
BIOM 30 NE2 GlN 115 ~43.951 10.378 45.76% 1.00 23.¢0
ATOM g2l OQEl GL¥ 115 ~42.088 11.418 46.407 1,00 34.7%6
ATOM 822 CD @IN  1i5 ~43.243 11.49F 45.843 1.00 30.3¢0
ATOM 822 @ Ay 11 -43.883% 12.758 45.534 1.00 1R.83
ATOM Ba4 CB CGIN 115 -44.077 Ll3.806 46,831 1.00 11.43
DTOM B35 £A GILN 115 -44.,732 14.835 46,396 1.00 11.8%

Fig. 2
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ATOM 82€
ATONM Bz27
ARTON 8§28
ATOK 8as
ATOM 830
ATOM -
BTOM 812
ATOM 833
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ATOM B35
ATOM gig
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BTOM g38
ATOM B39
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RTOM 841
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ATOM 844
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ATOM 848
ATOM B45
ATCM B30
ATOM B51
AT0OM g52
ATOM 853
ATOM B854
ATOM EEE
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Novozymes A/S
<120> Variantes de proteasa
<130> 10508

<160> 28

<170> Patentln version 3.2

<210>1

<211> 1596

<212> ADN

<213> Nocardiopsis sp. NRRL 18262 (“Proteasa 10”)

<220>
<221> CDS
<222> (318)..(1463)

<220>
<221> sig-péptido
<222> (318)..(404)

<220>
<221> mat_péptido
<222> (900)..(1463)
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gee
Ala
~115

gag
Glu
-100

cto
Leu

Ca
e

ctc
Leu

tce
ser

tca
Ser

ca
&

(o
21.

gee
Ala

cty

&y

ccC
pro

cge
Arg

(44
213

acce
Thr

[ (o
Thr

gac
ASp

cag
Gin

&%

ctg
Leu

geccecttge gacagggzac
tggeecgtrcp cgtegecacy
cgagetetga atggtecace
traggacgtt grtraccgaa
gatceccecgt tgateocecee

gre tee gee atce g?t
val ser Ala Ilgs Gly

ccg ggt
Pro  Gly
-170

€cg 9gag
Pro Glu

=155

ctC gac
Leu AsSp
-140

gac acc
Asp Thr
-125

gac gcc
Asp Ala
-130

acc gtc ctg

Thr Val Leu
-95

60

120

180

240

300

350

395

440

4853

530

578

623
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gtc

ace
Thr

gag
Glu

gac
ASp

gce

gtc
val

cC
g1a

tce
ser

tac
r
8
t9c
Cys

€gcC
Arg

cg99
Arg

tce
Ser
€gc
16

t¢cc

ace
Tht

qag9
Glu
-7
cee
Ley

gt
va

gac
Asp

g9
Glu

S

acc
Thr

cge
Arg

cag
Gln

ant
ASn
70

gce
Ala

3-14
Arg

aty

acc
Thr

&

1

acc
The

100

gat
=38

ctg
Leu

aac
ASh

gco
Ala

gre
val

gt
va
-10

ctg
teu

A2C
AsSn

& f

tee
Ser
55

tte
phe

acgy
Thr

tce
Ser

cag
Gln

acc
Thr
135

ace
Thr

g9c

gcc
Ala

gte
val

9cc
Ala

age
Ser
-25

ace
Thr

gce
Ala

gce
Ala

89¢
G

o
otc

val

Vo]
Thr

gtc

3ty

tcg
Ser
120

faf

ca
an

gte

&

t<c
Ser

cC
gla

gac
As
-4

&

acg
Thr

tac
Tyr

gee
Ala
25

ace
Thr

tec
Phe

ctg
Leu

gce
Ala

tce
Ser
105

gt
vVa

tgc
Cys

cC
21a

ace
Thr

cgt

tac
Tyr

gac
AsSp
-3
ace
The

cty
Let

agc
ser

acc
Thr
10

&

cag
Gln

€CC
Pro

ace
Thr
O?t
Gly
30

ace
Thr

age
Ser

Ala

cag
GIn

ace
Thr
120

ctc

ES 2358 092 T3

tc gag gee gt
3.1 213 21a 8&?

¢gc
G

278
gece
Ala

tc
8&1

cte
Leu

gac
ASD

aac
Asn
75

cac
His

ace
The

<99

-85
atc
Ile

gtt
val

¢
%

0<co
Ala

ca
=
%

ety

CCC
Pro

acc
Thr

aac
Asn
60

ctg
Leu

axc
Asn

&y

ccc
Pre

cccC
Pro
140

gt
va
tac

acce

pac
Asp

cce
Pro

cty
Leu

gac
AS
-2

cce
Pro

ate
Ile

gac

ace
The

c3
Gin

tgateceCye qgtrecaggc ggaccoacgg

A

age
ser

it

cac
His
110

&ty

gac
Asp

tce
Ser

ga
&1

CC accC
g#g 21a Thr
-80

cte
Leu
gt

%l
-30

gtec
val

&y

ctc
Leu

i

it
14

8&1

aac
AsSh

$1

Cy<C
Arg

ccC
pro
3

tgc
Cys

acc
Thr

tce
ser

&y

gte
val
175

ac

3
5]

te
3&1

14 4]
Lau

gt
va

tac

11

tcg
Ser

acC
Thr

&y

ttc
Phe

%ac
r
H

ate
Il

&5

gte
val

&y

g C
1ed
ace
Thr

&l

4

gag
Glu

gac
ASp

gce
Ala

tc
3a1

gte
val
65

aac
ASnh

acc
r

acc
Thr

8y
14

tee
ser

ccc
Pro

&y

atc
e

90

(o
210

t¢
3:1

tac

Trp Tyr

&y

gec
Ala
-18

gac
AsSp

o
&y
o
2

CC
Arg

acc
Thr

Tt
Ser

atce
Ile

aac
ASn
130

)< q <
Ser

&y

atg
Met

tcc
ser
-30

tce
Ser

atc
1le

ttc
Phe

cac
His
35

gte
val

&
&ty

twe
Ser

cag
Gln
118

at
Me

tac
Tyr

[T 1+
Asn

gt
ya

ccg
Pro
-45

&y

gce
Ala

atc
Ile

gcg
Ala
20

tgc
cys

tte
Phe

ag
Th

&

gtc
val
100

cc
211

acgc
Thr

atc
Ile

t9c
Cys

aacl
ASh
180

671

719

767

815

863

911

959

1007

1055

1103

1151

1199

1247

1295

1343

1391

1439

1493
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ES 2358 092 T3

ser Trp Gly val ?;g Leu Arg Thr

tecgtgacctg agtaccagge gtecccgCcyg Ccttccagegg cgncegeace goggrgggac

€gGgCgTtgge cacggeeeca cccgtgaccg gaccgeccygy cta

<210>2
<211> 382
<212> PRT

<213> Nocardiopsis sp. NRRL 18262 (“Proteasa 10”)

<400> 2

Met

Ala

Thr

ser

Glu

Asp

val

Ala

Ser

Ala

-40

Gly

The

Tyr

Arg
Phe
Gly
Met
Ala
Glu
Phe
Ala
Tyr
e
The
Leu
ser

Thr
10

Prao

Gly

Ala

Gln

Glu

Ala

Asp

val

Gl

-7

Ala

val

Leu

ASp

Net

Ser

Leu

Leu

G6lu

Glu

Ala

Thr

lle

val

val

Ala

Gln

-5

Gly

Pro val val Ser Ala Ile Gly Thr Gly Ala Leu

-190 -188

Ala Leu Ser Gly Thr PE?O Gly Ala Leu Ala Ala
Pro Gln Sar Pro Thr P;gs Glu Ala Asp Ala val

Ala Leu Gln Arg Asp L{go ASp Leu Thr Ser Ala

-180

-165

-150

-135

Leu Leu Ala Ala GlIn Aig Thr Ala pPhe Glu val
~-125 -120

Ala Glu Ala Ala Gly Aigo Ala Tyr Gly Gly Ser

-105

Glu Ser Leu Glu Leu T;; val Leu val Thr Asp Ala

-100

Ale val Glu Ala Thr Gly
-80

Asp Gly Leu Ag Gilu Ile

Pro Gly v;a val Gly Trp

Leu Glu val Leu Glu Gly
-35

Asp Ala Gly val Asp Ala
"2 Y 215

Pro Glu Leu Tzr QTa Asp

Gly Arg Egs-Ser val Gly

Ala Gly Thr a}g Lteu val

val Gin Glu Leu Asn Als
=80

Tyr P:g Asp val ala Gly

Ser Gly Ala Asp val ser
-30 -28

ser Ala val Glu v;g Thr

Ile Ile g1y Gly Leu Ala

Phe é&a Ala Thr Asn Ala

1553
1596
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Ala Gly G1n
28

Thr Gln val
phe Pro Gly
Leu "Thr Asn
Ala Gly His

90

Ser Thr Thr
108

val Ser Tyr
Cys Ala Glu
Ala Gln Gly
Thr Thr Phe

170

Arg Leu Arg
llg

<210>3
<211> 1065
<212> ADN

Pro
Thr
AsSnh
§0

Leu
ASn
Gly
Pro
Pro
140
val
Tyr

Thr

Gly

Ile

45

ASp

val

Gln

Trp

Glu

Gly

Thr

Gln

ES 2358 092 T3

phe val Thr ala Gly His
30 35

Gly asn Gly Arg (S‘,gy val

Ala Ala Phe val Arg Gly

65

Ser Arg Tyr Asn Thr Gly
&b

Ala Pro Ile Gly Ser Ser

95

His Cys Gly Thr Ile Gln
110

115

Gly Thr val Thr Asn Met

130

Asp Ser Gly Gly Ser Tyr

14

Ser Gly Gly Ser Gly Asn
y 165 y

Glu val Thr Pro Met val
175

Cys Gly Arg

Phe

The

Glu

ser

Gly ggr

val

100

Ala

Thr

Ile

Cys

Asn
180

Cys
Arg
Arg
ser
Ar
16

Ser

Gln
ASn
70
Ala
Arg
Galy
Thr
Gl
15

The

Trp

<213> Nocardiopsis dassonvillei subespecie dassonvillei DSM 43235 (“Proteasa 18”)

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1062)

<220>
<221> mat_péptido
<222> (499)..(1062)

<400> 3

gCct ccg gcc €CC gte ccc
Ala Pro Ala Pro val fra

-165

gecc age  atg acc pag
Ala sggo Net Thr Glu

$
A

c
s

val

Ser

55

Phe

Thr

ser

Gln

T™HE

135

Thr

Gly

Gly

Gly -
‘oy

val

The

val

Gly

val

Glin

Gly

val

cag acc ccc gtc gec gac gac age geo

GIn Thr Pro val Ala As
-1

-160

gs Asp Ser Ala

ctc aag cge gag ctc gac ct¢ acc teg
Ligs LyS Arg Asp Leu Aggo Leu Thr Ser

45
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ec
21;

acc
Thr

tca
Ser

gecce
Ala
-90

gtc
val

%

agC
Ser

gccC
Ala

080
Glu
-10

ctg
Leu

aac
ASH

gtc

teg
ser
55

tte
fhe

tcg
ser

tce
Ser

fhe #5581 f

cty tte gac a
Ley Phe ASD T

-10%

tce
sSer

tec
Ser

gcc
Ala

gac
ASD

gee
Ala
-25

t
&

gte
val

Thr
gt
Ya
ggc
G?y

acc
120

cec ga
Gl g1a 18
-138

gce
Ala

cac
His

gig
Glu

ace
Thr
-&Q

ctg
Leu

cC
21;

tac
Tyr

[»]d 4
Ala
28

ace
Thr

tte
Phe

ctg
Leu

acc
Thr

tce
ser
105

&

gtc
val

&ty

ptt
val
-S5

gt
va

cte
Leu

&
tac
r
1
&
3y

cce
Pro

ace
Thr

Qﬁt
G

90y
ACC
Thr

cK
Arg

gag crt
6lu Leu

gag
Glu

ace
Thr
~70

cCe
Pro

gt
va

ce
211

9
glu

atg
Met

anc
Asn
75

ace
Thr

acc
Thr

tac
Tyr

cC
hr

cc acc
la Thr

9
G

gcgo
Ala
-85

gac
Asp

gec
Ala

&y

€CC
Pro

acc
Thr

aac
Asn
60

cty
Leu

age
Ser
&y

ccy
Prod

ag
14

ES 2358 092 T3

ctc teg geo
Leu Ser Ala

-130

g cC gc¢
g\u 211 212

-115

acc CrC Qaa
TAr ieu Glu

-100

gtc gag
val Gl

g ggc ctg

Gly Leu

age gtc
ser val

589 gt
Glu va

-35
cC ggt
211 G?y
-20

ccg cag
Pro GIn

g?c cge
Gly arg

ggt ttc
G?y Pha
30

4tC Qg¢
Ile G?y
45

gac gec
Asp Ala

gtc tcy
val Ser

cag gecce
Gin Ala

tgg cac
Trp His
110

cag ggc
6in Gly
128

(o
i

g Yoo
Thr

cte
Leu
-50

<ty
Leu

gt
va

gte
val

7
s
it

gtc
val

3C
ASh

gce
Ala

cge
Arg

ccg
Pro
95

tgC
Cys

ace
Thr

acc
Thr

gag
Glu
-65

&

a
2

- gac

ASp

tac
TYr

tcc
ser

acc
Thr

&ty

ttc
phe

tac
Ty«
&b
cC
213

& &

Ct¢ ace
Leu Thr

i

tc
811

to9
Trp

&

tecc
Ser

gee
Ala
1

gte
val

gece
Ala

acc
Thr

gtc
val
65

aac
Asn

&

acc
Thr

Tac
Tyr

gcc  gee atce

Tu Ala Ala 1le
-12%

Y&

gag gee  tac
v Ala Tyr
-110

tg T tC
33 Leg 831

&

&y &5

CC C C acc
255 &30 45 e

gt
va

tac
Tyr

tce
ser

tcc
Ser
-1§

gac
ASp

&y
P
ﬂgc
goy
€gc
arg

tee
ser

tcg
Ser

atc
Ile

<]
130

gag
Glu

ccg
Pro

g:c
238

tcg
ser

atc
Ie

tte
rhe

cac
His
35

ace
Thr

&5
&y

gce
Ala
cag
115

4 44
Ley

Qac
Asp

gac
AS
-4

[+ [o
Ala

gte
val

ate
Ile

gce
Ala
20

tgc
Cys

ttc
Phe

ace
Thr

gt
va

100
gcc
Ala

acc
Thr

ctc
Leu
-60

Saf

gac
ASD

<Qg
Arg

Q?C
g L 4

[
{H

&y

ca
Glg

tcc
Ser

¥ac
r
st

tgc
Cys

cgc
Arg

<gc
Arlg

ace gac
Thr Asp

grec
val
-75

aac
AsSn

&
an

gtc
val

gt
va

&ty

acc
Thr

acc
Thr

aac
Asn

aac
ASN
70

cag
6ln

cgc
Arg

aac
Asn

acce
Thr

138

180

223

276

324

372

420

468

516

564

612

708

756

804

852

900
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aac
Asn Vv
135

tcg
ser

<210> 4
<211> 354
<212> PRT

ES 2358 092 T3

g toc gee g g cce q?c gac tcc
Yy

Cys Ala Glu Pro G

%g g?g gtc acc tce

Asp Ser G

ggc
val Thr Ser Gly

Q?C acy acc tac tac caq gag Qt

Gly Thr Tha Tyr Tyr 6In Glu val

te 2 atc gy acec taa
3&1 Agg Ile A?3 Thr

175

t tcg ttc atc tee
g?y g?! Ser Phe Ile Ser

g?c tec gqc 43¢ tgC tcc

ser Asn Cys ser
3 Y Y 165

aCC CCg aty a%c aac tee
Thr Pro Met Ile Qgg Ser

<213> Nocardiopsis dassonvillei subespecie dassonvillei DSM 43235 (“Proteasa 18”)

<400> 4

Ala
Ala
Ala
Thr
ser
%
val
Gly
Ser

Ala

Glu
-10

fro Ala Pro val Pro GIn Thr Pro val Als

~185 -160

Ser Met Thr Glu Ala Leu Lys Arg Asp Leu
-150 -148

Glu Ala Glu Glu Leu ngo ser Ala Gln Glu

-135

Asg Ala Glu Ala Thr Glu Ala ala Gly Glu
-120 -113

Leu Phe Asp Thr Glu Thr Leu Glu Leu Thr
-108 -100

i
s

tgo
Trp

ASp Asp Ser Ala
~1§S

Asp Leu Thr Ser
~140

Ala Ala IL1e Glu
=125

Ala Tyr Gly Gl
%o b4 y Gly

v;} Leu val Thr Asp

ser Ala val Glu Ala val Glu Ala thr 615 Ala GIn Ala The val
-8S -8 -75

Ser His Gly T?E Glu Gly Leu
Ala Glu val pPro Glu ser val
Asp Thr val val val Glu val

-40 -35

Ala Leu Leu Ala Asp Ala Gly
<25 -20

Glu Ala Glu Glu A}a Pro GIn

Thr

Leu

-50

Leu

val

val

6lu val val Glu Asp Leu
-65 -60
6ly Trp Tyr Pro Asg val
-4
Glu Gly Ser Asg Ala Asp
-3
Asp Ser sgg ser val Arg

Tyr Ala Asp Ile Ile Gly
-{ 1 5

Asn

Glu

val

val

948

996

1044

1065
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teu Ala Tyr Izr

ser Ala Gly
25

ASH

val Gly Thr Gly

40

ser val phe Pro
fhe Thr Leu Thr

ser val thr Gly
90

Ser Thr

Ser Gl
v 108

Thr val
120

¢in Arg

Asn val Ala

Cys
135 y

ser GIn Ala Glin

Gly Gly Thr Thr

17¢

Gly val Arg Ile
183

<210> 5

<211> 1062

<212> ADN

Met Gly

Gla Pro
val Thr

Gly Asn

Asn
75

Leu

Thr Ser

Thr G6ly

Tyr Pro

Glu Pro

140

Gly val
15

Tyr Tyr

Arg Thr

Gly Arg Cys Ser val Gly Phe Ala
1; 20

Gly
Ile
45

Asp
val

Gla

Trp

Thr

Glin

ES 2358 092 T3

Phe val Thr

30

Gly Asn Gly

Ala Ala phe

Ser Arg ;zr

Pro Als
95

Ala

His Gly

Cys
110

Gly Thr val

Asp Ser Gly

ser Gly Gly
160

Glu val thr

175

<213> Nocardiopsis prasina DSM 15648 (“Proteasa 11”)

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1059)

<220>
<221> mat_péptido
<222> (496)..(1059)

<400> 5

gCC  dCC gga CCg CTC ccC cag tCa ccC acC €cg gag gcc ga
Ala Thr 6ly Pro Leu P;go GIn Ser Pro Thr u Ala

165

gte tecc atg cag
Ser Met GIn

val

¢ag
Glu

<g

g CTC Cag CgC gac c¢tc g?
Ala Leu GlIn Arg Asp Leu Gly Leu Thr Pro

Tyr

ala Gly His Cys

35

The Gly Thr Phe Gln

50

val
65
ASn

Ser aAla val

Gl
y 100

Qys

Thr Qe

Gl
115§
Leu Thr

Ser
130

Gly Ser Phe Ile

ser Gly Asn Cys
185

Pro Met Ile Asn
130

gac g¢c
Pro Gl Asp Ala
-155

A

¢ ctg acc ccg

Alz Thr
Gly Thr
Asn
Arg Gly Thr ser 9gn
ser Gly Gly Igr Gln
Arg
n Ala Arg Asn
Arg Thr
) o

Ser val

Ser Trp

4s

30
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-150

cte

gtc gac
ASp

val

9ag gcc
teu Glu Alz
-13%

-120

tcCc ¢gtc tic
val phe

Ser

ce
21;

gtc
val

gce
Ala

ggt
Gly

age
Ser
=25

ace
Thr

gce
Ala

gee
Ala

&y
40

ate
Ile

acg
Thr

val
&y

teg
sSer
120

<
i

| Jald
Ser

gece.

Ala

gac
Asp
-40

%

agc
ser

tac
Tyr

gce
Ala
25

ace
The

ttce
Phe

ctg
Leu

gcc
Ala

tce
Ser
105

A

tac
Tyr

gac
ASD
-55

ace
The

ctg
Leu

agt
ser

ace
The
10

t 14
Thr

age
Ser

] €
a9 %

g c
R
gee
Ale

gte
val

cte
Leu

atg
Met

ca
éin

o

azc
Asn
75

cac
His

acc
Thr

tac
Tyr

-85
atc
Ile

gt¢
val

otc
val

gce
Ala

ca
aih
-$

&y

ccc
Pro

agc
Ser

aac
ASn
60

ctg
Leu

aac
Asn

&ty

cce
gro

-145

ctg
Leu
-130

g9¢c
Ala

Ctg gCC goc cag
teu Ala Ala G1n As

3

-115

gag
Gly

acc cty gaa cty
Thr Leu Glu Leu

-100
t6g gte gag g¢ct
ser val Glu Ala

ctg
Leu

gac
1

cce
Pro

&y
&

ate
Ile
45

gac
ASp

gtc

ca
RE

90
Trp

gag
125

Jaf
%
%

gag

GQly

-35

gce
Ala

930
Glu

cge
Arg

ttc

age
ser

C
2

cac
His
110

&ty

ES 2358 092 T3

-140

Ja
-110

a ace cg
it 31a mr &y &

Cctc gac gag atc ate
Ley Ag Gly Ile Ile

gtg gtc Q?C tgg tac
Vgo val Gly Trp Tyr

gtc ctg gag g?t tce
val Leu Glu Gly Sgg

g?c gt? gac gcec tcg
Gly Val Asp Al; ser

CTC TAC gCC gac atc
Leu Tyr Ala Asp Ile

tgt tcg grc gga tte
ggs Ser val Gly Phe

gtc acc gee ggt cac
val Thr Ala g?y g;s

aac g?c cad ggc gte
Asn Gly Gin goy val

gee tte gte cge g?c
Ala phe zgl Arg Gly

C€GC tac asc acc g?c
Arg ;Er Asn Thr Gly

CCC atc g?c tce tcc
;Eo Ile Gly Ser Ser

tgc Q?C acc atc cag
Cys Gly Thr Ile glg

ACC gte acc aac atg
Thr val The ;gg Met

&,

ca
&1

ccg
Pro
-45

&y

QcC

Ala v

atc
Ie

9co
Ala

20
tgt
Cys

Tt
Phe

acg
Thr

&y o
35

gte
1006
gcc
Ala

ace
Thr

ACC gee crg gt
Thr val Leu Va

’ce
T™hr

gat
AS
-8

gag
Glu

tce
ser

tac

tge
Cys

cgc
arg

col
Arg

g GCC 9CC ggg gac gcc tac gge g?c
a Ala Ala Giy Asp Ala Tyr Gly Gly

a5 2
-9

aa
glu
-75

cte
Leu

gt
va

ace
Thr

cgc
Arg

cag
6ln

aac
Asn
70

gee
Ala

cge
Arg

acc
Thr

aC  acC gec tre ¢ag
g Thr Ala phe G#u

cte
Leu

aac
ASh

Leu

aac
Asn

§af

tce
Ser
55

tc
pPhe

Yo 4
Thr

tece
sar

ca
3F

ace
The
135

135

180

223

276

324

372

420

468

516

S5¢c4

612

660

7208

756

8C4

8s2

900
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gty tgc gece gag ccc
val Cys Ala Gy g:g

8?§ 955
15

TLC tac
phe Tyr

cag gcc ca
G]g g1a Glg

o ace acce
g?; Thr Thr
170

gtc c¢gt ctc
val Arg Ley
18

€gg acc
Arg Thr

<210> 6
<211> 353
<212> PRT

ES 2358 092 T3

tee

¢ tac atc
g Ser

g2s o %5 g? Tyr Ile

s
Gly Asp Ser Gly §4

ace tee g?c gge tec g?s

aac tg¢
Thr Ser &ly 663 Ser G
1

Asn Cys

cag gag gtec acc ccc atg

gty aac
GIn Glu val Thr ergc Mat
178

val Asnh
180

taa

<213> Nocardiopsis prasina DSM 15648 (“Proteasa 117)

<400> 6
Ala Tnr Gly Pro Leu
-185

valo sSer Mat GIn Glu

Ley Glu Ala Asp Glu
-135

val Asp Glu Ala Ala
-120

ser val Phe Asp Thr
=108

Pro Glin Ser Pro Thr
-160

Ala Leu GIn Arg Asp
-145 -140

teu Leu Ala Ala GlIn
-130

Ala Ala Ala Ala Gly
-115§

6lu Thr Leu Glu Leu
-100

aac

Asn
§§§ Thr &y

tcc tgg ggc
ser 7rp Giy

1

15

Pro  Glu Ala Asp Ala
-15%

Lteu Gly Leu The Pro
Asg Thr Als Phe Glu
-12§

Asp Ala Tyr Gly Gly
-1?0 b4

Thr val Leu val Thr Asg
-95 -9

Ala Ala Ser val G}g Ala val Glu Ala ng Gly Ala Gly Thr Gly Leu

val Ser Tyr Gly Ile
4

Ala ala Asg Ala val
-5

Gly Asp Thr val val
8

ser

Gly Leu Leu Ala
-25

Thr sSer Ser Ala c}n

Glu Gly Leu Agg Glu Ile Ile GIn

val

Pro Gly
-350

val Gly Trp Tyr Pro

-45

Leu Glu val Leu Glu Gly Ser Gly
«35 =30

Ala Ser Al2

-15

Asg Als val asp
-2

Pro Glu Leu T{r 21a Asp Ilp Ie

10

75

AS
-6

Leu Asn
Asp val Ala
Ala Asp val
val Glu Yt&

§1y Gly Leu

948

936

1044

1062



ES 2358 092 T3

Ala Tyr Thr Met Gly Gly Arg Cys Ser val Gly Phe Ala Ala Thr Asn
Y 10 y oly Are 1§ Y 20

Als ;}a Gly 61n Pro Gly ;ge val Thr Ala Gly g;s Cys Gly Arg Val

Gly Thr GIn val ser Ile Gly Asn Gly GIn Gly val pha Glu Gln Ser
40y 45 Y y 50y 58

Ile phe Pro Gly egn Asp Ala Ala phe ggl Arg Gly Thr Sar ggn Phe

Thr Leu Thr ?gn Lay val Ser Arg ;Hr Asn Thr Gly Gly I ¢ Ala Thr

val Ala Gly His Asn G1n Ala Pro Ile Gly Ser Ser val Cys Arg ser

90 95 100
Gly Ser Thr Thr Gly Trp Kis Cys Gly Thr Ile GIn Ala Arg Gly Gln
Y 1%s 110 115
Ser val ser Tyr Pro Glu Gly Thr val Thr Asn Met Thr Arg Thr Thr
120 128 130 138
val Cys Ala Gly Pro Gly Asp Ser Gly Gly Ser Tyr Ile Ser Gly Asn
140 14 150
GIn Ala GIn Gly val thr ser Gly Gly Ser Gly Asn Cys Arg Thr Gly
1% 16 18
Gly Thr Thr phe Tyr GIn Glu val Thr Prc Met val Asn Ser Trp Gly
170 178 180
val Arg Leu Arg Thr
185
<210>17
<211> 1062
<212> ADN

<213> Nocardiopsis prasina DSM 15649 (“Proteasa 35”)

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1059)

<220>
<221> mat_péptido
<222> (496)..(1059)

<400> 7

geC AaCC gga LCa CtC CcC CaAP TCR CCC aCt C€CCQg gag g&C gac <
A}gs Thr Gly Pro Leu Pigo Gin Ser Pro Thr Pigs Glu Ala Asp Ala

grtc tCC atg cag gag gep Cte cag cge gac CtC ¢ge Ctg acc ccg
val Sser Met GIn Glu Ala Leu Gin Arg Asp Leu Gly Leu Thr Pro

11
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-150

ctt gag gec
Ley Glu Ala
-135%

gtc gac g
val Asp G
~120

—e
cQ
b o v ]
wd Y
[ N3]

TCC  gic tic gac
Ser Vval Phe Asp
-10%

tee gec ¢og gte
Ser Ala Ala val

teC tac C

Jai ser Tyr &y

val

gee gee

gac gcc
Ala Ala

fgg Ala

g?t gac
g

o o

acc acc
Thr Thr

ace gte
Thr val

¢tC
Leu

ctg
Leu

acC

gag
Thr

Glu

tac
Tyr

a4Cg
Thr
10

ggt cag
G?y Gin

atg
Net

gcc
Ala
25

C acCc ¢c3 t
ggy Thr 012 3&?

ttc ccg
pro aly

Pha

ctg
Leu

acc aac
Thr Asn

75
¥ cac
&y
%0
acc

- [4¢ :
His
Thr Thr

Ala

tce
ser
105

tcg gt
ser
120

age
val Ser

tac
Tyr

gaa ctg

0ag
6lu
-85

ate
Ile

tt
8;1

gt
Va

C

ca
&in
-5

&y

ccce
Pro

ace
Thr

aac
Asn
60

ctg
Leuw

Adc
Asn

CCC
Pro

r Glu

-145

Leu
-130
gcc

Ala
-115

gag
-160

gcg gt
Ala va

AC c
The &F

cce ¢
Pro G?§

ctg
Led

al
ae
T

gece

gag
Als

Asp
-20

cec gag
Pro Glu

g?c cge
Gly Arg

tre

ate
Ile
45

gac
Asp

gtc

cag
Gln

cac
His
110

&

tge
Trp

929
125

ctg gecc gee
Leu Ala Ala

a C g¢c
213 g?a 21:

ACC Cig gaa
Thr Lau Glu

ES 2358 092 T3

-140

cag
Gin As
=145

gac

i
Leu

gee ace g?c gee
Glu G

Ala Thr Gly ATa
-80

atc

gte
Ile

cte gac
g val

Leu As

-6
gty gtc g?c
Vgc val Gly

gag
Glu

tac
Tyr

t99
Trp

ctg
Leu

iy %

ctg
Leu

gtc

a t tcc
AR

Glu Giy Ser
y -30

gac gec
Asp Ala
-15

tac gcc gac
Tgr q1a AsSp

tcg
Ser

atc

ttc

tgt
Phe

1

tC
8&1

teg

gtc ggc
Ser Gly

val
cc oot
21& g?y

¢ €gg
Arg

ace
Thr

cac
H1s
35
gqc gtc
Gly val
50

% &
The &y

tee
Ser

1tc

gte
Phe

val
65

CgC tac asc
Arg Tgr Asn

8
&y

atc

1le
tgc ch ace
Cys Gly Thr

ccC
Pro
95

tce
ser

atc

cag
Ile

Gln
115

atg
Met

acc

tc
Thr $

val

ace
Thr

aac
Asn
130

12

e 11

g?t 9cc tac g
Gly Asp Ala Tyr 6
-110

L 344
&Y v

gag
Glu
-8Q

gac
Asp

C
212 Ala

20
gt
Cys

TTC
Pphe

acy
Thr

&y

gte
val
100

tac

t3c
Cys

gcc ¢gc
Ala Arg

acg cgg
Thr Arg

¢ ACC gCC ttc ga
. Thr Ala pPhe 813

fy &

22
Tu
75

-

cte
Leu

gte
val

ace
Thr

cgc
Arg

Gln

aac
70

gcC
Ala

o+ [of
Arg

2y

ace
Thr

aCC §te Tty gtc acc gac
Thr val Leu val Thr As

-9

ety
Leu

aac
ASh

o[}
Ala

gt
va

gt
va
-10

ctg
Leu

aac
Asn

%t

t<cC
Ser
§5

tte
Phe

ace
Thr

tce
Ser

cag
Glin

ace
Thr
135

133

180

228

276

324

372

420

4638

516

564

612

660

708

756

804

852

800
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gt

tpC gcc
cys Ala

cag gcc ca
GTg Ala 612

9
&

gg acC acc
Iy The

“hr
170

gtc cgr cte
val Arg Leu

<210> 8
<211> 353
<212> PRT

gag cce c?c gac tcC ggc gge tec tag atc tec g?c aac

Glu Pro Gly Asp Ser Gly G g Ser Tyr Ile Ser 8 Asn
140

ggc gtﬁ‘acc tce gge g?c tee g?c aac tgc cgc ace gge

Gly val Thr ser Gly G g Ser Gly Asn Cys Arg Thr Gly

15 1)

tic tac cag gag gtc acc ccC atg grg aac tec tgg goc

Fhe Tyr Gn Glu va? ThHr #ro Met val Asn Sser Tra g?y

175 130
€9g acc taa
Arg Thr

ES 2358 092 T3

<213> Nocardiopsis prasina DSM 15649 (“Proteasa 35”)

<400> 8

Ala Thr &Gly Pro Leu
-165

val

Ser Met

Gla Glu

Ley Glu ATa Asp Glu
-135

val Asp Glu ala Ala
-120

Ser val phe Asp Thr
-105

Pro GIn Ser Pro Thr Pro Glu Ala Asp Ala
-160 -155

Ala Leu GIn Arg Asp Lau Gly Leu Thr Pro
-145 -140

ngo Ley Ala Ala Gin Asp Thr Ala Phe Glu

-125

Ala Glu Ala Ala Gly Asp Ala Tyr Gly 41
-118 Y -1§0 Y y &

Glu Thr Leu Glu Leu Thr val Leu val Thr Asp
-100 -90

sar Ala ala val Glg Ala val G6lu Ala

val Ser Tyr Gly Ile
T2

Ala Ala Asg Ala val
-8

Gly Asp Thr val val
220

Gly Gly teu Leu Ala
.2; y

Thr Thr thr Glu 61n

Thr Gly Leu
Pro Gly val
-50
teu Glu val
~3$
Asp Ala Q0
.26 Y

pro Glu Ley

Asp
-85

val

Leu

vatl

-95
Thr Gly Ala Gly Thr Glu Leu
-80 -75
Glu I1e val Glu Glu Leu Asn
-60

Gly Trp Tyr 92g Asp val Ala
6lu Gly s;g Gly Ala Asp val
Asp Ala 5er Ala val Glu val

=15 =10

?1‘ Asp Ile 1le §1y Gly Leu

13

948

926

1044

1062
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<210>9
<211>1

ES 2358 092 T3

Ala Tyr Thr Met Gly Gly Arg Cgs Ser val Gly pPhe Ala ATa Thr Asn
10. 1 20

Ala ;g; Gly GIln Pro Gly ggc val Thr ala Gly ggs Cys Gly arg val

Gly Thr 6¢1n val Thr i}e Gly Asn Gly Arg ?gy val phe Glu GlIn

wWn

ITe Phe Pro Gly Asn Asp Ala Ala Phe val Arg Gly Thr Ser Asn Phe
60 65 70

Thr Leu Thr Asn Ley val Ser Arg Tyr Asn Thr Gly Gly Tgr Ala Thr
75 80 8

val Alx ggy His ASn G1r Ala ;o Tle Gly ser Ser val Cys Arg ser

100

[1- 0]

Gly Ser Thr Thr Gly Trp His Cys Gly Thr Ile Gln Ala Arg Gly Gin
Y 108 P 110 y y 115 8 oly

ser val Ser Tyr Pro Glu Gly Thr val Thr Asn Met Thr Arg Thr Thr
120 125 130 135

val Cys Ala Glu pro Gly Asp Ser Gly Gly Ser Tyr Ile ser

Gly Asn
140 14 15

Gln Ala GIn Gly val Thr Ser Gly Gly Ser Gly Asn Cys Arg Thr Gly
155 160 165

Gly Thr Thr phe Tyr GIn Glu val Thr Pro Met val asn Ser Trp Gly
170 178 180

val Arg Leu ArQ Thr
l&g 0

068

<212> ADN
<213> Nocardiopsis alba DSM 15647 (“Proteasa 08”)

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1065)

<220>

<221> mat_péptido
<222> (502)..(1065)

<400> 9

ACC ggC CEC CTC CCC €ag tCC CCC acc CCy Qgat ga’a gcec g9ag
2%2 Thr 8 ZS Pro Leu Pro Gln sigo Pro Thr Pro Asp Glgs Ala Glu
-1 - -

¢C acc acc atg Ggtc gag gec CtC Cag cge gac cte ggc Ctg TCC
gTa Thr Thr Met Val GlU Ala teu Gin Arg Asp Leu Giy Leu Ser

14

45

90



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

acge
Thr

ace
Thr

cgt
Arg

axc
Asn
70

gc
ATg

cgt
Arg

&

tct
Ser

atc
Ile

j <
Ser

gce
Ala
-90

gtc
val

gag
Glu
-10

(4 <4
Leu

aac
ASnh

tc
3&1

tecc
Ser
55

ttec
Phe

ace
Thr

(o
ser

ca
3H

-150

cig g¢CcC gac gag ctc
G}gs Ala Asp Glu Ley

gac gag
Asg 6lu
-120

atC tTIC gac acc gac
1185 phe Asp Thr Asp

Ser

tcg
Ser

ce
gla

gac
ASp

tee
sSer
=25
FYe14
ser

cc
§1a

gce
Ala

&y

40
tc

3:1

acC
The

val

&ty

ac

Ala

cac
His

gac
Asp

ac
15
-40

ctg
Leu

acc
Thr

tac
TYF

tce
Ser
23

ace
Thr

tte
Phe

ctg
Leu

tcC
Ser

tcc
Ser
105

A
120

gce
Ala

tece g¢cc gt?

va

&y

get
Ala
-55

gtc
val

ctce
Leu

acc
Thr

acc
Thr
10

&

ccy
pro

cce
Pro

2CC
Thr

age
Ser

¢ ace
2§a Thr

gee
Ala

gag
6lu

atg
Met

ca
5t

gte

g9¢c
Gly

aac
ASH
75

tce
Ser

acec
Thre

tac
Tyr

ES 2358 092 T3

cCC
Pro

ctcC
Leu

gac
Asp

cag
Glin
-5

&y

€cC
Pro

age
Ser

sac
Asn
60’

ctg
Leu

tcg
ser

cee
Pro

-145

¢te gag
Leu

Gl

130

gcc
Ala
-20

ccc
Pro

ca
&

tog
Tep

cag
125

Leu

val

gtc

&ty

gag
élu

cge
Arg

ttc
Phe
30

&

tee
Ser

age
ser

C
353

cac
His
110

&

15

gce
Ala

ctg
Leu

tgc
Cys
1

gtc
val

aac
ASh

C
M

cge
Arg

)
Ala
85

tgc
Cys

ace
Thr

gag
Glu
-6%

&y

9ag
aly

gac
Asp

tac

teg
Ser

ace
Thr

&y

tte
phe

tac
Tyr
8

ate
Ile

&ty

gt
va

g cag gc<c
U 2%: Gin Ala

gcd gce gac
Ala Ala Aasp

ace ctg acc
Thr LeQd Thr

atc
Ile

g9
Trp

ity

ace
THhr

cc
g1a
1l

gtc
val

Ala

cag
Gln

gtc
val
65

¥ 14
ASn

acc
Thr

cag
Glin

~140

-125

M

£55 8 355
-8

gtc
val

Tac
Tyr

tcc
ser

gcc g

Ala
-15

gac
Asp

&y

9?C
G

SOy
cge

Arg

ace
Thr

teg
ser

gtc

Aac
Asn
130

3
B

gece
Ala

cce
Pro

f

ttc
Phe

cacC
His
35

gte
val

gce
Al

gac
Asp

gac
AS
-4

gcc
Ala

gte
val

atc
Ile

[
Als
20

tgc
Cys

ttc
Phe

acc
Thr

&

ate
Ile
100

<
i

acc

gag tcc tre
Glu Ser phe

tce  tac <
Ser Tyr Gly
~-110

gte ¢tg gtc ace
val Leu val Thr

dag

alys

ctg
Leu
-60
ate
Tle

gac
Asp

aag
Lys

C
i

gcee
Ala

teg
ser

tac
Tgr
8

tge
cys

cge
Arg

cgc
Arg

135

180

276

324

372

420

468

516

564

612

660

708

756

804

852

900
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acce aac
Thr Asn
138

ot i

ttc ggt
phe Gy

?t

tag g
Trp 6

<210> 10
<211> 355
<212> PRT

ES 2358 092 T3

gte tgc

gee gag cce
val Cys Pro

Ala Glu
140

Ggic gte

&s g val T

cag gce
Gln

Gln Ala
c ace acc
g?y The Thr
170

ctg
Ley

tac ta¢
Tyr vyr

¢ty ace
Leu Thr
i8s

€gec acc
Arg Thr

ttc
Phe

tce

g9t gac tce ggc gge tee sec

Gly Asp ser Gly Gly Sar Ile
14!

tec
ser
165

agc
ser

tce pye aac
ser Gly Asn

tge

acc tce Q?t G?g cvs

hr ser G

cag gag gte aac
Gin Glu val Asn
175

CCQ aty

e Siwdn
FIU IMSL.

ctg
»Eu

age
ser
180

Tga

<213> Nocardiopsis alba DSM 15647 (“Proteasa 08”)

<400> 10

Ala

Ala

Pro

Glu

Gly

Asp

val

-75

ASn

His

val

val

Thr
thr
Ser
Ile
Ser
S
val
Ala
Ser

ASD

Gly
-10

Glg Pro Leu Pro Gln
-155
Thr MNet val Glu Ala
-150
6ln Ala Asp Glu Lau
«138
Asg Glu Ala Ala Thr
-120
I1e Pphe Asp Thr Asp
-10§
Ser Ala

val Glu

Gly Met

-

Ser His

Ala Gln

Ala Asp
-55

Asp Thr val val
-40

ser Leuy Leu Ala
-25

ser Thr Thr Gliu G}n

Ala val Glu Ala Ala
-85

G6lu Gly
Pro Gly
Leu Glu

Asp Ala

Glu Ala Glu

ser Pro Thr Pro Asp
=155

-160

Leu GIn Arg Asp Leu GI LeuVSer
-145 ¢ -IXO

Lteu Glu Ala Gin Ala Glu Ser Phe
-130 -125

Ala Ala Ala Ala Asp Ser Tyr Gly
-118 -110

Ser Leu Thr Leu Thr va) Leu val Thr
-100 -95

Gly Ala Glu Ala Lys
S Y

Glu Glu Ile val Ala Asp Leu
~-68 -60

val val Gly Trp Tyr Pro Asp Ile
50 7 13

val Leu Glu Gly Ser Gl‘ Ala Asp
-35 -3

6ly val Asp Thr Alg Asp val Lys

~-20

Pro Glu Leu T{r §1a asp Ile Ile §1y

16

948

996

1044

1068
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Gly Leu
Thr Asn
Thr val
Arg ser
¢ 55
Asn pPhe
70
Ala Thr
Arg Ser
Gly GIn
Thr Asn
135
Gly ser
18
Phe Gly

Trp Gly

<210> 11
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11

Ala Tyr
Ala Ser
25

Gly Thr
AOy

val Phe
Thr Leu
val Ser

Gly S

[
oM
v

Thr val
120

val Cys
GlIn Ala

Gly Thr

Ley Thr
135

Thr
10

Gly
Pro
Pro
The
&
Thr
ser
Ala
GlIn
Thr

170

Leu

Met
Gln
val
Gly
ASh
75

ser
Thr

Tyr

Glu

i3

ES 2358 092 T3

Gly Gly
pro Gly
Ser Ile
45
Asn Asp
60
Leu val
Ser Gln
Gly Trp
Pro Gln
125§
Pro Gly
140

val Thr

Tyr Tyr Gin

Arg

ccgattatgg agcggattga acatgcg

<210> 12
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

Thr

Arg ggs Ser val Gly Phe

Phe val Thr Ala Gly His
30 5

Gly Asn Gly Gln ggy val

Ser Ala pPhe zgl Arg Gly

Ser Arg Tyr Asn Thr Gl
] 85 y
Ala sga ITe Gly Ser Gin

His Cys Gly Thr val Gln
110 115

Gly The val GIn Aasn Leu
130

AsSp Ser Gly ?1 ser Phe

Ser Gly Gly Ser Gly Asn
Y 1k

Ala
20

Cys
Phe
Thr
Gly
Ile
100
Ala
Thr

Tle

Cys

Glu val Asn Pro Met Le&u Ser

175

17

Ala
Gly
Glu
Ser
W
Lys
Arg
Arg
ser
Ser

165

ser

27
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<220>
<223> Cebador

<400> 12

gtgaccatcg gcgacggceag gggcegtcttc g

<210> 13
<211> 10172
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cassette de expresion

<220>
<221> fuente
<222> (1)..(3323)

<223> Secuencia de genoma de Bacillus subtilis incluyendo genes yfmH-yfmD-yfmC-yfmB-yfmA

<220>
<221> misc_recomb
<222> (3561)..(4208)

ES 2358 092 T3

<223> Gen cat que proporciona resistencia al cloranfenicol

<220>
<221> promotor
<222> (4523)..(5633)

<223> Triple promotor PamyL-scBAN-CrylIIIA incluyendo la secuencia estabilizante mRND

<220>
<221> péptido sefial
<222> (5658)..(5738)

<220>
<221> CDS
<222> (5658)..(6797)

<220>
<221> mat_péptido
<222> (6234)..(6797)

<220>
<221> fuente
<222> (6839)..(7540)

<223> Parte de gen de pectato liasa de Bacillus subtilis

<220>
<221> fuente
<222> (7541)..(10172)

<223> ADN de genoma de Bacillus subtilis incluidos genes de yfls-citM

18

31



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 13

gagratcgee
cctttectty
gotgattcat
gcaccgaaca
acaatatgeg
ccggaaagaa
agceeteetg
gcaagcccga
cegregatty

agtaagggge
Ccaaatataa
aaggaaatge
gtgccgaaaa
ggacgageag
ttaaaataat
ctgtttegte
tgccaatgac
cgeetgeeat

ES 2358 092 T3

gtttttorre
gazzaacgge
aatccatcrg
cggaageacy
cccgacaasg
casactgate
tccgagaceg
agaaaaagoe

ccagtacaga

tetggttgtt
gttccgataa
gccagaacat
tattgataat
ccaatcggec
agaatcctga
agaacagaaa
gegatggotta

acatcectcac

19

ttcetcatet
tcgeggtgac
ctgcgracac
gttctccgat
cggcgacggc
tgcegtteat
cagaaccgga
tgacgtccty
ctgactcatt

caggtttege
aatgcecgace
cagcaaaatg
cagctgegg
Tacggaageg
attttgtcea
aaatacgagg
ccagttgctyg
taaaataatg

80
120
180
240
300
360
420
480
540
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arggectgtg
acaggcgtea
cccgcanaag
acaacaaaaa
ctggteatag
attaatgtge
ACRR2AAPAT
agcecaages
gagegeeget
acgaagaage
gcacatctte
ggtccgeate
TrTIccacte
cgarttreget
gtgtaaagec
aggaatccge
cttttagate
TATITAALYC
gyctteetaa
gctcagegte
cgctgegtgt
ctrrreegte
agaatgarag
ctregtcatg
goctrgatga
tcaacttgtt
tcattatcac
gaaagcetgey
cagegtrace
tatcageagt
catrctgteag
tatCgatatg
cggcacgett
grrerpgoa

tcatagagea
tteegeegga
cgaatataac
gcgatgoace
cctgeatcag
909932 00<y
atttcaatga
cazatataaa
tggctgaatg
aaggattccc
ggcgettget
atagactrge
atctacaatg
caattgcuca
tagcattita
tcttgeaacy
gttgatgace
tTrragcaatg
tTCaRtcyte
agcgatgate
gcctacagat
gtecatetpeg
cteaageaca
gatcactctg
acagccggat
agaatagoty
atgraacact
tttttactge
gtgrcrreoa
gacataagga
tgcaaattca
aaaatgtrcc
atggaaaatc
aaagrarege

ES 2358 092 T3

gaggaacaag
tgaggcaatc
agatgaatag
cgcaticaca
cgeeeetget
aagagtagag
atctatgatg
aztaatcagt
atacaacage
ctegettcetc
tcactagact
ccattretca
gttregectt
aggetgacce
aagacttctc
ccgagaacga
ttttegtget
grcgtaaage
ggggcgattt
aaatcagger
gtgtaatcaa
atgcecaceg
accacceget
gaatccttag
acaatgagge
cgeatgtcar
ataatagcat
tttctcatga
gacaaaaacg
aggagapgtgc
atgrcgecga
tcggcaaaza
tgttrgacta
LETAgACAt]

rgcacggcca
atatacacaa
ggcgatgccy
ccgaazattt
acagctaggce
atgatgagct
ctgatgtety
gcaatgataz
crcactrect
attrgtccea
tgatgectce
CCgctttgag
cgrggctga
Cttgataggc
cgrcatagyga
TgTTgCggtt
cggcaagecet
Tgrcgatcge
ttttcageeg
tcaagpaact
tggagctgee
gcgtaatgec
taggtgtgcee
acregeteete
aggcgageaa
tctrcoceteee
ggcttatcat
Aagcatcase
catgggcgtt
tgagataace
tattcatgat
¢cgcaagete
aatcactcac
cereergese

20

ttcectgacag
tCgegecgec
gcagaatgac
g999tgaage
tggegecegac
grrccttrga
aggerectac
acatcatcag
tactgegtet
tttattatac
gaatcttgte
atttrLccayg
QRLJARCAIR2
gttatctgag
tgatgatgta
trcatcrtec
ttcttttcet
tIcotcatat
tttataastg
gatgacctea
gacaagctee
gagatrgrgsa
gcTtactgece
gcegetreey
tazaacacte
ttcagattta
gtcaatatte
agacacasat
ggcrrragag
ggacaatttc
aatcgagaaa
gtgaarrcce
aAtccaagea
gtacogataa

cgecagetty
tgctgccgea
gagagaagea
cagaggattt
aaaaacgecy
accgreccat
tgaaagatic
tcttgatgat
ggtrgcaaaa
acttrrtta
Ccragtgtceac
ageggatteg
atatciggat
trcacagege
toaagctyga
ggaagttcgg
tcarcttcet
gregettcac
tttttatgge
agattgggte
TTRATCATAL
acggcatcca
grrtticcet
trgrratece
atgatggcaa
gtaatgagaa
Ttrtagtaas
sagrggtaty
gtttcgaaca
ttrrctattt
acaaagtcga
ggtgaacatc
ttgtattget
aggeagegee

g &

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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tcatgotcgt
cecegttecta
Trctcttcaa
gaaaacatga
acagcreatg
cgtcttaget
gatcggagcec
agacgagetc
tgasaaacge
RgCLTZogCa
cggtertgc
tgaatgtcee
tapaaaatyyg
ccaataataa
ttygataaay
aaaaggattg
asatttagga
gagagatatt
atattagtgt
tTtrctagt
acggagaget
ctaaaacatt
tataccrttc
tacctgaaaa
taaatatcaa
ataaagptaa
gttatcatpc
gpctttrata
atraataggt
agggtaacta
agcgatttac
aaaggcatgg
gaacacttge
tataaactat

§9g9919g9aaa

gtgctcegtg
teactttace
tgttctggaa
aggaggaata
aaagatgtag
cacgacgatg
s2agaaacag
cgcaataaaa
ttagatgaag
tanagcangy
fgtgggattt
tcaatttget
gggtacatag
tgactagaga
tggggtatte
attcraagaa
pgcatatcaa
taatcattat
tttataccga
gacaagagry
aggttattgg
crctggtatt
tgatgtagag
tocrrreret
taataatage
ttcaatatat
agpattgttt
atatgagata
acgaaaaage
gecetegeeyp
atatgagtta
catgeeteg
terettaatt
tragcagcat
arcttggaga

ES 2358 092 T3

cageggetee
atggacggra
tcrgtttcag
tcgacatgaa
agpaattgca
acagaacyga
gtttcaageca
ttcacgaaat
gaaaagrygce
aaragaccaa
tgcagaatge
atgatactee
tggccatcat
agaaagaaty
ttaaaatata
gaaagcagac
atgaacrrta
ttgaaccaac
aacataaaac
Ataaacrcaa
gataagttag
tggactectg
2aatataatg
¢ctttctatta
aattaccttc
ttaccgetat
atgaactcta
atgccgactg
aacrrreeet
aAaagagcgaa
tgecagrtegt
atagtttatt
trctateret
aatagattta
aatatttgaa

tecttaattee
aacaaatage
gtacagacga
accagttgta
garaatgyggt
acgecggee
cgcggtggga
cggrttttct
teretttgto
aaggccaaty
cgcaatagga
tgtgataaat
gogccagetag
aagatigttc
tatttatget
aagtaagece
ataaaatrga
aaacgaceet
aagaaggata
atacagctte
ageccacteea
Tasagratpa
gttcggggaa
ttccatggac
Tacccatrat
crtracaggt
ttcaggratt
tactttrtac
gegettaaas
aargeceeac
agaatgcazi
patartagty

tataggreat:

ttgaataget
gaaccegagy

21

Tgatttttet
tactaccatt
tcgggtatga
aaagagtata
giigcgiaag
gacaacacga
aatatcttca
gaagatgaag
acagataacg
tcggeceeet
tagcggasca
tggastaaaa
catgcacatg
atgassttaa
acagtaatat
CcCtasattCa
tttagacaac
tagtataace
taaattrtac
ragaactggt
tacaattrtt
CttCaaagag
atrgtttcce
ttcatttace
tacagcagga
acatecattet
gtcagatagg
agtcggttrt
ccagtcatac
atttgegeea
aagtgaaatc
gagcteagryg
tagagtatac
catttaagtt
atctagatca

gaaaataggt
cctectgttt
aagaaatata
caaatgacga
aggatgtata
acgccaacas
ataaaaaagy
ccgctcaatt
d233agtgaa
[+ 1444444 4.]
TtTtcggtec
tCtCacaala
ggatctgogr
9gaacgaata
tgacrrttaa
ctttagataa
tggaagagaa
acagaaalttg
cctgcattia
tacaatagceg
gatggtgtat
ttttatgatt
daaacaccta
gggtrtaact
aaattcatta
gretgtgaty
cctaatgace
ctaacgatac
caataaceta
cctaaaaagg
agcetggacta
agagcegaage
ttatttgtce
gagcatatta
ggtaccgcaa

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3650
3720
3780
3840
3900
3980
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
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cgrtcgcana
taactgtate
aagcgecata
aattcyggaat
gactgrecge
ataatataat
aaaagtgctt
atcretpaat
aaatatgrtt
ttatctaace
atgaacteger
ccaatacatt
gatgtagtat
attacatact
tcttganagg
atggarttat
axaggagagp

%S

cta
Leu

| Lof of a
Thr g?

t¢e tac
Ser Tyr

tgctgctgaa
tcagcttgaa
tcggcgette
attratacaa
tgtgtaaaaa
ttgtataaga
tttttgttge
tgtaacgeee
gaacctrctt
atagastgac
tcatgtgaat
gttacaagta
tasatgaata
tttcrattgg
agggatgect
gaaaaatcat
ataaaga ;gg

cte
Leu

att ¢
lle S

gep ¢
Ala L

Gln G

i

cag gag

ES 2358 092 T3

gigattattia
gaagtgaaga
terrttogaa
tatcatatgt
asaggaataa
aratggaggyg
aattgaagaa
ctcaaaagra
cagattacaa
atacaagcac
tatcgetgra
gaaattaaga
rgtasarara
aatgattaag
2aaaacgaag
tttatcagtt

aaaagctgaa
agcagagagy
gaaaatatag
atcacatrga
agogeugreg
gecctcygana
ttattaatgt
agaactacaa
atatattcgg
aaccttgaas
tttaattttc
cacccttgat
Trtatgataa
attecaatag
aacatraaaa
tgaaaattat

aag aas ccg tty ggg
L y

vS Lys P
~190

ct gtt
er val
-17S

tc cce
eu Pro
-160

Tu gﬁg

~145

ct
213

ca
cin

cte
Leu

cty
Tu Leu
-130

gcec
Ala
-115%
cc gag

hr Gly
-100

»0

Ta va

fsp &

t C
yL

cc gt? ga

ro Lteu G

it

age
Phe

sSer

tca
ser

(oo o
rro

cag

cge
Gln

Arg

gee

gee
Ala

Ala

gee

gec
Ala

Ala

ctg gaa
Leu Glu

gee ace
Ala Thr
~-80

1

tc

tca
ser

ace
Thr Pro

gac
ASp

ca
G1g AS

&5

¢ty a¢c gre ctg gtc ace
teu Thr val Leu val Thr

ngcaaaagge
ctattgaata
ggaaaatgge
Argoaggeac
acattactrt
cytaagatga
taagcttaat
dazaagaata
acggactcra
atttgaaaat
tcaattcaat
agectetacea
gaagcgacet
astagtgtat
acatatatre
gtatratgga

tatcaattgg
aatgagtaga
acttgrraaa
ctgergteca
actgatatgt
aaccttagar
taaagataat
cgtratatag
cctecanratge
ataactacca
atataataty
tacctaacat
arcttataatc
aaatrtareea
gcaccgtcta
gcretgaaas

aaa att gtec gca age
Lys Ile Vval Ala Ser

-185

atc

teg
Ie

ser
-170

ccg  gag
Glu

-158

ctc
Leu
-140

gac
AsD

gac acc
The

-125

gac
Asp
-110

gee
Ala

-95

&y 15 &

ace
3 Thr

gca

TCg
Ala

Ser

gcc

gac
Ala

Asp

acc

ctg
The

Leu

tzc
Phe

ity

gee
Ala

tac
Tyr

&l
-75

gac gag atc gtc cag gag ctc

eu Asg Glu INe val Gin Glu Leu
-6 -60

22

4740
4800
4860
4920
4980
5040
$100
5160
5220
5230
5340
5400
$460
5520
5580
S640
5630

5735

5730

5825

5870

59158

5963

6011

6059
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aac
Asn

g
g1a

cty
Leu

¢
Asn

gt
va
tcc
Ser
EH]
ttc

rhe

ac
e

tcc
Ser

cag
Gln

ace
Thr
138

ace
Thr

&y

&y

gtcgacgcegg cggttegegt CCpgacadca catcaccgaa atattatgga agasaatate
agcaccatga cgygccaaacy gatgericca acgotgctaa ctatatcacg atgtectaca
ACtatratca cgatcatgat aaaagetcca tTiTTCggatec aagptgacagc azaacctecg

ce
21&

&

apc
ser
=23

icc
Thr

gte
val

acg
Thr

€’
311

&

tcg
Ser
120
ot
va
ca
an

&y

gte
val

gcc
Ala

%

ggc
Gly

acg
Thr

tac
Tyr

gee
Ala
25

ace
Thr

tee
Phe

ctg
Leu

cC
21a

tcc
ser
105

gt
va

tgc
cys

gce
Ala

ace
Thr

c9t
Ar
18

gac
AS
-5

ace
Thr

cty
Leu

age
sSer

acc
Thr
10

t
&y

cag
Gln

[« of o
Pro

ace
Thr

Q?t
o’

3cc
Thr

age
Ser

gce
Ala

cag
Gin

ace
Thr
170

ctc
Leu

gec
Ala

cag
GlIn

%l
&y

aac
Agn
75

cac
Hig

ace
Thr

tac
Tyr

g9
Glu

&y
15

tte
Phe

€99
Arg

gtt
val

gt¢
val

ccc
Pro

ace
Thr

aac
Agn
60

ctg
Leu

aac
Asn

&y

ccc
Pro

cece
Pro
140

gt
va

tac
Tyr

ace
Thr

cce
Pra

<ty

Ley

gac
Asp
-20

cce
Pro

&

&ty

atce
Ile
45

gac
ASp

gte

ca
gin

tog
Trp

3
Glu
1258

acc
Thr

cag
6ln
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9ag
Gl
-35

9cc
Ala

agc
ser

gcc
Ala

(o 1
His
110

o g

gac
Asp

tcc
Ser

&

t gt c
g?y 320 3:1 g

gte
val

&y

ctc
Leu

gt
cys
15

tc
8&1

cge
ArQ

cce
Pro
95

tgc
Cys

acc
Thr

e
Ser

&y

gtc
val
178

cLy
Leyv

%t

e

tcg
ser

ace
The

&y

tte
Phe

tac
4
8

ate
Tle

gtc
val

oty

g 4
163
ace
Thr

Gly
&

gac
ASp

gcc
Ala
1

gtrc
val

gcc
Ala

ag9
ArQ

gte
val
.}

aac
ASn

&ty

acc
Thr

ace
Thr

&
14

tce
Ser

ccc
Pro

199
Trp

&y

gce
Ala

-13

gac
ASp

8
AN
Q?C
S’
cgce
Arg

ace
Thr

tec
Ser

atc
Ile

aac
ASn
130

tec
Ser

&y

atg
Met

ta¢
Tyr

tce
Ser
-30
tcg
Ser

atc
Ile

tec
Phe

cac
His
35

pte
val

&y

tee
Ser
cag
115

atg
Vet

tag
Tyr

aac
Asn

Vaf

cCcg
Pro
-45

&y

oce
Ala

atc
Ile

HH

20

tgc
Cys

ttc
Phe

gte
val
100

gce
Ala

ace
Thr

ate
Ile

tge
Cys

aac
Asn
180

tce
Ser

tac
Tyr
g

tge
Cys

<gc<
Arg

Cog
Arg

tcC
Ser

ege
Ar
16

tcc
Ser

taatCgeatg ttcaatccge tecataareg

23

acce
Thr

cgc
Arg

ca
ain

aARC

ASN

70
cc
1a

cge
Arg

&y

acce
Thr

&y
i3

acc
Thr

199
Trp

6107

6135

6203

6251

6289

6347

6335

6443

6491

8539

6587

6635

6683

6731

6779

6827

6887

6947
7007
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atgacggeaa
cgccgagage
gctctecaag
Cccaanacaa
9C999g99aac
cggetgcaaa
atgetreege
aagasagtca
attaacttag
acctatetat
rgctrattac
a2CCtazage
agccecrrgec
cactatcCaat
tcgeartett
tattcgteca
atttaatact
ctattitcag
aaatcggtgc
tcctgacage
tggacttaac
tcrteacgee
cggegaaaat
cecatggttat
tcpacgetac
cttgogatga
ttgtcatget
tgaaatcate
attattacrc
catrrrtggce
cgttcatcag
tcrteggage
ttgttcatat
ggtagaaaga

attasaaare
cegerteaag
ttatcctte
tgtcattgac
ggcttratat
cyggctgage
taatgtgaaa
aasacacaaa
ttaaggagta
ggcttcagaa
tgtcgetgtg
ttggcatttg
aatgggtgea
tgaggataca
tatttceepg
gaaattcgpa
Trcacctget
atcattatcce
attcttatta
gatggcggcy
atggacaage
gcrtgtgatt
cgcaacagaa
cgtgttectt
cacaaccgeca
tatcaagzaa
cgecaactte
cgtatcaggg
tcactatetce
TgreQteptg
caacctgtte
aggctacatc
catcgtatgy

azaaggcaga
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acgergeatc
caagtgcacg
agetatgeat
graccgggac
gacteeggea
tettcrgtcy
tcaaatgrta
gggtgctaac
gratggasaa
aaagacgcag
ggactaatca
tttgegatte
sttgcaattt
ttaagcgoat
gpatttatca
3a222248CCC
attccaagta
gaaacattcy
aaaaccgget
aaccegetgn
tgggeaatty
tacetactgt
Aaactgasag
trggtgettg
ttgatcggte
gaacaggycy
trgaatgaat
trerctegga
ttrgcaagtg
gcagegggcyg
gggtcaacga
CCcgCaagyca
cttgtgateyg
cgeggtetge

araaccgeta
tatacaacaa
ggggaatcgg
tgtcagetge
cgtegeegan
getggacgee
taaatcaage
ctttgtgttt
goggatcggr
gaaaacagte
tctggtttat
TrgrCgCaac
tTtgeattgge
tcgggaatas
aaaccyggrct
ttpoactttce
ntacggcgey
gatcaagcec
ttcaggggaa
ttgccaaget
cegegategt
atccgecgga
aaatgggacc
tgeegtgoat
tggcegtect
cttgggatac
taggcatggt
ttgtggcat:
cgacagececa
caccgeeget
ctcactacygy
aatggrggte
gcggattaty
ctrrttttat

24

taazaxtatt
cTattatgaa
aaagtcatct
taaaacpate
cggcacacag
gtctcrgeat
99gtgcogot
titaattaat
asacasgtat
agcagtaaag
tegegetecy
aattatcgge
ggttactgca
gaccatrtgg
cggtgcgaga
ttattcacty
tgcaggaggce
gocasatgge
tctgatcaca
gocceatgat
accgggactt
aatCRARGRR
gttcaaaaas
tettggegge
cttattatca
geteacttygg
gtcrrggtte
catcatttta
catcagtgcg
tttagcageg
ttctggagcyg
catcygarte
gatggazagta
tticactect

QLCCageycy
ggaigcacaa
aasatctatg
agecgrateca
atcaacgeat
pgatcgateg
aaattaaatt
taaaatgttt
atsggaggag
crrgtrccat
tccggacttg
tttatceeca
ctaactggaa
crratcgtta
atttcgtatg
ctateeagty
attatatttc
acagagagaa
tctgetatgt
gtcocagecg
gtaagcttan
acaccggatg
tcggagettt
agecrteaaca
cuagtretga
tttgegocge
agtraatgeca
attgtegegt
atgrattcag

ctgagcctcyg

gctceggect
atcctgtega
craggaatat
tcgtaagaaa

7067
7127
7187
7247
7307
7367
7427
7487
7547
7607
7667
7727
7787
7847
7907
7962
8027
8087
8147
8207
8267
8327
8387
8447
8507
8567
8627
8687
8747
8807
8867
8927
8987
8047



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

atggattitg
€QoCtgoTyc
tgattgegec
Atacacaggg
cctatatgec
aagaggtcat
222a2aggaga
gagaaatttt
tcagagggag
tgtctgttga
tgagtgrgat
asngcateag
agaggaacge
tcgtcaceat
atcrteetat
asatgetgee
tgatgaatca
tgaagaaget
agactcatga

<210> 14
<211> 380
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

danaatgaga
tgtggtoaas
tctgetggte
agracggags
gecggttaaa
tgaacaaarg
cattecgeage
gtttggcggt
cgegecgatt
treretgeaa
tgcrgrgcett
aragoatacg
aatgerrree
gatgaacgtra
agatgacgte
graccaggaa
*ggegggeag
gatcgacaca
attttcaaat

<223> Constructo sintético

<400> 14

Met Lys

Ile Ser

Ala Leu

Gln Glu Ala

Lys Pro teu Gly Lys
{50
val Ala pPhe Ser Ser
-175
Proo 6in Ser Pro Thr

Leu G1n Arg Asp

-14§

Glu Glu

Leu Leu Ala ala Gln
-130

ES 2358 092 T3

aaattcecty
aageggrice
tetgtcattyg
caggcagage
gagcrcattg
zaagaacaga
geetctggaa
tegeatgttt
itazaagasg
acggagacag
gtactgetge
ctegggettg
gepattcgag
tcggcggced
atgccggoag
gtaagcgtca
gegtatggge
tTgacagegy
sagctttaty

tgraaaatgg
attrrtccct
grgrgctgac
agctggcggt
agagaaaaga
crggtgegtt
azagcggatt
ctoaaacaaa
agaagggata
agcaaagcat
teggatttat
aacegeatga
aagggattat
agatgctgaa
cagggetgat
acgatcaagt
ttgtegrcag
ttcgcaaata
cgatttragy

tatgatctag
gcasacaaaa
cattacgtta
tcaaacggeg
cgpacatgeg
tgccatitat
aaaganacty
agcggatgga
cagccaagtg
caazaagcat
tQgCcgecgee
gatcgeggct
tgccaccaat
gergecegag
gtergrgett
gtrrattatc
cttcaggoag
ttcagaggat
geege

gtagaaagga
ataatggggce
gccgttcage
agaaccatte
gctcagacge
gtitigaacg
gegegcagea
cgaagagtga
atcggeageg
ttgaganatt
gtoctggcsea
ctatatcgtg
corgaaggcy
cctgtgatcc
gaanaagQsg
aitacgaaag

aaaacagagce

cteagggege

ITe val
~185

ser Ile
-170

pro Glu
-18%

Leu Asp
-140

ASp Thr

~143

25

Ala ser Thr

Ala ser Ala

Ala Asp Ala

Leu Thr Ser

Ala Phe Gclu

Ala
~180

Ala
-165

val
-15

Ala

Leu Leu
Thr Gly

ser met
0

Glu Ala

135

val
-12

AsSp Glu
0 p

8107
9167
9227
9287
9347
2407
9467
9327
95387
9647
9707
9767
9827
9887
9947
10007
10067
10127
10172
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Ala
Asp
val
gl
Ala
val
Leu
ASp
Met
Gln
val
Gly
Asn
75

His
Thr
Tyr
Glu

Gly

Ala

Thr

Glu

-85

Ile

val

val

Ala

aln

Gly

Pro

Thr

ASn

60

Leu

Asn

Gy

Pro

Pro

val
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Ala 6lu Ala Ala Gly Asp Ala Tyr Gly Gly Ser Val Phe
-11% -150 -105

Glu Ser Leu Glu Leu Thr val Leu val Thr Asp Ala Ala Ala
-100 -95 -90

Ala va) Glu Ala THE Gly Ala Gly Thr

ASD

Pro

Leu

Pro

Gly

Gly

Ile

45

ASp

val

Glin

Trp

Glu

Gly

Thr

aly
Gly
Glu
-35
Ala
Glu
Arg
phe
30

Gly
Ala
Ser
Ala
Hig
110
Gly

AsSp

Ser

Ley
va)
-50
val
Gly
Leu
Cys
it

val
ASN
Ala
Arg
Pro
95

Cys
Thr

Ser

Gly

A3
-6
val

Leu

val

Thr
Gly
Phe
Iy
Ile
Gly
vai
Gly

Gly

Glu
Gly
Glu
ASp
Ala
1
val
Ala
Arg
val
65
ASh
Gly
Thr
Thr
Gl
14;

ser

Ile
Trp
Gﬂy
Ala
=15
Asp
Gly
Gly
Gly
S0

Arg
Thr
Ser
Ile
Asn
130

Ser

Gly

val
Tyr
ser
-30
ser
Ile
Phe
Hs
38

val
Gly
Gly
Ser
6in
115
Met

Tyr

ASn

26

Gln

Pro

-48

Gly

Ala

Ie

Ala

20

Cys

phe

Thr

Gly

val

100

Ala

Thr

e

Cys

Gl
-60
ASD
Ala

val

Ala
Gly
Glu
Ser
g
Cys
Arg
Arg
Ser

Arg

gl
Leu
val
Asp
Glu
Gly
Thr
Arg
Gln
5
Ala
Arg
Gly
Thr
Gl

15

The

Leu val Ser Tyr

Asn

Ala

val

val

-10

Leu

Asn

val

LI
iy

Phe

Thr

ser

Gln

The

Thr

Ala

Gly

ser

-25

Thr

Ala

Ala

Thr
val
&ly
1%

val

Glin

Gly Gly

Ala

AS

-4

Gly

thr

Tyr

Ala

Thr

Phe

Leu

Ala

10S

val

Cys

Ala

Thr

AS

288
The
Leu
Ser
Thr
10

Gly
Gln
rro
Thr
Gl

9oy
Thr
Ser
Ala

Gln

Thr
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15§ 160

ES 2358 092 T3

165 170

ehe Tyr GIn 6lu val Thr Pro Met val Asn Ser Trp Gly val Arg Leu
4 175 180 paly 18?

Arg Thr

<210> 15
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15

ggagetctga aaaaaaggag aggataaaga atgaa 35

<210> 16
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16

gcgttcegat aatcgeggtg acaatgecg

<210> 17
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17

ttcatgagtc tgcgceectga gatcctetg

<210> 18
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

29

29

27
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ES 2358 092 T3

<400> 18
taatcgcatg ttcaatccge tccataatcg

<210> 19
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
cccaacggtt tettcattct ttatcctcte ctttttttca gage

<210> 20
<211> 1164
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Proteasa 22

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1164)

<220>
<221> Péptido sefial
<222> (1)..(81)

<220>
<221> mat_péptido
<222> (577)..(1164)

28

30

44
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<400> 20

caa
GlIn

oaa
Glu

gca
Ala

gat
Asp

aaa
Lys

tca
ser

tta
Leu

gaa
Gly
-85
att
Ile

gte

gtc
vai

gca

aaa
LyS
-{50
gt
ya
-1?8
cc
33
-160
gca
-145
(444

Leu
-130

gca
~-115
&

-100

pca
Ala

ccY
Pro

44
Leu

gac

ccg
Pro

gca
Ala

ca
&

etg
Leu

ctt
Leu

gaa
Glu

tca
ser

ctg
Leu

ttt
Phe

tct
ser

caa
Gln

gct
Ala

gca
Ala

ctt
Ley

gaa
Glu

cte
Leu

gtt
val
- 50

tt
811

ES 2358 092 T3

gqa aas
Gly Lys

age tca
ser ser

atr  gtc
Ile val

-185

tet  att
ser Ile
-170

CCQ aca ¢Cg gaa
Pro Thr fr¢ Glu

-155§

aga gat ctt gat
AFg ASp Leu Asp

-140

gca caa gat aca

Ala GIn

g, T

gat gca

a
Ala 21y Asp Ala

paa ctt
Gly Leu

gca aca
1a Thr
-80

gat gas
ASp Glu
-65

gtt ggc
val G?

ctt gaa
Leu Glu

ptc gat

-110

aca gtt ctt gtt aca gat gea gea gcer
Thr val Ley val Thr A

-95

a gca
gqy 1a g

att gtt caa
Ile val G1n

tgy tat ccg

Trp Tyr

14 4 4
Leu

pca
Ala

tat
TYFPR

Ty T

gaa
Glu

age
ser

tca
ser

gat
Asp

aca
Thr

1434
Phe

&ty

gta
val b

aca
Thr

tea
Ser

gaa
Glu

&ty

-75

-80

-48

&y ser &

30

gca tca gea

29

¢ gen
y Ala

gat
Asp

gt

ctg
Lel A

gttt g
val A

gat 8

oca
Ala
-180

gct
Ala
-165

gts
val
-150

gea
Ala
-13%

gt
va
-120

tca

ser
-103

ctr gtt
ey al

aat geca
sn Ala

ct 9?;

1a G

tt tca
a2l ser
-¢5

Lt aca

ctt
Leu

agd
Thr

tca
Ser

a4
g]u

gat
ASp

gtt
val

ctt
Lev

gga
Gly

at
Me

Qca
Ala

gaa
Glu

Tttt
Phe

Ala Ala Ala

tca tat
Ser Tyr

gect gat
Ala As

i o2

aca
Thr

Leu

aca tca

45

30

135

180

225

270

318

366

414

462

510

558
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caa
Gln

gtt
val

&y

aat
Asn
75

cat
H1is

aca
The

tat
Tyr

a
&

g?c
15

tat
Tyr

aga
Arg

<210> 21
<211> 388
<212> PRT

Ala

caa
Gln
-5

&y

¢cg
Pro

tca
Ser

1at
Asn
60

ctg

Leu

aat
Asn

aty

¢C
Pro

ccy
Pro
140

tt
8a1

tac
Yyr

aca
Thr

<213> Artificial

<220>

&1

ceg
Pro

att
Ile
45

gat
Asp

caa
Gln

tgg
Trp

caa
Gln
125

&ty

aca
Thr

caa
Glin

caa
Gin

Ala

gaa
Glu

aga
ArQ
Tttt
30

&ty

t<ca
ser

tca
ser

gca
Ala

cat
H1s
110

g
Gly

gat
AsSp

tca
Ser

Glu

tcg
ser
190

<223> Constructo sintético

Gly

ctt
Leu

i
s
it
tt
331

aat
ASn

Ala

aga
Arg

ceg
Pro
95

tgc
Cys

aca
Thr

tca
Ser

val

tat
r

age
ser

aca
Thr

&y

ttt
Phe

rat
r
8

att
Ile

&y

gttt
val

ggc
Gly

g c
16
aag
Asn

ASD

ca
21;

gt
va

ca
21;

FEYY
Lys
gtt
6S

aart
ASD

&

aca
Thr

Tat
Tyr

g C
14¥
tca
Ser

ccg
Pro

ES 2358 092 T3

Ala ser ATa val Glu
=15

gat
Asp

AP
29y
Q?C
S0
aga
Arg

tca
Ser

tca
Ser

att
Ils

agt

130

tca
Ser

tce
ser

att
Ile

tte
Phe

cat
His
35

gtt
val

&ty

&y

pca
Ala

caa
Gin
115

ctg
Leu

tat
Tyr

aat
Agn

ctt
Lsu

gct
185

art
Ile

gca
Ala
20

£gC
Cys

teT
pPhe

aca
The

att
Ile

tg¢
Cys

agt
Ser
180

cca
Prec

30

£

gca
Ala

4
&

tca
Ser

tatc
Tyr
3

tgC

Cys

aga
Af'g

aga
Arg

agc
ser
agt
165

TCca
ser

&y

aca
Thr

aca
Thr

cga
Arg

aut
Agn
70

gca
Ala

aga
arg

xs9
Trp

val
-10

ctg
Leu

aat
Asn

gttt
val
age
5%

ttt
Phe

aca
Thr

tca
Ser

caa
Gln

aca
135

ice
The

3

The

gca
Ala

ca
glu

ggc
aty
40

ate

Ile

acs
Thr

ctt
Leu

Thr

tat
Tyr

tca
Ser
25

aca
Thr

Tttt
Phe

ctt
Ley

gca
Ala

TCa
Ser
105

gttt
val

tgt
Cys

aca
Thr

aca

18§

Ser

tat

&y

cca
Pro

ceg
Pro

aca
Thr

Qqc
50"

aca
Thr

a6y
Arg

caa
Gln
ica
170

ctt
Led

€06

654

702

750

798

846

894

942

9390

1038

1086

1134

1164
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<400> 21

Met Lys Gly Lys Ile val ala ser Thr Ala Leu Leu

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

1le
Ala
Gla
Glu
Ala
Asp
val
2
Ala
val
Leu
ASp
Met
Gin

val

Gly.

Asn
7s

Ser

Leu

Glu

Glu

Ala

The

val

val

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

Asn

Leu

L{s Pro Leu
-190

val Ala
1758 °

Phe

Pro  Gln
~160

ser

Aln Leu Gln
145

g

Leu Leu Ala

-130

Ala Glu
-118

Ala

Glu Ser Leu
-100

Ala val Gglu

ASp Gly Leu

val

Gly
-5

Pro
Leu val
Gly
Leu
Arg Cys

i1

Phe val

30

Gly

Ile
45

Gly Asn

Asp Ser Ala

val Ser Arg

-185

Ser Ser

Pra Thr

Arg AsD

Ala GIn

Ala Gly

Glu Leu

Ala
'

val
Leu
val
Tyr
ser
Thr

Gly

phe

'gz-"

Pro Gld Ala Asp Ala
-18§

Asg Thr Ala phe Glu
-125

Ser Ile Ala Ser Ala
-170

Leu Asp Leu Thr ser
-140

ASp Alr Tyr Gly G
i Ty y 6ly

-18Q

-135

val
20

ser
-108

Ala Thr Gly
- 189
val ser Mmet
~150
Ala Glu Ala
Asp Glu

val Phe

Thr val Leu val Thr Asp Ala Ala Ala
-95 -90

Thr Gly Ala @1
-80 y

Glu
Gly
Glu
Asp
q1a
val
Ala
Lys
val

65

ASn

Ie

Trp

Gly

ASp
Gly
Gly
Gl

soy

Arg

Ser

val
Tyr
Ser
-30
Ser
Ie
Phe
His
35

val

Gly

Gln
Pro
-4%
Gly
Ala
Ile
Ala
20

Cys

Phe

Thr

Thr
Glu
~60
Asp
Ala
val
Gly
5

Ala
Gly

Glu

Ser

Gly Gy ggr

31

5
Leu
val
ASp
Glu
Gly
The
Thr
ArQ
Asn

70

Ala

Leu val

Asn Ala

Ala Gy

val

val Thr
-10

Leu Ala

Asn Ala

val Gly

40

Ser I¢
Phe Thr

Thr val

Ser
Ala
%
Gly
Thr
Tyr
25

Thr
Phe
Leu

Ala

Tyr
AS

-5

Thr
Leu
Ser
TV
18

Gly
Pro
Pro

Thr

G
90y



ES 2358 092 T3

Hig Asn GIn Ala Proc Ile Gly Ser Ala val Cys Arg Ser Gly Ser Thr
95 100 108

Thr Gly Trp His Cys Gly thr Ile GIn Ala Arg Asn GIn Thr val Ar
y Ire 110 4 Y 115 ’ 120 9

Tyr Pro Gin Gly Thr val tyr Ser Leu Thr Arg Thr Thr val Cys ala
125 130 135

Glu Pro Gly Asp Ser Gly G1¥ ser Tyr Ile Ser GTS thr G1n Ala GIn
140 14 15

Thr

Ser Gly Asn
170

Gly val Thr Ser Gly Gl
158 Yisd

Cys Ser Ala Gly Gly Thr
b Y 165 y o

Tyr Tyr Gln Glu Val Asn Pro Met Leu Ser Ser Trp Gly Lau Thr
175 180 i35

eu

Arg Thr Gln Ser His val Gln Ser Alz Pro
190 198

<210> 22

<211> 188

<212> PRT

<213> Nocardiopsis sp. TOA-1

<400> 22

Thr
10

Gly

Al; Asp Ile Ile G1§ Gly Leu Ala Tyr Met Gly Gly Arg C{; ser

val Gly Phe Ala Ala Thr Asn Ala Ser GIn Pro Gly Phe val Thr
20 25 30

40

45

50

55

60

65

His
35

val

Ala Gly

6l
5

Arg

Arg

val Gly
65

ser Gly

Ser Gln

Glin
115

Leu

e
His Ser
130

Gly Ser

14
ser

phe

Gly Asn

Pro Met Leu

Cys Gly

Pre Glu

Thr ser

Gly T{;

val
100

Ala

Cys
Arg
Thr Arg

Ile Ser

® 168

ser val Gly Thr

40

ser val

5%
Phe

Arg Phe

Asn The
70

Ala

Leu

Thr val Ser

sSer Gly Ser

105
val

Arg

Thr
120

val

Ash Gln

Ser
135

Thr

Thr Cys

61 GIn Ala

15

Thr Gly Gly Thr

Gln
Pro
Thr
[}
9
Thr
ser
Ala

Gn

Thr
170

Ile
45

ASD

val ser
Gly Asn

60
Asn Leu val

75

Ser Ser Thr
Thr 6ly Trp
Gln
125

Gly

TYr Pro

6lu Pro

140
Glg val Thr
15

Phe Tyr 6n

AsSn Ser Trp Asn Leu Arg Leu Arg Thr
180 18 188

32

Gly
Ala
ser
Ala
It
Gly
Asp
ser

Glu

Asn
Ala
Arg
Pro

95
Cys
Thr
ser

Gcly

val
175

Gly
Phe
ko
Ie
Gly
val
Ala
Gl

16

ASh
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<210> 23
<211> 381
<212> PRT

ES 2358 092 T3

<213> Nocardiopsis dassonvillei subesp. dassonvillei DSM 43235

<400> 23

Met

Als

Thr

Ala

Leu

Thr

Glu

Ala

Glu

Glu

val

-35

Gly

Arg

Gly

Arg Pro

Phe Gly
val pPro
Leu GIn
Leu Ser
Glu Ala
Thr Leu
val

Gl

Leu

Gl
Y -85

val
val
val Asp
tey

Iy

Arg Cys
159 Y

Ser

Leu

Als

Arg

Ala

Ala

ein

Ala

-80

Ala

val

Ala

pPro

Ala

Ser

Pro
-185

Ala
-17¢

Gln
-125

Gly
-110

Ala Ile Ser Ala

phe Ser val Thr

Pro Ala ser Galu

Leu Gly Leu Thr

Glu Glu Ala Ile

Ala Ser Tyr Gly

-150

-135

Ile Gly Thr Gly Ala
-180
Pro Gly Ala Ser Ala
-165
Ala GIn Thr Met Mat
pro  Leu Gly Ala Glu
Glu Thr Asp Ala Glu
-120

Gly Ser Leu Phe As
-155 P

Leu Thr val Leu val Thr Asp Ala Ser Ala
-95 -90

Thr

Glu

Gly

Glu

Ser

=15

Asp

val

Gly Ala Glu

val val Asp
-80
Trp Tyr Pro
Bt

615 Ala ser
-3

Ala val Arg
Ile val eg

Gly phe Ala
20

Ala
-75

Thr
Ala Leu
asp val
Ala asp

Glu
-10

val
Gly Glu

val Thr

33

val

Asp

Glu

Gl

-2

Glu

Ala

Asp

val

Glu

ser

-40

Leu

Thr

Tyr

Gly

ser
Thr
-55
ASD
e
Ser
Tyr
18

Ser

His

-70

Gly

Thr

Glu

Glu

met

Gly

Leu
-175

Ala
-160

Glu
-14§

Glu
-130

Ala
-115

The
-100

val Glu
-85

Gly Ala
Gly Arg

val val

Ala Ala

-20

Thr

Pro
6ly Gly

Ala Gly
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Gly Phe val Thr aAla Gly
30 35

ser Ser asp Gly ggr Gly

Gly Ser Asp g}y Ala phe

Asn Leu val Ser Arg Tyr
80

ser ggr éln Ala Pro Glu

Thr Gly Trp Wis Cys )
110 y e y 11

Tyr Pro Gln Gly Thr val
130

Glu Pro Gly Asp Ser G)
14g Y
Gly val Thr ser Gly Gly
160

TYr Tye GIn Glu val Thr
178

val Thr Gly
190

<210> 24

<211> 383

<212> PRT

<213> Nocardiopsis prasina DSM 15649

ES 2358 092 T3

His Cys Gly Thr 231 Gly Thr

Ser

val

AsSp

9

10

Thr

Gln

Gly

ser

Pro
180

Gly Thr phe GIn
55

Ala

Ser

Ile

A3D

ser

Gl

16

Leu

Ala
20

Gly
Ala
Glu
Leu
Phe
150

Asn

Leu

34

Thr Ser

Ser Pro

val Cys

Ala Ar

12

The arg
135
Ne Ala

Cys Thr

ser Ser

Glu Ser
AsSn Trp
Gin Ala
90
;Eg ser
Gly Gln
Thr Asp
Gly Ser
5

18 ¢V

Gly

val

val

Gly

Thr

val

Gin

15§

Gly

Leuy

Ala
Phe
60

val

ser

Thr

ser

Glu

45

Pro

Thr

Gly

Thr

125

Ala

Glin

Thr

Leu
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<400> 24

Glu

Ala

ASp

val

-85

Gly

Ala

val

Ala

Ala

-5

Gly

Asn

Ala

Phe

60

val

Gly

val

ES 2358 092 T3

Asp Leu Lau Glu Ala Gln  Asn Asp Ala Leu 613 Ile Asp Thr
-lgO -125 ~120

Ala ala Lys Ala Ala Gly asp Ala Tyr Ala 613 ser val fha
=113 -110 -108

Thr Asp Thr Leu Glu

~100

Ser Asp val Glu

Thr

Gln

val

aAla

-20

Pro

Gly

Asp

ASp

45

Pro

Thr

aly

Thr

Ser

Glu

Pro

Gln

Gly

Gly

Ser

Gly

Asn

ser

Thr

110

Ty

Gly
61

~5

Glu
val
Ley
AP

ng
Phe
Glu
Asn
Leu
Ser
95

Gly

Pro

Leu
-65
val

Ala

ASD

1 g

Cys

val

Asp

Asp

val

Glin

Tp

Glu

ngsz The val Leu Leu Thr Asp Ala Gly Ala

-33

Ala Thr Gly Ala Gly Thr Glu Leu val Ser
-80 -75

Ala

val

Thr

Ser

Ala

Ser

Thr

Gly

Ala

65

Asn

Ala

His

Glu
Gly
Asp
Ser
-15
Asp
val
Ala
Ser
50

Als
Met

Pro

Cys

Gly Thr

130

Ile
Trp
i
Ala
Ile
Gly
g
Gly
Phe
Tyr
val
2

val

Met

val

val

Fhe

20

His

Ser

val

Ser

4l

10

Ser

The

As
-6
Pro
G6lu
Gln
Gly
5
Ala
Cys
Gly
Ser
ser
85
Ala

Ile

AsSD

35

Glu

Asp

Alz

val

Gly

val

Gly

val

Ser

70

Gly

Ala

Glu

Met

Leu Asp
Leu Als
GIn ser
-25
Glu GIn
-10
ASp Ala
Thr Asp
Thr val
40
Fhe Glu
5%
Thr Ser
Gly The
val Cys

Ale 958

Thr Ar
135 9

Ala
Gl
-
Phe
Thr
TYr
ser
25
Gly
Glu
AsSh
Gin
AP
10
Gly

Thr

Ala
-5S
Asp
val
AsSp
Tyr
1%

sar
The
Ser
Trp
ser
90

Ser

Gin

Asp

o

Gly
Thr
Glu
Glu
Met
Gly
Ser
Ie
iy
val
Gly
ser

val
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ES 2 358 092 T3
Cys Ala Glu Pro Gly Asp Ser Gly Gly Ser phe Ile Ala Asp Asp Gln
40 148 150 {ss
Ala 6In Gly Metr Thr ser Gly Gly Ser Gly Asn Cys Ser Sar Gly ¢}
Y 160 y &ty 16¥ & 17‘ y
Thr Thr Tyr T;r G1n Glu val Gly Pro Ala Leu Ser Thr Trp Asn Leu
175 180 188

ser Leu val Thr ser
190

<210> 25

<211> 383

<212> PRT

<213> Nocardiopsis prasina DSM 14010

<400> 25

Met Arg Prd Ser Pro val Ile Ser Ala Ile Gly Thr Gly Ala Leu
-1 -18§ -180

Ala Phe Gly Leu Ala Leu Ser val Ala Pro Gly Ala  Sar Ala val
-175 -170 -165

Thr Ala Pro Ala Glu Pro Ser Pro Gln Gly Glu Ala Thr Thr Met
-160 ~-155 -150

GIn Glyu Ala Ley Glu Arg Asp Phe Gly Leu Thr Pro phe Glu Ala
-145% -140 -135

AsSp Asp Leu Leu Glu Ala GIn Lys Glu Ala Ley Gly Ile Asp Thr
-130 -125 -120

Als Ala Ala glu Ala Ala G!{ ASPp Alg Tyr Ala 615 ser val Phe
-118 -110 -108

Asp Thr Asp Thr teu Glu Leu Thr val Leu Leu Thr Asp Gly Gly Pro
-100 -95 -90

Ala Ser Asp val Glu Ala Ala Gly Ala GTu Thr Ser val val Ser His
-85 -80 -75 =70
Gly Thr Asp Gly ng Ala Ala Ile Met Agg Glu Leu Asp Ala Vg} Gly

Ala ¢In pPrp G}é val val Gly Trp TX'S- pro Asp Leu Ala s:g Asg Thr

val val val Glu ala Thr Asp Ala Ser Asp Ala Gln G1§ phe Il1e Glu
-35 -30 -2

36
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Ala
ser

5

Gly

Ala
phe
60

val
Gly
ser
val
Cys
140
Ala

Thr

Ser

<210> 26
<211> 384
<212> PRT

pro

Gly

ASD

Asp

45

Pro

Thr

Gly

Thr

ser

128

Ala

Gln

Thr

Leu

Gly

Glu

Gly

Gly

30

Ser

Gly

Asn

Ser

The

Tyr

Glu

Galy

Tyr

val
150

val
Leu
Ar

159
Phe
Glu
AN
Leu
ThE
9s

Gly
Pro

Pro

Met

Thr

Cys

val

ASp

Asp

val

&0

Gln

Trp

Glu

Gly

Ser
Ala
1
Ser
Thr
Gly
Ala
65
Ash
Ala
His
Gly
AS
114
Ser

Glu

<213> Nocardiopsis sp. DSM 16424

ES 2358 092 T3

ser Ala val Gln val

-15

AsSp

val

Ala

ser

so

Ala

Met

Proc

Cys

Thr

130

Ser

Tle
Gly
Gly
Phe
TYyr
val
fi

val

Gly

6ly Gly

val

Gly

val ?1y Gly

Phe ala Ala
20

His Cys Gly
Ser Ggly val

val arg Ser
70

ser sar Gly
&5

Gly Ala Ala
10

Thr Xle Glu
ASn ASp Met
Gly ser Phe
Ser Gly Asn

16

Pro Ala Leu
180

37

Glu

-10

ASp

Thr

Thr

Phe

Thr

Gly

val

Ala

Thr

1le

Cys

ser

Glu
Ala
ASp
val
40

Glu
Ser
Thr
Cys
Ar

12

Arg
ser

Thr

Thr

Asn
Gln
Ar
10
Gly
Thr

Asp

Ser

18

Trp
sar
sar
G1n
A5
ASD

L

Asn

Glu

Met

Gly

Ser

Ile

Thr

73

val

Gly

ser

val

Gln

Gly

Leu
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<400> 26

Ala phe Gly Leu Ala
-180
Pro Gly Pro val pro
-16%
Ser Met Thr Glu Ala
-150
Glu Ala Glu Glu Leu
-135
Asg Ala glu Ala Ala
-120

Leu PpPhe Asp Thr Glu Thr Leu Glu Leu Thr
-108 -100

Thr Ala val

Thr

Ala

Asp

Ala

-25

Glu

Ala

Ser

Gly

40

val

Thr

val

His

ASD

Thr

-40

Leu

Ala

Tyr

Ala

25

Thr

Phe

Leu

Thr

Gly

Ley

Glu
The
10

¢y
Ala
Pro

Thr

Gly

LeU Ser #Met Ala Pro
-17§

61n Thr Pro val Ala
-160

Leu Lys Arg AsSp Leu
“es Y g AsSp

Leu Ser Ala Gln Glu

ES 2358 092 T3

-130

6lu Ala ala G¢ly Glu
-115

ASp A}g val Glu Ala Thr

The
-70
proa
val
Ala
Glu
Met
Gln
val
Gly
ASn
75

Thr

Asp
Ala
val
ASD
Ya1
Gly
Pro
Thr
ol

Leu

Ser

Gly

Gly

Glu

Pro
Gly
Gly
Ile
45

Asp

val

Gin

Leu

val

val

-35

Gly

agln

Arg

Phe

30

Gly

Ala

Ser

Als

Ala
Leu
=50
Leu
val
val
Cys
18

val
ASp
Ala

Arg

Pro

%
Gly
Glu
AsSp
T r
Ser
Thr
Gly
Phe
iy

Ala

38

615 Ala Glu Ala
-8

val
Trp
Gly
Ala
Ala
1
val
Ala
Arg
val
65

Asn

Gly

val

Tyr

ser

ser

-15

Asn

Gly

Gly

Gly

50

Arg

Sar

Ser

6lu

Pro

AS

-3

Ala

Ile

Phe

wX
P

val

Gly

Gly

Ala

Asp
Ay
-4
Ala

val

Ile

Cys

phe

Thr

Gly

val

Thr
Ley
-80
Met

Asp

Arg

Ala

Gly

Glu

Ser

His

as

Cys

val

=75

Agn

Glu

val

val

aly

Thr

Thr

Arg

Asn

70

Gln

Arg

Glg Ala Leu Alx Ala
~170

ASp Asp Ser Ala Ala
2385

ASn Leu Ser Ser Ala
-140

Ala Ala Ile Glu Thr
-125

Ala r Gly Gly Ser
A Ty y Gly

val Leu val Thr Asp Thr
-95 -90

val

Ser

Ser

Ala

Glu

-10

Leu

Asn

val

(V4174

Phe

Ala

Ser
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90 935 100

Gly Ser Thr Thr Gly Trp His Cys Gly Thr Ile GIn Ala Arg Asn Gln
y 108 y Ire 110 < Y 118 9

Thr val Arg Tyr Pro Gln Gly Thr val Asn Ala Leu Thr Arg Thr Asa

120 128 130

135

val Cys Alm Glu Pro Gly Asp Ser Gly Gly Ser Phe Ile Sar Gly Ser
140 ltg 155
gin Ala Gln Gly val Thr ser Gly 5;5 ser Gly Asn Cys Ser Phe Gly
1 Sg 1 168

Gly Thr Thr Tyr Tyr 6in Glu val Ala »ro met Ile Asn Ser Trp G
g 70 T 175 180 y

val Arg Ile Arg Thr Ser
18

<210> 27

<211> 383

<212> PRT

<213> Nocardiopsis alkalifila DSM 44657

<400> 27
Met Arg Pro Ser Pro val val Ser Ala Ile GT% Thr Gly Ala Lev
-19§ -190 ~-185
Ala phe Gly Leu Ala Leu Gly Thr Ser pro Ala Ala 1le Ala Ala
-180 -175 -17G
Pro  Ala Pro Gln Ser Pro  Asp The Glu Thr 6in Alw Glu Ala val
-165 -160 -158
Thr Met Ala Glu Ala Leu Gln Arg Asp Leu Gly Leu Ser Ser Ser
-150 -145 -140
Glu_ Ala Thr Glu Leu Leu Ala Ala Gln Ala Glu  Ala Phe Glu val
-135 -130 -12%
Asg Glu ala Ala Thr Glu Ala Ala Ala asp Ala Tyr Gly Gly Ser
=120 -115 -110
Ley_Phe Asp Thr asp Ser Leu Glu Leu Thr val Leu val Thr Asp Ser
-105 -100 -85 -90

Ala Ala val Asp Ala val Glu ala Thr 615 Ala Lys Ala Glu val val
-85S -8 =75

Asp His Gly Ile Glu Gly Leu Glu Glu 1le val Asp Glu Leu Asn Glu

39
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ser

ASD

Thr
Ala
ser
Gl

40y
Ile
Thr
val
Gly
Thr
120
val

Gin

Gly

Ash

Thr

-40

Leu

Thr

Tyr

[ 547

Thr

Phe

Led

Ser

Ser

105

val

Cys

Ala

Thr

Leu
Thre
Thr
10

Gly
Gly
Pro
Thr
Gly
90

Thr
Arg
Ala

Gin

Thr
170

Leu Arg Leu
18

<210> 28
<211> 384
<212> PRT

Lys
val
Ala
6lu
Met
Gln
val
Gly
ASn
Ser
Thr
TY"r
Glu
0

Tyr

Arg

ser
Leu
Glu
Gln
-5

Gly
fro
Thr
Asn
60

Leu
Ser
Gly
Pro
Pro
140
val

Tyr

Thr

ES 2358 092 T3

Gly val val
-50

Glu val Met
-35

Thr Gly val
-20

Pro

Gly

Gly

Ile

45

ASp

val

Ala

Trp

b Oy
N =t
W

Gly

Thr

Gln

6lu
Al'g
Phe
30

Gly
Ala
Ser
Ala

His
110

Gly

ASD

ser

Gly

<213> Nocardiopsis lucentensis DSM 44048

Leu
iy
val
Ash
Ala
Arg
Pro
cys
Thr
Ser
Gly

val
175

Gly Trp Tyr

Glu

ASD

B

Ser
Thr
Gly
Phe
';gr
Ile
Gly
val
Gly
%

AsSn

Gly

Ala

Ala

val

Ala

Arg

val

65

ASh

Gly

Thr

Gn

Gl

14

Ser

Pro

40

Ser
Ala
=15
ASp
Gly
Gly
q

scy
Arg
Ser
Ser
Ile
ala
130
Ser

Gly

MetT

Pro fzg

Gly
-30
ASp
Ie
Phe
His
35

val
6ly
Gly
Gln
Gln
115
Leu
phe

Asn

Leu

Ala

val

e

atla
20

Cys

Phe

Thr

Gly

val

100

Ala

Thr

Ile

Cys

ASD
180

-60

val
ASp
Thr
Gly
5
Ala
aly
Gly
ser
TYr
at
Cys
Arg
Arg
ser
Ar
16

ser

Ala
val
val
Gly
Thr
Ser
Arg
Asn
Ala
Arg
Asn
Thr
Y
Thr

Trp

Gly
Asp
Glu
-10
Leu

Asn

val

ser

Phe

Thr

ser

ser

Gy

Gly
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<400> 28

Vet
-1985

Ala

Arg Pro Ser

Phe Gly Leu

-180

Thr
-165

Thr

val pro Thr

Met Leu Glu

-150

Glu
-135

AS
“1%

Leu
-105

Ala Glu Glu

Glu Glu Ala

phe Asp Thr

Pro

val

Pro

Ala

Leuy

Thr

Glu

val
-18

e
-17
Glin

-16

Met
-14

Phe
-13

Glu
-11

ES 2358 092 T3

Ile
0

Thr
5

Ala
0

Glu
5

Gly
Q

Ala
S

Ser

Met

Pro

Arg

Ala

Ala

Thr His Glu
-100

Ala Leu

Ala Pro

val pro

ASp Leu

6la Glu

Gly Ala

Leu Thr

asp Ala val Gluy ala val 6lu Ala Thr 618 Ala Ala Ala Glu val
-85 -8 -75

ser

Thr

ASp

Glu

Ala

Thr

Thr
40

Hig Gly Ser
-70

Asp Ala

Gly
Ser val val
-40

Ile val Glu
val ser Glu
TYr Tyr Met

3

AsSn Ser Ser
25

val Gly Thr

Asp
Ser
val
Gly
Gln
-5

Ser
aly

Gly

Gly

Glu

Glu

Pro

Ser

Gln

val
45

Leu

val

Al

val

-50

val
-35
Gly
Gln
Gly
Pro
¥

Thr

val
val
Thr
Gly
1

Gly

Ile

Asp Ie
ari3

Gly Trp
Glu Gly
Asp Pro
T{r Als
-1 1
arg Cys
Phe Val

Gly Asn

val
TYCr
Ser
Ala
-15
ASNH
Ser

The

Gl
50y

41

Glu AP Lel Asn
-80

pro Asg val Thr
-4

A;B val Asp val

val Ile Glu vai

Ile e §1y Gly

val Gly Phe Pro
20

Ala Gly His Cys

35 b 4 y

Arg Gly Thr phe

G1 Thr 6ly Ala Leu
-1!5 Y

¢ly val asn Ala G
“1%0 4
Asg Asp Glu Ala Thr
-15§

Asp Leu Thr Pro phe
-140

Glu Ala Ile Asp Leu
-12§

Ala Tyr Gly Gly Ser
2130 Y y y

val Leu val Thr Asp val
-85 ~-30

val

Ala

Ser

ASp

GlIn

-10

Ala

Gly

Glu
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Arg Ser

Asn phe

val Thr

Gly Ser

108

Thr val
120

val Cys$

Gln Ala

Gly Thr

val Arg
185

val Phe
Thr Ley
78
Gly ser
50
Thr Thr
Arg Tyr
Ala 6lu
Gln Gl
15
The Phe
1720

Leu Arg

Pro
80

Tyr
Asn
Gly
Pre
Pro
140
Met

Tyr

The

ES 2358 092 T3

Gly Asn Asp Ala Ala pPhe
65

AsSn Leu val Tzr Arg Tyr

8
Ala Ala Pro I's Gy Ser
95
Trp His Cys Gly Thr Ile
P PEHS Cy y

6ln Gly Thr val Tyr Tyr

125 150

Gly Asp Ser Gly 61§ Ser
14

Thr Ser Gly Gly Ser Gly

16

Gin Glu val asp rro val
175

Ser

42

val

Ser

Se&-

Gln

115

Leu

Phe

Asn

Glu

Arg Gly Thr Ser
70
Gly Tyr GIn Thr
i3
Lys Arg Ser
Ala Arg Aasn Gin
Thr Arg Thr Asn
135
Ile Ser 618 Thr
15
Cys Ser Ser Gly
163

Ser Ala Trp Gly
180 P
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