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DESCRIPCION
Nuevas entidades biolégicas y el uso de las mismas

La presente divulgacion proporciona enzimas obtenidas por ingenieria genética comprendidas por un armazon
proteico y Regiones Determinantes de Especificidad, la produccion de tales enzimas y el uso de las mismas para
fines terapéuticos, de investigacion, de diagndstico, de cuidado nutricional, de cuidado personal e industriales.

Antecedentes

La investigacién académica e industrial busca continuamente proteinas funcionales para usarlas como agentes
terapéuticos, de investigacion, de diagnostico, nutricionales, de cuidado personal o industriales. En la actualidad,
tales proteinas funcionales pueden clasificarse principalmente en dos categorias: proteinas naturales y proteinas
obtenidas por ingenieria. Las proteinas naturales, por un lado, se descubren en la naturaleza, por ejemplo cribando
aislados naturales o secuenciando genomas de diversas especies. Las proteinas obtenidas por ingenieria genética,
por otro lado, se basan normalmente en proteinas conocidas y se alteran para adquirir funcionalidades modificadas.
En el presente documento se desvelan proteinas obtenidas por ingenieria genética con nuevas funciones en
comparacién con los componentes de partida. Tales proteinas se denominan NBE (Nuevas Entidades Bioldgicas).
Las NBE desveladas son enzimas obtenidas por ingenieria genética con nuevas especificidades de sustrato o
proteinas de fusién de tales enzimas obtenidas por ingenieria genética con otros componentes funcionales.

La especificidad es un elemento esencial de la funcién enzimatica. Una célula consiste en miles de catalizadores
altamente reactivos diferentes. Aln asi la célula es capaz de mantener un metabolismo coordinado y una estructura
tridimensional altamente organizada. Esto se debe en parte a la especificidad de las enzimas, es decir la conversion
selectiva de sus sustratos respectivos. La especificidad es una propiedad cualitativa y cuantitativa: la especificidad
de una enzima particular puede variar ampliamente, variando de solamente un tipo particular de moléculas diana a
todos los tipos moleculares con ciertas subestructuras quimicas. En la naturaleza, la especificidad de las enzimas de
un organismo ha evolucionado a tenor de las necesidades particulares del organismo. Es poco probable encontrar
especificidades arbitrarias con alto valor para aplicaciones terapéuticas, de investigacion, de diagnostico,
nutricionales o industriales en el repertorio enzimatico de cualquier organismo debido al gran espacio de posibles
especificidades. El inico modo realista de obtener tales especificidades es su generacion de novo.

Cuando se comparan enzimas con agentes de unién, se proporciona un paradigma de especificidad por anticuerpos
gue reconocen epitopos individuales como estructuras pequefias definidas dentro de moléculas grandes. El vasto
intervalo de origen natural de especificidades de anticuerpo se atribuye a la diversidad generada por el sistema
inmune en combinacion con la seleccion natural. Varios mecanismos contribuyen al vasto repertorio de especificidad
de anticuerpos y aparecen en diferentes etapas de la generacion de respuesta inmune y maduracion de anticuerpos
(Janeway, C y col. (1999) Immunobiology, Elsevier Science Ltd., Garland Publishing, Nueva York). Especificamente,
los anticuerpos contienen regiones determinantes de complementariedad (CDR) que interaccionan con el antigeno
de una manera altamente especifica y permiten la diferenciacion incluso entre epitopos muy similares. La cadena
ligera asi como la pesada del anticuerpo contribuyen cada una con tres CDR al dominio de unién. En la naturaleza
se usa la recombinacién de diversos segmentos génicos combinados con mutagénesis adicional en la generacion de
CDR. Como resultado, las secuencias de los seis bucles de CDR son altamente variables en composicion y longitud
y esto forma la base de la diversidad de especificidades de unién en los anticuerpos. No se conoce un principio
similar para la generacion de una diversidad de especificidades cataliticas en la naturaleza.

La catalisis, es decir el aumento de la velocidad de una reaccién quimica especifica, es ademas de la unién la
funcién proteica mas importante. Las propiedades cataliticas, es decir enzimas, se clasifican de acuerdo con la
reaccion quimica que catalizan.

Las transferasas son enzimas que transfieren un grupo, por ejemplo, el grupo metilo o un grupo glucosilo, de un
compuesto (generalmente considerado como donador) a otro compuesto (generalmente considerado como aceptor).
Por ejemplo, las glucosiltransferasas (EC 2.4) transfieren restos glucosilo de una molécula donadora a una aceptora.
Algunas de las glucosiltransferasas también catalizan la hidrolisis, que puede considerarse como transferencia de un
grupo glucosilo del donador al agua. La subclase se subdivide adicionalmente en hexosiltransferasas (EC 2.4.1),
pentosiltransferasas (EC 2.4.2) y las que transfieren otros grupos glucosilo (EC 2.4.99, Comité de Nomenclatura de
la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB)).

Las oxidorreductasas catalizan 6xido-reducciones. El sustrato que se oxida se considera donador de hidrégeno o
electrones. Las oxidoreductasas se clasifican como deshidrogenasas, oxidasas, mono- y dioxigenasas. Las
deshidrogenasas transfieren hidrégeno de un donador de hidrégeno a una molécula aceptora de hidrégeno. Las
oxidasas reaccionan con oxigeno molecular como aceptor de hidrégeno y producen productos oxidados asi como
peroxido de hidrogeno o agua. Las monooxigenasas transfieren un atomo de oxigeno del oxigeno molecular al
sustrato y uno se reduce a agua. Por el contrario, las dioxigenasas catalizan la insercion de ambos atomos de
oxigeno del oxigeno molecular al sustrato.

Las liasas catalizan reacciones de eliminacion y de este modo generan dobles enlaces o, en la direccién inversa,
cataliza las adiciones en dobles enlaces. Las isomerasas catalizan reordenamientos intramoleculares. Las ligasas
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catalizan la formacion de enlaces quimicos a costa de consumo de ATP.

Finalmente, las hidrolasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces quimicos como C-O o C-N. La
clasificacion E. C. de estas enzimas generalmente las clasifica segun la naturaleza del enlace hidrolizado y segun la
naturaleza del sustrato. Las hidrolasas tales como lipasas y proteasas desempefian un papel importante en la
naturaleza asi como en aplicaciones técnicas de biocatalizadores. Las proteasas hidrolizan un enlace peptidico
dentro de un contexto de un oligo- o polipéptido. Dependiendo del mecanismo catalitico las proteasas se agrupan en
proteasas asparticas, serina, cisteina, metalo- y treonina proteasas (Handbook of proteolytic enzymes. (1998) Eds:
Barret, A; Rawling, N.; Woessner, J.; Academic Press, Londres). Esta clasificacion se basa en las cadenas laterales
de aminoacidos que son responsables de la catdlisis y que se presentan normalmente en el sitio activo en
orientacion muy similar entre si. El enlace escindible del sustrato se hace coincidir con los restos cataliticos debido a
interacciones especificas entre las cadenas laterales de aminoacidos del sustrato y regiones complementarias de la
proteasa (Perona, J. & Craik, C (1995) Protein Science, 4, 337-360). Los restos del extremo N- y C- terminal del
enlace escindible se denominan habitualmente P1, P2, P3 etc. y P1’, P2, P3' y los bolsillos de unién complementarios
al sustrato S1, Sy, Sz y S1', S2', S3', respectivamente (nomenclatura de acuerdo con Schlechter & Berger, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 27 (1967) 157-162). La selectividad de las proteasas puede variar ampliamente de ser
practicamente no selectivas, por ejemplo, las subtilisinas, pasando por una preferencia estricta en la posiciéon P4, por
ejemplo, la Tripsina que corta selectivamente en el extremo C-terminal de restos de arginina o lisina, hasta
proteasas altamente especificas, por ejemplo activador de plasminégeno de tipo tisular humano (t-PA) que escinde
en el extremo C-terminal de la arginina en la secuencia CPGRWG (Ding, L y col. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
92, 7627-7631; Coombs, G y col. (1996) J. Biol. Chem. 271, 4461-4467).

La especificidad de las proteasas, es decir su capacidad para reconocer e hidrolizar preferentemente ciertos
sustratos peptidicos, puede expresarse de forma cualitativa y cuantitativa. La especificidad cualitativa se refiere al
tipo de restos aminoacidicos que se aceptan por una proteasa en ciertas posiciones del sustrato peptidico. Por
ejemplo, la tripsina y t-PA se relacionan con respecto a su especificidad cualitativa, puesto que ambas de ellas
requieren en la posicién P; una arginina o un resto similar. Por otro lado, la especificidad cuantitativa se refiere al
numero relativo de sustratos peptidicos que se aceptan como sustratos por la proteasa, o de forma mas precisa, a
las relaciones de kca/km relativas de la proteasa para los diferentes péptidos que se aceptan por la proteasa. Las
proteasas que aceptan solamente una parte pequefia de todos los péptidos posibles tiene una alta especificidad,
mientras que la especificidad de proteasas que, en caso extremo, escinden cualquier sustrato peptidico serian
teéricamente cero.

La comparacion de la estructura primaria, secundaria asi como la terciaria de proteasas (Fersht, A., Enzyme
Structure and Mechanism, W. H. Freeman and Company, Nueva York, 1995) permite la identificacion de clases que
muestran un alto grado de conservacion (Rawlings, N.D. & Barrett, A.J. (1997) En: Proteolysis in Cell Functions Eds.
Hopsu-Havu, V.K.; Jarvinen, M.; Kirschke, H, pag. 13-21, 10S Press, Amsterdam). Un esquema ampliamente
aceptado para la clasificacion de proteasas se ha propuesto por Rawlings & Barrett (Handbook of proteolytic
enzymes. (1998) Eds: Barret, A; Rawling, N.; Woessner, J.; Academic Press, Londres). Por ejemplo, la familia de
serina proteasas puede subdividirse en clases estructurales con pliegues de quimiotripsina (clase S1), subtilisina
(clase S8) y carboxipeptidasa (clase SC) cada una de las cuales incluye proteasas no especificas asi como
especificas (Rawlings, N.D. & Barrett, A.J. (1994) Methods Enzymol. 244, 19-61). Esto se aplica a otras familias de
proteasa de forma analoga. Puede realizarse una distincion adicional de acuerdo con la localizacion relativa del
enlace escindido en el sustrato. Las carboxi- y aminopeptidasas escinden aminoacidos de los extremos C- y N-
terminal, respectivamente, mientras que las endopeptidasas cortan en cualquier lugar a lo largo del oligopéptido.

Muchas aplicaciones serian concebibles si estuvieran disponibles enzimas con un espectro de especificidades
basicamente ilimitado. Sin embargo, el uso de tales enzimas con especificidad baja, alta o cualquiera definida esta
limitado en la actualidad a las que pueden aislarse de fuentes naturales. El campo de aplicacion de estas enzimas
varia de fines terapéuticos, de investigacion, de diagnéstico, nutricionales a cuidado personal e industriales.

Los aditivos enzimaticos en detergentes han llegado a constituir casi un tercio del mercado de enzimas industriales
completo. Las enzimas de detergentes incluyen proteinasas para retirar manchas organicas, lipasas para retirar
manchas grasas, amilasas para retirar restos de alimentos con almidén y celulasas para restaurar superficie lisa de
la fibra. La enzima de detergente mejor conocida es probablemente la proteinasa subtilisina no especifica, aislada de
diversas especies de Bacillus.

Las enzimas de almiddn, tales como amilasas, ocupan la mayoria de las usadas en el procesamiento de alimentos.
Mientras que las enzimas de almidén incluyen productos que son importantes para desencolado textil, fermentacion
alcohdlica, procesamiento de papel y pulpa y aditivos de detergentes de lavanderia, la mayor aplicacion es para la
produccién de jarabe de maiz alto en fructosa. La produccién de jarabe de maiz de almidon por medio de enzimas
industriales fue una alternativa exitosa a la hidrdlisis acida.

Aparte del procesamiento de almidon, las enzimas se usan para una serie creciente de aplicaciones en alimentos.
Las enzimas en los alimentos pueden mejorara la textura, apariencia y valor nutricional o pueden generar sabores y
aromas deseables. Enzimas alimentarias usadas actualmente en panaderia son amilasa, amiloglucosidasas,
pentosanasas para rotura de pentosan y produccion de gluten reducida o glucosa oxidasas para aumentar la
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estabilidad de la masa. Son enzimas habituales para la industria lactea el cuajo (proteasa) como coagulante en la
produccién de queso, lactasa para hidrélisis de lactosa, proteasa para hidrélisis de proteinas del suero o catalasa
para la retirada de peréxidos de hidrogeno. Las enzimas usadas en el procedimiento de fermentacién son las
anteriormente nombradas amilasas, pero también celulasas o proteasas para aclarar la cerveza de proteinas
suspendidas. En vinos y zumos de frutas, la turbidez esta provocada mas habitualmente por almidén y pectinas de
modo que las amilasas y pectinasas aumentan el rendimiento y clarificacion. La papaina y otras proteinasas se usan
para ablandar la carne.

También se han desarrollado enzimas para ayudar a los animales en la digestion del pienso. En el hemisferio
occidental, el almidéon es una fuente principal de alimento para vacas, cerdos y pollos. Para mejorar la
biodisponibilidad de fosfato del maiz, se afiade habitualmente fitasa (Wyss, M. y col. Biochemical characterization of
fungal phytases (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolases): Catalytic properties. Applied & Environmental
Microbiology 65, 367-373 (1999)). Ademas, se ha mostrado que la hidrdlisis del fitato proporciona mejoras en la
capacidad de digestion de proteina y absorcién de minerales tales como calcio (Bedford, M. R. & Schulze, H.
EXOGENOUS ENZYMES FOR PIGS AND POULTRY [Revision]. Nutrition Research Reviews 11, 91-114 (1998)).
Otra enzima de pienso principal es xilanasa. Esta enzima es particularmente til como un complemento para pienso
alimentario que comprende mas de aproximadamente 10 % de maiz, cebada, o centeno, debido a su contenido en
fibra soluble relativamente alto. Las xilanasas provocan dos acciones importantes: reduccion de viscosidad de los
contenidos intestinales por hidrélisis de los arabinoxilanos de alto peso molecular de tipo gel en el pienso (Murphy,
T., C., Bedford, M. R. & McCracken, K. J. Effect of a range of nhew xylanases on in vitro viscosity and on performance
of broiler diets. British Poultry Science 44, S16-S18 (2003)) y rotura de polimeros en paredes celulares que mejora la
biodisponibilidad de la proteina y almidén.

Los laboratorios de investigacion y desarrollo de biotecnologia usan de forma rutinaria enzimas especiales en
cantidades pequefias junto con muchos otros reactivos. Esas enzimas crean un mercado significativo para diversas
enzimas. Enzimas como fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano rusticano y luciferasa son sélo algunos ejemplos.
Las polimerasas de ADN termoestables como Taq polimerasa o endonucleasas de restriccién revolucionaron el
trabajo en laboratorio. Las enzimas terapéuticas son una clase particular de farmacos, clasificados por la FDA como
agentes bioldgicos, con muchas ventajas en comparacidon con otros agentes farmacéuticos especialmente no
biologicos. Son ejemplos de enzimas terapéuticas exitosas los factores de coagulacién humanos como factor VIII y
factor IX para tratamiento de seres humanos. Ademas, las enzimas digestivas se usan para diversas deficiencias en
procesos digestivos humanos. Otros ejemplos son t-PA y estreptoquinasa para el tratamiento de enfermedad
cardiovascular, beta-glucocerebrosidasa para el tratamiento de enfermedad de Gaucher de Tipo |, L-asparaginasa
para el tratamiento de leucemia linfoblastica aguda y ADNasa para el tratamiento de fibrosis quistica. Un problema
importante en la aplicacién de proteinas como agentes terapéuticos es su potencial inmunogenicidad. Para reducir
este riesgo, se preferirian enzimas de origen humano, lo que estrecha el conjunto de enzimas disponibles. La
provision de enzimas disefiadas, preferentemente de origen humano, con nuevas especificidades adaptadas
permitiria la modificacion especifica de sustratos diana a voluntad, minimizando el riesgo de inmunogenicidad. Una
ventaja adicional de enzimas altamente especificas como agentes terapéuticos seria su menor riesgo de efectos
secundarios. Debido a la posibilidad limitada de interacciones especificas entre una molécula pequefia y una
proteina, la union a proteinas no diana y por lo tanto los efectos secundarios son bastante comunes y con frecuencia
provocan la terminacion de un compuesto candidato de otro modo prometedor. Las enzimas especificas, por otro
lado, proporcionan muchos sitios de contacto y mecanismos para diferenciar el sustrato y por lo tanto permiten una
mayor especificidad y de este modo menos actividades secundarias.

Las proteasas representan una clase importante de agentes terapéuticos (Drugs of today, 33, 641-648 (1997)). Sin
embargo, en la actualidad la proteasa terapéutica es habitualmente un sustituto de actividad insuficiente de las
proteasas del propio cuerpo. Por ejemplo, el factor VII puede administrase en ciertos casos de deficiencias de
coagulacién de hemorragias o durante la cirugia (Heuer L.; Blumenberg D. (2002) Anaesthesist 51:388). Se aplica
activador de plasmindgeno de tipo tisular (t-PA) en infarto cardiaco agudo, lo que inicia la disolucién de coagulos de
fibrina a través de escision especifica y activacion de plasmindgeno (Verstraete, M. y col. (1995) Drugs, 50, 29-41).
Hasta el momento se genera una proteasa con especificidad adaptada para proporcionar un agente terapéutico que
activa o inactiva especificamente una proteina diana relacionada con la enfermedad.

Los anticuerpos monoclonales representan otra clase biolégica importante de sustancias con capacidades
terapéuticas. Una de las principales dianas de anticuerpo son los factores de necrosis tumoral (TNF) que pertenecen
a la familia de las citocinas. Los TNF desempefian un papel principal en el proceso de inflamacién. Como
homotrimeros podrian unirse a receptores de casi cada célula. Activan una multiplicidad de genes celulares,
multiples mecanismos de transduccion de sefial, quinasas y factor de transcripcion. Los TNF mas importantes son
TNF-alfa y TNF-beta. TNF-alfa se produce por macréfagos, monocitos y otras células. TNF-alfa es un mediador de
inflamacién. Por lo tanto, la investigacion de la Ultima década se ha centrado en inhibidores de TNF-alfa como
anticuerpos monoclonales como posibles agentes terapéuticos para diferentes indicaciones terapéuticas como
Artritis Reumatoide, enfermedad de Crohn o psoriasis (Hamilton y col. (2000) Expert Opin Pharmacother, 1 (5):
1041-1052). Una de las principales desventajas de los anticuerpos monoclonales son sus altos costes, de modo que
son de gran importancia nuevas alternativas biolédgicas.

Existen muchos ejemplos de enzimas modificadas por ingenieria genética en la bibliografia. Fulani y col. (Fulani F. y
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col. (2003) Protein Engineering 16, 515-519) describen una rodanasa (tiosulfato:cianuro sulfurtransferasa) de
Azetobacter vinelandii que tiene un dominio catalitico estructuralmente relacionado con la subunidad catalitica de las
enzimas sulfatasas Cdc25. La diferencia del mecanismo catalitico depende del diferente tamafio del sitio activo.
Tanto rodanasa como fosfatasa son altamente especificas en diferentes sustratos (sulfato frente a fosfato). El
mecanismo catalitico de la rodanasa podria desplazarse hacia serina/treonina fosfatasa por insercién de resto
sencillo. Por lo tanto, Fulani y col. proporciona un ejemplo sencillo para el cambio de un mecanismo catalitico por
comparacion estructural y alineamiento de secuencia de enzimas conocidas en la naturaleza de diferentes clases
enzimaticas pero carecen de una indicacion de como generar una especificidad de sustrato definible por el usuario
manteniendo el mismo mecanismo catalitico.

La tiorredoxina reductasa descrita por Briggs y col. (documento WO 02/090300 A2) tiene una especificidad de
cofactor alterada que se une preferentemente a NADPH en comparacion con NADH. Por lo tanto, ambas enzimas, el
punto de partida asi como la enzima obtenida por ingenieria genética resultante son altamente especificas para
sustratos diferentes. Los métodos para conseguir una especificidad de sustrato alterada tal son procedimientos de
procesamiento computacional o alineamiento de secuencia de proteinas relacionadas para definir restos variables y
conservados. Todos tienen en comdn que se basan en la comparacion de estructuras y secuencias de proteinas con
especificidades conocidas seguido de la transferencia de las mismas a otra cadena principal.

Existen otros ejemplos de enzima con especificidad modificada por ingenieria genética y, en particular, de proteasas
que se han publicado en la bibliografia. Ninguno de estos ejemplos, sin embargo, proporciona un medio para
generar nuevas especificidades en comparacion con la especificidad del material de partida usado dentro de los
procedimientos descritos. Los procedimientos varian de mutaciones de punto sencillo dirigidas a la estructura (Kurth,
T. y col. (1998) Biochemistry 37, 11434-11440; Ballinger, M y col. (1996) Biochemistry, 35:13579-13585),
intercambio de bucles superficiales entre dos proteasas especificas (Horrevoets y col. (1993) J. Biol. Chem. 268,
779-782), a mutagénesis aleatoria regio-selectiva o a lo largo del gen completo en combinacién con seleccién in vivo
0 in vitro (Sices, H. & Kristie, T. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 2828-2833).

El disefio racional de la especificidad de proteasa se limita a muy pocos ejemplos. Este enfoque esta gravemente
limitado por el insuficiente entendimiento de las complejidades que gobiernan el plegamiento y la dinamica asi como
las relaciones de funcién-estructura en las proteinas (Corey, M.J. & Corey, E. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
93:11428-11434). Es por lo tanto dificil alterar la secuencia de aminoacidos primaria de una proteasa para cambiar
su actividad o especificidad de una manera predecible. En un ejemplo exitoso, Kurth y col. modificaron por ingenieria
genética tripsina para que mostrara una preferencia por un motivo dibasico (Kurth, T. y col. (1998) Biochemistry,
37:11434-11440). En otro ejemplo, Hedstrom y col. convirtieron la especificidad del sustrato de S; de tripsina a la de
quimiotripsina (Hedstrom, L. y col. (1992) Science, 255:1249-1253). Este es un ejemplo en el que una propiedad
conocida se transfirié de una cadena principal a otra.

Ballinger y col. (documento WO 96/27671) describen variantes de subtilisina con mutaciones de combinacion
(N62D/G166D y opcionalmente Y104D) que tiene un desplazamiento de especificidad de sustrato hacia sustratos
peptidicos o polipeptidicos con aminoacidos basicos en las posiciones P1, P2 y P4 del sustrato. Los sustratos
adecuados de la subtilisina variante se revelaron buscando en una biblioteca de particulas de fago (fago sustrato)
gue contenia cinco restos de seleccionados de forma aleatoria contiguos. Estas variantes de subtilisina son Utiles
para escindir proteinas de fusidén con engarces de sustrato basico y procesar hormonas u otras proteinas (in vitro o
in vivo) que contienen sitios de escisidon basicos. Los problemas asociados con el redisefio racional de enzimas
puede superarse parcialmente por evolucion dirigida (como se desvela en el documento PCT/EP03/04864). Estos
estudios pueden clasificarse por sus sistemas de expresion y seleccidon. La seleccidon genética significa producir
dentro de un organismo una enzima, por ejemplo una proteasa, que es capaz de escindir una proteina precursora
gue a su vez da como resultado una alteracion del comportamiento de crecimiento del organismo productor. A partir
de una poblacién de organismos con diferentes proteasas pueden seleccionarse los que tengan un comportamiento
de crecimiento alterado. Este principio se indicé por ejemplo por Davis y col. (documentos US 5258289, WO
96/21009). La produccién de un sistema de fago depende de la escisién de una proteina de fago que so6lo puede
activarse en presencia de una enzima proteolitica que es capaz de escindir la proteina de fago. Otros enfoques usan
un sistema indicador que permite una seleccion por cribado en lugar de una seleccién genética, pero tampoco
pueden superar la insuficiencia intrinseca de la caracterizacion intracelular de las enzimas.

También se han indicado sistemas para generar enzimas con especificidades alteradas con enzimas auto-
secretoras. Duff y col. (documento WO 98/11237) describen un sistema de expresion para una proteasa auto-
secretora. Un elemento esencial del disefio experimental es que la reaccion catalitica actGa en la proteasa en si
misma por un procesamiento autoproteolitico de la molécula precursora unida a membrana para liberar la proteasa
madura de la membrana celular al ambiente extracelular. Por lo tanto, debe construirse una proteina de fusién en la
gue la secuencia peptidica diana reemplace al sitio de escision natural para autoprotedlisis. Las limitaciones de un
sistema tal son que las proteasas identificadas de forma segura tendra la capacidad de escindir una cierta secuencia
de aminoéacidos pero también pueden escindir muchas otras secuencias peptidicas. Por lo tanto, no se puede
conseguir alta especificidad de sustrato. Ademas, un sistema tal no es capaz de controlar que las proteasas
seleccionadas se escindan en una posicién especifica en una secuencia de aminoacidos definida y no permite una
caracterizacion precisa de las constantes cinéticas de las proteasas seleccionadas (Kcat, Km).
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Se ha descrito un procedimiento que se dirige a la generacién de nuevas actividades cataliticas y especificidades
dentro de las proteinas de barril o/ (documento WO 01/42432; Fersht y col, Methods of producing novel encimes;
Altamirano y col (2000) Nature 403, 617-622). Las proteinas de barril o/ comprenden una gran superfamilia de
proteinas que representan una fraccidon grande de todas las enzimas conocidas. La estructura de las proteinas se
compone de un barril a/p rodeado de hélices a. Los bucles que conectan las cadenas (3 y las hélices comprenden la
llamada estructura de tapa que incluye los restos de sitio activo. El procedimiento se basa en la clasificacion de
proteinas de barril a/p en dos clases basandose en la estructura de la tapa catalitica. Una comparacion exhaustiva
de estructuras proteicas de barril a/f condujo a los autores a la conclusion de que la unién de sustrato y
especificidad se define principalmente por la estructura de barril mientras que la especificidad de la reaccién quimica
reside dentro de los bucles. Se sugiere que los barriles y estructuras de tapa de diferentes enzimas pueden
combinarse para generar nuevas actividades enzimaticas y para proporcionar un punto de partida para ajustar las
propiedades por mutagénesis dirigida o aleatoria y seleccion. El procedimiento no proporciona la generacion de
especificidad definida por el usuario.

En resumen, resulta evidente que existen muchas aplicaciones posibles en los campos de agentes terapéuticos,
investigacion y diagndstico, enzimas industriales, procesamiento de alimentos y piensos, cosmética y otras areas
que resultarian posibles mediante la disponibilidad de enzimas con una nueva especificidad de sustrato. Sin
embargo, solamente se ha identificado un namero limitado de enzimas especificas de fuentes naturales hasta la
fecha. Los procedimientos de disefio racional para modificar, alterar, convertir o transferir especificidad de secuencia
asi como enfoques aleatorios descritos anteriormente no permitieron la generacién de una nueva especificidad
definible por el usuario que no estaba presente en el material de partida empleado.

Por lo tanto, ninguno de los procedimientos actualmente disponibles puede proporcionar enzimas con una nueva
especificidad de secuencia definible por el usuario. Por el contrario, la presente invencién proporciona tales enzimas
asi como procedimientos para generarlas.

Sumario de la invencion

El objetivo es proporcionar proteinas modificadas por ingenieria genética con nuevas funciones que no existen en
los componentes usados para la ingenieria genética de tales proteinas. En particular, la divulgacién proporciona
enzimas con especificidades definibles por el usuario. La especificidad definible por el usuario significa que se
proporcionan enzimas con especificidades que no existen en los componentes usados para la ingenieria genética de
tales enzimas. Las especificidades pueden seleccionarse por el usuario de modo que se reconoce preferentemente
uno o mas sustratos diana pretendidos y se convierten por las enzimas. Ademas, la divulgacién proporciona enzimas
gque poseen esencialmente secuencias idénticas a proteinas humanas pero tienen especificidades diferentes. En una
realizacién particular, la divulgacion proporciona proteasas con especificidades definibles por el usuario.

Ademas, la presente divulgacion se refiere a enzimas obtenidas por ingenieria genética que se fusionan con uno o
mas componentes funcionales adicionales. Estos componentes adicionales pueden ser componentes proteicos que
preferentemente tienen propiedades de union y son del grupo que consiste en dominios de unién a sustrato,
anticuerpos, receptores o fragmentos de los mismos. Ademads, estos componentes adicionales pueden ser
componentes funcionales adicionales, preferentemente seleccionandose del grupo que consiste en polietilenglicoles,
carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos nucleicos, metales, quelados metalicos y fragmentos o derivados de los
mismos. Las proteinas de fusion resultantes se entienden como enzimas con especificidades definibles por el
usuario.

Ademas, la divulgacion se refiere a la aplicacion de tales enzimas con nuevas especificidades definibles por el
usuario para fines terapéuticos, de investigacion, diagndsticos, nutricionales, de cuidado personal o industriales.
Ademas, la divulgacion se refiere a un procedimiento para generar enzimas obtenidas por ingenieria genética con
especificidades definibles por el usuario. En particular, la divulgacion se refiere a generar enzimas que posean
secuencias esencialmente idénticas a enzimas humanas pero que tengan especificidades diferentes.

Este problema se ha resuelto por las realizaciones especificadas en la descripcion posterior y en las
reivindicaciones. La presente divulgacion se refiere por lo tanto a

(1) una enzima proteolitica con actividad catalitica de especificidad definida no conferida por el armazoén
proteico y caracterizada por una combinacion de los siguientes componentes:

(a) un armazon proteico que tiene al menos 90 % de homologia con la tripsina humana | que tiene
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 1 y que es capaz de catalizar al menos una
escision peptidica en al menos un sustrato peptidico diana y

(b) una o mas regiones determinantes de especificidad insertadas o sustituidas con el armazon
proteico en sitios en el armazén proteico que permiten que la enzima proteolitica resultante
distinga el sustrato diana en tantos sitios como sea necesario para hidrolizar preferentemente el
sustrato diana frente a uno o mas otros sustratos y sustituyéndose o insertandose las regiones
determinantes de especificidad en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 18-
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25, 38-48, 54-63, 73-86, 122-130, 148-156, 165-171 y 194-204 en tripsina humana | que tiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 1, y siendo las regiones determinantes de
especificidad secuencias peptidicas que tienen una longitud de menos de 50 restos aminoacidicos;

(2) el uso de una enzima proteolitica como se ha definido en (1) anteriormente para fines terapéuticos, de
investigacion, diagnosticos, nutricionales, de cuidado personal o industriales;

(3) un procedimiento para generar una enzima proteolitica como se ha definido en (1) anteriormente que
tiene especificidad definida para al menos un sustrato diana, no estando presente dicha especificidad en los
componentes de partida individuales, que comprende al menos las siguientes etapas:

(a) proporcionar un armazoén proteico que tiene al menos 90 % de homologia con tripsina humana |
que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 1, que cataliza al menos una
reaccion quimica en al menos un sustrato diana,

(b) generar una biblioteca de enzimas proteoliticas o enzimas proteoliticas aisladas combinando un
polinucleétido que codifica el armazon proteico de la etapa (a) mediante insercién o sustitucién con
de 1 a 11 secuencias oligonucleotidicas sintéticas parcial o completamente aleatorias que codifican
secuencias peptidicas con una longitud de menos de 50 restos aminoacidicos en una o mas
posiciones del grupo de posiciones dentro del polinucleétido que codifica el armazoén proteico que
corresponde estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 18-25,
38-48, 54-63, 73-86, 122-130, 148-156, 165-171 y 194-204 en tripsina humana | que tiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 1, que expresa dichas enzimas y (c)
seleccionando de la biblioteca de enzimas proteoliticas generadas en la etapa (b) una o mas
enzimas que tienen especificidades definidas no conferidas por el armazon proteico proporcionado
en la etapa (a) para al menos un sustrato diana;

(4) una proteina de fusién que estd comprendida por al menos una enzima proteolitica como se ha definido
en (1) anteriormente y

(i) al menos un componente proteico adicional, seleccionandose preferentemente del grupo que
consiste en dominios de union, receptores, anticuerpos, dominios de regulacion, pro-secuencias y
fragmentos de los mismos y/o

(ii) al menos un componente funcional adicional, seleccionandose preferentemente del grupo que
consiste en polietilenglicoles, carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos nucleicos, metales y
quelados metdlicos;

(5) una composicién o composicion farmacéutica que comprende una 0 mas enzimas proteoliticas como se
ha definido en (1) anteriormente o una proteina de fusibn como se ha definido en (4) anteriormente,
pudiendo comprender opcionalmente dicha composiciéon farmacéutica un vehiculo, excipiente y/o agente
adyuvante aceptable;

(6) un acido nucleico que codifica una enzima proteolitica como se ha definido en (1) anteriormente o una
proteina de fusién como se ha definido en (4) anteriormente;

(7) un vector que comprende el acido nucleico como se ha definido en (6) anteriormente;

(8) una célula huésped u organismo transgénico que se transforma/transfecta con un vector como se ha
definido en (7) anteriormente o que comprende el acido nucleico como se ha definido en (6) anteriormente

Yi

(9) un procedimiento para producir la enzima proteolitica como se ha definido en (1) anteriormente o una
proteina de fusién como se ha definido en (4) anteriormente que comprende cultivar una célula u organismo
como se ha definido en (8) anteriormente y opcionalmente aislar la enzima del caldo de cultivo.

Breve descripcion de las figuras

Las siguientes figuras se proporcionan para explicar adicionalmente la presente invencién en complemento a la
descripcion detallada:

La Figura 1 ilustra la estructura tridimensional de tripsina humana | con los restos del sitio activo mostrados
en representacion de “bolas y varillas” e indicando las regiones marcadas sitios de insercion de SDR
potenciales.

La Figura 2 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos primaria de tres miembros de la familia
S1 de la clase de serina proteasa: tripsina humana I, alfa trombina humana y enteropeptidasa humana
(véase también SEC ID N°: 1,5y 6).

La Figura 3 ilustra la estructura tridimensional de subtilisina mostrandose los restos del sitio activo en
representacion de “bolas y varillas” indicando las regiones numeradas sitios de insercion de SDR
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potenciales.

La Figura 4 muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos primarias de cuatro miembros de la
familia de la clase S8 de serina proteasa: subtilisina E, furina, PC1 y PC5 (véase también SEC ID N°: 7-10).

La Figura 5 ilustra la estructura tridimensional de pepsina mostrandose los restos de sitio activo en
representacion de “bolas y varillas” indicado en las regiones numeradas en sitios de inserciéon de SDR
potenciales.

La Figura 6 muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos primarias de tres miembros de la
familia de proteasa de acido aspartico Al: pepsina, B-secretasa y catepsina D (véase también SEC ID N°:
11-13).

La Figura 7 ilustra la estructura tridimensional de caspasa 7 mostrandose los restos del sitio activo en
representacion “bolas y varillas” indicando las regiones numeradas sitios de insercién de SDR potenciales.

La Figura 8 muestra la secuencia de aminoacidos primaria de caspasa 7 como un miembro de la familia de
clase C14 de cisteina proteasa (véase también SEC ID N°: 14).

La Figura 9 representa esquematicamente el tercer aspecto de la divulgacion.

La Figura 10 muestra un analisis de transferencia de Western de un sobrenadante de cultivo de células que
expresan variantes de tripsina humana | con SDR1 y SDR2, en comparacién con controles negativos.

La Figura 11 muestra el transcurso en el tiempo de la escisién proteolitica de un sustrato diana por tripsina
humana I.

La Figura 12 muestra las actividades relativas de tres variantes de enzimas proteoliticas obtenidas por
ingenieria genética en comparacién con tripsina humana | en dos sustratos peptidicos diferentes.

La Figura 13 muestra las especificidades relativas de tripsina humana | y variantes de enzimas proteoliticas
obtenidas por ingenieria genética con una o dos SDR, respectivamente.

La Figura 14 muestra las especificidades relativas de tripsina humana | y de variantes de enzimas
proteoliticas obtenidas por ingenieria genética que son especificas para TNF-alfa humano con este
armazon en péptidos con una secuencia diana de TNF-alfa humano.

La Figura 15 muestra la reduccion de citotoxicidad inducida por TNF-alfa cuando se incuba el TNF-alfa con
sobrenadante concentrado de cultivos que expresan las enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria
genética que son especificas para TNF-alfa humano.

La Figura 16: muestra la reduccién de citotoxicidad inducida por TNF-alfa cuando se incuba el TNF-alfa con
enzima proteolitica obtenida por ingenieria genética purificada que es especifica para TNF-alfa humano.

La Figura 17 compara la actividad de enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética que son
especificas para TNF-alfa humano con la actividad de tripsina humana | en dos sustratos proteicos: (a)
TNF-alfa humano; (b) mezcla de proteinas del suero humanas.

La Figura 18 muestra la actividad especifica de una enzima proteolitica obtenida por ingenieria genética
con especificidad para VEGF humano.

Definiciones

En el marco de la presente invencién se usan los siguientes términos y definiciones.

El término “proteasa” significa cualquier molécula proteica que es capaz de hidrolizar enlaces peptidicos. Esto
incluye enzimas proteoliticas artificiales o de origen natural, asi como variantes de las mismas obtenidas por
mutagénesis dirigida o aleatoria o cualquier otro procedimiento de ingenieria proteica, cualquier fragmento activo de
una enzima proteolitica o cualquier complejo molecular o proteina de fusién que comprende una de las proteinas
anteriormente mencionadas. Una “quimera de proteasas” significa una proteina de fusién de dos o mas fragmentos
derivados de diferentes proteasas parentales.

El término “sustrato” significa cualquier molécula que pueda convertirse cataliticamente por una enzima. La
expresion “sustrato peptidico” significa cualquier péptido, oligopéptido o molécula proteica de cualquier composicion,
secuencia o longitud de aminoacidos, que contiene un enlace peptidico que puede hidrolizarse cataliticamente por
una proteasa. El enlace peptidico que se hidroliza se denomina “sitio de escision”. La numeracién de las posiciones
en el sustrato se realiza de acuerdo con el sistema introducido por Schlechter & Berger (Biochem. Biophys. Res
Commun. 27 (1967) 157-162). Los restos aminoacidicos adyacentes N-terminal al sitio de escision se numeran Py,
P2, P3, etc., mientras que los restos adyacentes C-terminal al sitio de escision se numeran P1', P2', P3', etc.
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La expresién “sustrato diana” describe un sustrato definido por el usuario que se reconoce especificamente y se
convierte por una enzima de acuerdo con la invencion. La expresion “sustrato peptidico diana” describe un sustrato
peptidico definido por el usuario. La expresiéon “especificidad de diana” describe la especificidad cualitativa y
cuantitativa de una enzima que es capaz de reconocer y convertir un sustrato diana. Las propiedades cataliticas de
las enzimas se expresan usando los parametros cinéticos “Ky* o “constante de Michaelis Menten”, “kcat* 0 “constante
de velocidad catalitica”, y “kca’km” 0 “eficacia catalitica”, de acuerdo con las definiciones de Michaelis y Menten
(Fersht, A., Enzyme Structure and Mechanism, W. H. Freeman and Company, Nueva York, 1995). La expresion
“actividad catalitica” describe cuantitativamente la conversion de un sustrato dado en condiciones de reaccién
definidas.

El término “especificidad” significa la capacidad de una enzima para reconocer y convertir preferentemente ciertos
sustratos. La especificidad puede expresarse cualitativa y cuantitativamente. “Especificidad cualitativa” se refiere a la
naturaleza quimica de los restos de sustrato que se reconocen por una enzima. “Especificidad cuantitativa” se refiere
al nimero de sustratos que se aceptan como sustratos. La especificidad cuantitativa puede expresarse por el
término s, que se define como el logaritmo negativo del nimero de todos los sustratos aceptados dividido por el
namero de todos los posibles sustratos. Las proteasas, por ejemplo, que aceptan preferentemente una parte
pequefia de todos los posibles sustratos peptidicos tienen una “alta especificidad”. Las proteasas que aceptan casi
cualquier sustrato peptidico tienen una “baja especificidad”. Se realizan definiciones de acuerdo con el documento
WO 03/095670. Las proteasas con muy baja especificidad también se denominan “proteasas no especificas”. La
expresion “especificidad definida” se refiere a un cierto tipo de especificidad, es decir, a un cierto sustrato diana o un
conjunto de ciertos sustratos diana que se convierten preferentemente frente a otros sustratos.

La expresion “obtenido por ingenieria genética” en combinacion con el término “enzima” describe una enzima que
esta comprendida por diferentes componentes y que tiene caracteristicas no conferidas por los componentes
individuales por si solos.

La expresion “armazoén proteico” o “proteina de armazon” se refiere a una diversidad de estructuras polipeptidicas
primarias, secundarias y terciarias.

La expresion “secuencia peptidica” indica cualquier secuencia peptidica usada para insercidon o sustitucion en o
combinacién con un armazén proteico. Las secuencias peptidicas se obtienen habitualmente por expresion de
secuencias de ADN que pueden sintetizarse de acuerdo con técnicas bien establecidas o pueden obtenerse de
fuentes naturales. La insercion, sustitucion o combinacién de secuencias peptidicas con el armazoén proteico se
generan por insercion, sustitucion o combinacién de oligonucleétidos en o con un polinucleétido que codifica el
armazén proteico. El término “sintético” en combinacion con la expresion “secuencia peptidica” se refiere a
secuencias peptidicas que no estan presentes en el armazén proteico en el que las secuencias peptidicas se
insertan o sustituyen o con las que se combinan.

El término “componentes” en combinacion con la expresién “enzima obtenida por ingenieria genética” se refiere a
secuencias peptidicas o polipeptidicas que se combinan en la modificacion por ingenieria genética de tales enzimas.
Tales componentes pueden entre otros comprender uno 0 MAas armazones proteicos y una 0 mas secuencias
peptidicas sintéticas. La expresién “biblioteca de enzimas obtenidas por ingenieria genética” describe una mezcla de
enzimas obtenidas por ingenieria genética, por lo que cada enzima obtenida por ingenieria genética sencilla se
codifica por una secuencia polinuclecotidica diferente. La expresion “genoteca” indica una biblioteca de
polinucleétidos que codifica la biblioteca de enzimas obtenidas por ingenieria genética. El término “SDR” 0 “region
determinante de especificidad” se refiere a una secuencia peptidica sintética que proporciona la especificidad
definida cuando se combina con el armazon proteico en sitios que permiten que las enzimas resultantes diferencien
entre el sustrato diana y uno o mas otros sustratos. Tales sitios se denominan “sitios SDR".

Las expresiones “estructura terciaria similar a la estructura de” y “estructura terciaria similar” en combinacién con los
términos “enzima” o “proteina” se refieren a proteinas en las que el tipo, secuencia, conectividad y orientacion
relativa de los elementos estructurales secundarios tipicos de una proteina, por ejemplo, hélices alfa, laminas beta,
giros beta y bucles, son similares y las proteinas se agrupan por lo tanto en la misma clase o pliegue estructural o
topolégico. Esto incluye proteinas que tienen elementos estructurales alterados, adicionales o suprimidos de
cualquier tipo pero una topologia en lo demas no cambiada. Los ejemplos de tales clases estructurales son la
superfamilia de TNF, el pliegue S1 o el pliegue S8 dentro de las serina proteasas, los GPCR o el pliegue de barril
al/p.

La expresion “posiciones que corresponden estructuralmente” indica aminoacidos en proteinas de estructura
terciaria similar que se corresponden estructuralmente entre si, es decir se localizan habitualmente dentro del mismo
elemento estructural o topoldgico de la estructura. Dentro del elemento estructural poseen las mismas posiciones
relativas con respecto al comienzo y al final del elemento estructural. Si, por ejemplo, la comparacién topoldgica de
dos proteinas revela dos secuencias estructuralmente correspondientes de diferente longitud, entonces los
aminoacidos dentro de, por ejemplo 20 % y 40 % de las longitudes de region respectivas, corresponden
estructuralmente entre si.

La expresion “biblioteca de enzimas obtenidas por ingenieria genética” se refiere a una multiplicidad de enzimas o
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variantes de enzima, que pueden existir como una mezcla o en forma aislada.
Los restos aminoacidicos se abrevian de acuerdo con la siguiente Tabla 1 en cddigo de una o tres letras.

Tabla 1: Abreviaturas de aminoacidos

Abreviaturas Aminoé&cidos
A Ala Alanina

C Cys Cisteina

D Asp |Acido Aspértico

E Glu |Acido glutamico

F Phe | Fenilalanina

G Gly Glicina

H His Histidina

lie Isoleucina

Lys Lisina

Leu Leucina

Met Metionina

Asn  [Asparagina

Pro Prolina

GIn Glutamina

Arg Arginina

Ser Serina

Thr Treonina

Val Valina

Trp Triptéfano

<l =l <] 4] 0| » O B Z| =2 | x

Tyr Tirosina

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente divulgacion proporciona proteinas obtenidas por ingenieria genética con nuevas funciones. En
particular, la divulgaciéon proporciona enzimas con especificidades definibles por el usuario. En una realizacion
particular, la divulgacion proporciona proteasas con especificidades definibles por el usuario. Ademas, la divulgacion
proporciona aplicaciones de tales enzimas con nuevas especificidades definibles por el usuario para fines
terapéuticos, de investigaciéon, de diagndéstico, nutricionales, de cuidado personal o industriales. Ademas, la
divulgacion proporciona un procedimiento para generar enzimas con especificidades que no estan presentes en los
componentes usados para la ingenieria genética de tales enzimas. En particular, la divulgacion se refiere a la
generacién de enzimas que tienen secuencias que son esencialmente idénticas a enzimas de mamifero
especialmente humanas pero que tienen diferentes especificidades. Ademas, la divulgacion proporciona bibliotecas
de enzimas obtenidas por ingenieria genética especificas con especificidades correspondientes codificadas
genéticamente, un procedimiento para la generacion de bibliotecas de enzimas obtenidas por ingenieria genética
especificas con especificidades correspondientes codificadas genéticamente y la aplicacion de tales bibliotecas para
fines técnicos, diagnésticos, nutricionales, de cuidado personal o de investigacion.

Un primer aspecto desvela enzimas obtenidas por ingenieria genética con especificidades definidas. Estas enzimas
obtenidas por ingenieria genética se caracterizan por los siguientes componentes:

(a) un armazén proteico capaz de catalizar al menos una reaccién quimica en un sustrato y

(b) uno o mas regiones determinantes de especificidad (SDR) localizadas en sitios en el armazén proteico
que permiten que la proteina obtenida por ingenieria genética resultante diferencie entre al menos un
sustrato diana y uno o mas diferentes sustratos, siendo las SDR esencialmente secuencias peptidicas
sintéticas.

Preferentemente, dicha especificidad definida de las enzimas obtenidas por ingenieria genética no se confiere por el
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armazén proteico.

En principio, el armazoén proteico puede tener una diversidad de estructuras primarias, secundarias y terciarias. La
estructura primaria, es decir, la secuencia de aminoacidos, puede ser una secuencia obtenida por ingenieria
genética o puede derivarse de cualquier origen viral, procariota 0 eucariota. Para uso terapéutico humano, sin
embargo, el armazon proteico es preferentemente de origen mamifero y mas preferentemente de origen humano.
Ademas, el armazén proteico es capaz de catalizar una 0 mas reacciones quimicas y tiene preferentemente
solamente una especificidad baja.

Preferentemente, se usan derivados del armazon proteico que tienen secuencias de aminoacidos modificadas que
confieren caracteristicas mejoradas para la aplicabilidad como armazones proteicos. Tales caracteristicas mejoradas
comprenden, pero sin limitacion, estabilidad; rendimiento de expresién o secrecion; plegamiento, en particular
después de combinacién del armazoén proteico con SDR; aumento o disminucién de la sensibilidad a reguladores
tales como activadores o inhibidores; inmunogenicidad; velocidad catalitica; kM o afinidad de sustrato.

Las enzimas obtenidas por ingenieria genética revelan su especificidad cuantitativa de las secuencias peptidicas
sintéticas que se combinan con el armazén proteico. Por lo tanto, las secuencias peptidicas obtenidas por ingenieria
genética actian como regiones determinantes de especificidad o SDR. El nimero, la longitud y las posiciones de
tales SDR pueden variar en un amplio intervalo. El nimero de SDR dentro del armazén es al menos una,
preferentemente mas de una, mas preferentemente entre dos y once, mas preferentemente entre dos y seis. Las
SDR tienen una longitud entre uno y 50 restos aminoacidicos, preferentemente una longitud de entre uno y 15 restos
aminoacidicos, mas preferentemente una longitud de entre uno y seis restos aminoacidicos. Como alternativa, las
SDR tienen una longitud de entre dos y 20 restos aminoacidicos, preferentemente una longitud de entre dos y diez
restos aminoacidicos, mas preferentemente una longitud de entre tres y ocho restos aminoacidicos.

Las enzimas obtenidas por ingenieria genética pueden describirse adicionalmente como moléculas proteicas de tipo
anticuerpo que comprenden regiones constantes y variables, pero que tienen una cadena principal no de
inmunoglobulina y que tienen un sitio activo (actividad catalitica) en la regién constante, por lo que la especificidad
de sustrato del sitio activo se modula por la region variable. Preferentemente, como en la estructura de
inmunoglobulina, las regiones variables son bucles de longitud y composicién variable que interaccionan con una
molécula diana.

En particular, las enzimas obtenidas por ingenieria genética tienen actividad hidrolasa. En una variante preferida, las
enzimas obtenidas por ingenieria genética tienen actividad proteolitica. Son armazones proteicos particularmente
preferidos para esta variante proteasas no especificas o partes de proteasas no especificas o derivan de otro modo
de proteasas no especificas. Las expresiones “derivado de” o “un derivado del mismo” con respecto a esto y en las
siguientes variantes y realizaciones se refieren a derivados de proteinas que mutan en una o mas posiciones
aminoacidicas y/o tienen una homologia de al menos el 70 %, preferentemente del 90 %, mas preferentemente del
95 % y mas preferentemente del 99 %, que se procesan proteoliticamente, que tienen un patron de glucosilaciéon
alterado, que se unen covalentemente a sustancias no proteicas, que se fusionan con dominios proteicos
adicionales, que tienen truncamientos C terminales y/o N terminales, y/o que tienen inserciones, sustituciones y/o
deleciones especificas. Como alternativa, “derivado de” puede referirse a derivados que son combinaciones o
guimeras de dos o mas fragmentos de dos o mas proteinas, cada una de los cuales comprende opcionalmente
cualquiera o todas las modificaciones anteriormente mencionadas. La estructura terciaria del armazén proteico
puede ser de cualquier tipo. Preferentemente, sin embargo, la estructura terciaria pertenece a una de las siguientes
clases estructurales: clase S1 (pliegue de quimiotripsina de la familia de serina proteasas), clase S8 (pliegue de
subtilisina de la familia de serina proteasas), clase SC (pliegue de carboxipeptidasa de la familia de serina
proteasas) clase Al (pliegue de pepsina A de las proteasas asparticas) o clase C14 (pliegue de caspasa-1 de las
cisteina proteasas). Son ejemplos de proteasas que pueden actuar como el armazon proteico de enzimas
proteoliticas obtenidas por ingenieria genética para el uso como agentes terapéuticos humanos o derivan de tripsina
humana, trombina humana, quimiotripsina humana, pepsina humana, endotiapepsina humana, caspasas humanas 1
a 14 y/o furina humana.

La especificidad definida de las enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética es una medida de su
capacidad para diferenciar entre al menos un péptido diana o sustratos proteicos y uno o mas sustratos peptidicos o
proteicos adicionales. Preferentemente, la especificidad definida se refiere a la capacidad para diferenciar sustratos
peptidicos o proteicos que difieren en otras posiciones distintas del sitio P1, mas preferentemente, la especificidad
definida se refiere a la capacidad para diferenciar sustratos peptidicos o proteicos que difieren en otras posiciones
distintas del sitio P1 y el sitio P1'. Mas preferentemente, las enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética
distinguen sustratos peptidicos o proteicos diana en tantos sitios como sea necesario para hidrolizar
preferentemente el sustrato diana frente a otras proteinas. Como ejemplo, una enzima proteolitica obtenida por
ingenieria genética terapéuticamente util aplicada por via intravenosa en el cuerpo humano deberia ser
suficientemente especifica para diferenciar entre el sustrato diana y cualquier otra proteina en el suero humano.
Preferentemente, una enzima proteolitica obtenida por ingenieria genética tal reconoce y diferencia sustratos
peptidicos en tres 0 mas posiciones de aminoacidos, mas preferentemente en cuatro 0 mas posiciones e incluso
mas preferentemente en cinco o0 mas posiciones de aminoacidos. Estas posiciones pueden estar adyacentes 0 no
adyacentes.
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En una primera realizacion, el armazén proteico tiene una estructura terciaria o pliegue igual o similar a la estructura
terciaria o pliegue de la subclase estructural S1 de la serina proteasas, es decir el pliegue de quimiotripsina y/o tiene
al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la subclase estructural S1 de serina
proteasas. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén proteico en una 0 mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 18-25,
38-48, 54-63, 73-86, 122-130, 148-156, 165-171 y 194-204 en tripsina humana | y mas preferentemente en una o
mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 20-23, 41-45, 57-60, 76-83, 125-128, 150-153, 167-169 y 197-201 (numeracion de
aminoéacidos de acuerdo con SEC ID N°; 1). El nimero de SDR a combinar con este tipo de armazén proteico esta
preferentemente entre 1 y 10 y mas preferentemente entre 2 y 4. Preferentemente, el armazén proteico es igual a o
es un derivado u homélogo de una o mas de las siguientes proteinas: quimiotripsina, granzime, calicreina, tripsina,
mesotripsina, elastasa de neutréfilos, elastasa pancredtica, enteropeptidasa, catepsina, trombina, ancrod, factor de
coagulacion IXa, factor de coagulacion Vlla, factor de coagulacion Xa, proteina activada C, uroquinasa, activador del
plasmindgeno de tipo tisular, plasmina, activador de plasminégeno de tipo Desmodus. Mas preferentemente, el
armazoén proteico es tripsina o trombina o es un derivado u homélogo de tripsina o trombina. Para el uso como un
agente terapéutico humano, el armazon de tripsina o trombina es mas preferentemente de origen humano para
minimizar el riesgo de una respuesta inmune 0 una reaccion alérgica.

Preferentemente, se usan derivados con caracteristicas mejoradas derivados de tripsina humana | o de proteinas
con estructura terciaria similar. Los ejemplos preferidos de tales derivados derivan de tripsina humana | (SEC ID Ne°:
1) y comprenden una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos E56G; R78W; Y131F; A146T; C183R.

Se prefiere que se inserten al menos una de dos SDR en tripsina humana |, o un derivado de la misma, entre los
restos 42 y 43 (SDR 1) y entre 123 y 124 (SDR 2), respectivamente (numeracién de aminoacidos de acuerdo con
SEC ID N°: 1). Ademas la SDR 1 tiene una longitud preferida de 6 y la SDR 2 tiene una longitud preferida de 5
aminoacidos, respectivamente. En una variante preferida de esta realizacién, las secuencias SDR 1 y SDR 2
comprenden una de las secuencias de aminoacidos enumeradas en la Tabla 2. Tales enzimas proteoliticas
obtenidas por ingenieria genética tienen especificidad por el sustrato diana B como se ejemplifica en el ejemplo IV.

En una realizacién adicional el armazdn proteico pertenece a la subclase estructural S8 de serina proteasas y/o tiene
una estructura terciaria similar a subtilisina E de Bacillus subtilis y/o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel
de aminoécidos con una proteina de la subclase estructural S8 de serina proteasas. Preferentemente, el armazén
pertenece a la familia de subtilisina o las convertasas de pro-proteina humanas. Se prefiere que las SDR se inserten
en el armazon proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 6-17, 25-29, 47-55, 59-69, 101-111, 117-125, 129-137, 139-
154, 158-169, 185-195 y 204-225 en subtilisina E de Bacillus subtilis y mas preferentemente en uno o mas
posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones de 59-69, 101-111, 129-137, 158-169 y 204-225 (numeracién de aminoacidos de
acuerdo con SEC ID N°: 7). Se prefiere que el armazén proteico sea igual o sea un derivado u homadlogo de una o
mas de las siguientes proteinas: subtilisina Carlsberg; subtilisina E de B. subtilis; subtilisina BPN'; subtilisina de B.
licheniformis; subtilisina de B. lentus; proteasa alcalina de Bacillus alcalophilus; proteinasa K; kexina; convertasa de
pro-proteina humana; furina humana. En una variante preferida, se usa subtilisina BPN' o0 una de las proteinas SPC
1 a 7 como el armazén proteico.

En una realizaciéon adicional el armazén proteico pertenece a la familia de proteasas asparticas y/o tiene una
estructura terciaria similar a pepsina humana. Preferentemente, el armazén pertenece a la clase Al de proteasas y/o
tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase Al de proteasas. Se
prefiere que las SDR se inserten en el armazoén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 6-18, 49-55, 74-83, 91-
97, 112-120, 126-137, 159-164, 184-194, 242-247, 262-267 y 277-300 en pepsina humana y mas preferentemente
en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia
de aminoéacidos a las regiones 10-15, 75-80, 114-118, 130-134, 186-191 y 280-296 (numeracién de aminoacidos de
acuerdo con SEC ID N°: 11). Se prefiere que el armazén proteico sea igual a o sea un derivado u homologo de una o
mas de las siguientes proteinas: pepsina, quimosina, renina, catepsina, yapsina. Preferentemente, se usa pepsina o
endotiopepsina o un derivado u homélogo de las mismas como el armazén proteico.

En una realizacion adicional el armazoén proteico pertenece a la familia de cisteina proteasa y/o tiene una estructura
terciaria similar a caspasa humana 7. Preferentemente el armazén pertenece a la clase C14 de cisteina proteasas o
tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C14 de cisteina
proteasas. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén proteico en una 0 mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 78-91,
144-160, 186-198, 226-243 y 271-291 en la caspasa humana 7 y mas preferentemente en una o mas posiciones del
grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las
regiones 80-86, 149-157, 190-194 y 233-238 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 14). Se
prefiere que el armazon proteico sea igual a o0 sea un derivado u homélogo de una de las caspasas 1 a 9.

En una realizacion adicional el armazoén proteico pertenece a la clase S11 de serina proteasas o tiene al menos un
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70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase S11 de serina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a D-alanil-D-alanina transpeptidasa de la especie de Streptomyces K15. Se prefiere que
las SDR se inserten en el armazon proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 67-79, 137-150, 191-206, 212-222 y
251 241 en D-alanil-D-alanina transpeptidasa de la especie de Streptomyces K15 y mas preferentemente en una o
mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 70-75, 141-147, 195-202 y 216-220 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC
ID N°: 15). Se prefiere que la D-alanil-D-alanina transpeptidasa de la especie de Streptomyces K15 o un derivado u
homélogo de la misma se use como el armazén.

En una realizacién adicional el armazoén proteico pertenece a la clase S21 de serina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase S21 de serina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a asemblina de citomegalovirus humano. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 25-33, 64-69, 134-155, 162-169 y 217-244 en asemblina de
citomegalovirus humano y mas preferentemente en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 27-31, 164-168 y 222-239
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 16). Se prefiere que la asemblina de citomegalovirus
humano o un derivado u homaélogo de la misma se use como el armazén.

En una realizacién adicional el armazoén proteico pertenece a la clase S26 de serina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase S26 de serina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a la peptidasa sefial de Escherichia coli. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 8-14, 57-68, 125-134, 239-254, 200-211 y 228-239 en
peptidasa de sefial de Escherichia coli y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 9-13, 60-67, 127-132y
203-209 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 17). Se prefiere que la peptidasa sefial de
Escherichia coli o un derivado u homologo de la misma se use como el armazoén.

En una realizacion adicional el armazén proteico que pertenece a la clase S33 de serina proteasas o tiene al menos
un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase S33 de serina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a la prolil aminopeptidasa de Serratia marcescens. Se prefiere que las SDR se inserten en
el armazon proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 47-54, 152-160, 203-212 y 297-302 en prolil aminopeptidasa
de Serratia marcescens y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones, 50-53, 154-158 y 206-210
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 18). Se prefiere que la prolil aminopeptidasa de Serratia
marcescens o un derivado u homologo de la misma se use como el armazon.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase S51 de serina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase S51 de serina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a aspartil dipeptidasa de Escherichia coli. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 8-16, 38-46, 85-92, 132-140, 159-170 y 205-211 en aspartil
dipeptidasa de Escherichia coli y méas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 10-14, 87-90, 134-138
y 160-165 (numeraciéon de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 19). Se prefiere que la aspartil dipeptidasa de
Escherichia coli o un derivado u homdélogo de la misma se use como el armazon.

En una realizacion adicional el armazén proteico pertenece a la clase A2 de proteasas asparticas o tiene al menos
un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase A2 de proteasas asparticas y/o tiene
una estructura terciaria similar a la proteasa del virus de la inmunodeficiencia humana. Se prefiere que las SDR se
inserten en el armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 5-12, 17-23, 27-30, 33-38 y 77-83 en
proteasa del virus de la inmunodeficiencia humana y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 7-10,
18-21, 34-37 y 79-82 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 20). Se prefiere que la proteasa del
virus de inmunodeficiencia humana, preferentemente proteasa de VIH-1, o un derivado u homélogo de la misma se
use como el armazén.

En una realizacion adicional el armazoén proteico pertenece a la clase A26 de proteasas asparticas o tiene al menos
un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase A26 de proteasas asparticas y/o tiene
una estructura terciaria similar a la omptina de Escherichia coli. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazon
proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de
secuencia de aminoacidos a las regiones 28-40, 86-98, 150-168, 213-219 y 267-278 en omptina de Escherichia coli
y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
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homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 33-38, 161-168 y 273-277 (numeracién de aminoacidos de
acuerdo con SEC ID Ne°: 21). Se prefiere que la omptina de Escherichia coli o un derivado u homdlogo de la misma
se use como el armazon.

En una realizacién adicional el armazén proteico pertenece a la clase C1 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C1 de cisteina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a la papaina de Carica papaya. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén
proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de
secuencia de aminoacidos a las regiones 17-24, 61-68, 88-95, 135-142, 153-158 y 176-184 en papaina de Carica
papaya y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 63-66, 139-136 y 177-181
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 22). Se prefiere que la papaina de Carica papaya 0 un
derivado u homologo de la misma se use como el armazoén.

En una realizacién adicional el armazén proteico pertenece a la clase C2 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C2 de cisteina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a calpaina-2 humana. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén proteico en una
0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 90-103, 160-172, 193-199, 243-260, 286-294 y 316-322 en calpaina-2 humana y mas
preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 92-101, 245-250 y 287-291 (numeracién de aminoacidos de
acuerdo con SEC ID N°: 23). Se prefiere que la calpaina-2 humana o un derivado u homdlogo de la misma se use
como el armazon.

En una realizacién adicional el armazén proteico pertenece a la clase C4 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C4 de cisteina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a proteasa Nla del virus del grabado del tabaco. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 23-31, 112-120, 144-150, 168-176 y 205-218 en Nla
proteasa del virus del grabado del tabaco y mas preferentemente en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones
gue corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 145-149, 169-174
y 212-218 (numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 24). Se prefiere que la Nla proteasa del virus del
grabado del tabaco (proteasa de VGT) o un derivado u homdlogo de la misma se use como el armazén.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase C10 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C10 de cisteina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a la estreptopaina de Streptococcus pyogenes. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 81-90, 133-140, 150-164, 191-199, 219-229, 246-256, 306-
312 y 330-337 en estreptopaina de Streptococcus pyogenes y mas preferentemente en una o mas posiciones del
grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las
regiones 82-87, 134-138, 250-254 y 331-335 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 25). Se
prefiere que la estreptopaina de Streptococcus pyogenes o un derivado u homélogo de la misma se use como el
armazon.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase C19 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C19 de cisteina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a la proteasa especifica de ubiquitina humana 7. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 3-15, 63-70, 80-86, 248-256, 272-283 y 292-304 en proteasa
especifica de ubiquitina humana 7 y méas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 10-15, 251-255, 277-
281 y 298-304 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 26). Se prefiere que la proteasa especifica
de ubiquitina humana 7 o un derivado u homélogo de la misma se use como el armazoén.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase C47 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C47 de cisteina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a la estafopaina de Staphylococcus aureus. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 15-23, 57-66, 108-119, 142-149 y 157-164 en estafopaina
de Staphylococcus aureus y mas preferentemente en una o0 mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 17-22, 111-117, 143-
147 y 159-163 (numeracion de aminoéacidos de acuerdo con SEC ID N° 27). Se prefiere que la estafopaina de
Staphylococcus aureus o un derivado u homoélogo de la misma se use como el armazon.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase C48 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C48 de cisteina proteasas y/o tiene una
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estructura terciaria similar a la endopeptidasa Ulpl de Saccharomyces cerevisiae. Se prefiere que las SDR se
inserten en el armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 40-51, 108-115, 132-141, 173-179 y
605 597 en endopeptidasa Ulpl de Saccharomyces cerevisiae y mas preferentemente en una o mas posiciones del
grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las
regiones 43-49, 110-113, 133-137 y 175-178 (numeraciéon de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 28). Se
prefiere que la endopeptidasa Ulpl de Saccharomyces cerevisiae o un derivado u homélogo de la misma se use
como el armazon.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase C56 de cisteina proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase C56 de cisteina proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a la endopeptidasa Pfpl de Pyrococcus horikoshii. Se prefiere que las SDR se inserten en
el armazon proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 8-16, 40-47, 66-73, 118-125 y 147-153 en endopeptidasa
Pfpl de Pyrococcus horikoshii, y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 9-14, 68-71, 120-123 y
148-151 (numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 29). Se prefiere que la endopeptidasa Pfpl de
Pyrococcus horikoshii o un derivado u homélogo de la misma se use como el armazén.

En una realizacién adicional el armazén proteico pertenece a la clase M4 de metalo proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase M4 de metalo proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a termolisina de Bacillus thermoproteolyticus. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 106-118, 125-130, 152-160, 197-204, 210-213 y 221-229 en
termolisina de Bacillus thermoproteolyticus, y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 108-
115, 126-129, 199-203 y 223-227 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 30). Se prefiere que la
termolisina de Bacillus thermoproteolyticus, o un derivado u homélogo de la misma se use como el armazon.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase M10 de metalo proteasas o tiene al menos un
70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase M10 de metalo proteasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a colagenasa humana. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazon proteico en una
0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 2-7, 68-79, 85-90, 107-111 y 135-141 en colagenasa humana y mas preferentemente en
una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 3-67, 1-78 y 136-140 (numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 31). Se
prefiere que la colagenasa humana o un derivado u homélogo de la misma se use como el armazén.

Se prefiere adicionalmente que las enzimas obtenidas por ingenieria genética tengan actividad glucosidasa. Un
armazoén proteico especialmente adecuado para esta variante es una glucosilasa o deriva de una glucosilasa.
Preferentemente, la estructura terciaria pertenece a una de las siguientes clases estructurales: barril (beta/alfa) 8 de
clase GH13, GH7, GH12, GH11, GH10, GH28, GH26 y GH18.

En una primera realizacién el armazon proteico pertenece a la clase GH13 de glucosilasas o tiene al menos un 70 %
de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH13 de glucosilasas y/o tiene una estructura
terciaria similar a alfa amilasa pancreéatica humana. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazon proteico en
una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoéacidos a las regiones 50-60, 100-110, 148-167, 235-244, 302-310 y 346-359 en alfa amilasa pancreatica
humana y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 51-58, 148-155 y 303-309
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 32). Se prefiere que la alfa amilasa pancreatica humana o
un derivado u homologo de la misma se use como el armazoén.

En una realizacion adicional el armazén proteico pertenece a la clase GH7 de glucosilasas o tiene al menos un 70 %
de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH7 de glucosilasas y/o tiene una estructura
terciaria similar a la celulasa de Trichoderma reesei. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén proteico en
una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 47-56, 93-104, 173-182, 215-223, 229-236 y 322-334 en celulasa de Trichoderma reesei
y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 175-180, 218-222 y 324-332 (numeracion de aminoacidos
de acuerdo con SEC ID N° 33). Se prefiere que la celulasa de Trichoderma reesei o un derivado u homélogo de la
misma se use como el armazon.

En una realizacion adicional el armazén proteico pertenece a la clase GH12 de glucosilasas o tiene al menos un 70
% de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH12 de glucosilasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a celulasa de Aspergillus niger. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén
proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de
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secuencia de aminoacidos a las regiones 18-28, 55-60, 106-113, 126-132 y 149-159 en celulasa de Aspergillus
niger, y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente
o por homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 20-26, 56-59, 108-112 y 151-156 (numeracién de
aminoéacidos de acuerdo con SEC ID N° 34). Se prefiere que la celulasa de Aspergillus niger o un derivado u
homologo de la misma se use como el armazon.

En una realizacién adicional el armazén proteico pertenece a la clase GH11 de glucosilasas o tiene al menos un 70
% de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH11 de glucosilasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a xilanasa de Aspergillus niger. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén
proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de
secuencia de aminodacidos a las regiones 7-14, 33-39, 88-97, 114-126 y 158-167 en xilanasa de Aspergillus niger y
mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 20-26, 56-59, 108-112 y 151-156 (numeracion de
aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 35). Se prefiere que la xilanasa de Aspergillus niger o un derivado u
homologo de la misma se use como el armazon.

En una realizacién adicional el armazén proteico pertenece a la clase GH10 de glucosilasas o tiene al menos un 70
% de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH10 de glucosilasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a xilanasa de Streptomyces lividans. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén
proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de
secuencia de aminoacidos a las regiones 21-29, 42-50, 84-92, 130-136, 206-217 y 269-278 en xilanasa de
Streptomyces lividans y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 43-49, 86-90, 208-213 y 271-276
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 36). Se prefiere que la xilanasa de Streptomyces lividans o
un derivado u homologo de la misma se use como el armazoén.

En una realizacion adicional el armazén proteico pertenece a la clase GH28 de glucosilasas o tiene al menos un 70
% de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH28 de glucosilasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a pectinasa de Aspergillus niger. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén
proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de
secuencia de aminoacidos a las regiones 82-88, 118-126, 171-178, 228-236, 264 256 y 289-299 en pectinasa de
Aspergillus niger y mas preferentemente en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 116-124, 174-178 y 291-296
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 37). Se prefiere que la pectinasa de Aspergillus niger o un
derivado u homélogo de la misma se use como el armazoén.

En una realizacion adicional el armazén proteico pertenece a la clase GH26 de glucosilasas o tiene al menos un 70
% de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH26 de glucosilasas y/o tiene una
estructura terciaria similar a mananasa de Pseudomonas cellulosa. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 75-83, 113-125, 174-182, 217-224, 247-254, 324-332 y 325-
340 en mananasa de Pseudomonas cellulosa y mas preferentemente en una 0 mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 115-
123, 176-180, 291 286 y 328-337 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 38). Se prefiere que la
mananasa de Pseudomonas cellulosa o un derivado u homalogo de la misma se use como el armazén.

En una realizacion adicional el armazon proteico pertenece a la clase de barril (beta/alfa) 8 de GH18 de glucosilasas
o tiene al menos un 70 % identidad en el nivel de aminoéacidos con una proteina de la clase GH18 de glucosilasas
y/o tiene una estructura terciaria similar a quitinasa de Bacillus circulans. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 21-29, 57-65, 130-136, 176-183, 221-229, 249-257 y 327-
337 en quitinasa de Bacillus circulans y mas preferentemente en una o0 mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 59-63, 178-181, 250-
254 y 330-336 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 39). Se prefiere que la quitinasa de Bacillus
circulans o un derivado u homélogo de la misma se use como el armazoén.

Se prefiere adicionalmente que las enzimas obtenidas por ingenieria genética tengan actividad esterhidrolasa.
Preferentemente, el armazén proteico para esta variante tiene actividad de lipasa, fosfatasa, fitasa o fosfodiesterasa.

En una primera realizacion el armazon proteico pertenece a la clase GX de esterasas o tiene al menos un 70 % de
identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GX de esterasas y/o tiene una estructura terciaria
similar a la estructura de la lipasa B de Candida antarctica. Preferentemente, el armazén tiene actividad lipasa. Se
prefiere que las SDR se inserten en el armazoén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 139-148, 188-195,
216-224, 256-266, 272-287 en lipasa B de Candida antarctica y mas preferentemente en una o mas posiciones del
grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las
regiones 141-146, 218-222, 259-263 y 275-283 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 40). Se
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prefiere que la lipasa B de Candida antarctica o un derivado u homaélogo de la misma se use como el armazon.

En una realizacion adicional el armazén proteico pertenece a la clase GX de esterasas o tiene al menos un 70 % de
identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GX de esterasas y/o tiene una estructura terciaria
similar a la lipasa pancreatica de cobaya. Preferentemente, el armazdén tiene actividad lipasa. Se prefiere que las
SDR se inserten en el armazon proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 78-90, 91-100, 112-120, 179-186,
207-218, 238-247 y 248-260 en lipasa pancreatica de cobaya y mas preferentemente en una 0 mas posiciones del
grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las
regiones 80-87, 114-118, 209-215 y 239-246 (numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 41). Se
prefiere que la lipasa pancreatica de cobaya o un derivado u homologo de la misma se use como el armazon.

En una realizacion adicional el armazon proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la fosfatasa
alcalina de Escherichia coli o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina que
tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la fosfatasa alcalina de Escherichia coli. Preferentemente, el
armazoén tiene actividad fosfatasa. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazoén proteico en una 0 mas
posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 110-122, 187-142, 170-175, 186-193, 280-287 y 425-435 en fosfatasa alcalina de
Escherichia coli y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 171-174, 187-191, 282-286 y 426-
433 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 42). Se prefiere que la fosfatasa alcalina de Escherichia
coli o un derivado u homdélogo de la misma se use como el armazén.

En una realizaciéon adicional el armazon proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la
desoxirribonucleasa pancreatica bovina | o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una
proteina que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la desoxirribonucleasa pancreatica bovina |I.
Preferentemente, el armazoén tiene actividad fosfodiesterasa. Mas preferentemente, una nucleasa, y mas
preferentemente, una endonucleasa no especifica o0 un derivado de la misma se usa como el armazén. Se prefiere
que las SDR se inserten en el armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 14-21, 41-47, 72-77, 97-111, 135-
143, 171-178, 202-209 y 242-251 en desoxirribonucleasa pancreatica bovina | y mas preferentemente en una o mas
posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 16-19, 42-46, 136-141 y 172-176 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID
N° 43). Se prefiere que la desoxirribonucleasa pancreatica bovina | o desoxirribonucleasa humana | o un derivado u
homélogo de la misma se use como el armazén.

Se prefiere adicionalmente que la enzima obtenida por ingenieria genética tenga actividad transferasa. Un armazén
proteico particularmente adecuado para esta variante es una glucosil, fosfo o metiltransferasa o un derivado de las
mismas. Son armazones proteicos particularmente preferidos para esta variante las glucosiltransferasas o derivan
de glucosiltransferasas. La estructura terciaria del armazon proteico puede ser de cualquier tipo. Preferentemente,
sin embargo, la estructura terciaria pertenece a una de las siguientes clases estructurales: GH13 y GT1.

En una primera realizacion el armazon proteico pertenece a la clase GH13 de transferasas o tiene al menos un 70 %
de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GH13 de transferasas y/o tiene una estructura
terciaria similar a la estructura de la ciclomaltodextrin glucanotransferasa de Bacillus circulans. Preferentemente, el
armazon tiene actividad transferasa y mas preferentemente se usa una glucosil trasnsferasa como el armazén. Se
prefiere que las SDR se inserten en el armazdén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 38-48, 85-94, 142-154,
178-186, 259-266, 331-340 y 367-377 en ciclomaltodextrin glucanotransferasa de Bacillus circulans y mas
preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 87-92, 180-185, 261-264 y 269-275 (numeracion de
aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 44). Se prefiere que la ciclomaltodextrin glucanotransferasa de Bacillus
circulans o un derivado u homologo de la misma se use como el armazon.

En una realizacién adicional el armazon proteico pertenece a la clase GT1 de transferasas o tiene al menos un 70 %
de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina de la clase GT1 de transferasas y/o tiene una estructura
terciaria similar a la estructura de la glucosil transferasa de Amycolatopsis orientalis A82846. Preferentemente el
armazon tiene actividad transferasa y mas preferentemente actividad glucosil transferasa. Se prefiere que las SDR
se inserten en el armazdn proteico en una 0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 58-74, 130-138, 185-193, 228-236 y
314-323 en glucosil transferasa de Amycolatopsis orientalis A82846 y mas preferentemente en una o mas
posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoéacidos a las regiones 61-71, 230-234 y 316-321 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 45).
Se prefiere que la glucosil transferasa de Amycolatopsis orientalis A82846 o un derivado u homologo de la misma se
use como el armazén.

Se prefiere adicionalmente que las enzimas obtenidas por ingenieria genética tengan actividad oxidorreductasa. Un
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armazén proteico particularmente adecuado para esta variante es una monooxigenasa, una dioxigenasa o0 un
alcohol deshidrogenasa o un derivado de las mismas. La estructura terciaria del armazon proteico puede ser de
cualquier tipo.

En una primera realizacion el armazon proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la 2,3-
difidroxibifenil dioxigenasa de Pseudomonas sp. o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos
con una proteina que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la 2,3-difidroxibifenil dioxigenasa de
Pseudomonas sp. Preferentemente, el armazon tiene actividad dioxigenasa. Se prefiere que las SDR se inserten en
el armazon proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 172-185, 198-206, 231-237, 250-259 y 282-287 en 2,3-
difidroxibifenil dioxigenasa de Pseudomonas sp. y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 175-
182, 200-204, 252-257 y 284-287 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 46). Se prefiere que la
2,3-difidroxibifenil dioxigenasa de Pseudomonas sp o un derivado u homélogo de la misma se use como el armazén.

En una realizacion adicional el armazén proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la catecol
dioxigenasa de Acinetobacter sp. o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina
que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la catecol dioxigenasa de Acinetobacter sp.
Preferentemente, el armazén tiene actividad dioxigenasa y mas preferentemente actividad catecol dioxigenasa. Se
prefiere que las SDR se inserten en el armazoén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 66-72, 105-112, 156-
171 y 198-207 en catecol dioxigenasa de Acinetobacter sp. y mas preferentemente en una o mas posiciones del
grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las
regiones 107-110, 161-171 y 201-205 (numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 47). Se prefiere que
la catecol dioxigenasa de Acinetobacter sp. 0 un derivado u homélogo de la misma se use como el armazoén.

En una realizacién adicional el armazoén proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la canfor-5-
monooxigenasa de Pseudomonas putida o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una
proteina que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la canfor-5-monooxigenasa de Pseudomonas
putida. Preferentemente, el armazén tiene actividad monooxigenasa y mas preferentemente actividad canfor
monooxigenasa. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 26-31,
57-63, 84-98, 182-191, 242-256, 292-299 y 392-399 en canfor-5-monooxigenasa de Pseudomonas putida y mas
preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 85-96, 183-188, 244-253, 293-298 y 393-398 (numeracion
de aminoéacidos de acuerdo con SEC ID N° 48). Se prefiere que la canfor-5-monooxigenasa de Pseudomonas putida
0 un derivado u homologo de la misma se use como el armazén.

En una realizacién adicional el armazén proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la alcohol
deshidrogenasa de Equus callabus o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una
proteina que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la alcohol deshidrogenasa de Equus callabus.
Preferentemente, el armazoén tiene actividad alcohol deshidrogenasa. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 49-63, 111-112, 294-301 y 361-369 en alcohol
deshidrogenasa de Equus callabus y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que
corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 51-61 y 295-299
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 49). Se prefiere que la alcohol deshidrogenasa de Equus
callabus o un derivado u homodlogo de la misma se use como el armazon.

Se prefiere adicionalmente que las enzimas obtenidas por ingenieria genética tengan actividad liasa. Un armazoén
proteico particularmente adecuado para esta variante es una liasa oxoacida o es un derivado de la misma. Son
armazones proteicos particularmente preferidos para esta variante aldolasas o sintetasas o derivan de las mismas.
La estructura terciaria del armazén proteico puede ser de cualquier tipo, pero se prefiere una estructura de barril
(beta/alfa) 8.

En una primera realizacion el armazén proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la acido N-
acetil-d-neuramico aldolasa de Escherichia coli o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos
con una proteina que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la acido N-acetil-d-neuramico aldolasa
de Escherichia coli. Preferentemente, el armazén tiene actividad aldolasa. Se prefiere que las SDR se inserten en el
armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por
homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 45-55, 78-87, 105-113, 137-146, 164-171, 187-193, 205-
210, 244-255 y 269-276 en acido N-acetil-d-neuramico aldolasa de Escherichia coli, y mas preferentemente en una o
mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 45-52, 138-144, 189-192, 247-253 y 271-275 (numeracién de aminoacidos de acuerdo
con SEC ID N° 50). Se prefiere que la acido N-acetil-d-neurdmico aldolasa de Escherichia coli o un derivado u
homélogo de la misma se use como el armazén.
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En una realizacién adicional el armazén proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la triptéfano
sintasa de Salmonella typhimurium o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una
proteina que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la triptéfano sintasa de Salmonella typhimurium.
Preferentemente, el armazén tiene actividad sintasa. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén proteico en
una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones 56-63, 127-134, 154-161, 175-193, 209-216 y 230-240 en triptéfano sintasa de
Salmonella typhimurium y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoéacidos a las regiones 57-62, 155-160, 178-190 y 210-215
(numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 51). Se prefiere que la triptéfano sintasa de Salmonella
typhimurium o un derivado u homélogo de la misma se use como el armazén.

Se prefiere adicionalmente que las enzimas obtenidas por ingenieria genética tengan actividad isomerasa. Un
armazoén proteico particularmente adecuado para esta variante es una aldosa de conversién o una cetosa de
conversioén o es un derivado de las mismas.

En una primera realizacion, el armazén proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la xilosa
isomerasa de Actinoplanes missouriensis o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una
proteina que tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la xilosa isomerasa de Actinoplanes
missouriensis. Se prefiere que las SDR se inserten en el armazén proteico en una o mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 18-31,
92-103, 136-147, 178-188 y 250-257 en xilosa isomerasa de Actinoplanes missouriensis y mas preferentemente en
una o mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de
aminoacidos a las regiones de 20-27, 92-99 y 180-186 (numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 52).
Se prefiere que la xilosa isomerasa de Actinoplanes missouriensis 0 un derivado u homoélogo de la misma se use
como el armazon.

Se prefiere adicionalmente que las enzimas obtenidas por ingenieria genética tengan actividad ligasa. Un armazén
proteico particularmente adecuado para esta variante es una ADN ligasa o0 es un derivado de la misma.

En una primera realizacion, el armazon proteico tiene una estructura terciaria similar a la estructura de la ADN ligasa
del bacteriéfago T7 o tiene al menos un 70 % de identidad en el nivel de aminoacidos con una proteina que tiene
una estructura terciaria similar a la estructura de la ADN ligasa de bacteriéfago T7. Se prefiere que las SDR se
inserten en el armazon proteico en una o0 mas posiciones del grupo de posiciones que corresponden
estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones, 52-60, 94-108, 119-131, 241-248,
255-263 y 302-318 en ADN ligasa de bacteriéfago T7 y mas preferentemente en una o mas posiciones del grupo de
posiciones que corresponden estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las regiones 96-106,
121-129, 256-262 y 304-316 (numeracion de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 53). SE prefiere que la ADN
ligasa de bacteriéfago T7 o un derivado u homologo de la misma se use como el armazon.

Un segundo aspecto se refiere a la aplicacion de enzimas obtenidas por ingenieria genética con especificidades
para fines terapéuticos, de investigacion, diagnosticos, nutricionales, de cuidado personal o industriales. La
aplicacién comprende al menos las siguientes etapas:

(a) identificacion de un sustrato peptidico diana cuya hidrélisis tiene un efecto positivo en relacion con el fin
pretendido, tal como curar una enfermedad, diagnosticar una enfermedad, procesamiento de ingredientes
para nutricion humana o animal u otros procedimientos técnicos;

(b) provision de una enzima obtenida por ingenieria genética, siendo especifica la enzima para el péptido
diana identificado en la etapa (a); y

(c) uso de la enzima como se proporciona en la etapa (b) para el fin pretendido.

En una primera variante de este aspecto, la enzima obtenida por ingenieria genética se usa como un medio
terapéutico para inactivar un sustrato diana relacionado con la enfermedad. Esta aplicacién comprende al menos las
siguientes etapas:

(a) identificacion de un sustrato diana cuya funcion estd relacionada con una enfermedad y cuya
inactivacion tiene un efecto positivo en relacion con la enfermedad y determinacion de un sitio diana dentro
del sustrato diana caracterizado por el hecho de que una modificacion en el sitio diana conduce a la
inactivacion del sustrato diana;

(b) provisién de una enzima obtenida por ingenieria genética, siendo especifica la enzima del sitio diana
identificado en la etapa (a); y

(c) uso de la enzima para la inactivacion del sustrato diana dentro o fuera del cuerpo humano.

En una realizacion preferida el armazén de la enzima obtenida por ingenieria genética proporcionada en la etapa (c)
es de origen humano para evitar o reducir la inmunogenicidad o efectos alérgenos asociados con la aplicacion de la
enzima en el cuerpo humano. En una realizacion mas preferida de esta variante, el armazon es de una proteasa
humana y la modificacion es hidroélisis de un sitio diana en una diana proteica. Preferentemente, la hidrélisis conduce
a la activacion o inactivacion de la diana peptidica o proteica. Las dianas peptidicas o proteicas potenciales incluyen:
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citocinas, factores de crecimiento, hormonas peptidicas, interleucinas, interferones, enzimas de la cascada de
coagulacion, serpinas, inmunoglobulinas, receptores unidos a membrana o solubles, proteinas de superficie celular o
viral, farmacos peptidicos, farmacos proteicos.

Una realizacion particularmente preferida se basa en el hallazgo de que la enzima obtenida por ingenieria genética
es capaz de escindir el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) humano. Las enzimas obtenidas por ingenieria
genética o la proteina de fusién puede por lo tanto usarse para preparar medicamentos para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias (asi como otras enfermedades relacionadas con TNF-a). Preferentemente, dicha
enzima obtenida por ingenieria genética o dicha proteina de fusién es capaz de inactivar especificamente el factor
de necrosis tumoral alfa humano (hTNF-a), mas preferentemente dicha enzima obtenida por ingenieria genética o
dicha proteina de fusién es capaz de hidrolizar el enlace peptidico entre las posiciones 31/32, 32/33, 44/45, 87/88,
128/129 ylo 141/142 (mas preferentemente entre las posiciones 31/32 y 32/33) en hTNF-a (SEC ID N° 96).

En realizaciones adicionales, el sustrato diana es un profarmaco que se activa por la enzima obtenida por ingenieria
genética. En una realizacién particular de esta variante, la enzima obtenida por ingenieria genética tiene actividad
proteolitica y el sustrato diana es una diana proteica que se activa de forma proteolitica. Son ejemplos de tales
profarmacos pro-proteinas tales como las formas inactivadas de factores de coagulacién. En otra variante particular,
la enzima obtenida por ingenieria genética es una oxidorreductasa y el sustrato diana es un agente quimico que
puede activarse por oxidacion.

En una segunda variante de este aspecto, la enzima obtenida por ingenieria genética se usa como un medio técnico
para catalizar una reaccion industrial o nutricionalmente relevante con especificidad definida. En una realizacion
particular de esta variante la enzima obtenida por ingenieria genética tiene actividad proteolitica, la reaccion
catalizada es un procesamiento proteolitico y la enzima obtenida por ingenieria genética hidroliza especificamente
uno o mas sustratos proteicos industrial o nutricionalmente relevantes. En una realizacion preferida de esta variante
la enzima obtenida por ingenieria genética hidroliza uno o méas sustratos proteicos industrial o nutricionalmente
relevantes en sitios especificos, conduciendo de este modo a propiedades de producto industrial o nutricionalmente
deseadas tales como textura, sabor o caracteristicas de precipitacion. En una realizacién particular adicional de esta
variante, la enzima obtenida por ingenieria genética cataliza la hidrélisis de enlaces glucosidicos (actividad
glicosidasa o glucosilasa). Después, preferentemente, la reaccion catalizada es un procesamiento de polisacaridos y
la enzima obtenida por ingenieria genética hidroliza especificamente uno 0 mas sustratos polisacaridos industrial,
técnica o nutricionalmente relevantes. En una realizacion particular adicional de esta variante, la enzima obtenida
por ingenieria genética cataliza la hidrélisis de ésteres de triglicéridos o lipidos (actividad lipasa).

Después, preferentemente, la reaccion catalizada es una etapa de procesamiento de lipidos y la enzima obtenida
por ingenieria genética hidroliza especificamente uno o mas sustratos lipidicos industrial, técnica o nutricionalmente
relevantes. En una variante particular adicional de esta realizacion, la enzima obtenida por ingenieria genética
cataliza la oxidacién o reducciéon de sustratos (actividad oxidorreductasa). Después, preferentemente, la enzima
obtenida por ingenieria genética oxida o reduce especificamente uno o mas sustratos quimicos industrial, técnica o
nuctricionalmente relevantes.

Un tercer aspecto se refiere a un procedimiento para generar enzimas obtenida por ingenieria genética con
especificidades que son cualitativa y/o cuantitativamente nuevas en combinaciéon con el armazén proteico. El
procedimiento comprende al menos las siguientes etapas:

(a) proporcionar un armazon proteico capaz de catalizar al menos una reaccion quimica en al menos un
sustrato diana.

(b) generar una biblioteca de enzimas obtenidas por ingenieria genética o enzimas obtenidas por ingenieria
genética aisladas combinando el armazon proteico de la etapa (a) con una 0 mas secuencias peptidicas
completa o parcialmente aleatorias en sitios en el armazon proteico que permiten que la enzima obtenida
por ingenieria genética resultante diferencie entre al menos un sustrato diana y uno o mas sustratos
diferentes y

(c) seleccionar de la biblioteca de enzimas obtenidas por ingenieria genética generadas en la etapa (b) una
0 mas enzimas que tienen especificidades definidas para al menos un sustrato diana.

En una primera variante de este aspecto, el procedimiento comprende al menos las siguientes etapas:

(a) proporcionar un armazon proteico capaz de catalizar al menos una reaccién quimica en al menos un
sustrato diana,

(b) generar una biblioteca de enzimas obtenidas por ingenieria genética o enzimas obtenidas por ingenieria
genética aisladas insertando en el armazén proteico de la etapa (a) una o mas secuencias peptidicas
completa o parcialmente aleatorias en sitios del armazoén proteico que permiten que la enzima obtenida por
ingenieria genética resultante diferencie entre al menos un sustrato diana y uno o0 mas sustratos diferentes
y

(c) seleccionar de la biblioteca de enzimas obtenidas por ingenieria genética generadas en la etapa (b) una
0 mas enzimas que tienen especificidades definidas para al menos un sustrato diana.
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Preferentemente, las posiciones en las que la o las secuencias peptidicas completa o parcialmente aleatorias se
combinan con o se insertan en el armazon proteico se identifican antes de la combinacion o insercion.

El nimero de inserciones u otras combinaciones de secuencias peptidicas completa o parcialmente aleatorias asi
como su longitud puede variar a lo largo de un intervalo amplio El nimero es al menos uno, preferentemente mas de
uno, mas preferentemente entre dos y once, mas preferentemente entre dos y seis. La longitud de tales secuencias
peptidicas completa o parcialmente aleatorias es habitualmente menos de 50 restos aminoacidicos.
Preferentemente, la longitud esta entre uno y 15 restos aminoacidicos, mas preferentemente entre uno y seis restos
aminoacidicos. Como alternativa, la longitud esta entre dos y 20 restos aminoacidicos, preferentemente entre dos y
diez restos aminoacidicos, mas preferentemente entre tres y ocho restos aminoacidicos.

Preferentemente tales inserciones u otras combinaciones se realizan en el nivel de ADN, usando polinucleétidos que
codifican tales armazones proteicos y polinucledétidos u oligonucledtidos que codifican tales secuencias peptidicas
completa o parcialmente aleatorias.

Opcionalmente, las etapas (a) a (c) se repiten ciclicamente, por lo que las enzimas seleccionadas en la etapa (c)
actian como el armazoén proteico en la etapa (a) de un ciclo adicional y se insertan secuencias peptidicas
seleccionadas de forma aleatoria 0, como alternativa, sustituyen a secuencias peptidicas que se han insertado en
ciclos anteriores. De este modo, el nimero de secuencias peptidicas insertadas es constante o aumenta a lo largo
de los ciclos. Los ciclos se repiten hasta que se generan una 0 mas enzimas con las especificidades pretendidas.

Ademas, durante o después de uno o mas ciclos de las etapas (a) a (c), el armazén puede mutarse en una 0 mas
posiciones para hacer el armazén mas aceptable para la combinacién con secuencias SDR, para aumentar la
actividad catalitica a un pH y temperatura especificos, para cambiar el patron de glucosilacién, para reducir la
sensibilidad hacia inhibidores de enzima y/o para cambiar la estabilidad enzimatica.

En una segunda variante de este aspecto, el procedimiento comprende al menos las siguientes etapas:

(a) proporcionar un primer fragmento de armazdén proteico,

(b) conectar dicho fragmento de armazén proteico mediante un engarce peptidico con una primera SDR,
opcionalmente

(c) conectar el producto de la etapa (b) mediante un engarce peptidico con un péptido SDR adicional o con
un fragmento de armazén proteico adicional y opcionalmente

(d) repetir la etapa (c) durante tantos ciclos como sea necesario para generar una enzima suficientemente
especifica, y

(e) seleccionar de la poblacion generada en las etapas (a) - (d) una 0 mas enzimas que tengan las
especificidades deseadas para el o los sustratos diana.

El fragmento de armazén proteico significa una parte de la secuencia de un armazdén proteico. Un armazén proteico
esta comprendido por al menos dos fragmentos de armazén proteico.

En una tercera variante de este aspecto, el armazon proteico, las SDR y la enzima obtenida por ingenieria genética
se codifican por una secuencia de ADN y se usa un sistema de expresién para producir la proteina. En una variante
alternativa, el armazoén proteico, las SDR y/o la enzima obtenida por ingenieria genética se sintetizan quimicamente
a partir de componentes basicos peptidicos.

En una cuarta variante de este aspecto, el procedimiento comprende al menos las siguientes etapas:

(a) proporcionar un polinucleédtido que codifica un armazoén proteico capaz de catalizar una o mas
reacciones quimicas en uno o mas sustratos diana;

(b) combinar una o mas secuencias oligonucleotidicas parcial 0 completamente aleatorias con el
polinucleétido que codifica el armazén proteico, localizandose las secuencias oligonucleotidicas parcial o
completamente aleatorias en sitios en el polinucleétido que permiten que la enzima obtenida por ingenieria
genética codificada diferencie entre el o los sustratos diana y uno o mas sustratos diferentes; y

(c) seleccionar de la poblacion generada en la etapa (b) uno o mas polinucleétidos que codifican enzimas
que tienen las especificidades definidas para el o los sustratos diana.

Cualquier enzima puede actuar como el armazén proteico en la etapa (a). Puede ser una enzima de origen natural,
una variante o un derivado truncado de las mismas o una enzima obtenida por ingenieria genética. Para uso
terapéutico humano, el armazoén proteico es preferentemente una enzima de mamifero y mas preferentemente una
enzima humana. En ese aspecto, se refiere a un procedimiento para la generacién de enzimas esencialmente de
mamifero, especialmente esencialmente humanas con especificidades que son diferentes de las especificidades de
cualquier enzima codificada en genomas de mamifero o en el genoma humano, respectivamente.

El armazoén proteico proporcionado en la etapa (a) de este aspecto requiere ser capaz de catalizar una 0 mas
reacciones quimicas en un sustrato diana. Por lo tanto, se selecciona un armazén proteico del grupo de armazones
proteicos potenciales por su actividad en el sustrato diana.
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En una variante preferida de este aspecto, se usa un armazon proteico con actividad hidrolasa. Preferentemente, se
usa un armazon proteico con actividad proteolitica y mas preferentemente se usa una proteasa con especificidad
muy baja que tiene actividad basica en el sustrato diana como el armazén proteico. Los ejemplos de proteasas de
diferentes clases estructurales con especificidad de sustrato baja son papaina, tripsina, quimiotripsina, subtilisina,
SET (serina proteasa de tipo tripsina de Streptomyces erythraeus), elastasa, catepsina G o0 quimasa. Antes de
emplearse como el armazon proteico, la secuencia de aminoacidos de la proteasa puede modificarse para cambiar
las propiedades proteicas distintas de especificidad, por ejemplo actividad catalitica, estabilidad, sensibilidad al
inhibidor o rendimiento de la expresion, esencialmente como se describe en el documento WO 92/18645 o para
cambiar la especificidad, esencialmente como se describe en el documento EP 02020576.3 y el documento PCT/
EP03/04864.

Otra opcién para un armazoén proteico factible son las lipasas. La lipasa hepatica, lipasa lipoproteica y lipasa
pancreatica pertenecen a la “superfamilia de lipasa lipoproteica”, que a su vez es un ejemplo de la clase GX de
lipasas (M. Fischer, J. Pleiss (2003), Nucl. Acid. Res., 31, 319-321). La especificidad de sustrato de las lipasas
puede caracterizarse por su actividad relativa hacia ésteres de triglicerol de acidos grasos y fosfolipidos, que portan
un grupo principal cargado. Como alternativa, otras hidrolasas tales como esterasas, glucosilasas, amidasas o
nitrilasas pueden usarse como armazones.

Las transferasas también son armazones proteicos factibles. Las glucosiltransferasas estan implicadas en muchas
sintesis biologicas que implican una diversidad de donadores y aceptores.

Como alternativa, el armazén proteico puede tener actividad ligasa, liasa, oxidorreductasa o isomerasa.

En una primera realizacién, la o las secuencias peptidicas completa o parcialmente aleatorias se insertan en sitios
especificos en el armazon proteico. Estos sitios de insercion se caracterizan por el hecho de que las secuencias
peptidicas insertadas pueden actuar como diferenciadores entre diferentes sustratos, es decir como regiones
determinantes de especificidad o SDR. Tales sitios de insercion pueden identificarse por varios enfoques.
Preferentemente, los sitios de insercion se identifican por andlisis de la estructura tridimensional de los armazones
proteicos, por analisis comparativo de las secuencias primarias del armazon proteico con otras enzimas que tienen
diferentes especificidades cuantitativas o0 experimentalmente por técnicas tales como cribado de alanina,
mutagénesis aleatoria 0 delecién aleatoria o por cualquier combinacién de las mismas.

Un primer enfoque para identificar sitios de insercion para SDR se basa en la estructura tridimensional del armazoén
proteico como puede obtenerse por cristalografia de rayos x o por estudios de resonancia magnética nuclear. El
alineamiento estructural del armazén proteico en comparacion con otras enzimas de la misma clase estructural pero
que tiene diferentes especificidades cuantitativas revela regiones de alta similitud estructural y regiones con baja
similitud estructural. Un analisis tal puede por ejemplo realizarse usando software publico tal como Swiss PDB
(Guex, N. y Peitsch, M.C. (1997) Electrophoresis 18, 2714-2723). Las regiones de baja similitud estructural son sitios
de insercion de SDR preferidos.

En un segundo enfoque para identificar sitios de insercion para SDR, se analizan las estructuras tridimensionales de
la proteina del armazon en complejo con inhibidores competitivos 0 analogos de sustrato. Se asume que el sitio de
unién de un inhibidor competitivo solapa significativamente con el sitio de union del sustrato. En ese caso, es
probable que los atomos de la proteina que estan dentro de una cierta distancia de &tomos del inhibidor estén a una
distancia similar del sustrato también. La seleccion de una distancia corta, por ejemplo, < 5 A, dara como resultado
un conjunto de atomos de proteinas que estan en contacto cercano con el sustrato. Estos restos constituiran los
primeros contactos de superficie y son por lo tanto sitios de insercion preferidos para SDR. Una vez que se han
identificado los primeros contactos de superficie, pueden hallarse segundos contactos de superficie repitiendo el
analisis de distancia comenzando desde los primeros atomos de superficie. En otra alternativa mas, el analisis de
distancia descrito anteriormente se realiza empezando desde los restos del sitio activo.

En un tercer enfoque para identificar sitios de inserciéon para SDR, la secuencia primaria de la proteina del armazon
se alinea con otras enzimas de la misma clase estructural pero que tienen diferentes especificidades cuantitativas
usando un algoritmo de alineamiento. Estan publicados ejemplos de tales algoritmos de alineamiento (Altschul, S.F.,
Gish, W., Miller, W., Myers, EW. & Lipman, D.J. (1990) J. Mol Biol. 215:403-410; “Statistical methods in
Bioinformatics: an introduction” por Ewens, W. & Grant, G.R. 2001, Springer, Nueva York). Un alineamiento tal
puede revelar regiones conservadas y no conservadas con diversa homologia de secuencia y, en particular,
elementos de secuencia adicionales en una 0 mas enzimas en comparacion con la proteina del armazoén. Es mas
probable que las regiones conservadas contribuyan a fenotipos compartidos entre las diferentes proteinas, por
ejemplo, estabilizacién del pliegue tridimensional. Las regiones no conservadas y, en particular, secuencias
adicionales en enzimas con especificidad cuantitativamente mayor (Turner, R. y col (2002) J. Biol. Chem., 277,
33068-33074) son sitios de insercion preferidos para las SDR.

Para proteasas se conocen actualmente cinco familias, concretamente proteasas asparticas, cisteina proteasas,
serina proteasas, metalo proteasas y treonina proteasas. Cada familia incluye grupos de proteasas que comparten
un pliegue similar. Las estructuras cristalograficas de miembros de estos grupos se han resuelto y son accesibles a
través de bases de datos publicas, por ejemplo, la base de datos de proteinas Brookhaven (H. M. Berman y col,
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Nucleic Acids Research, 28 pag. 235-242 (2000)). Tales bases de datos también incluyen homadlogos estructurales
en otras clases de enzima y proteinas no activas enzimaticamente de cada clase. Estan disponibles varias
herramientas para buscar en bases de datos publicas homologos estructurales: SCOP, una clasificacion estructural
de base de datos de proteinas para la investigacion de secuencias y estructuras. (Murzin A. G. y col (1995) J. Mol.
Biol. 247, 536-540); CATH, superfamilia de clase, arquitectura, topologia y homéloga: una clasificacién jerarquica de
estructuras de dominio proteico (Orengo y col (1997) Structure 5(8) 1093-1108); FSSP, clasificacion de pliegues
basada en el alineamiento de estructura-estructura de proteinas (Holm y Sander (1998). Nucl. Acids Res. 26 316-
319); o VAST, herramienta de busqueda de alineamiento de vector (Gibrat, Madej y Bryant (1996) Current Opinién in
Structural Biology 6, 377-385).

En los enfoques anteriormente descritos, se comparan miembros de clases estructurales para identificar sitios de
insercion para SDR.

En una variante preferida de estos enfoques se comparan serina proteasas de la clase estructural S1 entre si. La
tripsina representa un miembro con baja especificidad de sustrato, puesto que requiere solamente un resto de
arginina o lisina en la posiciéon P;. Por otro lado, la trombina, el activador de plasminégeno de tipo tisular o la
enteroquinasa tienen todos una alta especificidad para sus secuencias sustrato, es decir, (L/I/V/F)XPR"NA,
CPGRM"WGG y DDDK", respectivamente (Perona, J. & Craik, C. (1997) J. Biol. Chem., 272, 29987-29990; Perona, J.
& Craik, C (1995) Protein Science, 4, 337-360). Se describe un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de
estas proteasas en el ejemplo 1 (Figura 2) junto con la identificacién de SDR.

Un ejemplo adicional dentro de la familia de serina proteasas lo constituyen los miembros de la clase estructural S8
(pliegue de subtilisina). La subtilisina es la proteasa tipo para esta clase y representa una proteasa no especifica
(Ottesen, M. & Svendsen, A. (1998) Methods Enzymol. 19, 199-215). Furina, PC1 y PC5 son proteasas de la misma
clase estructural implicadas en el procesamiento de propéptidos y tienen una alta especificidad de sustrato (Seidah,
N. & Chretien, M. (1997) Curr. Opin. Biotech., 8:602-607; Bergeron, F. y col (2000) J. Mol Endocrin., 24:1-22). En
una variante preferida del enfoque se usan alineamientos de las secuencias de aminoacidos primarias (Figura 4)
para identificar once tramos de secuencia mayores de tres aminoacidos que las proteasas especificas tienen
ademas en comparacion con subtilisina y son por lo tanto regiones determinantes de especificidad potenciales. En
una variante adicional del enfoque puede usarse informacion de la estructura tridimensional de subtilisina para
restringir adicionalmente la seleccion (Figura 3). De los once tramos de secuencia insertados, tres estan
especialmente cerca de los restos del sitio activo, concretamente el nimero de tramo 7, 8 y 11 que son inserciones
en PC5, PC1 y las tres proteasas especificas, respectivamente (Figura 3). En una variante preferida, pueden
insertarse uno o varios tramos de aminoacidos de longitud y composicién variable en la secuencia de subtilisina en
una o varias de las once posiciones. En una variante mas preferida del enfoque la inserciéon se realiza en las
regiones 7, 8 u 11 o cualquier combinacion de las mismas. En otra variante preferida del enfoque se usan
armazones de proteasa distintos de subtilisina de la clase estructural S8.

En una variante preferida adicional de este enfoque, se analizan proteasas de acido aspartico de la clase estructural
Al (Rawlings, N.D. & Barrett, A.J. (1995). Methods Enzymol. 248, 105-120; Chitpinityol, S. & Crabbe, MJ. (1998),
Food Chemistry, 61, 395-418). Son ejemplos de la clase estructural A1 de proteasas asparticas pepsina con baja
especificidad asi como beta-secretasa (Gruninger-Leitch, F y col (2002) J. Biol. Chem. 277, 4687-4693) y renina
(Wang, W. & Liang, TC. (1994) Biochemistry, 33, 14636-14641) con especificidades de sustrato relativamente altas.
Las proteasas retrovirales también pertenecen a esta clase, aunque la enzima activa es un dimero de dos
subunidades idénticas. Las proteasas virales son esenciales para el correcto procesamiento del precursor
poliproteico para generar proteinas funcionales que requiere una alta especificidad de sustrato en cada caso (Wu,J.
y col (1998) Biochemistry, 37, 4518-4526; Pettit, S. y col (1991) J. Biol. Chem., 266, 14539-14547). La pepsina es la
proteasa tipo para esta clase y representa una proteasa no especifica (Kageyama, T. (2002) Cell. Mol. Life Sci. 59,
288-306). B-secretasa y catepsina D (Aguilar, C. F. y col (1995) Adv. Exp. Med. Biol., 362, 155-166) son proteasas
de la misma clase estructural y tienen una alta especificidad de sustrato. En una variante preferida del enfoque se
usan alineamientos de las secuencias de aminoacidos primarias (Figura 6) para identificar seis tramos de secuencia
mayores de tres aminoacidos que se insertan en las proteasas especificas en comparacién con pepsina y son por lo
tanto regiones determinantes de especificidad potenciales. En una variante adicional del enfoque puede usarse
informacién de la estructura tridimensional de b-secretasa para restringir la selecciéon. De los seis tramos de
secuencia insertados, tres estan especialmente cerca de los restos del sitio activo, concretamente los numeros de
tramo 1, 3 y 4 que son inserciones en catepsina D y beta-secretasa, respectivamente (Figura 5). En una variante
preferida del enfoque, pueden insertarse uno o varios tramos de aminoacidos de longitud y composicién variable en
la secuencia de pepsina en una o mas de las seis posiciones. En una realizacién mas preferida la insercion se
realiza en las posiciones 1, 3 6 4 o cualquier combinacién de las mismas. En otra realizacion preferida se usan
armazones de proteasa distintos de pepsina.

Existen casos en los que una cierta clase estructural no incluye miembros conocidos de alta y baja especificidad.
Esto se ejemplifica por la clase C14 de caspasas que pertenecen a la familia de cisteina proteasa (Rawlings, N.D. &
Barrett, A.J. (1994) Methods Enzymol. 244, 461-486) y que muestran todas alta especificidad para las posiciones P4
a Pi. Por ejemplo, caspasa-1, caspasa-3 y caspasa-9 reconocen las secuencias YVAD? DEVD" o LEHD",
respectivamente. La identificacion de las regiones que difieren entre las caspasas incluirdn las regiones
responsables de las diferencias en especificidad de sustrato (Figuras 7 y 8).
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Finalmente, las proteinas no enzimaticas del mismo pliegue que el armazén enzimatico también pueden contribuir a
la identificacion de sitios de insercion para SDR. Por ejemplo, haptoglobina (Arcoleo, J. & Greer, J.; (1982) J. Biol.
Chem. 257, 10063-10068) y azurocidina (Almeida, R. y col (1991) Biochem. Biophys. Res Commun. 177, 688-695)
comparten el mismo pliegue de tipo quimiotripsina con todas las proteasas S1. Debido a sustituciones en los restos
del sitio activo estas proteinas no poseen ninguna funcién proteolitica, pero muestran alta homologia con proteasas
activas. Las diferencias entre estas proteinas y las proteasas especificas incluyen regiones que pueden actuar como
sitios de insercion para SDR.

En un cuarto enfoque, se identifican sitios de insercion para SDR experimentalmente por técnicas tales como
cribado de alanina, mutagénesis aleatoria, insercién aleatoria o delecion aleatoria. A diferencia del enfoque
desvelado anteriormente, este enfoque no requiere conocimiento detallado acerca de la estructura tridimensional del
armazoén proteico. En una variante preferida de este enfoque, puede usarse mutagénesis aleatoria de enzimas con
especificidad relativamente alta de la misma clase estructural que el armazon proteico y cribado con respecto a
pérdida de cambio de especificidad para identificar sitios de insercién para SDR en el armazén proteico.

La mutagénesis aleatoria, cribado de alanina, insercion aleatoria o delecién aleatoria se realizan todas en el nivel de
los polinucleétidos que codifica las enzimas. Existe una diversidad de protocolos conocidos en la bibliografia (por
ejemplo, Sambrook, J. F. Fritsch, E.F.; Maniatis, T.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, segunda edicién, 1989,
Nueva York). Por ejemplo, puede conseguirse mutagénesis aleatoria mediante el uso de una polimerasa como se
describe en la patente WO 9218645. De acuerdo con esta patente, el o los genes que codifican la o las proteasas se
amplifican por el uso de una ADN polimerasa con una alta tasa de error 0 en condiciones que aumentan la tasa de
incorporaciones erréneas. Por ejemplo puede emplearse el procedimiento de Cadwell y Joyce (Cadwell, R.C. y
Joyce, G.F., PCR methods. Apl. 2 (1992) 28-33). También pueden emplearse otros procedimientos de mutagénesis
aleatoria tales como, pero sin limitacién, el uso de cepas mutantes, mutagenos quimicos o radiacion UV. Como
alternativa, pueden usarse oligonucledtidos para mutagénesis que sustituyen restos aminoacidicos distribuidos
aleatoriamente con una alanina. Este procedimiento se denomina generalmente mutagénesis de cribado de alanina
(Fersht, A.R. Biochemistry (1989) 8031-8036). Como una alternativa adicional, pueden emplearse modificaciones de
la mutagénesis de cribado de alanina tales como mutagénesis binominal (Gregoret, L.M. y Sauer, R.T. PNAS (1993)
4246-4250) o cribado de alanina combinatoria (Weiss y col, PNAS (2000) 8950-8954).

Para expresar enzimas obtenidas por ingenieria genética, el ADN que codifica tales proteinas obtenidas por
ingenieria genética se liga en un vector de expresion adecuado por técnicas de clonacion molecular convencionales
(por ejemplo, Sambrook, J. F.; Fritsch, E.F.; Maniatis, T.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, segunda edicion,
1989, Nueva York). El vector se introduce en una célula huésped de expresion adecuada que expresa la variante
enzimatica obtenida por ingenieria genética correspondiente. Son huéspedes de expresion particularmente
adecuados huéspedes de expresion bacterianos tales como Escherichia coli o Bacillus subtilis, huéspedes de
expresion de levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris, huéspedes de expresion de
mamiferos tales como las lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO) o rifidon de cria de hamster (BHK),
sistemas de expresion virales tales como bacteriofagos como M13 o Lambda o virus tales como sistema de
expresion de baculovirus. Como una alternativa adicional, pueden usarse sistemas para expresion de proteinas in
vitro. Normalmente, el ADN se liga en un vector de expresion detrds de una secuencia sefial adecuada que conduce
a secrecion de las variantes de enzima al espacio extracelular, permitiendo de este modo la deteccion directa de la
actividad proteasa en el sobrenadante celular. Son secuencias sefial particularmente adecuadas para Escherichia
coli HlyA, para Bacillus subtilis AprE, NprB, Mpr, AmyA, AmyE, Blac, SacB y para S. cerevisiae Barl, Suc2, Mata,
InulA, Ggplp. Como alternativa, las variantes de enzima se expresan intracelularmente y los sustratos se expresan
también intracelularmente. Preferentemente, esto se realiza esencialmente como se ha descrito en la solicitud de
patente WO 0212543, usando un sustrato peptidico de fusion que comprende dos proteinas autofluorescentes
ligadas por la secuencia de aminoacidos sustrato. Como una alternativa adicional, después de expresion intracelular
de las variantes de enzima o secrecion al espacio periplasmico usando secuencias sefial tales como DsbA, PhoA,
PelB, OmpA, OmpT o glll para Escherichia coli, una etapa de permeabilizacion o lisis libera las variantes de enzima
al sobrenadante. La destruccién de la barrera de membrana puede forzarse mediante el uso de medios mecanicos
tales como ultrasonidos, prensa francesa o el uso de enzimas que digieren la membrana tales como lisozima. Como
otra alternativa adicional, los genes que codifican las variantes de enzima se expresan sin células mediante el uso
de un sistema de expresion sin células adecuado. Por ejemplo, el extracto S30 de células de Escherichia coli se usa
para este fin como se describe en Lesly y col (Methods in Molecular Biology 37 (1995) 265-278).

El conjunto de variantes génicas generado y expresado por cualquiera de los procedimientos anteriores se analiza
con respecto a su afinidad, especificidad de sustrato o actividad por ensayo apropiado y procedimientos de cribado
como se describe en detalle por ejemplo en la solicitud de patente PCT/EP03/04864. Se analizan genes de variantes
cataliticamente activas que tienen especificidad reducida en comparacion con la enzima original por secuenciacion.
Los sitios en los que se producen mutaciones, inserciones y/o deleciones son sitios de insercion preferidos en los
que pueden insertarse SDR de forma especifica de sitio.

En una segunda realizacion, la o las secuencias peptidicas parcial o completamente aleatorias se insertan en sitios
aleatorios en el armazén proteico. Esta modificacién se realiza habitualmente en el nivel de polinucleétidos, es decir
insertando secuencias de nucleétidos en el gen que codifica el armazén proteico. Estan disponibles varios
procedimientos que permiten la insercion aleatoria de secuencias de nucleoétidos. Los sistemas que pueden usarse
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para insercién aleatoria son por ejemplo sistemas basados en ligacion (Murakami y col. Nature Biotechnology 20
(2002) 76-81), sistemas basados en polimerizacion de ADN y sistemas basados en transposones (por ejemplo,
sistema de mutagénesis GPS-M™, NEB Biolabs; sistema de generacién de mutaciones MGS™, Finnzymes). Los
procedimientos basados en transpos6n emplean una inserciébn mediada por transposasa de un gen marcado
seleccionable que contiene en sus extremos secuencias de reconocimiento para la transposasa asi como dos sitios
para una endonucleasa de restriccion de corte poco habitual. Usando la segunda endonucleasa habitualmente se
libera el marcador de seleccion y después de la religacion se obtiene una insercion. En lugar de realizar la religacion
se puede insertar como alternativa un fragmento que tiene secuencias de reconocimiento terminales para una o dos
endonucleasas de restriccion de corte exterior asi como un marcador seleccionable. Después de la ligacion, se
libera este fragmento usando la o las dos endonucleasas de corte exterior. Después de crear extremos romos por
procedimientos convencionales se insertan fragmentos aleatorios de extremos romos en posiciones aleatorias en el
gen.

En una realizacion referida adicional, se usan procedimientos para recombinacién in vitro homéloga para combinar
las mutaciones introducidas por los procedimientos anteriormente mencionados para generar poblaciones de
enzima. Son ejemplos de procedimientos que pueden aplicarse la Reaccién en Cadena de Recombinacion (RCR) de
acuerdo con la Solicitud de Patente WO 0134835, el procedimiento de Barajado de ADN de acuerdo con la Solicitud
de Patente WO 9522625, el procedimiento de Extension Escalonada de acuerdo con la Patente WO 9842728, o la
recombinacion de Cebadores Aleatorios de acuerdo con la Solicitud de Patente W09842728. Ademas, también
pueden aplicarse procedimientos para recombinacién no homodloga tales como el procedimiento de ltchy
(Ostermeier, M. y col. Nature Biotechnology 17 (1999) 1205-1209).

Tras insercion aleatoria de una secuencia de nucleétidos en el armazén proteico se obtiene una biblioteca de
diferentes genes que codifican variantes de enzima. La biblioteca polinucleotidica se transfiere posteriormente a un
vector de expresion apropiado. Tras la expresion en un huésped adecuado o mediante el uso de un sistema de
expresion in vitro, se obtiene una biblioteca de enzimas que contienen tramos de aminoacidos insertados de forma
aleatoria.

De acuerdo con la etapa (b) de este tercer aspecto, se insertan una 0 mas secuencias peptidicas completa o
parcialmente aleatorias en el armazon proteico. EI niumero real de tales SDR insertadas se determina por la
especificidad cuantitativa pretendida que sigue la relacion: cuanto mayor sea la especificidad pretendida mas SDR
se insertan. Mientras que una SDR sencilla permite la generacion de enzimas moderadamente especificas, dos SDR
permiten ya la generacion de enzimas significativamente especificas. Sin embargo, pueden insertarse hasta seis y
mas SDR en un armazo6n proteico. Una relacion similar es valida para la longitud de las SDR: cuanto mayor sea la
especificidad pretendida, mas largas seran las SDR que deban insertarse. Las SDR pueden ser tan cortas como de
uno a cuatro restos aminoacidicos. Pueden, sin embargo, también ser tan largas como 50 restos aminoacidicos.
Puede generarse ya especificidad significativa mediante el uso de SDR de una longitud de cuatro a seis restos
aminoacidicos.

Las secuencias peptidicas que se insertan pueden ser completa o parcialmente aleatorias. En este contexto,
completamente aleatorias significa que se inserta un conjunto de secuencias en paralelo que incluye secuencias que
difieren entre si en todas y cada una de las posiciones. Parcialmente aleatorias significa que se inserta un conjunto
de secuencias en paralelo que incluye secuencias que difieren entre si en al menos una posicion. Esta diferencia
puede ser por pares 0 con respecto a una secuencia sencilla. Por ejemplo, con respecto a una insercion de la
longitud de cuatro aminoacidos, parcialmente aleatorio puede ser un conjunto (i) que incluye AGGG, GVGG, GGLG,
GGGl, o (i) que incluye AGGG, VGGG, LGGG y IGGG. Como alternativa, las secuencias aleatorias también
comprenden secuencias que difieren entre si en la longitud. La seleccién aleatoria de las secuencias peptidicas se
consigue seleccionando aleatoriamente las secuencias de nucle6tidos que se insertan en el gen en los sitios
respectivos. De este modo, la seleccién aleatoria puede conseguirse empleando mezclas de bases nitrogenadas
como mondmeros durante la sintesis quimica de los oligonucledtidos. Una mezcla particularmente preferida de
monomeros para un codén completamente aleatorio que ademas minimiza la probabilidad de codones de parada es
NN(GTC). Como alternativa, pueden obtenerse oligonucleétidos aleatorios por fragmentacién de ADN en fragmentos
cortos que se insertan en el gen en los sitios respectivos. La fuente del ADN a fragmentar puede ser un
oligonucleétido sintético pero como alternativa puede originarse de genes clonados, ADNc o ADN gendmico.
Preferentemente, el ADN es un gen que codifica una enzima. La fragmentacién puede, por ejemplo, conseguirse por
digestion endonucleolitica aleatoria de ADN. Preferentemente, se emplea una endonucleasa no especifica tal como
ADNasa | (por ejemplo de pancreas bovino) para la digestion endonucleolitica.

Si las etapas (a) - (c) del procedimiento se repiten de forma ciclica, existen diferentes alternativas para obtener
secuencias peptidicas aleatorias que se insertan en ciclos consecutivos. Preferentemente, las SDR que se identificd
en un ciclo que conducian a especificidad aumentada de enzima se usan como moldes para las secuencias
peptidicas aleatorias que se insertan en el ciclo siguiente.

En una alternativa preferida, las secuencias seleccionadas en un ciclo se analizan y se generan oligonucleétidos
seleccionados de forma aleatoria basandose en estas secuencias. Esto puede, por ejemplo, conseguirse usando
ademas del nucledtido original con un cierto porcentaje de mezclas de los otros tres monémeros nucleotidicos en
cada posicion en la sintesis de oligonucleétido. Si, por ejemplo, en un primer ciclo se identifica una SDR que tiene la
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secuencia de aminoacidos ARLT, por ejemplo, codificada por la secuencia de nucleétidos GCG CGC CTT ACC, una
secuencia peptidica aleatoria insertada en este sitio de SDR podria codificarse por un oligonucleétido con G 70 %, A
10 %, T 10 % y C 10 % en la primera posicion, C 70 %, G 10 %, T 10 % y A 10 % en la segunda posicion, etc. Esto
conduce en cada posicién aproximadamente en uno de cada tres casos al aminoacido molde y en dos de cada tres
casos a otro aminoacido.

En otra alternativa preferida, las secuencias seleccionadas en un ciclo se analizan y se genera una biblioteca
consenso basandose en estas secuencias. Esto puede, por ejemplo, conseguirse usando mezclas definidas de
nucleétidos en cada posicion en la sintesis de oligonucleétidos de modo que conduzca a mezclas de los restos
aminoacidicos que se identificaron en cada posicion de la SDR seleccionada en el ciclo anterior. Si, por ejemplo, en
un primer ciclo se identifican dos SDR que tienen las secuencias de aminoacidos ARLT y VPGS, una biblioteca
consenso insertada en ese sitio SDR en el siguiente ciclo podria codificarse por un oligonucleétido con la secuencia
G(CIT)G C(G/C)C (GIT)(GIT)G (AIT)CC. Esto corresponderia a la secuencia peptidica aleatoria
(A/V)(R/P)(LIGIVIW)(TIS), permitiendo de este modo todas las combinaciones de los restos aminoacidicos
identificados en el primer ciclo y, debido a la degeneracion del codigo genético, permitiendo ademas en menor grado
restos aminoacidicos alternativos en algunas posiciones.

En otra alternativa preferida, estas secuencias seleccionadas en un ciclo se recombinan, sin analisis previo, usando
procedimientos para la recombinacion in vitro de polinucleétidos, tales como los procedimientos descritos en el
documento WO 01/34835 (lo siguiente también proporciona detalles del octavo y noveno aspecto).

Después de la insercién de las secuencias parcial o completamente aleatorias en el gen que codifica la proteina de
armazoén y con el tiempo la ligacion del gen resultante en un vector de expresién adecuado usando técnicas de
clonacién molecular convencionales (Sambrook, J.F; Fritsch, E.F.; Maniatis, T.; Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Segunda Edicion, 1989, Nueva York), el vector se introduce en una célula huésped de expresion adecuada que
expresa la variante enzimatica correspondiente. Son huéspedes de expresion particularmente adecuados los
huéspedes de expresion bacterianos tales como Escherichia coli o Bacillus subtilis, huéspedes de expresion de
levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris, huéspedes de expresién de mamiferos tales
como lineas celulares de Ovario de Hamster Chino (CHO) o Rifiéon de Cria de Hamster (BHK), sistemas de
expresion viral tales como bacteriéfagos como fago M13T7 o Lambda o virus tales como el sistema de expresion de
Baculovirus. Como una alternativa adicional, pueden usarse sistemas para expresién proteica in vitro. Normalmente
el ASDN se liga en un vector de expresion detras de una secuencia sefial adecuada que conduce a secrecion de las
variantes enzimaticas al espacio intracelular, permitiendo de este modo la deteccion directa de actividad enzimatica
en el sobrenadante celular. Son secuencias sefial particularmente adecuadas para Escherichia coli ompA, pelB,
HIyA, para Bacillus subtilis AprE, NprB, Mpr, AmyA, AmyE, Blac, SacB, y para S. cerevisiae Barl, Suc2, Mata,
InulA, Ggplp. Como alternativa, las variantes de enzima se expresan intracelularmente y los sustratos se expresan
también intracelularmente. De acuerdo con variantes de proteasa esto se realiza esencialmente como se describe
en la Solicitud de Patente WO 0212543, usando un sustrato peptidico de fusion que comprende dos proteinas auto-
fluorescentes ligadas por la secuencia de aminoacidos sustrato. Como una alternativa adicional, después de la
expresion intracelular de las variantes de enzima o secrecion al espacio periplasmico usando secuencias sefial tales
como DsbA, PhoA, PelB, OmpA, OmpT o glll para Escherichia coli, una etapa de permeabilizacion o lisis libera las
variantes de enzima al sobrenadante. La destruccién de la barrera de membrana puede forzarse por el uso de
medios mecanicos tales como ultrasonidos, prensa Francesa o el uso de enzimas de digestién de membrana tales
como lisozima. Como otra alternativa adicional, los genes que codifican las variantes enzimaticas se expresan sin
células mediante el uso de un sistema de expresién sin células adecuado. Por ejemplo, el extracto S30 de células de
Escherichia coli se usa para este fin como se describe en Lesly y col. (Methods in Molecular Biology 37 (1995) 265-
278).

Después de la introduccion del vector en células huésped, estas células se criban con respecto a la expresion de
enzimas con especificidad para el sustrato diana pretendido. Dicho cribado se realiza normalmente separando las
células entre si, para permitir la correlacién de genotipo y fenotipo y ensayando la actividad de cada clon celular
después de un periodo de crecimiento y expresion. Dicha separacion puede por ejemplo realizarse por distribucién
de las células en los compartimentos de vehiculos de muestras, por ejemplo como se describe en el documento WO
01/24933. Como alternativa, las células se separan sembrando en estrias en placas de agar, incluyendo en un
polimero tal como agarosa, llenando capilares o por procedimientos similares.

La identificacion de variantes con la especificidad pretendida puede realizarse por diferentes enfoques. En el caso
de proteasas, preferentemente se emplean ensayos que usan sustratos peptidicos esencialmente como se describe
en el documento PCT/EP03/04864.

Independientemente del formato de expresion, la seleccion de variantes de enzima se realiza en condiciones que
permiten la identificacion de enzimas que reconocen y convierten la secuencia diana preferentemente. Como una
primera alternativa, se identifican enzimas que reconocen y convierten al secuencia diana preferentemente por
cribado con respecto a enzimas con una alta afinidad para la secuencia sustrato diana. La alta afinidad corresponde
a una baja Ky que se selecciona cribando a concentraciones de sustrato diana sustancialmente por debajo de la Ky
de la primera enzima. Preferentemente, los sustratos que se usan estan ligados a uno o mas fluoréforos que permite
la deteccién de la modificacién del sustrato en concentraciones por debajo de 10 uM, preferentemente por debajo de
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1 uM, mas preferentemente por debajo de 100 nM y mas preferentemente por debajo de 10 nM.

Como una segunda alternativa, se identifican enzimas que reconocen y convierten el sustrato diana preferentemente
empleando dos o0 mas sustratos en el ensayo y cribando con respecto a actividad en estos dos 0 mas sustratos en
comparacion. Preferentemente, los dos o mas sustratos empleados estan ligados a diferentes moléculas
marcadoras, permitiendo de este modo la deteccion de la modificacion de los dos 0 mas sustratos consecutivamente
0 en paralelo. En caso de proteasas, particularmente preferentemente se emplean dos sustratos peptidicos, un
sustrato peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de forma arbitraria o incluso parcial o
completamente aleatoria permitiendo de este modo controlar la actividad en un sustrato arbitrario y teniendo el otro
sustrato peptidico una secuencia de aminoacidos idéntica 0 semejante a la secuencia sustrato diana pretendida
permitiendo de este modo controlar la actividad en el sustrato diana. Especialmente preferentemente, estos dos
sustratos peptidicos estan ligados a moléculas marcadoras fluorescentes y las propiedades fluorescentes de los dos
sustratos peptidicos son suficientemente diferentes para distinguir ambas actividades cuando se miden
consecutivamente o en paralelo. Por ejemplo, puede usarse una proteina de fusion que comprende una primera
proteina auto-fluorescente, un péptido y una segunda proteina auto-fluorescente de acuerdo con la Solicitud de
Patente WO 0212543 para este fin. Como alternativa, se ligan quimicamente fluoréforos tales como rodaminas a los
sustratos peptidicos.

Como una tercera alternativa, se identifican enzimas que reconocen y convierten un sustrato diana preferentemente
empleando uno o mas sustratos que se asemejan al sustrato diana junto con sustratos que compiten en alto exceso.
Se realiza después cribado con respecto a actividad en los sustratos que se asemejan a sustrato diana en presencia
de los sustratos que compiten. Las enzimas que tiene una especificidad que corresponde cualitativamente a la
especificidad diana, pero que tienen solamente una especificidad cuantitativa baja se identifican como muestras
negativas en un cribado tal, mientras que las enzimas que tienen una especificidad que corresponde cualitativa y
cuantitativamente a la especificidad diana se identifican positivamente. Preferentemente, el o los sustratos que se
asemejan al sustrato diana se ligan a moléculas marcadoras, permitiendo de este modo la deteccion de sus
modificaciones, mientras que los sustratos que compiten no portan moléculas marcadoras. Los sustratos que
compiten tiene secuencias de aminoacidos seleccionadas arbitrariamente o aleatorias, actuando de este modo como
inhibidores competitivos para la hidrélisis de los sustratos que portan marcadores. Por ejemplo, los hidrolizados
proteicos tales como Trypton pueden actuar como sustratos de competicién para enzimas proteoliticas obtenidas por
ingenieria genética.

Como una cuarta alternativa, se identifican y seleccionan enzimas que reconocen y convierten el sustrato diana
preferentemente por una etapa de seleccion acoplada a amplificacion o acoplada a crecimiento. Ademas, la
actividad puede medirse intracelularmente y la seleccion puede realizarse por un clasificador celular, tal como un
clasificador celular activado por fluorescencia.

Como una alternativa adicional, se identifican enzimas que reconocen y convierten el sustrato diana seleccionando
primero enzimas que se unen preferentemente al sustrato diana y en segundo lugar seleccionando de este subgrupo
de variantes de enzima las enzimas que convierten el sustrato diana. La seleccién de enzimas que se unen
preferentemente al sustrato diana puede realizarse por seleccion de agentes de unién al sustrato diana o por el
contrario seleccion de enzimas que se unen a otros sustratos. Se conocen en la técnica procedimientos para la
seleccién de agentes de unién o para la contra seleccion de agentes no de union. Tales procedimientos
normalmente requieren acoplamiento fenotipo-genotipo que puede resolverse usando procedimientos de expresion
de presentacion superficial. Tales procedimientos incluyen, por ejemplo, presentacion de fagos o virus, presentacion
de superficie celular y presentacion in vitro. La presentacion de fagos o viral normalmente implica fusién de la
proteina de interés con una proteina viral/de fago. La presentacion de superficie celular, es decir presentacion de
célula bacteriana de eucariota, normalmente implica fusién de la proteina de interés con un péptido o proteina que
se localiza en la superficie celular. En presentacion in vitro, la proteina se prepara normalmente in vitro y se liga
directa o indirectamente al ARNm que codifica la proteina (documento DE 19646372).

La divulgacién también proporciona una composiciébn o composicion farmacéutica que comprende una 0 mas
enzimas obtenidas por ingenieria genética de acuerdo con el primer aspecto como se ha definido anteriormente en
el presente documento. La composicién puede comprender opcionalmente un vehiculo, excipiente y/o agente
adyuvante aceptable. Las composiciones no farmacéuticas como se define en el presente documento son
composicion de investigacion, composicion nutricional, composicion de limpieza, composiciéon de desinfeccion,
composicion cosmética o composicion para cuidado personal. Ademas, también se proporcionan secuencias de
ADN que codifican la enzima obtenida por ingenieria genética como se ha definido anteriormente en el presente
documento y vectores que contienen dichas secuencias de ADN. Finalmente, también se contemplan células
huésped transformadas (procariotas o eucariotas) u organismos transgénicos que contiene tales secuencias de ADN
y/o vectores, asi como un procedimiento que utiliza tales células huésped o animales transgénicos para producir la
enzima obtenida por ingenieria genética del primer aspecto.

Descripcion detallada de las figuras

Figura 1: Estructura tridimensional de tripsina humana | con los restos de sitio activo mostrados en representacion
de “bolas y varillas” e indicando las reacciones marcadas sitios de insercion de SDR potenciales.
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Figura 2: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos primarias de las proteasa humanas tripsina I, alfa-trombina
y enteropeptidasa todas las cuales pertenecen a la clase estructural S1 de la familia de serina proteasa. La tripsina
presenta una proteasa no especifica de esta clase estructural, mientras que alfa-trombina y enteropeptidasa son
proteasas con alta especificidad de sustrato. En comparacion con tripsina se ven varias regiones de inserciones de
tres 0 mas aminoacidos en la secuencia primaria de a-trombina y enteroquinasa. La region marcada con (-1-) y la
region marcada con (-3-) son sitios de insercién de SDR preferidos. En la estructura terciaria de alfa-trombina ambas
regiones estan en las cercanias del sitio de union a sustrato. Estas regiones cumplen por lo tanto dos criterios para
seleccionarse como candidatos para SDR: en primer lugar, representan inserciones en las proteasas especificas en
comparacion con la no especifica y en segundo lugar, estan cerca del sitio de unién de sustrato. Se proporciona la
representacion de la estructura tridimensional en la Figura 3.

Figura 3: Estructura tridimensional de subtilisina mostrandose los restos de sitio activo en representacion de “bolas y
varillas” indicando las regiones numeradas sitios de insercién de SDR potenciales.

Figura 4: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos primarias de subtilisina E, furina , PC1 y PC5 todas las
cuales pertenecen a la clase estructural S8 de la familia de serina proteasa. La subtilisina E representa una proteasa
no especifica de esta clase estructural, mientras que furina, PC1 y PC5 son proteasas con alta especificidad de
sustrato. En comparacion con subtilisina se ven varias regiones de inserciones de tres 0 mas aminodacidos en la
secuencia primaria de furina, PC1 y PC5. Las reacciones marcadas con (-4-), (-5-), (-7-), (-9-) y (-11-) son sitios de
insercidon de SDR preferidos. Estos tramos de regidon cumplen dos criterios para seleccionarse como candidatos para
SDR: en primer lugar, representan inserciones en las proteasas especificas en comparacion con la no especifica y,
en segundo lugar, estan cerca de los restos del sitio activo.

Figura 5: Estructura tridimensional de beta-secretasa mostrandose los restos de sitio activo en representacion de
“bolas y varillas” e indicando las regiones numeradas sitios de insercion de SDR potenciales.

Figura 6: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos primarias de pepsina, b-secretasa y catepsina D, todas las
cuales pertenecen a la clase estructural Al de la familia de proteasa aspartica. La pepsina representa una proteasa
no especifica de esta clase estructural, mientras que b-secretasa y catepsina D son proteasas con alta especificidad
de sustrato. En comparacién con pepsina se ven varias regiones de inserciones de tres 0 mas aminoacidos en la
secuencia primaria de b-secretasa y catepsina D. las regiones marcadas con -1- a -11- corresponden a posibles
sitios de combinacion de SDR y también estan marcados en la Figura S.

Figura 7: llustra la estructura tridimensional de caspasa 7 mostrandose los restos del sitio activo en representacion
de “bolas y varillas” e indicando las regiones numeradas sitios de insercion de SDR potenciales.

Figura 8: Muestra la secuencia de aminoacidos primarios de caspasa 7 como un miembro de la familia de cisteina
proteasa de clase C14 (véase también SEC ID N°: 14).

Figura 9: Representacion esquematica del procedimiento de acuerdo con el tercer aspecto.

Figura 10: Andlisis de transferencia de Western de expresién de tripsina. El sobrenadante de cultivos celulares que
expresan variantes de tripsina se compara con controles negativos. Carril 1: patréon de peso molecular; carril 2:
control negativo; carril 3: sobrenadante de variante a; carril 4: control negativo; carril 5: sobrenadante de variante b.
Se usé un anticuerpo primario especifico para la proteina expresada y un anticuerpo secundario para generacion de
la sefal.

Figura 11: Curso temporal de la escision proteolitica de un sustrato diana. El sobrenadante de células que contienen
el vector con el gen para tripsina humana y el de células que contienen el vector sin el gen se incub6 con el sustrato
peptidico descrito en el texto. La escision del péptido dio como resultado una disminucién del valor de lectura. La
actividad proteolitica se confirma para el clon positivo.

Figura 12: Actividad relativa de tres enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética en comparacién con
tripsina humana | en dos sustratos peptidicos diferentes. Se realizé un ciclo temporal de la digestion proteolitica de
los dos sustratos y se evalud. Se us0 sustrato B para el cribado y el sustrato A es una secuencia cercanamente
relacionada. La actividad relativa de las tres variantes se normalizé a la actividad de tripsina humana I. La variante 1
y 2 claramente muestran aumento de la especificidad hacia el sustrato diana. La variante 3, por otro lado sirve como
control negativo con actividades similares a la tripsina | humana.

Figura 13: Especificidades relativas de tripsina y variantes de enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética
con una o dos SDR, respectivamente. La actividad de las proteasas se determind en presencia y ausencia del
sustrato competidor, es decir peptona a una concentracion de 10 mg/ml. Los ciclos temporales para la escisién
proteolitica se registraron y se determinaron las constantes de tiempo k. las relaciones entre las constantes de
tiempo con y sin competidor se formaron y representan una medida cuantitativa para especificidad de la proteasa.
Las relaciones se normalizaron a tripsina. La especificidad de la variante que contenia dos SDR es 2,5 veces mayor
gue la de la variante con SDR2 solamente.

Figura 14: Muestra las especificidades relativas de variantes de proteasa en ausencia y presencia de sustrato
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competidor. Las variantes de proteasa que contiene dos insertos con diferentes secuencias y la tripsina humana | de
armazén no modificado se expresaron en un huésped adecuado. La actividad de las variantes de proteasa se
determiné como la velocidad de escision de un péptido con la secuencia diana deseada de TNF-alfa en ausencia y
presencia de sustrato competidor. La especificidad se expresa como la relacion de velocidades de escision en
presencia o ausencia de competidor.

Figura 15: La figura muestra la reduccion de citotoxicidad inducida por TNF-alfa humano cuando se incuba el TNF-
alfa humano con sobrenadante concentrado de cultivos que expresan las enzimas proteoliticas obtenidas por
ingenieria genética que son especificas para TNF-alfa humano. Esto indica la eficacia de las enzimas proteoliticas
obtenidas por ingenieria genética.

Figura 16: La figura muestra la reduccion de citotoxicidad inducida por TNF-alfa humano cuando se incuba el TNF-
alfa humano con diferentes concentraciones de enzima proteolitica obtenida por ingenieria genética purificada que
es especifica para TNF-alfa humano. La variante G comprende SEC ID N°: 72 como SDR1 y SEC ID N° 73 como
SDR2. Esto indica la eficacia de las enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética.

Figura 17: La figura compara la actividad de enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética que son
especificas para TNF-alfa humano con la actividad de tripsina humana | en dos sustratos proteicos: (a) TNF-alfa
humano; (b) mezcla de proteinas de suero humano. Esto indica la seguridad de las enzimas proteoliticas obtenidas
por ingenieria genética. La variante x corresponde a SEC ID N°: 75 que comprende las SDR de acuerdo con SEC ID
N° 89 (SDR1) y 95 (SDR2). Las variantes xi y xii corresponden a derivados de la misma que comprende las mismas
secuencias de SDR.

Figura 18: Hidrolisis especifica de VEGF humano por una enzima proteolitica obtenida por ingenieria genética
derivada de tripsina humana.

Ejemplos

En los siguientes ejemplos, se proporcionan materiales y procedimientos de la presente invencion incluyendo la
determinacién de propiedades cataliticas de enzimas obtenidas por el procedimiento. Deberia entenderse que estos
ejemplos son para fines ilustrativos solamente y no deben interpretarse como limitantes de la presente invencion de
ninguna manera.

En los ejemplos experimentales descritos posteriormente, se usaron técnicas convencionales de tecnologia de ADN
recombinante que se han descrito en diversas publicaciones, por ejemplo Sambrook y col. (1989), Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, o Ausubel y col. (1987), Current Protocols in
Molecular Biology 1987-1988, Wiley Interscience. A no ser que se indique de otro modo, las enzimas de restriccion,
polimerasas y otras enzimas asi como kits de purificacion de ADN se usaron de acuerdo con las especificaciones de
los fabricantes.

Ejemplo I: Identificacién de sitios de SDR en tripsina humana

Se han identificado sitios de insercién para SDR en la serina proteasa tripsina humana | (clase estructural S1) por
comparacion con miembros de la misma clase estructural que tienen una mayor especificidad de secuencia. La
tripsina representa un miembro con especificidad de sustrato baja, puesto que requiere solamente un resto de
arginina o lisina en la posicion Pi. Por otro lado, la trombina, activador de plasminégeno de tipo tisular o
enteroquinasa tiene todas una alta especificidad para sus secuencias sustrato, es decir (L/I/V/IF)XPR"NA,
CPGRMNVVGG y DDDK", respectivamente. Las secuencias primarias y estructuras terciarias de estas y adicionales
serina proteasa S1 se han alineado para determinar regiones de baja y alta homologia de secuencia y estructura y
especialmente regiones que corresponden a inserciones en las secuencias de las proteasas mas especificas (Figura
2). Se han identificado varias regiones de inserciones iguales 0 mayores de tres aminoacidos que representan sitios
de SDR potenciales como se indica en la Figura 1. Estas regiones se seleccionaron como sitios diana para la
insercién de SDR en los ejemplos posteriores, por ejemplo SDR1 (regién 1 en la Figura 2, después del aminoacido
42 de acuerdo con SEC ID N°: 1) con una longitud de 6 y SDR2 (regién 3 en la Figura 2, después del aminoacido
123 de acuerdo con SEC ID N°: 1) con una longitud de 5 aminoéacidos, respectivamente.

Ejemplo 1l: Clonacién molecular del gen de tripsina humana | para usarlo como proteina de armazén y expresién de
la proteasa madura en B. subtilis

El gen que codifica la proteasa no especifica tripsinégeno humano | se cloné en el vector pUC18. La clonacion se
realiz6 como sigue: la secuencia codificante de la proteina se codificd por PCR usando cebadores que introdujeron
un sitio Kpnl en el extremo 5’ y un sitio BamHI en el extremo 3'. Este fragmento de PCR se cloné en los sitios
apropiados del vector pUC18. La identidad se confirmé por secuenciacién. Después de secuenciar la secuencia
codificante de la proteina madura se amplificé por PCR usando cebadores que introdujeron diferentes sitios Bgll en
el extremo 5’ y el extremo 3'. Este fragmento de PCR se cloné en los sitios apropiados de un vector lanzadera de E.
coli - B. subtilis. El vector contiene un origen pMB1 para la amplificaciéon en E. coli, un marcador de resistencia a
neomicina para seleccién en E. coli asi como un promotor P43 para la expresion constitutiva en B. subtilis. Se
introdujo un fragmento de 87 pb que contiene la secuencia lider que codifica el péptido sefial del gen sacB de B.
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subtilis detras del promotor P43. Diferentes sitios de restriccion Bgll actian como sitios de insercién para que se
expresen genes heterélogos.

La expresion de tripsina humana | se confirmé por medicién de la actividad proteolitica en sobrenadante de células
gue contiene el vector con el gen en comparacién con un control negativo. Se seleccion6 un péptido que incluia un
sitio de escision de arginina como un sustrato. El péptido se biotinilé en el extremo N-terminal y se marcé con un
fluoréforo en el extremo C-terminal. Después de incubacion del péptido con sobrenadante de cultivo se afiadié
estreptavidina. El péptido no escindido se asocia con estreptavidina y conduce a un alto valor de lectura mientras
que la escision da como resultado bajos valores de lectura. La Figura 11 muestra el ciclo temporal de una digestién
proteolitica de células B. subtilis que contiene el vector con el gen de tripsina | en comparacién con células de B.
subtilis que contiene el vector sin el gen de tripsina | (control negativo). Como confirmacién adicional de la expresién
de la proteasa, se analizaron los sobrenadantes de células que contenian el vector con el gen y células de control
por electroforesis en gel de poliacrilamida y posterior transferencia de Western usando un anticuerpo especifico para
la proteasa diana. El procedimiento se realiz6 de acuerdo con procedimientos convencionales (Sambrook, J.F;
Fritsch, E.F.; Maniatis,T.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Segunda edicion, 1989, Nueva York). La Figura 8
confirma la expresion de la proteina solamente en las células que albergan el vector con el gen para tripsina.

Ejemplo Ill: Proporcionar una proteina de armazén

En este ejemplo, la tripsina humana | se us6 como la proteina de armazon. El gen se usé en su forma natural o,
como alternativa, se modific6 para dar como resultado una proteina de armazén con actividad catalitica aumentada
0 caracteristicas mejoradas adicionales.

La modificacion se realizd por modificacion aleatoria del gen, seguido de expresion de la enzima y posterior
seleccién con respecto a actividad aumentada. En primer lugar, el gen se amplificé por PCR en condiciones
propensas a errores, esencialmente como se describe en Cadwell, R.C y Joyce, G.F. (PCR Methods Appl. 2 (1992)
28-33). Se realiz6 PCR propensa errores usando 30 pmol de cada cebador, 20 nmol de dGTP y dATP, 100 nmol de
dCTP y dTTP, 20 fmol de molde y 5 U de ADN polimerasa Tag en Tris HCI 10 mM pH 7,6, KCI 50 mM, MgCl, 7 mM,
MnCl; 0,5 mM, gelatina 0,01 % durante 20 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 65 °C y 1 min a 72 °C. La biblioteca de
ADN resultante se purific6 usando el Kit de Purificacion de PCR Qiaquick siguiendo las instrucciones de los
proveedores. El producto de PCR se digiri6 con la enzima de restriccion Bgll y se purific6. A continuacion, el
producto de PCR se ligé en el vector lanzadera E. coli - B. subtilis descrito anteriormente que se digirié con Bgll y se
desfosforil6. Los productos de ligacion se transformaron en E. coli, se amplificaron en LB y los plasmidos se
purificaron usando el Kit de Purificacion de plasmidos Qiagen siguiendo las instrucciones de los proveedores. Los
plasmidos resultantes se transformaron en células B. subtilis.

Como alternativa, o0 ademas de la mutagénesis aleatoria, las variantes del gen se recombinaron estadisticamente en
posiciones homélogas mediante el uso de reaccién en cadena de recombinacion, esencialmente como se describe
en el documento WO 0134935. Los productos de PCR de los genes que codifican las variantes de proteasa se
purificaron usando el Kit de Purificacion de PCR QIAquick siguiendo las instrucciones de los proveedores, se
comprobaron con respecto a tamafio correcto mediante electroforesis en gel de agarosa y se mezclaron entre si en
cantidades equimolares. Se calentaron 80 ug de esta mezcla de PCR en TrisHCI 150 mM, pH 7,6, MgCl, 6,6 mM
durante 5 min a 94 °C y se enfrié posteriormente hasta 37 € a 0,05 °C/s para rehibridar las cadenas y producir de
este modo heterodUplex de una manera estocastica. Después se afiadieron 2,5 U de Exonucleasa Ill por ug de ADN
y se incub6 durante 20, 40 o 60 min a 37 °C para digerir diferentes longitudes de ambos extremos 3’ de los
heteroduplex. Los productos de PCR parcialmente digeridos se recargaron con 0,6 U de Pfu polimerasa por ug de
ADN incubando durante 15 minutos a 72 °C en dNTP 0,17 mM y tampén de Pfu polimerasa de acuerdo con las
instrucciones de los proveedores. Después de realizar un ciclo de PCR sencillo, el ADN resultante se purificé usando
el Kit de Purificacion de PCR QIAquick siguiendo las instrucciones de los proveedores, se digirié con Bgll y se ligd
en el vector linealizado. Los productos de ligacién se transformaron en E. coli, se amplificaron en LB que contenia
ampicilina como marcador y los plasmidos se purificaron usando el Kit de Purificacion de Plasmidos Qiagen
siguiendo las instrucciones de los proveedores. Los plasmidos resultantes se transformaron en células de B. subtilis.

Ejemplo IV: Insercién de SDR en el armazén proteico de tripsina humana | y generacion de una enzima proteolitica
obtenida por ingenieria genética con especificidad para un sustrato peptidico que tiene la secuencia
KKWLGRVPGGPV

Para crear sitios de insercion para SDR en tripsina humana | se introdujeron dos pares de sitios de restriccion
diferentes en el gen en sitios que se identificaron como sitios de SDR potenciales (véase Ejemplo | anterior) sin
cambiar la secuencia de aminoacidos. La insercion de los sitios de restriccion se realizé por PCR de extension de
solapamiento. Se usaron los cebadores restrl y restr2 para la introduccion de los sitios de restriccion Sacll y BamHl,
se usaron restr3 y restr4 para la introduccion de los sitios de restriccion Kpnl y Nhel. Las secuencias de los
cebadores fueron las siguientes:

Sitio de union para restrl y restr2 y la secuencia de aminoacidos correspondiente (SEC ID N°: 54):

5-GGTGGTATCAGCAG GCCACTGCTACAAGTCCCCGCATCC AGGT-3’
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vV VS A G H C Y K S R I Q
Cebador directo restrl (SEC ID N°: 56):
5-GGTGGTATCCGCGGGCCACTGCTACAAGTCCCGGATCCAGGT-3
Cebador inverso restr2 (SEC ID N°: 57):
5-ACCTGGATCCGGGACTTGTAGCAGTGGCCCGCGGATACCACC-3
Sitio de union para restr3 y restr4 y la secuencia de aminoacidos correspondiente (SEC ID N°: 58):
5'-CCACTGGCACGAAGTGCCTCATCTCTGGCTGGGGCAACACTGCGAGCTCT-3’
T 6 T K C L I S G W G N T A S S
Cebador directo restr3 (SEC ID N°: 60):
5'-CCACTGGCACGAAGTGCCTCATCTCTGGCTGGGGCAACACTGCGAGCTCT-3’
Cebador inverso restr4 (SEC ID N°: 61):
5-AGAGCTAGCAGTGTTGCCCCAGCCAGAGATGAGGCACTTGGTACCAGTGG-3’

En una primera PCR de extension de solapamiento, se introdujeron los sitios Sacll/BamHI permitiendo insertar
SDR1 y en una segunda PCR de extension de solapamiento los sitios Kpnl/Nhel permitiendo la insercion de SDR2.
El producto de la PCR de extension de solapamiento se amplificé usando los cebadores pUC directo y pUC inverso.
Las secuencias de pUC directo y pUC inverso son las siguientes:

pUC directo (SEC ID N°: 62): 5-GGGGTACCCCACCACCATGAATCCACTCCT-3’
pUC inverso (SEC ID N°: 63): 5-CGGGATCCGGTATAGAGACTGAAGAGATAC-3’

Los sitios de restriccion generados de este modo se usaron posteriormente para insertar oligonucleétidos definidos o
aleatorios en los sitios de insercion SDR1 SDR2 por procedimientos de restriccion y ligacién convencionales.
Normalmente, se hibridaron dos oligonucleétidos 5'-fosforilados sintéticos complementarios y se ligaron en un vector
gue portaba el gen de tripsina humana | modificado que se escindio con las enzimas de restriccion respectivas. Se
insertaron oligonucledtidos que codificaban SDR1 mediante los sitios Sacll/BamHI mientras que se insertaron
oligonucleétidos que codificaban SDR2 mediante los sitios Kpnl/Nhel. Para cada insercion se usé un par de
oligonucleétidos de acuerdo con las secuencias generales siguientes (indicando [P] fosforilacion 5, indicando N y X
cualquier resto nucleotidico o aminoacidico, respectivamente):

oligox-SDR1f (SEC ID N°: 64):
5'-[P]-GGGCCACTGCTACNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAGTCCCG-3’

oligox-SDR1r (SEC ID N°: 66):
3'-CGCCCGGTGACGATGNNNNNNNNNNNNNNNNNN TTCAGGGCCTAG-[P]-5’

G H C Y X X X X X X K S

oligox-SDR2f (SED ID N°: 67):
5'-[P]-CAAGTGCCTCATCTCTGGCTGGGGCAACNNNNNNNNNNNNNNNACTG-3’

oligox-SDR2r (SEC ID N°: 69)-.
3-CATGGTTCACGGAGTAGAGACCGACCCCGTTGNNNNNNNNNNNNNNN TGACGATC-[P]-5’

K ¢ L I 8§ G W G N X X X X X T

Como alternativa al procedimiento anterior, se usé un procedimiento basado en PCR para la integracion de
secuencias aleatorias en los sitios de insercion de SDR1 y SDR2 en la tripsina humana modificada 1. Para cada
SDR, se us6 un cebador en el que la regiébn SDR se ha seleccionado de forma completamente aleatoria. Las
secuencias de los cebadores fueron las siguientes (N = A/C/G/T, B = C/G/T, V = AIC/G):

Cebador SDR1-mutnnb-directo (SEC ID N°: 70):
5-TGGTATCCGCGGGCCACTGCTACNNBNNBNNBNNBNNBNNBAAGTCCCGGATCCAGGTG-3’
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Cebador SDR2-mutnnb-inverso (SEC ID N°: 71):
5-GGCGCCAGAGCTAGCAGTVNNVNNVNNVNNVNNGTTGCCCCAGCCAGAGATG-3

El codon NNB o VNN en la hebra inversa, permite que se realicen los 20 aminoacidos pero reduce la probabilidad de
codificar un codon de parada de 0,047 a 0,021.

Como una alternativa adicional, después de la identificacion de SDR que conducen a especificidad aumentada,
estas SDR se usaron como moldes para seleccion aleatoria adicional. De este modo, se insertaron secuencias
peptidicas aleatorias que se seleccionaron de forma parcialmente aleatoria en cada posicién y parcialmente
idénticas en cada posicién a la secuencia original.

Como ejemplo, se insertaron secuencias peptidicas aleatorias que tenian en aproximadamente en uno de cada tres
casos el resto aminoacidico del molde y en aproximadamente dos de cada tres casos cualquier otro resto
aminoacidico en cada posicion en los dos sitios de insercion de SDR de la tripsina humana modificada humana I.
Para este fin, se usaron cebadores que contenian en cada posicion de nucleotido de la SDR aproximadamente el 70
% de las bases del molde y el 30 % de una mezcla de las tres otras bases.

Con cada par de cebadores se realizd una PCR en condiciones convencionales usando el gen de tripsina humana |
como molde. El ADN restante se purificé usando el Kit de Purificacion de PCR QIAquick siguiendo las instrucciones
de los proveedores y se digirid6 con Sacll y Nhel. Después de la digestion el ADN se purificd y se ligd en el vector
digerido con Sacll y Nhel y desfosforilado. Los productos de ligacion se transformaron en E. coli, se amplificaron en
LB que contenia el marcador respectivo y los plasmidos se purificaron usando el Kit de Purificacion de Plasmidos
Qiagen siguiendo las instrucciones de los proveedores. Los plasmidos resultantes se transformaron en células de B.
subtilis. Estas células se separaron después a células sencillas, se dejaron crecer a clones y después de la
expresion del gen de proteasa se cribaron con respecto a actividad proteolitica.

Se emplearon los siguientes sustratos para cribado con respecto a actividad proteolitica (SEC ID N°: 76 y 77):

SustratoA |L |[L | W|L|G|R|VIV|G|G|P|V

SustratoB |[K | K | W|L|G|R|VIV|G|G|P|V

Se cribaron variantes de proteasa en el sustrato B a complejidades de 10° variantes por espectroscopia de
fluorescencia confocal. El sustrato fue un péptido biotinilado en el extremo N-terminal y marcado con fluorescencia
en el extremo C-terminal. Después de la incubacion del péptido con sobrenadante de células que expresaban
diferentes variantes de la proteasa, se afiadid estreptavidina y las muestras se analizaron mediante fluorimetria
confocal. La concentracion baja del péptido (20 nM) conduce a escision preferente por proteasas con un alto valor
de kea/Kw, €s decir proteasas con alta especificidad para la secuencia diana.

Se evaluaron adicionalmente variantes seleccionadas en el procedimiento de cribado con respecto a su
especificidad para el sustrato B y el sustrato cercanamente relacionado A midiendo los ciclos temporales de la
digestion proteolitica y determinando las constantes de velocidad que son proporcionales a los valores de Kea/Kwm.
claramente, en comparacion con la tripsina humana que se us6é como proteina de armazén, la actividad especifica
de las variantes 1 y 2 esta desplazada (SEC ID N°: 2 y 3, respectivamente) hacia el sustrato B. La variante 3 (SEC
ID N°: 4), por otro lado, actia como un control negativo con actividades similares a las de tripsina humana 1. La
secuenciacion de los genes de las tres variantes reveld las siguientes secuencias de aminoacidos en las SDR.

Tabla 2: Secuencias de las dos SDR en tres variantes diferentes seleccionadas para hidrolisis especifica de sustrato
B (SEC ID N°: 78-82).

SDR1 SDR2
Tripsina e B e e O A R B A
Variantel |D |A |V |G |R|D|T|I N|S
Variante2 [N |G |R|D |L|E|V|R|G|T|W
Variante3 |G |F [V M |F IN|[R|S|P |L|T

En un experimento adicional se crib6é un grupo de variantes que contenian diferentes nimeros de SDR por gen con
respecto a especificidad aumentada usando una mezcla del sustrato definido y peptona como un sustrato
competidor. Se han analizado adicionalmente las variantes que contienen una o dos SDR por gen. Como una
medida de la especificidad la actividad en el ensayo de escision de péptidos se comparé con y sin la presencia del
sustrato competidor. La concentracion del sustrato competidor fue de 10 mg/ml. En estas condiciones, las proteasas
no especificas muestran, en comparacion con proteasas especificas, una reduccién mas fuerte de la actividad con
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concentraciones de competidor crecientes (intervalo entre 0 y 100 mg/ml). La relacién de actividad proteolitica con y
sin sustrato es una medida cuantitativa de la especificidad de la proteasas. La Figura 9 muestra las actividades
relativas con o sin sustrato competidor. La tripsina humana 1 que se us6 como la proteina de armazén y dos
variantes, una que contenia solamente SDR2 y una que contenia ambas SDR, se compararon. La especificidad de
la variante con ambas SDR es mayor en un factor de 2,5 que la de la variante con SDR2 solamente, lo que confirma
gue existe una relacién directa entre el nimero de SDR y la especificidad cuantitativa de enzimas proteoliticas de
enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética resultantes.

Ejemplo V: Generacién de una enzima proteolitica obtenida por _ingenieria genética que inactiva especificamente
TNF-alfa humano

La tripsina humana alfa | o un derivado que comprende una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos
E56G; R78W; Y131F; A146T; C183R se us6 como armazoén proteico para la generacion de una enzima proteolitica
obtenida por ingenieria genética con alta especificidad para TNF-alfa humano. La identificacion de sitios SDR en
tripsina humana | o derivados de la misma se realiz6 como se ha descrito anteriormente. Se seleccionaron dos sitios
de insercién dentro del armazon para SDR. Las variantes de proteasa que contenian dos insertos con diferentes
secuencias y también la tripsina humana | en si misma sin insertos se expresaron en células de Bacillus Subtilis. Las
células con proteasa variante se separaron en clones celulares sencillos y las variantes que expresaban proteasa se
cribaron con respecto a actividad proteolitica en péptidos con la secuencia diana deseada de TNF-alfa. La actividad
de las variantes de proteasa se determind como la velocidad de escisidon de un péptido con la secuencia diana
deseada de TNF-alfa en ausencia y presencia de sustrato competidor. La especificidad se expresa como la relacién
de velocidades de escision en presencia o ausencia de competidor (Figura 14).

Tabla 3: Especificidad relativa de variantes de enzimas proteoliticas obtenidas por ingenieria genética con diferentes
secuencias SDR en ausencia y presencia de sustrato competidor (SEC ID N°: 84-95)

K con comp./k sin comp. | Secuencia de SDR1 | Secuencia de SDR2

Armazoén (sin SDR) 0,092

variante a 0,130 RPWDPS VHPTS
variante b 0,187 GFVMFN RSPLT
variante c 0,235 EIANRE RGART
variante d 0,310 KAVVGT RTPIS
variante e 0,374 VNIMAA TTARK
variante f 0,487 AAFNGD RKDFW

El efecto antagonista de tres variantes de proteasa en TNF-alfa humano se muestra en la Figura 15. Mediante el uso
de las variantes, la induccién de la apoptosis se elimina casi completamente lo que indica la eficacia antiinflamatoria
de las proteasas para iniciar rotura de TNF-alfa. Se ha incubado TNF-alfa con un sobrenadante concentrado de
cultivos que expresan las variantes i a iii durante 2 horas. El TNF-alfa resultante se ha incubado con células no
modificadas durante 4 horas. El efecto de la actividad de TNF-alfa restante se determiné como el alcance de la
induccién de apoptosis por deteccion de caspasa-3 activada como marcador de células apoptéticas. Para los
controles no se afiade proteasa con el TNF-alfa humano (células muertas) o se usé tampén en lugar de TNF-alfa
humano (células vivas), respectivamente. Se muestra un experimento analogo en la Figura 16 que usa variante
purificada xiii. Se incubd TNF-alfa con diferentes concentraciones de la variante de proteasa purificada.

Para demostrar la especificidad de las variantes de proteasa, se han incubado proteinas de suero sanguineo
humano o TNF-alfa humano purificado con tripsina humana | o las variantes de enzima proteolitica obtenida por
ingenieria genética, respectivamente. Aqui, la variante x corresponde a SEC ID N° 75 que comprende las mismas
SDR que la variante f, es decir las SDR de acuerdo con SEC ID N°: 89 (SDR1) y 95 (SDR2). Las variantes xi y xii
corresponden a derivados de las mismas que comprenden las mismas secuencias de SDR. Se determind la proteina
intacta restante en funcion del tiempo. Aunque las variantes asi como tripsina humana | digieren TNF-alfa humano,
solamente la tripsina muestra actividad en proteina del suero (Figura 17 a y b). Esto demuestra la alta especificidad
de TNF-alfa de las enzimas proteoliticas e indica su seguridad y en consecuencia sus bajos efectos secundarios
para uso terapéutico.

Ejemplo VI: Generacién de una enzima proteolitica obtenida por ingenieria genética que hidroliza especificamente
VEGF humano

Se us6 tripsina humana | como armazén proteico para la generacion de una enzima proteolitica obtenida por
ingenieria genética con alta especificidad para VEGF humano. La identificacién de los sitios SDR en tripsina humana
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| se realiz6 como se ha descrito anteriormente. Se seleccionaron dos sitios de insercion dentro del armazén para las
SDR. Las variantes de proteasa que contienen dos insertos con diferentes secuencias se expresaron en células
Bacillus subtilis. Las células de proteasa variante se separaron en clones celulares sencillos y las variantes que
expresaban proteasa se cribaron como se ha descrito anteriormente. La actividad de las variantes de proteasa se
determin6 como la velocidad de escision de VEGF. Se incubaron 4 pg de VEGF165 humano recombinante con 0,18
Mg de proteasa purificada en PBS / pH 7,4 a temperatura ambiente. Se tomaron alicuotas en los puntos temporales
indicados y se analizaron en un gel de poliacrilamida. La extension de la escision se cuantificé por analisis
densitométrico de las bandas. La actividad se representa frente al tiempo de incubacién en la Figura 18. La escision
especifica se controlé mediante andlisis en gel de poliacrilamida de SDS adicionales.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> DIREVO Biotech AG

<120> NUEVAS ENTIDADES BIOLOGICAS Y USO DE LAS MISMAS
<130> 041480wo JH/cw

<160> 96

<170> Patentln versién 3.1

<210>1

<211> 224

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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<210> 2
<211> 235
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

Ile

Ser

Gln

Arg

I1le

65

Leu

Asn

Gly

Ala

Gln

145

Phe

Ser

Trp Gly Asp Gly Cys Ala Gln Lys Asn Lys Pro Gly Val Tyr Thr Lys

val Tyr Asn Tyr Val Lys Trp Ile Lys Asn Thr Ile Ala Ala Asn Ser

210

Val

Leu

Tep

Leu

50

Asn

Asn

Rla

Thr

Asp

130

Ala

Cys

Gly

185

<223> variante 1 de tripsina

<400> 2

Gly

Asn

Val

35

Gly

aAla

Asn

Arg

Lys

115

Tyr

Lys

val

Gly

180

Gly

Ser

20

val

Glu

Ala

Asp

Val

100

Cys

Pro

Cys

Gly

Pro
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Tyr

Gly

Ser

His

Lys

Ile

85

Ser

Leu

Asp

Glu

Phe

165
Val

Asn

Ty

Ala

Asn

Ile

70

Met

Thr

Ile

Glu

Ala

150

Leu

Val

215

Cys

His

Gly

Ile

55

Ile

Leu

Ile

Serx

Leu

135

Ser

Glu

Cys

200

Glu

Phe

His

40

Glu

Arg

Ile

Ser

Gly

120

Gln

Tyr

Gly

Asn

185

35

Glu

Cys

25

Cys

Val

His

Lys

Leu

105

Trp

Cys

Pro

Gly

Gly

Asn

10

Gly

Tyr

Leu

Pro

Leu

90

Pro

Gly

Leu

Gly

Lys

170
Gln

Ser

Gly

Lys

Glu

Gln

75

Ser

Thr

Asn

Asp

Lys

155

Asp

Len

220

Val
Ser
Sar
Gly
&0

Tyr
Sery
Ala
Thr
Ala
140
Ile
Ser

Gln

205

Pro

Leu

Arg

a5

Asn

Asp

Arg

Pro

Ala

128

Pxo

Thr

Cys

Gly

130

Tyx

Ile

30

Ile

Glu

Arg

hla

Pro

110

Ser

Val

Ser

Gln

Val

Gln

15

Asn

Gln

Gln

Lys

Val

85

Ala

Ser

Leu

Asn

Gly

175
Val

Val

Glu

Val

Phe

Thr

80

Ile

Thr

Gly

Ser

Met

160

Asp

Ser
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Ile Val
Ser Leu
Gln Trp
Lys Ser
50
Glu Gly
65
Gln Tyr
Ser Ser
Thr Ala
Asn Thr
130
Glu Leu
145
Ala Ser
Leu Glu

Val Cys

Ala Gln

Gly

Asn

Val

35

Arg

Asn

Asp

Arg

Pro

115

Ille

Gln

Tyr

Gly

Asn

195
Lys

210
Lys Trp Ile Lys Asn Thr Ile Ala Ala Asn Ser
230

225

<210>3
<211> 235
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> variante 2 de tripsina

<400> 3

Gly

Ser

20

Val

Ile

Glu

Arg

Ala

100

Pro

Thr

Cys

Pro

Gly

180

Gly

Asn

Tyr

Gly

Ser

Gln

Gln

Lys

85

Val

Ala

Asn

Leu

Gly

165

Lys

Gln

Lys
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Asn

YL

ARla

Val

Phe

79

Thr

Ile

Thr

Ser

Asp

150

Lys

Asp

Leu

Pro

Cys Glu

His Phe

Gly His
40
Arg Leu

55

Ile Asn

Leu Asn

Asn Ala

Gly Thr
120
Thr Ala

135

Ala Pro

Ile Thr

Ser Cys

Gln Gly
200
Gly val

215

36

Glu

Cys

25

Cys

Gly

Ala

Asn

Arg

105

Lys

Ser

Val

Ser

Gln

185

Val

Tyr

Asn
10

Gly
Tyr
Glu
Ala
Asp
90

Val
Cys
Ser
Leu
Asn
170
Gly

Val

Thr

Ser

Gly

Asp

His

Lys

75

Ile

Ser

Leu

Gly

Ser

155

Met

Asp

Ser

Lys

Val

Ser

Ala

aAsn

60

Ile

Met

Thr

Ile

Ala

140

Gln

Phe

Ser

Trxp

Val

Pro

Leu

Val

45

Ile

Ile

Leu

Ile

Ser

125

Asp

Ala

Cys

Gly

Gly

205
Tyr

220

235

Tyr

Ile

30

Gly

Glu

Arg

Ile

Ser

110

Gly

Tyr

Lys

Val

Gly

190

Asp

Asn

Gln
15

Asn
Arg
Val
His
Lys
95

Leu
Trp
Pro
Cys
Gly
175
Pro

Gly

Tyr

Val
Glu
Asp
Leu
Pro
80

Leu
Pro
Gly
Asp
Glu
160
Phe
Val
Cys

val
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Ile

Ser

Gln

Lys

Glu

65

Gln

Ser

Thr

Asn

Glu

145

Ala

Leu

val

Ala

Lys

225

<210>4
<211> 235
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

Val

Leu

Trp

Ser

50

Gly

Tyr

Serx

Ala

Val

130

Leu

Ser

Glu

Cys

Gln

210
Trp

Gly

Asn

val

35

Arg

Asn

Asp

Arg

Pro

115

Arg

Gln

Tyr

Gly

Asn

195

Lys

Ile

<223> variante 3 de tripsina

<400> 4

Gly
Ser
20

Val
Ile
Glu
Arg
Ala
100
Pro
Gly
Cys
Pro
Gly
180
Gly

Asn

Lys

Tyx

Gly

Ser

Gln

Gln

Lys

85

Val

Ala

Thr

Gly
165
Lys
Gln

Lys

Asn
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Asn

Tyr

Ala

Val

Phe

10

Thr

Ile

Thr

Trp

Asp

150

Lys

Asp

Leu

Pro

Thr

230

Cys

His

Gly

Arg

55

Ile

Leu

Asn

Gly

Thx

135

Ala

Ile

Ser

Gln

Gly

215
Ile

Glu

Phe

His

40

Leu

Asn

Asn

Ala

Thr

120

Ala

Pro

Thr

Cys

Gly

200

val

Ala

37

Glu
Cys
25

Cys
Gly
Ala
Asn
Arg
105
Lys
Ser
Val
Serx
Gln
185
Val

Tyr

Ala

Asn
10

Gly
Tyr
Glu
Ala
Asp
90

Val
Cys
Ser
Leu
Asn
170
Gly
Val

Thr

Asn

Ser

Gly

Asn

His

Lys

75

Ile

Ser

Leu

Ser
155
Met
Asp
Ser

Lys

Ser

235

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ile

Met

Thr

Ile

Ala

140

Gln

Phe

Ser

Trp

Val
220

Pro

Leu

Arg

45

Ile

Ile

Leu

Ile

Ser

125

Asp

Ala

Cys

Gly

Gly

205
Tyt

Tyr
Ile
30

Asp
Glu
Arg
Ile
Ser
110
Gly
Tyr
Lys
Val
Gly
190

Asp

Asn

Gln

15

Asn

Leu

Val

His

Lys

95

Trp

Pro

Cys

Gly

175

Pro

Gly

Tyr

Val

Glu

Glu

Leu

Pro

80

Leu

Pro

Gly

Asp

Glu

160

Phe

val

Cys

Val



<210>5
<211> 259
<212> PRT

Ile

Ser

Gln

Lys

Glu

65

Gln

Ser

Thr

Asn

Glu

145

Rla

Leu

Val

Ala

Lys
225

val

Leu

Trp

Ser

50

Gly

Tyr

Ser

Ala

Arg

130

Leu

Ser

Glu

Cys

Gin

210
Trp

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gly

Asn

val

35

Arg

Asn

Asp

Arg

Prec

115

Lys

Gln

Tyr

Gly

Asn

195

Lys

Ile

Gly

Ser

20

Val

Ile

Glu

Arg

Ala

100

Pro

Asp

Cys

Pro

Gly

180

Gly

Asn

Lys

Tyr

Gly

Ser

Gln

Gln

Lys

85

Val

Ala

Phe

Leu

Gly

165

Lys

Gln

Lys

Asn
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Asn

Tyr

Ala

val

Phe

70

Thr

Ile

Thr

Trp

Asp

150

Lys

Asp

Leu

Pro

Thr
230

Cys

His

Gly

Arg

55

Ile

Leu

Asn

Gly

Thr

135

Ala

Ile

Ser

Gln

Gly

215
ile

Glu Glu

Phe Cys
25

His Cys

40

Leu Gly

Asn Ala
Asn Asn
Ala Arg
105
Thr Lys
120
Ala Ser
Pro val
Thr Ser
Cys Gln
185
Gly val
200

Val Tyr

Ala Ala

38

Asn
10

Gly
Tyr
Glu
Ala
Asp
a0

Val
Cys
Ser
Leu
Asn
170
Gly
Val

Thr

Asn

Ser

Gly

Ala

His

Lys

75

Ile

Ser

Leu

Gly

Ser

155

Met

Asp

Ser

Lys

Ser
235

val

Ser

Ala

Asn

60

Ile

Met

Thr

Ile

Ala

140

Gln

Phe

Ser

Trp

Val
220

Pro

Leu

Thr

45

Ile

Ile

Leu

Ile

Ser

125

Asp

Ala

Cys

Gly

Gly

205
Tyr

Tyr
Ile
30

Asn
Glu
Arg
Ile
Ser
110
Gly
Tyr
Lys
Val
Gly
150

Asp

Asn

Gln
15

Asn
Gly
Val
His
Lys
95

Leu
Trp
Pro
Cys
Gly
175
Pro

Gly

Tyr

val

Glu

Asp

Leu

Pro

80

Leu

Pro

Gly

Asp

Glu

160

Phe

Val

Cys

Val



<210>6
<211> 235
<212> PRT

Ile

Met

Ile

Pro

Lys

65

Leu

Asp

Asp

Leu

Lys

145

Gln

Thr

Asp

Phe

Val

225

Thr

Phe

Val

Leu

Ser

Trp

50

His

Glu

Arg

Tyx

Leu

130

Glu

Val

Axg

Glu

Val

210

Ser

His

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 6

Glu

Phe

Asp

35

Asp

Ser

Lys

Asp

Ile

115

Gln

Thr

Val

Ile

Gly

195

Met

Trp

Val

Glu

Gly

Arg

20

Arg

Lys

Arg

Ile

lle

100

His

Ala

Trp

Asn

Arg

180

Lys

Lys

Gly

Phe

Ser

Lys

Trp

Asn

Thr

Tyr

85

Ala

Pro

Gly

Thr

Leu

165

Ile

Arg

Ser

Glu

Arg
245

ES 2373 658 T3

Asp

Ser

Val

Phe

Arg

70

Ile

Leu

Val

Tyr

Ala

150

Pro

Thr

Gly

Pro

Gly

230
Leun

Ala

Pro

Leu

Thr

35

Tyr

His

Met

Cys

Lys

135

Asn

Ile

Asp

Asp

Phe

215

Cys

Lys

Glu Ile

Gln Glu
25

Thr Ala

40

Glu Asn

Glu Arg
Prc Arg
Lys Leu
105
Leu Pro
120
Gly Arg
Val Gly
Val Glu
Asn Met
185
aAla Cys
200
Asn Asn

Asp Arg

Lys Trp

39

Gly

10

Leu

Ala

Asp

Asn

Tyx

90

Lys

Asp

val

Lys

Arg

170

Phe

Glu

Arg

Asp

Ile
250

Met

Leu

His

Leu

Ile

75

Asn

Lys

Arg

Thr

Gly

153

Pro

Cys

Gly

Trp

Gly

235
Gln

Ser

Cys

Cys

Leu

60

Glu

Trp

Pro

Glu

Gly

140

Gln

Val

Ala

Asp

Tyr

220

Lys

Lys

Pro

Gly

Leu

45

Val

Lys

Arg

Val

Thr

125

Trp

Pro

Cys

Gly

Ser

205

Gln

Tyr

Val

Trp

Ala

30

Leu

Arg

Ile

Glu

Ala

110

Ala

Gly

Ser

Lys

Tyr

190

Gly

Met

Gly

Ile

Gln

15

Ser

Tyr

Ile

Ser

Asn

95

Phe

Ala

Asn

Val

Asp

175

Lys

Gly

Gly

Phe

Asp
255

Val

Leu

Pro

Gly

Met

80

Leu

Ser

Ser

Leu

Leu

160

Ser

Pro

Pro

Ile

Tyr

240
Gln



<210>7
<211> 275
<212> PRT

Ile

Gly

Ser

Glu

Leu

65

Asn

His

Leu

Ala

Gln

145

Met

Glu

Cys

Tyr

Arg
225

Val

Leu

Asp

Pro

30

Thr

Pro

Leu

Pro

Gly

130

Glu

Pro

Gly

Gln

Lys

210
Phe

<213> Bacillus subtilis

<400> 7

Gly
Tyr
Trp
35

Ser
Ser
His
Glu
Glu
115
Trp
Ala
Glu
Gly
Glu
195

Cys

Thr

Gly

Tyr

20

Leu

Lys

Pro

Tyr

Phe

100

Glu

Gly

Asp

Tyr

Iie

180

Asn

Ala

Glu

Ser

Gly

Val

Trp

Gln

Asn

85

Lys

Asn

Thr

Val

Asn

165

Asp

Asn

Leu

Trp

ES 2373 658 T3

Asn

Gly

Ser

Thr

Thr

70

Arg

Val

Gln

Val

Pro

150

Ile

Ser

Arg

Pro

Ile
230

Ala

Arg

Ala

Ala

55

Val

Arg

Asn

Val

Val

135

Leu

Thr

Cys

Trp

Asn

215
Gln

Lys Gliu

Leu Leu
25

Ala His

40

Ile Leu

Pro Arg
Arg Lys
Tyr Thr

105
Phe Pro

120
Tyr Gln

Leu Ser
Glu Asn
Gln Gly

185
Phe Leu
200

Arg Pro

Ser Phe

40

Gly

10

Cys

Cys

Gly

Leu

Asp

90

Asp

Pro

Gly

Asn

Met

170

Asp

Ala

Gly

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Ile

75

Asn

Tyr

Gly

Thr

Glu

155

Ile

Ser

Gly

Val

His
235

Trp

Ala

Tyr

His

60

Asp

Asp

Ile

Arg

Thr

140

Arg

Cys

Gly

Val

Tyr
220

Pro

Ser

Gly

45

Met

Glu

Ile

Gln

Asn

125

Ala

Cys

Ala

Gly

Thx

205
Ala

Trp
Leu
30

Arg
Lys
Ile
Ala
Pro
110
Cys
Asn
Gln
Gly
Pro
190

Ser

Arg

Val

15

Val

Asn

Ser

Val

Met

95

Ile

Ser

Ile

Gln

Tyr

175

Leu

Phe

vVal

Val

Ser

Leu

Asn

Ile

80

Met

Cys

Ile

Leu

Gln

160

Glu

Met

Gly

Ser



<210>8
<211> 320
<212> PRT

Ile

Lys

Val

val

Rsp

65

Asn

Ala

Ile

Met

Asp

145

Glu

Pro

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Ser

Ile

Ala

Ala

Ala

Arg

50

Gly

Asn

Val

Asn

Ser

130

Lys

Gly

Ser

Phe

Ile

210

Ser

Lys

Thr

Asn

<213> Murinae gen. sp.

<400> 8

His

Pro

val

35

Gly

Ser

Ser

Lys

Gly

115

Leu

Ala

Ser

Thr

Ser

185

Gln

Met

His

Ala

Val
275

Glu

Ala

20

Ile

Gly

Ser

Ile

Val

100

Ile

Gly

Val

Ser

Ile

180

Ser

Ser

Ala

Pro

Thr
260

Tyr

Leu

Asp

Ala

His

Gly

85

Leu

Glu

Gly

Ser

Gly

165

Ala

Ala

Thr

Thy

Thr

245%
Tyr
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Ala

His

Ser

Ser

Gly

70

Val

Asp

Trp

Pro

Ser

150

Ser

Val

Gly

Leu

Pro

230

Trp

Leu

Gln

Ser

Gly

Phe

55

Thr

Leu

Ser

Ala

Thr

135

Gly

Thr

Gly

Ser

Pro

215

His

Thr

Gly

Ser

Gln

Ile

40

Val

His

Gly

Thr

Ile

120

Gly

Ile

Ser

Ala

Glu

200

Gly

val

Asn

Asn

41

Val

Gly

25

Asp

Pro

Val

Val

Gly

105

Ser

Ser

Val

Thr

Val

185

Leu

Gly

Ala

Ala

Ser
265

Pro
10

Tyr
Ser
Ser
Ala
Ser
90

Ser
Asn
Thr
Val
Val
170
Asn
Asp
Thr
Gly
Gln

250
Phe

Tyr

Thr

Ser

Glu

Gly

75

Pro

Gly

Asn

Ala

Ala

155

Gly

Ser

Val

Tyr

Ala

235

Val

Tyr

Gly

Gly

His

Thr

60

Thr

Ser

Gln

Met

Leu

1490

Ala

Tyr

Ser

HMet

Gly

220

Ala

Arg

Tyr

Ile

Ser

Pro

45

Asn

Ile

Ala

Tyr

Asp

125

Lys

Ala

Pro

Asn

Ala

205

Ala

Ala

Asp

Gly

Ser

Asn

30

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

110

Val

Thr

Ala

Ala

Gln

190

Pro

Tyr

Leu

Arg

Lys
270

Gln
15

Val
Leu
Tyr
Ala
Leu
95

Trp
Ille
Val
Gly
Lys
175
Arg
Gly
Asn
Ile
Leun

255
Gly

Ile

Lys

Asn

Gln

Leu

80

Tyr

Ile

Asn

Val

Asn

160

Tyr

Ala

Val

Gly

Leu

240

Glu

Leu



Val Ala

Pro Lys

Leu Asn

Val val
50

Ala Gly

65

Pro Asp

Thr Arg
Gly val
Asp Gly
130
Pro Asn
145
Gly Lys
Arg Gly
Ala Ser
Tyr Thr
210
Gly Asn
225
Thr Tyr
Leu Arg

Pro Leu

Leu Thr

290
Ala His
305

Lys

Phe

Val

35

Ser

Asn

Pro

Cys

Gly

115

Glu

His

Thr

val

Gly

195

Asn

Val

Ser

Gln

ala

275
Trp

Leu Asn Ala Asp Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val Gly Arg

Arg

Pro

20

Lys

Ile

Tyr

Gln

Ala

100

Val

Val

Ile

val

Ser

180

Asn

Ser

Preo

Ser

Lys

260

Ala

Arg

Arg

Gln

Glu

Leu

Asp

Pro

85

Gly

Ala

Thr

His

Asp

165

Gln

Gly

Ile

Trp

Gly

245

Cys

Gly

Asp

ES 2373 658 T3

Ala

Gln

Ala

Asp

Pro

70

Arg

Glu

Tyr

Asp

Ile

150

Gly

Gly

Gly

Tyr

Tyr

230

Asn

Thr

Ile

Met

310

Lys

Trp

Trp

Asp

55

Gly

Tyr

Val

Asn

Ala

135

Tyrx

Pro

Arg

Arg

Thr

215

Ser

Gln

Glu

Ile

Gln

295

Arg

TYyr

Ala

40

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

120

val

Ser

Ala

Gly

Glu

200

Leu

Glu

Asn

Ser

Ala

280
His

Asp
Leu
25

Gln
Ile
Ser
Gln
Ala
105
Arg
Glu
Ala
Arg
Gly
185
His
Ser
Ala
Glu
His
265

Leu

lLeu

42

val

10

Ser

Gly

Glu

Phe

Met

90

Val

Ile

Ala

Ser

Leu

170

Leu

Asp

Ile

Cys

Lys

250

Thr

Thr

Val

Tyr

Gly

Phe

Lys

Asp

75

Asn

Ala

Gly

Arg

Trp

155

Ala

Gly

Ser

Ser

Ser

235

Gln

Gly

Leu

Val

315

Gln

Val

Thr

Asn

60

Val

Asp

Asn

Gly

Ser

140

Gly

Glu

Ser

Cys

Ser

220

Ser

Ile

Thr

Glu

Gln

300

Glu

Thr

Gly

45

His

Asn

Asn

Asn

Val

125

Leu

Pro

Glu

Ile

Asn

205

Ala

Thr

Val

Ser

Ala

285
Thr

Pro
Gln
3¢

His
Pro
Asp
Arg
Gly
110
Arg
Gly
Glu
Ala
Phe
190
Cys
Thr
Leu
Thr
Ala
270

Asn

Ser

Thr

15

Arg

Gly

Asp

Gln

His

95

val

Met

Leu

Asp

FPhe

175

Val

Asp

Gln

Ala

Thr

255

Ser

Lys

Lys

Asp

Asp

Ile

Len

Asp

80

Gly

Cys

Leu

Asn

Asp

160

Phe

Trp

Gly

Phe

Thr

240

Asp

Ala

Asn

Pro

Lys
320



<210>9
<211> 330
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Glu

Leu

Arg

Trp

Asp

65

Glu

Tyr

Ile

Asn

Ala

145

Tyr

Pro

Arg

Arg

Thr

225
Ala

Lys

Phe

Met

Gln

50

Gly

Ala

Asp

Ala

Ser

130

Ile

Ser

Gly

Gln

Gln

210

Ile

Glu

Glu

Asn

Thr

35

Lys

Leu

Sex

Pro

Met

115

Lys

Glu

Ala

Arg

Gly

195

Gly

Ser

Lys

Arq

Asp

20

Ala

Gly

Glu

Tyr

Thr

100

Gln

val

Ala

Ser

Leu

130

Lys

Asp

Ile

Cys

Ser

Pro

Ala

Ile

Trp

Asp

85

Asn

Ala

Gly

Ser

Trp

165

Ala

Gly

Asn

Ser

Ser
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Lys

Met

Leu

Thr

Asn

70

Phe

Glu

Asnp

Gly

Ser

150

Gly

Gln

Ser

Cys

Ser

230

Ser

Arg

Trp

Pro

Gly

55

His

Asn

Asn

Asn

Ile

135

1le

Pro

Lys

Ile

Asp

215

Ala

Thr

Ser

Asn

Lys

40

Lys

Thr

Asp

Lys

His

120

Arg

Gly

Asn

Ala

Phe

200

Cys

Ser

Leu

Ala

Gln

25

Leu

Gly

Asp

Asn

His

105

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

185

Val

Asp

Gln

Ala

43

Leu Arg
10
Gln Trp

Asp Leu

Val Val

Ile Tyr
75

Asp His

90

Gly Thr

Cys Gly
Leu Asp
Asn Pro
155
Asp Gly
170
Glu Tyr
Trp Ala
Gly Tyr
Gln Gly

235
Thr Ser

Asp

Tyr

His

Iile

60

Ala

Asp

Arg

Val

Gly

140

Gly

Lys

Gly

Ser

Thr

220

Leu

Tyr

Ser

Leu

Val

45

Thr

Asn

Pro

Cys

Gly

125

Ile

His

Thr

Val

Gly

205

Asp

Ser

Ser

Ala

Gln

30

Ile

Val

Tyr

Phe

Ala

110

Val

Val

Val

Val

Lys

130

Asn

Ser

Fro

Ser

Leu

1s

Asp

Pro

Leu

Asp

Pro

95

Gly

Ala

Thr

Asp

Glu

175

Gln

Gly

Ile

Trp

Gly

Asn

Thr

Val

Asp

Pro

80

Arg

Glu

Tyr

Asp

Ile

160

Gly

Gly

Gly

Tyr

Tyr

240
Asp
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<210> 10
<211> 297
<212> PRT

Tyr

Glu

Phe

Gln

305

Pro

Thr
Thr
Ala
290

His

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 10

Asn
1
Arg
Ile
Ser
Ala
65
Ala
Lys
Glu
Ala
Pro
145

Gly

Lys

Thx

Gly

Glu

Cys

50

Ser

Ala

Ile

Ala

Ser

130

Leu

Leu

Asp

Asp Gln
260

His Thr

275

Leu Ala

Leu Val

Trp Lys

His Pro

Tyr Thr
20

Arg Thr

35

Asp Val

Asn Glu
Ala Asn
Gly Gly
100
Lys Ser
115
Trp Gly
Thr Arg

Gly Ser

His Cys

245
Arg

Gly

Leu

Val

Lys
325

Cys

Gly

His

Asn

Asn

Asn

85

Val

Val

Pro

Gln

Val

165
Ser
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Ile

Thr

Glu

Trp

319

Asn

Gln

Lys

Pro

Gly

Lys

70

Ser

Arg

Ser

Asp

Ala

150

Phe

Cys

Thr
Ser
Ala
295

Thr

Gly

Ser

Asn

Asp

Asn

35

His

His

Met

Phe

Asp

135

Phe

Val

Asp

Ser Ala

265
Ala Ser
280

Asn Pro

Ser Glu

Ala Gly

Asp Met
Ile Val
25
Leu Met
40
Asp Leu
Gly Thr
Cys Thr
Leu Asp
105
Asn Pro
120
Asp Gly
Glu Asn

Trp Ala

Gly Tyr

44

250
Asp

Ala

Asn

Tyr

Leu
330

Asn
10

Val
Gln
Asp
Arg
Val
90

Gly
Gln
Lys
Gly
Ser

170
Thr

Leu

Pro

Leu

Asp
315

Ile

Thr

Asn

Pro

Cys

15

Gly

Asp

His

Thr

val

155

Gly

Asn

255

His Asn Asp Cys

270

Leu Ala Ala Gly

285

Thr Trp Arg Asp

END]

Pro Leu Ala Asn

Glu

Ile

Tyr

Met

60

Ala

Ile

Val

Val

Val

140

Arg

Asn

Ser

Gly

Leu

Asp

45

Pro

Gly

Ala

The

His

125

Asp

Met

Gly

Ile

Ala

Asp

30

Ala

Arg

Glu

Phe

Asp

110

Ile

Gly

Gly

Gly

Tyr

Trp

15

Asp

Leu

Tyr

val

Asn

95

Met

Tyr

Pro

Arg

Arg

175
Thr

Thr

Ile

Met

Asn
320

Lys

Gly

Ala

Asp

Ala

80

Ala

Val

Ser

Ala

Arg

160

Ser

Ile



10

Ser

Glu

Asp

225

His

Leu

Val

Lys

<210> 11
<211> 328
<212> PRT

Ile

Cys

210

Lys

Thr

Ala

Ile

Thr
290

<213> Homo sapiens

<400> 11

Thr

Phe

Phe

Ser

Thr

65

Ser

Ser

Phe

Ser

Gln

Leu

Gly

Asp

Leu

S0

Tyr

Met

Asp

Leu

Ile

130
Gly

Ser

195

Ser

Lys

Gly

Leu

Val

275

Asn

Val

Thr

Thr

35

Ala

Gln

Thr

Thr

Tyr

115

Ser

Leu

180

Ser

Ser

Ile

Thr

Glu

260

Arg

Ala

Asp
1le
20

Gly
Cys
Ser
Gly
Asn
100
Tyr

Ser

Val

Thr

Thr

Ile

Ser

245

Ala

Thr

Ala

Glu

Gly

Ser

Thr

Thr

Ile

85

Gln

Ala

Ser

Ser
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Ala

Leu

Thr

230

Ala

Asn

Ser

Gly

Gln

Ile

Ser

Asn

Ser

70

Leu

Ile

Pro

Gly

Gln

Glu

Ala

215

Thr

Ser

Pro

Arg

Phe
295

Pro

Gly

Asn

His

55

Glu

Gly

Phe

Phe

Ala

135
Asp

Ser

200

Thr

Asp

Ala

Phe

Ala

280
Lys

Leu

Thr

Leu

40

Asn

Thr

Tyr

Gly

Asp

120

Thr

Leu

45

185
Gly

Thr

Leu

Pro

Leu

265

Gly

Val

Glu

Pro

25

Trp

Arg

Val

Asp

Leu

103

Gly

Pro

Phe

Lys

Tyr

Arg

Met

250

Thr

His

Asn

10

Ala

Vval

Phe

Ser

Thr

90

Ser

Ile

Val

Ser

Lys

Ser

Gln

235

Ala

Trp

Leu

Tyx

Gln

Pro

Asn

Ile

75

val

Glu

Leu

Phe

val

Pro

Ser

220

Arg

Ala

Arg

Asn

Leu

Asp

Ser

Pxo

60

Thr

Gln

Thr

Gly

Asp

140
Tyr

Tep
205
Gly
Cys
Gly

Asp

Ala
285

Asp
Phe
Val
45

Glu
Tyr
Val
Glu
Leu
125

Asn

Leu

190
Tyr

Glu

Thr

Ile

Val

270

Asn

Met
Thr
30

Tyr
Asp
Gly
Gly
Pro
110
Ala

Ile

Ser

Ser
Asp
Ile
255

Gln

Asp

Glu

15

Val

Cys

Ser

Thr

Gly

85

Gly

Tyr

Trp

Ala

Glu

Tyr

Asn

240

ala

His

Trp

Tyr

Val

Ser

Ser

Gly

80

Ile

Ser

Pro

Asn

Asp



10

<210> 12
<211> 358
<212> PRT

145
Asp

Tyr

Gln

Ala

Gly

225

Glu

Leu

Pro

Gln

Asp

305
Gln

Lys
Thr
Ile
Glu
210
Pro
Asn
Pro
Ser
Gly
290

val

Val

<213> Homo sapiens

<400> 12

Glu

Glu

Thr

His

Lys

65
Gly

Met
Met
Gly
Arg
50

Gly

Thr

Ser

Gly

Thr

195

Gly

Thr

Ser

Asp

Ala

275

Met

Phe

Gly

Val

Thr

Ser

35

Tyr

Val

Asp

Gly

Ser

180

Val

Cys

Ser

Asp

Ile

260

Tyr

Asn

Ile

Leu

Asp

Val

20

Ser

Tyr

Tyr

Leu

Ser
165
Leu
Asp
Gln
Pro
Gly
24%
Val
Ile
Val

Arg

Ala
325

Asn

Gly

Asn

Gln

Val

Val

ES 2373 658 T3

150
Val

Asn

Ser

Ala

Ile

230

Asp

Phe

Leu

Pro

Gln

310

Pro

Leuy

Ser

Phe

Arg

Pro

70
Ser

val

Trp

Ile

Ile

215

ala

Met

Thr

Gln

Thr

295

Tyr

Val

Arg

Pro

Ala

Gln

55

Tyr

Ile

Ile Phe

Val Pro
185

Thr Met

200

Val Asp

Asn 1le

Val Val

Ile Asn
265

Ser Glu

280

Glu Ser

Phe Thr

Ala

Gly Lys

Pro Gln
25

Val Gly

40

Leu Ser

Thr Gln

Pro His

46

Gly
170
Val
Asn
Thr
Gin
Ser
250
Gly
Gly

Gly

Val

Ser
10

Thr
Ala
Ser

Gly

Gly

155
Gly

Thr

Gly

Gly

Ser

235

Cys

Val

Ser

Glu

Fhe
315

Gly

Leu

Ala

Thr

Lys

75
Pro

Ile

Val

Glu

Thr

220

Asp

Ser

Gln

cys

300
Asp

Gln

Asn

Pro

Tyr

60

Trp

Asn

Asp
Glu
Thr
205
Ser
Ile
Ala
Tyr
Ile
285

Trp

Arg

Gly
Ile
His
45

Arg

Glu

Val

Ser
Gly
190
Ile
Leu
Gly
Ile
Pro
270
Ser

Ile

Ala

Tyr
Leu
30

Pro
Asp

Gly

Thr

Ser
175
Tyr

Ala

Ala

Ser

255

Val

Gly

Leu

Asn

Tyr

15

Val

Phe

Leu

Glu

Val

160
Tyr

Trp

Cys

Thr

Ser

240

Ser

Pro

Phe

Gly

Asn
320

Val

Asp

Leu

Arg

Leu

80
Arg



<210> 13
<211> 351
<212> PRT

Ala

Ser

Pro

His

145

Leu

Gly

Ile

Asn

Ser

225

Phe

Phe

Gly

Gly

Ty

305

Lys

Ile

Gly

Asn

Asn-

Asp

130

val

Asn

Gly

Arg

Gly

210

Ile

Glu

Pro

Thr

Glu

200

Leu

Phe

Met

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 13

Ile

Trp

115

Asp

Pro

Gln

Ile

Arg

195

Gln

Val

Ala

Asp

Thr

275

Val

Arg

Ala

Glu

Ala
355

Ala
100
Glu
Ser
Asn
Ser
Asp
180
Glu
Asp
Asp
Ala
Gly
260
Pro
Thr
Pro
Ile
Gly

3490
Val

85
Ala

Gly

Leu

Leu

Glu

165

His

Trp

Leu

Ser

Val

245

Phe

Trp

Asn

Val

Ser

328

Phe

Ser

ES 2373 658 T3

Ile

Ile

Glu

Phe

150

Val

Ser

Tyr

Lys

Gly

230

Lys

Trp

Asn

Gln

Glu

310

Gln

Tyr

Ala

Thr

Leu

Pro

135

Ser

Leu

Leu

Tyr

Met

215

Thr

Ser

Leu

Ile

Ser

295

Asp

Ser

val

Glu Ser
105

Gly Leu

120

Phe Phe

Leu Gln
Ala Serx
Tyr Thr
185
Glu Val
200
Asp Cys
Thx Asn
Ile Lys
Gly Glu
265
Phe Pro
280
Phe Arg
Val Ala

Ser Thr

val Phe
345

47

80
Asp

Ala

Asp

Leu

Val

170

Gly

Ile

Lys

Leu

Ala

250

Gln

val

Ile

Thr

Gly

330
Asp

Lys

Tyx

Ser

Cys

155

Gly

Ser

Ile

Glu

Arg

235

Ala

Leu

Ile

Thr

Ser

315

Thr

Arg

Phe

Rla

140

Gly

Gly

Val
Tyr
220
Leu
Ser
Val
Ser
Ile
300
Gln

Val

Ala

Phe

Glu

125

Val

Ala

Ser

Trp

Arg

205

Asn

Pro

Ser

Cys

Leu

285

Leu

Asp

Met

Arg

Ile

110

Ile

Lys

Gly

Met

Tyr

150

Val

Tyr

Lys

Thr

Trp

270

Tyr

Pro

Asp

Gly

Lys
350

a5

Asn

Ala

Gln

Phe

Ile

175

Thr

Glu

Asp

Lys

Glu

255

Gln

Leun

Gln

Cys

Ala

335
Arg

Gly

Arg

Thr

Pro

160

Ile

Pro

Ile

Lys

val

240

Lys

Ala

Met

Gln

Tyr

320

Val

Ile



Pro

Asp

Phe

1le

Asn

65

Ile

Val

val

Ile

Pro

145

Gln

Asp

Ser

Ala

Thr

225

Leu

Gly

Val

Lys

Thr

305
Gly

Ala

Ala

Thr

His

50

Ser

His

Ser

Lys

Thr

130

Arg

Gln

Pro

Lys

Tyr

210

Leu

Met

Ala

Ser

Leu

290

Leu

Pro

val

Gln

val

35

Cys

Asp

Tyx

Val

Vval

115

Phe

Ile

Lys

Asp

Tyr

195

Trp

Cys

Val

vVal

Thr

275

Ser

Cys

Leu

Thr

Tyr

20

Val

Lys

Lys

Gly

Pro

100

Glu

Ile

Ser

Leu

Ala

180

Tyr

Gln

Lys

Gly

Pro

260

Leu

Pro

Trp

Glu

Tyr

Phe

Leu

Ser

Ser

85

Cys

Arg

Ala

Val

val

165

Gln

Lys

Val

Glu

Pro

245

Pro

Glu

Ser

Ile

ES 2373 658 T3

Gly

Gly

Asp

Leu

Ser

70

Gly

Gln

Gin

Ala

Asn

150

Asp

Pro

Gly

His

Gly

230

val

Ile

Ala

Asp

Gly

310

Leu

Pro

Glu

Thr

Asp

55

Thr

Ser

Ser

val

Lys

135

Asn

Gln

Gly

Ser

Leu

215

Cys

Asp

Gln

Ile

Tyx

295

Phe

Gly

Ile

Ile

Gly

40

Ile

Tyr

Leu

Ala

Phe

120

Phe

Val

Asn

Gly

Leu

200

Asp

Glu

Glu

Gly

Thr

280

Thr

Met

Asp

Pro

Gly

25

Ser

Ala

Val

Ser

Ser

105

Gly

Asp

Leu

Ile

Gla

185

Ser

Gln

Ala

Val

Glu

265

Leu

Leu

Gly

Val

48

Glu

10

Ile

Ser

Cys

Lys

Gly

90

Ser

Glu

Gly

Pro

Bhe

170

Leu

Tyr

Val

lle

Arg

250

Tyr

Lys

Lys

Met

Phe

Val

Gly

Asn

Trp

AsSn

15

Tyr

Ala

Ala

Ile

Val

155

Ser

Met

Leu

Glu

Val

235

Glu

Met

Leu

Val

Asp

315
Ile

Leu

Thr

Ile
&0
Gly

Ser

Thr

140

Fhe

Phe

Leu

Asn

Val

220

Asp

Leu

Ile

Gly

Ser

300

Ile

Gly

Lys

Pro

Trp

a5

His

Thr

Ser

Ala

Lys

125

Gly

Asp

Tyr

Gly

Val

205

Ala

Thr

Gln

Pro

Gly

285

Gln

Pro

Arg

Asn

Pro

30

Val

His

Ser

Gln

Leu

110

Gln

Met

Asn

Leu

Gly

190

Thr

Ser

Lys

Cys

270

Lys

Ala

Pro

Tyr

Tyr
15

Gln
Pro
Lys
Phe
Asp
a5

Gly

Pro

Ala

Ser
175
Thr
Arg
Gly
Thr
Ala
255
Glu
Gly
Gly

Pro

Tyr

Met

Cys

Ser

Tyr

Asp

80

Thyx

Gly

Gly

Tyr

Met

160

Arg

Asp

Lys

Leu

Ser

240

Ile

Lys

Tyr

Lys

Ser

320
Thr
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<210> 14
<211> 305
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met

Asp

Phe

Ser

Asn

65

Asp

Glu

Tyr

Ser

Ser

145

Ile

Leu

Leu

Ala

Tyr

225
Ser

Leu

Ser

Val

Ile

50

Phe

Lys

Ala

Asn

Glu

130

His

Lys

Glu

Asp

Asn

210

Ser

Trp

Glu

Ala

Pro

35

Lys

Glu

Val

Leu

Asp

115

Glu

Gly

Asp

Lys

Asp

195

Pro

Thr

Phe

ES 2373 658 T3

325
Val Phe Asp Arg Asp Asn Asn Arg Val Gly Phe Ala Glu Ala Ala

340

Ala

Asn

20

Ser

Thr

Lys

Thr

Phe

100

Cys

Asp

Glu

Leu

Pro

180

Gly

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Leu

Thr

Leu

Gly

85

Lys

Ser

Ris

Glu

Thr

165

Lys

Ile

Tyr

Pro

Gln

Asp

Asp

Phe

Arg

Gly

70

Met

Cys

Cys

Thr

Asn

150

Ala

Leu

Gln

Lys

Gly

230
Ala

Gln

Ser

Ser

Asp

35

Lys

Gly

Phe

Ala

Asn

135

Val

His

Phe

Ala

Ile

215

Tyr

Leun

330

345

Gly Cys

Val Asp
25

Lys Lys

40

Arg Val

Cys 1le
Val Arg
Arg Ser
105
Lys Met
120
Ala Ala
Ile Tyr
Phe Arg
Phe Ile
185
Asp Ser
200
Pro Val

Tyr Ser

Cys Ser

49

Ile

10

Ala

Lys

Pro

Ile

Asn

90

Leu

Gln

Cys

Gly

Gly

170

Gln

Gly

Glu

Trp

Ile

Glu

Lys

Lys

Thr

Ile

75

Gly

Gly

Asp

Phe

Lys

155

Asp

Ala

Pro

Ala

Arg

235

Leu

Glu

Pro

Asn

Tyr

60

Asn

Thr

Phea

Leu

Ala

140

Asp

Arg

Cys

lle

Asp

220

Ser

Glu

Gln

Asp

Val

45

Gln

Asn

Asp

Asp

Leu

125

Cys

Gly

Ser

Arg

Asn

205

Phe

Pro

Glu

335

350

Gly

Arg

30

Thr

Tyr

Lys

Lys

Val

110

Lys

Ile

val

Lys

Gly

130

Asp

Leu

Gly

His

Val

15

Ser

Met

Asn

Asn

Asp

95

Ile

Lys

Leu

Thr

Thr

175

Thr

Thr

Phe

Arg

Gly

Glu

Ser

Arg

Met

Phe

80

Ala

Val

Ala

Leu

Pro

160

Leu

Glu

Asp

Ala

Gly

240
Lys



ES 2373 658 T3

245 250 255
Asp Leu Glu Ile Met Gln Ile Leu Thr Arg Val Asn Asp Arg Val Ala
260 265 270
Arg His Phe Glu Ser Gln Ser Asp Asp Pro His Phe His Glu Lys Lys
275 280 285
Gln Ile Pro Cys Val Val Ser Met Leu Thr Lys Glu Leu Tyr Phe Ser
290 295 300
Gln
305
<210> 15
<211> 262
<212> PRT

<213> Streptomyces sp. K15

<400> 15

Val Thr Lys Pro Thr Ile Ala Ala Val Gly Gly Tyr Ala Met Asn Asn

Gly Thr Gly Thr Thr Leu Tyr Thr Lys Ala Ala Asp Thr Arg Arg Ser
20 25 30

Thr Gly Ser Thr Thr Lys Ile Met Thr Ala Lys Val Val Leu Ala Gln

35 40 15
Ser Asn Leu Asn Leu Asp Ala Lys Val Thr Ile Gln Lys Ala Tyr Ser
50 55 60

Asp Tyr Val Val Ala Asn Asn Ala Ser Gln Ala His Leu Ile Val Gly

65 70 75 80

Asp Lys Val Thr val Arg Gln Leu Leu Tyr Gly Leu Met Leu Pro Ser

85 90 95

Gly Cys Asp Ala Ala Tyr Ala Leu Ala Asp Lys Tyr Gly Ser Gly Ser
100 105 11¢

Thr Arg Ala Ala Arg Val Lys Ser Phe Ile Gly Lys Met Asn Thr Ala

115 120 125
Ala Thr Asn Leu Gly Leu His Asn Thr His Phe Asp Ser Phe Asp Gly
130 135 140

Ile Gly Asn Gly Ala Asn Tyr Ser Thr Pro Arg Asp Leu Thr Lys Ile

145 150 155 160

Ala Ser Ser Ala Met Lys Asn Ser Thr Phe Arg Thr Val Val Lys Thr

169 170 175

Lys Ala Tyr Thr Ala Lys Thr Val Thr Lys Thr Gly Ser Ile Arg Thr
180 185 150

Met Asp Thr Trp Lys Asn Thr Asn Gly Leu Leu Ser Ser Tyr Ser Gly

50
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195
Ala Ile Gly Val
210

Lys

ES 2373 658 T3

Thr

Val Phe Ala Ala Thr Arg

225
Ala Ser Thr Ser

Asn Tyr Gly Phe

260
<210> 16
<211> 256

<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano

<400> 16

Met Thr Met Asp

Gly Gly Phe Leu
20
Leu Leu Pro Arg
35
Gly Gln Pro Ser
50

Asp Thr Ala Val
65

Gly Leu Phe Cys

Val Arg Arg Ala
100

Ser Pro Leu Gln

115
Ala Gly Leu Ser
130

Thr Ser Leu Ser

145

Cys Ser Val Gly

Pro Glu Trp Val
180
Asp Gly Leu Arg

Ile
245
Ala

Glu

Ala

Asp

Leu

Val

Leu

85

Ser

Pro

Leu

Gly

Arg

165

Thr

Ala

230
Pro

Leu

Gln

Arg

Val

Ser

Gly

70

Gly

Glu

Asp

Ser

Ser

150

Arg

Gln

Gln

Gly
215
Gly

Ala

Gln

Tyr

Val

Val

55

His

Cys

Lys

Lys

Ser

135

Glu

Arg

Arg

Trp

200

Ser Gly Pro

Gly lys Thr

Arg Glu

Ser Gln

Asp Gln
25

Glu His

40

Ala Leu

Val Ala
Val Thr
Ser Glu
105
Val Val
120
Arg Arg
Thr Thr
Gly Thr
Phe Pro

185
Gln Arg

51

Ser
250

ala

10

Ser

Trp

Pro

Ala

Ser

S0

Leu

Glu

Cys

Pro

Leu

170

Asp

Cys

Glu
Val

235
Asp

Val

Pro

Leu

Leu

Met

75

Pro

Val

Phe

Asp

Phe

155

Ala

Leu

Gly

Ala
220
Ile

Ala

Ala

Asp

His

Asn

60

Gln

Arg

Ser

ieu

Asp

140

Lys

Val

Thr

Ser

205

Lys Tyr Cys Leu

Gly Thr Val

Leu
240

Thx Lys Ile Met

Pro

Glu

Ala

45

Ile

Ser

Phe

Arg

Ser

125

Val

His

Tyr

Ala

Thr

Val

Ala

30

Gln

Asn

Val

Leu

Gly

110

Gly

Glu

val

Gly

Ala

190
Ala

255

Tyr
15

Glu
Gly
His
Arg
Glu
95

Pro
Ser
Gln
Ala
Arg
175

Asp

Val

val

Leu

Gln

Asp

Asp

80

Ile

Val

Tyr

Ala

Leu

160

Asp

Arg

Asp
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<210> 17
<211> 248
<212> PRT

195

ES 2373 658 T3

200

205

Ala Ser Gly Asp Pro Phe Arg Ser Asp Ser Tyr Gly Leu Leu Gly Asn

210

215

220

Ser Val Asp Ala Leu Tyr Ile Arg Glu Arg Leu Pro Lys Leu Arg Tyr

225

230

235

240

Asp Lys Gln Leu Val Gly Val Thr Glu Arg Glu Ser Tyr Val Lys Ala

<213> Escherichia coli

<400> 17

Val Arg
Met Pro
Tyr Gly
His Pro
50
Lys Leu
65
Thr Tyr
Ser Gly
Glu Pro
Ala Thr
130
Gly Ile
145
Arg Ile
Gln Gln

Tyr Phe

Trp Gly

Ser

Thr

Ile

35

Lys

Asp

Asp

Gln

Ser

115

Ser

Arg

Leu

Pro

Met

195
Phe

Phe
Leu
20

Lys
Arg
Tyr
Pro
Ala
100
Asp
Gly
Leu
Thr
Gly
180

Met

val

245

Ile

Leu

Asp

Gly

Ile

val

85

Cys

Phe

Phe

Ser

Val

165

Gln

Gly

Pro

Tyr

Ile

Pro

Asp

Lys

70

Ser

Glu

Val

Phe

Glu

150

Pro

Gln

Asp

Glu

Glu

Gly

1le

Ile

55

Arg

Lys

Asn

Gln

Glu

135

Arg

Ile

Leu

Asn

Ala

Pro

Asp

Tyr

40

val

Ala

Glu

Ala

Thr

120

val

Lys

Ala

&la

Arg

200
Asn

Phe

Phe

25

Gln

Val

Val

Leu

Leu

105

Phe

Pro

Glu

Gln

Thr

185

Asp

Leu

52

250

Gln

10

Ile

Lys

Phe

Gly

Thr

90

Pro

Ser

Lys

Thr

Asp

170

Trp

Asn

Val

Ile

Leu

Thr

Lys

Leu

15

Ile

Val

Arg

Asn

Leu

155

Gln

Ile

Ser

Gly

Pro

Val

Leu

Tyr

60

Pro

Gin

Thr

Arg

Glu

140

Gly

Val

Val

Ala

Arg

Ser

Glu

Ile

45

Pro

Gly

Pro

Tyrx

Asn

125

Thr

Asp

Gly

Pro

Asp

205
Ala

Gly

Lys

30

Glu

Glu

Asp

Gly

Ser

110

Gly

Lys

Val

Met

Pro

190

Ser

Thr

255

Ser

15

Phe

Thr

Asp

Lys

Cys

95

Asn

Gly

Glu

Thr

Tyr

175

Gly

Arg

Ala

Met

Ala

Gly

Pro

Val

80

Ser

Vval

Glu

Asn

His

160

Tyr

Gln

Tyr

Ile



ES 2373 658 T3

210 215 220
Trp Met Ser Phe Asp Lys Gln Glu Gly Glu Trp Pro Thr Gly Leu Arg
225 230 235 240
Leu Ser Arg Ile Gly Gly Ile His
245
<210> 18
<211> 317
<212> PRT

<213> Serratia marcescens

<400> 18

Met Glu Gln Leu Arg Gly Leu Tyr Pro Pro Leu Ala Ala Tyr Asp Ser

Gly Trp Leu Asp Thr Gly Asp Gly His Arg Ile Tyr Trp Glu Leu Ser
20 25 30
Gly Asn Pro Asn Gly Lys Pro Ala Val Phe Ile His Gly Gly Pro Gly
35 40 45
Gly Gly Ile Ser Pro His His Arg Gln Leu Phe Asp Pro Glu Arg Tyr
50 55 60
Lys Val Leu Leu Phe Asp Gln Arg Gly Cys Gly Arg Ser Arg Pro His
65 70 75 80
Ala Ser Leu Asp Asn Asn Thr Thr Trp His Leu Val Ala Asp Ile Glu
85 90 95
Arg Leu Arg Glu Met Ala Gly Val Glu Gin Trp Leu Val Phe Gly Gly
100 105 110
Ser Trp Gly Ser Thr Leu Ala Leu Ala Tyr Ala Gln Thr His Pro Glu
115 120 125
Arg Val Ser Glu Met Val Leu Arg Gly Ile Phe Thr Leu Arg Lys Gln
130 135 140
Arg Leu His Trp Tyr Tyr Gln Asp Gly Ala Ser Arg Phe Phe Pro Glu
145 150 155 160
Lys Trp Glu Arg Val Leu Ser Ile Leu Ser Asp Asp Glu Arg lys Asp
165 170 175
Val Ile Ala Ala Tyr Arg Gln Arg Lleu Thr Ser Ala Asp Pro Gln Val
180 185 190
Gln Leu Glu Ala Ala Lys Leu Trp Ser Val Trp Glu Gly Glu Thr Val
195 200 205
Thr Leu Leun Proc Ser Arg Glu Ser Ala Ser Phe Gly Glu Asp Asp Phe
210 215 220
Ala Leu Ala Phe Ala Arg Ile Glu Asn His Tyr Phe Thr His Leu Gly

53
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<210> 19
<211> 229
<212> PRT

225
Phe

His

Val

His

His
305

Len

Ile

Gln

Iie

290
Gln

<213> Escherichia coli

<400> 19

Met

Leu

Ser

Tyr

Thr

65

Glu

Ser

Gly

Thr

Asp

145

Ala

Glu

Glu

Glu

Ala

Thr

50

Gly

Ile

Arg

Ala

Ile

130

Ala

Leu

Leu

Glu
Pro
Asn
275

Val

Leu

Leu

His

Val

35

Asp

Ile

Ile

Glu

Leu

115

Arg

Leu

Pro

Leu

Ser
Ala
260
Ala

Glu

Met

Leu

Ala

20

Phe

Lys

His

Ile

Arg

100

Tyr

Thr

Asp

Glu

Val

Asp
245
Val
Trp

Gly

Ile

Leu

Leu

Ile

Thr

Arg

Val

85

Gly

Ile

Thr

Leu

Gly

165
Val

ES 2373 658 T3

230
Asp

Ile

Asp

Ala

Ala
310

Leu

Pro

Pro

Ala

Val

70

Gly

Leu

Gly

Asn

Phe

150

His

Ala

Gln

Val

Leu

Gly

295
Thr

Ser

Leu

Phe

Glu

55

Ala

Gly

Leu

Trp

Asp

135

Pro

Lys

Pro

Leu
His
Ala
280

His

Asp

Asn

Ile

Ala

40

Val

Asp

Gly

Ala

Ser

120

Met

Leu

Gly

Glu

Leu
Gly
265
Lys

Ser

Arg

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Pro

Asn

Pro

105

Ala

Pro

Gln

Glu

Leu

54

Arg
250
Arg
Ala

Tyr

Phe

Thr
10

Asn
Val
Ala
Leu
Thr
990

Met
Gly
Ile
Ile
Thr

170
Thr

235

Asn

Tyr

Trp

Asp

Ala
315

Leu

Gln

Thr

Pro

Ala

75

Phe

Ala

Ala

val

Asn

155

Arg

Val

val

Asp

Pro

Glu

300
Gly

Pro

Leu

Gln

Leu

60

Ala

Gln

Asp

Asn

Asp

140

Pro

Glu

Ile

Pro
Met
Glu
285

Pro

Lys

Gly

Asn

Thr

45

Gly

Ile

Leu

Arg

Leu

125

Pro

His

Gln

Gly

Leu
Ala
270

Ala

Gly

Lys

Gly

30

Trp

Val

Glu

Leu

Val

110

Rla

Asn

Phe

Arg

Leu

Ile
255
Cys

Glu

Ile

Ala

15

Arg

Asp

Asn

Lys

Lys

25

Lys

Cys

Gly

Thr

Ile

175
Pro

240
Arg

Gln

Leu

Leu

Trp

Arg

Glu

Val

Ala

80

Glu

Arg

Pro

Phe

Asn

160

Arg

Glu
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15

<210> 20
<211>99
<212> PRT

ES 2373 658 T3

180 185 190
Gly Asn Trp Ile Gln Val Ser Asn Gly Gln Ala Val Leu Gly Gly Pro
195 200 205
Asn Thr Thr Trp Val Phe Lys Ala Gly Glu Glu Ala val Ala Leu Glu
210 215 220
Ala Gly His Arg Phe
225

<213> virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 20

<210>21
<211> 297
<212> PRT

Pro Gln Ile Thr Leu Trp Gln Arg Pro Leu Val Thr Val Lys Ile Gly

1 5 10 15

Gly Gln Leu Arg Glu Ala Leu Leu Asp Thr Gly Ala Asp Asp Thr val

20 25 30
Leu Glu Asp lle Asn lLeu Pro Gly Lys Trp Lys Pro Lys Met Ile Gly
35 40 45
Gly Ile Gly Gly Phe Ile Lys Val Arg Gln Tyr Asp Gln Ile Leu Ile
50 55 &0

Glu Ile Cys Gly Lys Lys Ala Ile Gly Thr Val Leu Val Gly Pro Thr

65 70 75 80

Pro Val Asn Ile Ile Gly Arg Asn Met Lew Thr Gln Ile Gly Cys Thr
85 90 95

Leu Asn Phe

<213> Escherichia coli

<400> 21

Ser Thr Glu tThr Leu Ser Phe Thr Pro Asp Asn Ile Asn Ala Asp Ile

1 5 10 15

Ser Leu Gly Thr Leu Ser Gly Lys Thr Lys Glu Arg Val Tyr Leu Ala
20 25 30

Glu Glu Gly Gly Arg Lys Val Ser Gln Leu Asp Trp Lys Phe Asn Asn

55



<210> 22
<211> 212
<212> PRT

Ala

Ser

65

Met

Asp

Asp

Gly

Gly

145

Gly

Lys

Glu

Asn

Val

225

Val

Thr

Ser

Thr

Ala

50

Ile

val

Glu

Leu

Leu

130

Gly

Ser

Met

Leu

Asp

210

Lys

Thr

Asn

Asp

Thr
290

<213> Carica papaya

<400> 22

35
Ile

Gly

Asp

Ala

Asn

115

Met

Ser

Phe

Pro

Gly

195

Glu

Asp

Pro

Lys

Tyr

275
Ala

Ile

Ala

Gln

Arg

100

Ile

Ala

Tyr

Pro

Tyr

180

Gly

His

Gln

Asn

Lys

260

Ser

Gly

Lys

Ala

Asp

85

His

Lys

Gly

Ile

Asn

165

Ile

Thr

Tyr

Asn

Ala

245

Gly

Lys

Leu

ES 2373 658 T3

Gly

Gly

70

Trp

Pro

Gly

Tyr

Tyr

150

Gly

Gly

Phe

Asp

Tyr

230

Lys

Asn

Asn

Lys

Ala

55

Trp

Met

Asp

Trp

Gln

135

Ser

Glu

Leu

Lys

Pro

215

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr
295

40
Ile

Thr

Asp

Thr

Leu

120

Glu

Ser

Arg

Thr

Tyr

200

Lys

Ser

Tyr

Ser

Ala

280
Thr

Asn

Thr

Ser

Gln

105

Leu

Ser

Glu

Ala

Gly

185

Ser

Gly

Val

Val

Leu

265

Gly

Phe

56

Trp

Leu

Ser

90

Leu

Asn

Arg

Glu

Ile

170

Ser

Gly

Arg

Ala

Glu

250

Tyx

Ile

Asp

Gly

75

Asn

Asn

Glu

Tyx

Gly

153

Gly

Tyr

Trp

Ile

val

235

Gly

Asp

Glu

Leu

60

Ser

Pro

Tyr

Pro

Ser

140

Phe

Tyr

Arg

Val

Thr

220

Asn

Ala

His

Asn

45
Met

Arg

Gly

Ala

Asn

125

Phe

Arg

Lys

Tyr

Glu

205

Tyr

Ala

Trp

Asn

Tyr
285

Pro

Gly

Thr

Asn

110

Tyr

Thr

Asp

Gln

Glu

190

Ser

Arg

Gly

Asn

Asn

270

Asn

Gln
Gly
Trp
95

Glu
Arg
Ala
Asp
Arg
175
Asp
Ser
Ser
Tyr
Arg
255

Asn

Phe

Ile

Asn

80

Thr

Phe

Leu

Arg

Ile

160

Phe

Phe

Asp

Lys

Tyr

240

Val

Thr

Ile
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Ile Pro Glu Tyr Val Asp Trp Arg Gln Lys Gly Ala Val Thr Pro Val

Lys

Thr

Ser

Gly

65

His

Ser

Val

Pro

Arg

145

Val

Trp

Thr

Pro

<210> 23
<211> 699
<212> PRT

Asn

Ile

Glu

50

Gly

Tyr

Arg

Gln

Val

130

Gly

Ala

Gly

Gly

Val
210

<213> Homo sapiens

<400> 23

Gln

Glu

35

Gln

Tyr

Arg

Glu

Pro

115

Ser

Gly

Ala

Thr

Asn

195
Lys

Gly
20

Gly
Glu
Pro
Asn
Lys
100
Tyr
Val
Ile
Val
Gly
180

Ser

Asn

Ser

Ile

Leu

Trp

Thr

BS

Gly

Asn

Val

Phe

Gly

165

Trp

Tyr

Cys

Ile

Leu

Ser

10

Tyr

Pro

Gln

Leu

val

150

Tyr

Gly

Gly

Gly

Lys

Asp

55

Ala

Pro

Tyr

Gly

Gln

135

Gly

Gly

Glu

Val

Ser

Ile

40

Cys

Leu

Tyr

Ala

Ala

120

Ala

Pro

Pro

Asn

Cys
200

57

Cys

25

Arg

Asp

Gln

Glu

Ala

105

Leu

Ala

Cys

Asn

Gly

185
Gly

10
Trp

Thr

Arg

Leu

Gly

90

Lys

Leu

Gly

Gly

Tyr

170

TyE

Leu

Ala

Gly

Arg

Val

15

Val

Thr

Tyr

Lys

Asn

155

Ile

Ile

Tyr

Phe

Asn

Ser

60

Ala

Gln

Asp

Ser

Asp

140

Lys

Leu

Arg

Thr

Ser

Leu

45

Tyr

Gln

Arg

Gly

Ile

125

Phe

val

Ile

Ile

Ser
205

Ala
30

Asn
Gly
Tyr
Tyr
Val
110
Ala
Gln
Asp
Lys
Lys

190

Ser

15
Val

Gln

Cys

Gly

Cys

a5

Arg

Asn

His
Asn
175

Arg

Phe

Val

Tyr

Asn

Ile

80

Arg

Gln

Gln

Tyr

Ala

160

Ser

Gly

Tyr



Ala Gly Ile Ala
1
Leu Gly Ser His
20
Ala Leu Arg Asn
35
Ser Phe Pro Ala

ES 2373 658 T3

ala Lys Leu Ala
5
Glu Arg Ala Ile

Glu Cys Leu Glu

40
I1le Pro Ser Ala

58

Lys
Lys
25

Ala

Leu

Asp Arg Glu
10
Tyr Leu Asn

Gly Thr Leu

Gly Phe Lys

Ala Ala Glu Gly
15
Gln Asp Tyr Glu
30
Phe Gln Asp Pro
45
Glu Leu Gly Pro
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50 55 60
Tyr Ser Ser Lys Thr Arg Gly Met Arg Trp Lys Arg Pro Thr Glu Iie
65 70 75 80
Cys Ala Asp Pro Gln Phe Ile Ile Gly Gly Ala Thr Arg Thr Asp Ile
8S S0 95
Cys Gln Gly Ala Leu Gly Asp Cys Trp Leu Leu Ala Ala Ile Ala Ser
100 105 110
Leu Thr Leu Asn Glu Glu Ile Leu Ala Arg Val Val Pro Leu Asn Gln
115 120 125
Ser Phe Gln Glu Asn Tyr Ala Gly Ile Phe His Phe Gln Phe Trp Gln
130 135 140
Tyr Gly Glu Trp Val Glu Val Vval Val Asp Asp Arg Leu Pro Thr Lys
145 150 155 160
Asp Gly Glu Leu Leu Phe Val His Ser Ala Glu Gly Ser Glu Phe Trp
165 170 175
Ser Ala Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Ile Asn Gly Cys Tyr Glu
180 185 180
Bla Leu Ser Gly Gly Ala Thr Thr Glu Gly Phe Glu Asp Phe Thr Gly
195 200 205
Gly Ile Ala Glu Trp Tyr Glu Leu Lys Lys Pro Pro Pro Asn Leu Phe
210 215 220
Lys Ile Ile Gln Lys Rla Leu Glmn Lys Gly Ser leu Leu Gly Cys Ser
225 230 235 240
Ile Asp Ile Thr Ser Ala Ala Asp Ser Glu Ala Ile Thr Phe Gln Lys
245 250 255
Leu Val Lys Gly His Ala Tyr Ser Val Thr Gly &la Glu Glu Val Glu
260 265 270
Ser Asn Gly Ser Leu Gln Lys Leu Ile Arg Ile Arg Rsn Pro Trp Gly
275 280 285
Glu Val Glu Trp Thr Gly Arg Trp Asn Asp Asn Cys Pro Ser Trp Asn
290 295 300
Thr Ile Asp Pro Glu Glu Arg Glu Arg Leu Thr Arg Arg His Glu Asp
305 310 315 320
Gly Glu Phe Trp Met Ser Phe Ser Asp Phe Leu Arg His Tyr Ser Arg
325 330 335
Leu Glu Ile Cys Asn Leu Thr Pro Asp Thr Leu Thr Ser Asp Thr Tyr
340 345 350
Lys Lys Trp Lys Leu Thr Lys Met Asp Gly Asn Trp Arg Arg Gly Ser
355 360 365
Thr Ala Gly Gly Cys Arg Asn Tyr Pro Asn Thr Phe Trp Met Asn Pro
370 378 3B0
Gln Tyr Leu Ile Lys Leu Glu Glu Glu Asp Glu Asp Glu Glu Asp Gly

59



385
Glu

Arg

Tyr

Lys

Ile

465

Tyr

Cys

Asp

Ile

Ala

545

hla

Lys

Leu

Ile

Glu

625

Leu

Asp

Lys

AsSp

<210> 24
<211> 221
<212> PRT

Ser

Gln

Glu

Asn

450

Asn

Ile

Ile

Glu

Asp

530

Glu

Lys

Ile

Lys

Tyr

€10

Met

His

Phe

Ile

Leu
690

Gly

Arg

Val

435
Phe

Leu

hArg

Ile

515

Asp

Ile

Arg

Met

Glu

595

Arg

Arg

Gln

Asp

Phe

675
Ile

Cys

Lys

420

Pro

Phe

Arg

Val

Val

500

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

580

Phe

Glu

Lys

Val

Asn

660

Lys

Ser

<213> Virus del grabado de tabaco

Thr

405

Met

Glu

Leu

Glu

Pro

485

Phe

Ala

Val

Ala

Asp

565

Asp

Tyr

Ile

Ala

Ile

645

Phe

Gln

Trp

ES 2373 658 T3

390
Phe

Gly

Glu

Thr

Val

470

Ser

Ser

Asn

Arg

Phe

350

1le

Met

lie

Asp

Leu

630

Val

Val

Leu

Leu

leu

Glu

Leu

Asn

455

Leu

Thr

Glu

Leu

Arg

535

Glu

Lys

Leu

Leu

Val

615

Glu

Ala

Arg

Asp

Cys
695

Val

Asp

Ser

440

Arg

Asn

Phe

Lys

Glu

520

Leu

Leu

Ser

RAsp

Trp

600

Asp

Glu

Arqg

Cys

Pro

680
Phe

60

Gly

Met

425

Gly

Ala

Arg

Glu

Lys

505

Glu

Phe

Gln

Asp

Ser

585

Thr

Arg

Ala

Phe

Leu

665

Glu

Ser

410
His

Gln

Arg

Phe

Pro

490

Ala

Phe

Ala

Thr

Gly

570

Asp

Lys

Ser

Gly

Ala

650

Val

Asn

Val

395
Ile

Thr

Thr

Glu

Lys

473

Asn

Asp

Asp

Gln

Ile

535

Phe

Gly

Ile

Gly

Phe

635

Asp

Arg

Thr

Leu

Gln

Ile

Asn

Arg

460

Leu

Lys

Tyr

1le

Leu

540

Leu

Ser

Ser

Gln

Thr

620

Lys

Asp

Leu

Gly

Lys His

Gly Phe
430

Ile His

445

Ser Asp

Pro Pro

Asp Gly

Gln Ala
510

Ser Glu

525

Ala Gly

Arg Arg

Ile Glu

Gly Lys
590

Lys Tyr

605

Met Asn

Met Pro
Gln Leu
Glu Thr

670

Thr Ile
685

Arg
415
Gly
Leu
Thr
Gly
Asp
495
Val
Asp
Glu
Val
Thr
57%
Leu
Gln
Ser
Cys
Ile
655

Leu

Glu

400
Arg

Ile

Ser

Phe

Glu

480

Phe

Asp

Asp

Asp

Leu

560

Cys

Gly

Lys

Tyr

Gln

640

Ile

Phe

Leu
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<400> 24

<210> 25
<211> 371
<212> PRT

Gly

Thr

Tyr

Arg

Lys

65

Asp

Lys

Thr

Ser

Gln

125

Gly

Asn

Gln

Val

Glu

Ile

Gly

Arg

50

Val

Met

Leu

Thr

Cys

130

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu
210

Sex

Cys

Ile

a5

Asn

Lys

Ile

Lys

Asn

115

Thr

Lys

Ile

Phe

Ala

195
Trp

Leu

His

20

Gly

Asn

Asn

Ile

Phe

100

Phe

Phe

Asp

Val

Thr

180

Gln

Gly

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 25

Phe

Leu

Phe

Gly

Thr

Ile

85

Arg

Gln

Pro

Gly

Gly

165

Ser

Gln

Gly

ES 2373 658 T3

Lys

Thr

Gly

Thr

Thr

0

Arg

Glu

Thy

Ser

Gln

150

ile

Val

Trp

His

Gly

Asn

Pro

Leu

55

Thr

Met

Pro

Lys

Ser

135

Cys

His

Pro

Val

Lys
215

Pro

Glu

Phe

40

Leu

Leu

Pro

Gln

Ser

120

Asp

Gly

Ser

Lys

Ser

200
val

Arg
Ser
25

Tie
Val
Gln
Lys
Arg
105
Met
Gly
Ser
Ala
Asn
185

Gly

Phe

Asp

10

Asp

Ile

Gln

Gln

Asp

90

Glu

Ser

Ile

Pro

Ser

170

Phe

Trp

Met

Tyr Asn Pro

Gly

Thr

Ser

His

75

Phe

Glu

Ser

Phe

Leu

155

Asn

Met

Arg

Asp

His

Asn

Leu

60

Leu

Pro

Arg

Met

Trp

140

Val

Phe

Glu

Leu

Lys
220

Thr

Lys

45

His

Ile

Pro

Ile

Val

125

Lys

Ser

Thr

Leu

Asn

205
Pro

lle

Thr

30

His

Gly

Asp

Phe

Cys

110

Ser

His

Thr

Asn

Lew

199
Ala

Ser
15

Ser
Leu
vVal
Gly
Pro
95

Leu
Asp
Trp
Arg
Thr
175

Thrx

Asp

Ser

Leu

Phe

Phe

Arg

80

Gln

Val

Thr

Ile

Asp

160

Asn

Asn

Ser

Asp Gln Asn Phe Ala Arg Asn Glu Lys Glu Ala Lys Asp Ser Ala Ile

1

5

61

10

15



Thr
Glu
Ser
Ser
65

Ser
Tyr
Gly
Lys
val
145
Ala
His
Ser
Ser
Arg
225
Val
Gly
Gln
Glu
Gln
305

Asp

Asp

Phe

Asp

Asn

50

Gly

Phe

Val

Thr

Gly

130

Ile

Ala

Asn

Asn

Thr

210

Glu

Gly

Ser

Ser

Ala

290

Gly

Gly

Gly

Ile

Ile

35

Met

Asp

Asp

Glu

Ala

115

Ile

Glu

Thx

Tyr

Asn

195

Arg

Ser

Ile

Ser

Val

275

Gln

Val

Arg

Phe

Gln
20

Lys
Tyr
Lys
Val
Gin
100
Glu
His
Lys
Gly
Pro
180
Pro
Gln
Asn
Ser
Arg
260
His
Ile
Gly

Asn

Phe
340

Lys

Leu

Val

Arg

Asn

85

Ile

Ile

Tyr

Val

Ser

165

Asn

Tyr

Tyr

Val

Val

245

Val

Gln

Asp

Lys

Phe

325
Arg

ES 2373 658 T3

Ser

Asp

Tyr

Ser

70

Gly

Lys

Lys

Asn

Lys

150

Val

Lys

Phe

Asn

Gln

230

Asp

Gln

Ille

Lys

Val

310
Tyr

Ala
Lys
Asn
55

Prxo
Lys
Glu
Gln
Gln
135
Pro
ala
Gly
Asn
Trp
215
Lys
Met
Arg
Asn
Glu
295
Gly
His

Asp

Ala
Val
40

1le
Glu
Glu
Asn
Pro
120
Gly
Gly
Thr
Leu
His
200
Asn
Met
Lsp
Ala
Arg
280
Leu
Gly

Val

Ala

62

Ile

25

Asn

Ser

Ile

Asn

Lys

165

Val

Asn

Glu

Ala

Lys

185

Pro

Asn

Ala

Tyr

Leu

265

Gly

Ser

His

Asn

Leu
345

Lys

Leu

Thr

Lau

Ile

90

Lys

Val

Pro

Glin

Thr

170

Asp

Lys

Ile

Ile

Gly

250

Lys

Asp

Gln

Ala

Trp

330

Asn

Ala
Gly
Gly
Gly
15

Ala
Leu
Lys
Tyr
Ser
155
Ala
Tyr
Asn
Lau
Ser
235
Pro
Glu
Phe
Asn
Phe
315

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

&0

Tyr

Sar

Asp

Ser

Asn

140

Phe

Gln

Thr

Leu

Pro

220

Glu

Ser

Asn

Ser

Gln

300

Val

Trp

Ser

Ala
Glu
45

Phe
Ser
Phe
Ser
Leu
125
Leun
Val
Ile
Tyr
Phe
205
Thr
Leu
Ser
Phe
Lys
285
Pro
Ile

Gly

Ala

Arg
30

Leu
Val
Thr
Met
Thr
110
Leu
Leu
Gly
Met
Thr
190
Ala
Tyr
Met
Gly
Gly
270
Gln
val
Asp

Gly

Leu
350

Ser

Ser

Ile

Ser

Glu

95

Tyr

Asp

Thr

Gln

1lys

175

Leu

Ala

Ser

RAla

Ser

255

Tyr

Asp

Tyr

Gly

Val

335
Gly

Ala

Gly

Val

Gly

80

Ser

Ala

Ser

Pro

His

160

Tyr

Ser

Ile

Gly

Asp .

240

Ala

Asn

Trp

Tyr

Ala

320

Ser

Thr
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Gly Gly Gly Ala Gly Gly Phe Asn Gly Tyr Gln Ser Ala Val Val Gly
360

355
lle Lys Pro
370

<210> 26

<211> 353

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26

Lys Lys His

Tyr Met Asn

Lys Ala Val
35
Val Pro Leu
50
Lys Pro Val
65
Leu Asp Ser

Leu Asp Asn

Ile Pro Lys
115
Glu Val Asp
130
Leu Ser I1le
145
Val Ala val

His Gly Leu

Pro Val Leu
195
Asp Gln Asn
210
Pro Leu Asp
225

Thr
Ser
20

Tyr
Ala
Gly
Phe
Val
100
Leu
Tyx
Lys
Glu
Gln
180
His
Ile

Glu

Gly

Leu

Met

Leu

Thy

Met

8s

Glu

Phe

Arg

Gly

Gln

165

Glu

Leu

Lys

Phe

Tyr

Leu

Met

Gln

Lys

70

Gln

Asn

Arg

Ser

Lys

150

Leu

Ala

Gln

Ile

Leu
230

Val

Gln

Pro

Arg

55

Lys

His

Lys

Gly

Asp

135

Lys

Asp

Glu

Leu

Asn

215
Gln

Gly

Thr

Thr

40

Val

Leu

Asp

Met

Lys

120

Arg

Asn

Gly

Lys

Met

200

Asp

Lys

Leu

Leu

25

Glu

Phe

Thr

Val

Lys

105

Met

Arg

Ile

Asp

Gly

185

Arg

Arg

Thr

63

Lys
10

Phe
Gly
Tyr
Lys
Gln
20

Gly
Val
Glu
Phe
Asn
170
Val
Phe

Phe

Asp

Asn

Phe

Asp

Glu

Ser

75

Glu

Thr

Ser

Asp

Glu

155

Lys

Lys

Met

Glu

Pro
23%

Gln

Thr

Asp

60
Phe

Cys

Tyr

Tyr

140

Ser

Tyx

Phe

Tyr

Phe

220
Lys

365

Gly

Asn

Ser

45

Gln

Gly

Cys

Val

Ile

125

Tyr

Phe

Asp

Leu

Asp

205

Pro

Asp

Ala

Gln

30

Ser

His

Trp

Arg

Glu

110

Gln

Asp

Val

Ala

Thr

190

Pro

Glu

Pro

Thr

15

Leu

Lys

Serx

Glu

Val

95

Gly

Cys

Ile

Asp

Gly

175

Leu

Gln

Gln

Ala

Cys

Arg

Sex

Asp

Thr

80

Leu

Thr

Lys

Gln

Tyr

160

Glu

Pro

Thr

Leu

Asn
240
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Tyr

His

Phe

His

Asn

30s

Leu

Leu

Glu

<210> 27
<211> 174
<212> PRT

Ile

Tyr

Asp

Asn

290

Ala

Gln

Gln

Leu

Val

Asp

275

Tyr

Tyr

Ala

Glu

<213> Staphylococcus aureus

<400> 27

Tyr

Thr

Leu

Arg

Leu

65

Pro

Thr

Arg

Lys

Asn

Gln

Asn

Phe

50

Thr

Gln

Lys

Asn

Leu
130

Glu

Gly

Ala

35

Leu

Pro

Leu

Asn

Gly

115
Asn

His

Val

260

Asp

Gly

Met

Val

Glu
340

Gln

Asn

20

Thr

His

Arg

Leu

Asn

100

Met

Asn

Ala

245

Tyr

Val

Gly

Leu

Thr

325
Lys

Tyr

Asn

Tyr

Pro

Glu

Asn

B8S
Lys

ES 2373 658 T3

Val

Leu

Val

His

Val

310

Asp

Arg

Val

Gly

Asn

Asn

Met

70

Arg

Gly

Ala

Gln

Leu

Asn

Ser

Asp

295

Tyr

His

Ile

Asn

Trp

Thr

Leu

55

Ile

Met

Ile

Gly

Glu
135

vVal

Pro

Arg

280

Asp

Ile

Asp

Glu

Lys

Cys

Asn

40

Gln

Tyr

Thr

Ala

His

120
Val

His

Lys

265

Cys

Asp

Arg

Ile

Ala
345

Leu
ala
25

Lys
Gly
Phe
Thr
Ile
105

Ala

Ile

64

Ser
250
Gly
Thr
Leu
Glu
Pro

330
Gln

Glu
10

Gly
Tyr
Gln
Gly
Tyr
S0

Leu

Met

Ile

Gly

Asp

Lys

Ser

Ser

315

Gln

Lys

Asn

Tyr

His

Gln

Gln

75

Asn

Gly

Ala

Ile

Asp

Gly

Glu

Val

300

Lys

Gln

Arg

Phe

Thr

Ala

Phe

60

Thr

Glu

Ser

Val

Trp
140

Asn

Lys

Glu

285

Arg

Leu

Leu

Lys

Lys

Met

Glu

45

Gln

Gln

Val

Arg

vVal

125
Asn

His

Trp

270

Ala

His

Ser

Val

Glu
350

Ile
Ser
30

Ala
Phe
Gly
Asp
Val
110

Gly

Pro

Gly
255
Cys
Ile
Cys
Glu
Glu

335
Arg

Arg
15

Ala
Val
Thr
Arg
Asn
95

Glu

Asn

Trp

Gly

Lys

Glu

Thr

Val

320

Arg

Gln

Glu

Leu

Met

Gly

Ser

8o

Leu

Ser

Ala

Asp
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15
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Asn Gly Phe Met Thr Gln Asp Ala Lys Asn Asn Val Ile Pro Val Ser

145

150

155

Asn Gly Asp His Tyr Gln Trp Tyr Ser Ser lle Tyr Gly Tyr

<210> 28
<211> 221
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 28

Gly

Lys

Ile

Leu

Thr

65

Glu

Gln

Ser

Tyr

Leu

145

Gly

Gly

Ala

Axg

<210> 29
<211> 166
<212> PRT

Ser

Ala

Glu

Asn

50

Pro

Arg

Ile

His

Val

130

Thr

Glu

Tyr

Asp

Phe
210

Leu

Leu

Ile

35

Asp

Asn

Gly

Asp

Trp

115

Asp

Asp

Asp

Asp

ala

195
Ile

<213> Pyrococcus horikoshii

Val

Ala

20

Thr

Thr

Thr

Tyr

Lys

100

Ala

Ser

Leu

Phe

Cys

180

Pro

Ala

165

Pro

Ser

Val

Ile

val

Gln

85

Leu

Leu

Leu

Gln

Asp

165

Gly

Leu

His

Glu

Arg

Arg

Ile

Ala

70

Gly

Asp

Gly

Ser

Lys

150

Leu

Ile

Asp

Leu

Leu

Glu

Asp

Glu

55

Phe

Val

Lys

Ile

Asn

135

Tyr

Ile

Tyr

Phe

Ile
215

Asn

Asn

Phe

40

Phe

Asn

Arg

Ile

Ile

120

Gly

Val

His

Val

Asp

200
Leu

Glu

Thr

25

Lys

Phe

Ser

Arg

Phe

105

Asp

Pro

Met

Leu

Cys

185

Tyr

Thr

65

170

Lys

10

Gln

Thr

Met

Phe

Trp

90

Thr

Leu

Asn

Glu

Asp

170

Met

Lys

Asp

Asp

Leu

Leu

Lys

Phe

75

Met

Pro

Lys

Ala

Glu

155

Cys

Asn

Asp

Ala

Asp

Met

Ala

Tyr

60

Tyr

Lys

Ile

Lys

Met

140

Ser

Pro

Thr

Ala

Leu
220

Asp

Asn

Pro

45

Ile

Thr

Arg

Asn

Lys

125

Ser

Lys

Gln

Leu

Ile

205
Lys

Gln

Arg

30

Arg

Glu

Asn

Lys

Leu

110

Thr

Phe

His

Gln

Tyr

150
Arg

Val
15

Asp
Aryg
Lys
Leu
Lys
95

Asn
Ile
Ala
Thr
Pro
175

Gly

Met

160

Gln

Asn

Trp

Ser

Ser

80

Thr

Gln

Gly

Ile

ile

160

Asn

Ser

Arg
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<400> 29

Met Lys Val Leu Phe Leu Thr Ala Asn Glu Phe Glu Asp Val Glu Leu

Ile Tyr Pro Tyr His Arg Leu Lys Glu Glu Gly His Glu Val Tyr Ile
20 25 30
Ala Ser Phe Glu Arg Gly Thr Ile Thr Gly Lys His Gly Tyr Ser Val
35 40 45
Lys Val Asp Leu Thr Phe Asp Lys Val Asn Pro Glu Glu Phe Asp Ala
50 55 60

Len Val Leu Pro Gly Gly Arg Ala Pro Glu Arg Val Arg Leu Asn Glu
65 70 75 80

Lys Ala Val Ser Ile Ala Arg Lys Met Phe Ser Glu Gly Lys Pro Val

85 90 95
Ala Ser Ile Cys His Gly Pro Gln Ile Leu Ile Ser Ala Gly Val Leu
100 105 110
Arg Gly Arg Lys Gly Thr Ser Tyr Pro Gly Ile Lys Asp Asp Met Ile
115 1290 125
Asn Ala Gly Vval Glu Trp Val Asp Ala Glu Val Val Val Asp Gly Asn
130 135 140
Trp Val Ser Ser Arg Val Pro Ala Asp Leu Tyr Ala Trp Met Arg Glu
145 150 155 160
Phe Val Lys Leu Leu Lys
165

<210> 30

<211> 316

<212> PRT

<213> Bacillus thermoproteolyticus

<400> 30

Ile Thr Gly Thr Ser Thr Val Gly Val Gly Arg Gly Val Leu Gly Asp
1 S 10 15
Gln Lys Asn Ile Asn Thr Thr Tyr Ser Thr Tyr Tyr Tyr Leu Gln Asp
20 25 30
Asn Thr Arg Gly Asp Gly Ile Phe Thr Tyr Asp Ala Lys Tyr Arg Thr
35 40 45

66



<210> 31
<211> 169
<212> PRT

Thr

Ser

65

Tyr

Asn

Ala

Thr

Thr

145

Ser

Glu

Tyr

Ala

Gln

225

Ala

Gly

Gln

val

Ser
305

Leu
50

Tyr
Asp
Ala
Phe
Phe
130
His
Gly
Phe
Thr
Lys
210
Asp
Tyr
Ile
Tyx
Gln

290
Val

<213> Homo sapiens

<400> 31

Pro

Asp

Tyr

ala

Trp

115

Ile

Ala

Ala

Tyr

Pro

195

Tyr

Asn

Leu

Gly

Leu

275

Ser

Lys

Gly

Ala

Tyx

Ile

100

Asn

Pro

Val

Ile

Ala

180

Gly

Gly

Gly

Ile

Arg

260

Thr

Ala

Gln

Ser

Pro

Lys

85

Arg

Gly

Leu

Thr

Asn

165

Asn

Ile

Asp

Gly

Ser

245

Asp

Pro

Thr

Ala

ES 2373 658 T3

Leu

Ala

70

Asn

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Glu

Lys

Ser

Pro

Val

230

Gln

Lys

Thr

Asp

Phe
310

Tryp

53

Val

Val

Ser

Glu

Gly

135

Tyr

Ala

Asn

Gly

Asp

215

His

Gly

Leu

Ser

Leu

295
Asp

Ala Asp

Asp Ala

His Asn

Val His
105
Met Val
120
Gly Ile

Thr Alsa
Ile Ser
Pro Asp
185
Asp Ser
200
His Tyr
Ile Asn
Gly Thr
Gly Lys
265
Asn Phe
280

Tyr Gly

Ala Vval

67

Ala

His

Arg

90

Tyr

Tyr

Asp

Gly

Asp

170

Trp

Leu

Ser

Ser

His

250

Ile

Ser

Ser

Gly

Asp

Tyr

75

Leu

Ser

Gly

val

Leu

155

Ile

Glu

Arg

Lys

Gly

235

Tyr

Phe

Gln

Thr

Val
315

Asn

60

Tyr

Ser

Gln

Asp

Val

140

Ile

Phe

Ile

Ser

Arg

220

Ile

Gly

Tyr

Leu

Ser

300
Lys

Gln

Ala

Tyr

Gly

Gly

125

Ala

Tyr

Gly

Gly

Met

205

Tyr

Ile

Val

Arg

Arg

285
Gln

Phe

Gly

Asp

Tyr

110

Asp

His

Gln

Thr

Glu

190

Ser

Thr

Asn

Ser

Ala

270

Ala

Glu

Phe

vVal

Gly

95

Asn

Gly

Glu

Asn

175

Asp

Asp

Gly

Lys

Val

235

Leu

Ala

Val

Ala

Thr

80

Asn

Asn

Gln

Leu

Glu

160

Val

Val

Pro

Thr

Ala

240

val

Thr

Ala

Ala
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<210> 32
<211> 496
<212> PRT

Val

Arg

Ala

Phe

Arg

65

Leu

Phe

His

Ser

Asp

145
Gly

Leu Thr

Ile Glu

Ile Glu
35

Thr Lys

50

Gly Asp

Ala His
Azp Glu
Arg Val

115
Thr Asp
130

Val Gln

Arg Ser

<213> Homo sapiens

<400> 32

Gln

Phe

Ala

Val

val

65
Asn

Tyr Ser

Glu Trp

Pro Lys
35

Ala Ile

50

Ser Tyr

Met Val

Glu
Asn
20

Lys
val
His
Ala
Asp
100
Ala
Ile

Leu

Gln

Pro
Arg
20

Gly
Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ser

Arg

Phe

85

Glu

Ala

Gly

Ala

Asn
165

Asn

Trp

Phe

Asn

Leu

Arg
85

ES 2373 658 T3

Asn

Thr

Phe

Glu

Asp

70

Gln

Arg

His

Ala

Gln

150

Pro

Thr

Val

Gly

Pro

Cys

10
Cys

Pro
Pro
Gln
Gly
55

Asn
Pro
Trp
Glu
Leu
13%

Asp

Val

Gln
Asp
Gly
Phe
55

Thr

Asn

Arg Trp

Asp Leu
25

Leu Trp

40

Gln Ala

Ser Pro

Gly Pro

Thr Asn
105

Leu Gly

120

Met Tyr

Asp Ile

Gin Pro

Gln Gly

Ile Ala
25

Val Gln

40

Arg Pro

Arg Ser

Asn Val

68

Glu
10

Pro
Ser
Asp
Phe
Gly
90

Asn
His

Preo

Asp

Arg
10

Leu
Val
Trp

Gly

Gly
90

Gln

Arg

Asn

Ile

Asp

75

Ile

Phe

Ser

Ser

Gly
155

Thr

Glu

Ser

Trp

Asn

75
Val

Thr His

Ala Asp

Val Thr
45

Met Ile

60

Gly Pro

Gly Gly

Arg Glu

Leu Gly
125

Tyr Thr

140

Ile Gln

Ser Ile

Cys Glu

Pro Pro
45

Glu Arg

60

Glu Asp

Arg Ile

Leu
Val
30

Pro
Ser
Gly
Asp
Tyr
110
Leu

Phe

Ala

Val
Arg
30

Asn
Tyr

Glu

Tyr

Thr

15

Asp

Leu

Phe

Gly

Ala

95

Asn

Ser

Ser

Ile

His

15

Tyr

Glu

Gln

Phe

Val
a5

Tyr

His

Thr

Val

Asn

80

His

Leu

His

Gly

Tyr
160

Leu

Leu

Asn

Pro

Arg

80
Asp



Ala

Ser

vYal

Ser

145

Arg

Sar

Gly

Ala

Gly

225

Pro

Lys

Lys

Ser

His

305

Tyr

Arg

Asp

Glu

Glu

385

Val

Val

Val Ile

Thr Cys
115

Bro Tyr

130

Gly Asp

Leu Thr

Lys Ile

Phe Arg
195

Ile Leu

210

Ser Lys

ile Lys
Tyr Gly
Met Ser
275
Asp Arg
290
Gly Ala
Lys Met
Val Met
Val Asn
355
Val Thr
370
His Arg

Asp Gly

Ala Phe

Asn
100
Gly
Ser
Ile
Gly
Ala
180
Leu
Asp
Pro
Ser
Ala
260
Tyr
&la
Gly
Ala
Ser
340
Asp
Ile
Trp

Gln

Gly
420

His

Ser

Gly

Glu

Leu

165

Glu

Rsp

Lys

Phe

Ser

245

Lys

Leu

Leu

Gly

Val

325

Ser

Trp

Asn

Arg

Pro

405
Arg

ES 2373 658 T3

Met

Tyr

Trp

Asn

150

Leu

Tyr

Ala

Leun

Ile

230

Asp

Leu

Lys

val

Ala

310

Gly

Tyr

val

Pro

Gln

390

Phe

Gly

Cys Gly

Phe Asn
120

Asp Phe

1315

Tyr Asn

Asp Leu

Met Asn

Ser Lys
200

His Asn

215

Tyr Gln

Tyr Phe
Gly Thr
Asn Trp
280
Phe val
295
Ser Ile
Phe Met
Arg Trp
Gly Pro
360
Asp Thr
375
Ile Arg

Thr Asn

Asn Arg

Asn
105
Pro
Asn
Asp
Ala
His

185

His

Glu
Gly
Val
265
Gly

Asp

Leu

Pro
345
Pro
Thr
Asn

Trp

Gly
425

69

Ala

Gly

Asp

Ala

Leu

170

Leu

Met

Asn

Val

Aszn

250

Ile

Glu

Asn

Thr

Ala

330

Arg

Asn

Cys

Met

Tyr

410
Phe

Val

Ser

Gly

Thr

155

Glu

Ile

Trp

Ser

Ile

235

Gly

Arg

Gly

His

Phe

315

His

Gin

Asn

Gly

Val

3585

Asp

Ile

Ser Ala

Arg Asp
125

Lys Cys

140

Gla Val

Lys Asp

Asp Ile

Pro Gly
205

Asn Trp

220

Asp Leu

Arg val
Lys Trp
Tcp Gly
285
AsSp Asn
300
Trp Asp
Pro Tyr
Phe Gln
Asn Gly
365
Asn Asp
380
Ile Phe

Asn Gly

Val Phe

Gly

110

Phe

Lys

Arg

Tyr

Gly

150

Asp

Phe

Gly

Thr

Asn

270

Fhe

Gln

Ala

Gly

Asn

50

val

Trp

Arg

Ser

Asn
430

Thr

Pro

Thr

Asp

val

175

val

Ile

Pro

Gly

Glu

255

Gly

vVal

Arg

Arg

Phe

335

Gly

Ile

val

Asn

Asn

415
Asn

Ser

Ala

Gly

Cys

160

Arg

Ala

Lys

Ala

Glu

240

Fhe

Glu

Pro

Gly

Leu

320

Thr

Asn

Lys

Cys

Val

400

Gln

Asp
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Asp

Tyr

lle
465

Asn

<210> 33
<211> 370
<212> PRT

Trp
Cys
450

Lys

Ser

Ser
435
Asp

Ile

Ala

<213> Trichoderma reesei

<400> 33

Gln

Lys

Leu

Thr

Cys

65

Val

Ser

Ser

Phe

Tyr

145

Ala

Gln

Cys

Pro

Cys

Asp

Val

50

Gly

Thr

Ser

Asp

Asp

130

Leu

Gly

Thr

Asn

Gly

Thr

Trp

35

Asn

Lys

Thr

Gly

Gly

115

Val

Ser

Ala

Trp

Glu
195

Phe

Val

Tyr

Glu

Thr

Lys

20

Asn

Gly

Asn

Ser

Gly

100

Glu

Asp

Gln

Asn

Arg

180
Met

Ser

Ile

Val

Asp
485

Ser

Ser

Tyr

Gly

Cys

Gly

85

Tyr

Tyr

Leu

Met

Tyr

165

Asn

Asp

ES 2373 658 T3

Leu

Ser

Ser

470

Pro

Thr

Gly

Arg

val

Phe

70

Ser

Ser

Val

Ser

Asp

150
Gly

Ile

Thr
Gly
43535

Asp

Phe

Pro

Gly

Trp

Asn

55

Ile

Ser

Ser

Met

Ala

135

Glu

Ser

Thr

Leu

Leu
440
Asp

Asp

Ile

Glu

Cys

Met

40

Thr

Glu

Leu

Val

Leu

120

Leu

Asn

Gly

Leu

Glu
200

Gln

Lys

Gly

Ala

Val

Val

25

His

Thr

Gly

Thr

Ser

105

Lys

Pro

Gly

Tyr

Asn

185
Gly

70

Thr

Ile

Lys

Ile
49Q

His

10

Ala

Asp

Leu

val

Met

90

Pro

Leu

Cys

Gly

Cys

170

Thr

Asn

Gly
Asn
kla

475

His

Pro
Gln
Ala
Cys
Asp
15

Asn
Arg
Asn
Gly
Ala
155
Asp

Serx

Ser

Leu
Gly
460

His

Ala

Lys

Asp

Asn

Pro

60

Tyr

Gln

Leu

Gly

Glu

140

Asn

Ala

His

Arg

Pro
445
Asn

Phe

Glu

Leu

Thr

Tyr

45

Asp

Ala

Tyr

Tyr

Gln

125

Asn

Gln

Gln

Gln

Ala
205

Ala

Cys

Ser

Ser

Thr

Ser

30

Asn

Glu

Ala

Met

110

Glu

Gly

Tyr

Cys

Gly

150
Asn

Gly

Thr

Ile

Lys
495

Thr
15

Val
Ser
Ala
Ser
Pro
95

Leu
Leu
Ser
Asn
Pro
175

Phe

Ala

Thr

Gly

Ser

480

Leu

Tyr

Val

Cys

Thr

Gly

80

Ser

Asp

Ser

Leu

Thx

160

val

Cys

Leu
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<210> 34
<211> 223
<212> PRT

Thr Pro His
210

Phe Asn Pro

225

Thr Val Asp

Asp Asn Gly

Gln Gln Asn
275
Ile Ser Ser
290
Gly Lys Ala
308
Asp Asn Ser

Cys Ser Ser

Asn Thr His
355
Thr Thr
370

<213> Aspergillus niger

<400> 34

Gln Thr Met
1
val Asn Gln

Vval Tyr Val
35
Trp Thr Trp
50
Gly Val Thr
65
Thr Ser Val

Ser

Tyr

Thr

Ser

260

Gly

Cys

Leu

Gln

Thr

340
Val

Cys

Asn

20

Asp

Ser

Phe

Glu

Cys
Gly
Ser
245
Pro
Val
Pro
Ser
Tyr
325

Glu

Val

Ser

Leu

Lys

Gly

Asn

Trp
85
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Thr
Ser
230
Lys
Ser
Asp
Ser
Ser
310
Met

Gly

Phe

Gln

Trp

Leu

Gly

Lys

70
Lys

Ala

215

Gly

Thr

Gly

Ile

Ala

295

Gly

Asn

Asn

Ser

Tyr

Gly

Ser

Glu

35

Lys

Gln

Thr Ala
Tyr Lys
Phe Thr
Asn Leu
265
Pro Ser
280
Ser Ala
Met Val
Trp Leu
Pro Ser
345

Asn Ile
360

Asp Ser

Glu Tyr
25

Ser Ser

40

Gly Thr

Leu Val

Asp Asn

71

Cys
Ser
Ile
250
val
Ala
Tyr
Leu
Asp
330

Asn

Arg

Ala
10

Gln
Gly
Val

Ser

Thr
90

Asp

Tyr

235

Ile

Ser

Gln

Gly

Val

315

Ser

Ile

Trp

Ser

Ala

Lys

Asp

75
Asn

Ser
220
Tyr
Thr
Ile
Pro
Gly
300
Phe
Gly

Leu

Gly

Ser
Thr
Ser
Ser
60

val

Val

ala

Gly

Gln

Thr

Gly

285

Len

Ser

Asn

Ala

Asp
365

Pro

Gly

Trp

45

Tyr

Ser

Asn

Gly

Pro

Phe

Arg

270

Gly

Ala

Ile

Ala

Asn

350
Ile

Pro

Ser

30

His

Ser

Ser

Ala

Cys
Gly
Asn
255
Lys
Asp
Thr
Trcp
Gly
335

Asn

Gly

Tyx
15

Gln
Thr
Asn

1le

Asp
95

Gly
Asp
240
Thr
Tyr
Thr
Met
Asn
320
Pro

Pro

Ser

Ser

Cys

Glu

Ser

Pro

80
Val
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Ala

Gly

Pro

Glu
145
Tyr
Asn

Ser

Gly

<210> 35
<211>184
<212> PRT
<213> Aspergillus

<400> 35

Ser

Phe

Gly

Ser

Ser

65

Tyr

Ser

Asp

Gln

Tyr Asp

Asp Tyr
115

Ile Gly

130

Val Trp

Ser Phe
Ala Phe
Gln Tyr

195

Pro Ala
210

niger

Ala Gly

Thr Tyr

Val Ser
35

Asn Ala

50

Tyr Leu

Ile Val
Leu Gly
Thr Arg

115

Tyr Phe
130

Leu
100
Glu
Lys
Tyr
Val
Phe
180

Leu

Thr

1le

Asp

20

Serx

Ile

Ala

Glu

Thr

100

Thr

Ser

Phe

Leu

Gln

Gly

Ser

165

Ser

Ile

Phe

Asn

Glu

Asp

Thr

Val

Asp

85

Val

Asn

val
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Thr

Met

Ile

Ser

150

Glu

Tyr

Asn

Thr

Tyr

Ser

Phe

Tyr

Tyr

10

Tyr

Tyr

Glu

Arg

Ala

lle

Ala

135

Thr

Ser

Leu

Leu

Val
215

Val

Ala

Val

Ser

S5

Gly

Gly

Ser

Preo

Glu
135

Ala Asn
105

Trp Leu

120

Thr Ala

Thr Gln

Pro Ile

Thr Gln
185
Gln Phe
200
Asp Asnh

Gln Asn

Gly Thr
25

Val Gly

40

Ala Glu

Trp Val
Asp Tyr
Asp Gly

105
Ser Ile

120
Ser Thr

72

Val

Ala

Thr

Ala

Asn

170

Asn

Gly

Trp

Tyr

10

fhe

Leu

Tyr

Asn

Asn

90

Ser

Thr

Arg

Asp

Arg

Val

Gly

155

Ser

Gln

Thr

Thr

Asn

Ser

Gly

Ser

Tyr

75

Pro

Thr

Gly

Thr

His

Tyr

Gly

140

Ala

Tyr

Gly

Glu

Ala
220

Gly

Met

Trp

Ala

60

Pro

Cys

Tyr

Thr

Ser
140

Ala
Gly
125
Gly
Glu
Ser
FPhe
Ala

205

Ser

Asn

Tyr

Thr

45

Ser

Gin

Ser

Gln

Ser

125
Gly

Thr
110
Asn
Lys
Gln
Gly
Pro
190

Phe

Val

Leu

Trp

30

Thr

Gly

Ala

Ser

Val

110

Thr

Thr

Ser

Ile

Ser

Arg

Asp

175

Ala

Thr

Asn

Gly

15

Glu

Gly

Ser

Glu

Ala

95

Cys

Phe

val

Ser

Gln

Trp

Thr

160

Ile

Ser

Gly

Asp

Asp

Ser

Ala

Tyr

80

Thr

Thr

Thr

Thr
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<210> 36
<211> 313
<212> PRT

Val Ala Asn

145

Asp Phe Asn

Ser Ala Ser

<213> Streptomyces lividans

<400> 36

Ala

Gly

Ile

Ile

Asp

65

His

Ser

Met

Ala

Arg

145

Ala

Trp

Lys

Asn

Glu

Thr

Ala

Asp

50

Arg

Thr

Gly

Ala

Phe

130

Ser

Asp

Thr

Gln

Ser
210

Ser

Ala

Gly

35

Ala

val

Leu

Ser

His

115

Ala

Gly

Pro

Trp

Arg

195
Gly

His

Tyr

Val
180

Thr

Ile

20

Arg

Thr

Tyr

Ala

Ala

100

Tyr

Asp

Asn

Ser

Ala

180

Gly

Ser

Phe
Gln

165
Thr

Leu

Ala

Glu

Glu

Asn

Trp

85

Leu

Lys

Gly

Asp

Ala

165

Lys

Val

Pro

ES 2373 658 T3

Asn Phe Trp Ala His His Gly Phe Gly Asn Ser

150
Val

ile

Gly

Ser

Phe

Pro

Trp

70

His

Arg

Gly

Ser

Trp

150

Lys

Thr

Pro

Tyr

155

160

Val Ala Val Glu Ala Trp Ser Gly Ala Gly

Ser

Ala

Gly

Asn

Gln

55

Ala

Ser

Gln

Lys

Ser

135

Ile

Leu

Gln

Ile

Asn
215

Ser

Ala Ala

Arg Leu
25

Met Val

40

Arg Gly

Val Gln

Gln Gln

Ala Met
105

Ile Val

120

Gly Ala

Glu Val
Cys Tyr
Ala Met

185
Asp Cys

200
Ser Asn

73

170

Ala

10

Ser

Thr

Gln

Asn

Pro

20

Ile

Gln

Arg

Ala

Asn

170

Tyr

Val

Phe

Gln

Asp

Ala

Phe

Gly

5

Gly

Asp

TrIp

Arg

Phe

155

Asp

Asn

Gly

Arg

Ser

Ser

Glu

Asn

60

Lys

Trp

His

Asp

Asp

140

Arg

Tyr

Met

Phe

Thr
220

Gly

Thr

Asn

45

Phe

Gln

Met

ile

Val

125

Ser

Thr

Asn

val

Gln

205
Thr

Arg

Tyr

30

Glu

Ser

val

Gln

Asn

110

Val

Asn

Ala

val

Arg

190

Ser

Leu

175

Tyr
15

Thr
Met
Ser
Arg
Ser
a5

Gly
Asn
Leu
Arg
Glu
175
Asp

His

Gln

Phe

Ser

Lys

Ala

Gly

80

Leu

Val

Glu

Gln

Ala

160

Asn

Phe

Phe

Asn
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Phe BRla
225
Gly Ala

Val Ser

Ser Trp

Lys Lys

290
Ser Ser
305

<210> 37

<211> 362

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 37

Met His

Thr Phe

Thr Thr

Thr Leu
50

Gly Leu

65

Gln Tyx

Ile Thr

Arg Trp

Phe Tyr
130

Lys Asn

145

Phe Thr

Ala

Pro

Arg

Arg

275

Ala

Glu

Ser

Ala

Ala

35

Asn

Thr

Glu

Val

Trp

115

Ala

Thr

Asp

Leu

Ala

Cys

260

Ser

Ala

Pxo

Phe

Ser

20

Ala

Asn

Ser

Glu

Thr

100

Asp

His

Pro

Val

Gly
Ser
245
Leu
Glu

Tyr

Pro

Ala

Ala

Ala

Ile

Gly

Trp

85

Gly

Gly

Gly

Leu

Thr
165

ES 2373 658 T3

Val

230

Thr

Gly

Gln

Thr

Ala
310

Ser

Ser

Ala

Glu

Thr

70

Ala

Ala

Lys

Leu

Met

150
Ile

Asp

Tyr

Ile

Thr

Ala

295
Asp

Leu

Pro

Lys

Val

55

Lys

Gly

Ser

Gly

Asp

135

Ala

Asn

Val

Ala

Thr

Pro

280

Val

Gly

Leu

Ile

Ala

40

Pro

Val

Pro

Gly

Thr

120

Ser

Phe

Asn

Ala

Asn

Val

265

Leu

Leu

Gly

Ala

Glu

25

Gly

Ala

Ile

Leu

His

105

Ser

Ser

Ser

Ala

74

Ile
val
250
Trp

Leu

Asp

Tyr

10

Ala

Lys

Gly

Phe

Ile

90

Leu

Gly

Ser

val

Asp
170

Thr
235
Thr
Gly

Phe

Ala

Gly

Arg

Ala

Thr

Glu

75

Ser

Ile

Lys

Ile

Gln

155
Gly

Glu

Asn

val

Asn

Leu
300

Leu

Asp

Lys

Thr

60

Gly

Met

Asn

Lys

Thr

140

Ala

Asp

Leu

Asp

Arg

Asn

285
Asn

Val

Ser

Cys

45

Leu

Thr

Ser

Cys

Lys

125

Gly

Asn

Thr

Asp
Cys
Asp
270

Asp

Gly

Ala

Cys

30

Ser

Asp

Thr

Gly

Asp

110

Pro

Leu

Asp

Gln

Ile
Leu
255
Ser

Gly

Gly

Gly

15

Thr

Thr

Leu

Thr

Glu

95

Gly

Lys

Asn

ile

Gly
175

Gln
240
Ala
Asp

Ser

Ala

Ala

Phe

Ile

Thr

Phe

80

His

Ala

Phe

Ile

Thr

160
Gly
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His

Ile

Gly

Leu

225

val

Ile

Ser

Gln

Thr

305

Gly

Trp

Cys

Asn

Lys

Glu

210

Ser

Thr

Lys

Asn

Asp

290

Ile

Ala

Thr

Lys

Thr

Pro

195

Asn

Ile

lle

Thr

Ile

275

Tyr

Gln

Thr

Tep

Asn
355

Asp
180
Trp

Ile

Gly:

Glu

1le

260

Val

Glu

Asp

Glu

Asp

340
Fhe

<213> Pseudomonas cellulosa

<210> 38

<211> 383

<212> PRT

<400> 38
Arg
1
Thr
His
I1le
Asp
65

Ala

Met

Ser

Thr

S0
Phe

Asp
Glu
Ile
35

Arg

Ala

Val

Thr

20

Met

Thr

Ala

ES 2373 658 T3

Ala Phe Asp

Val His Asn

Trp Phe Thr
215
Ser Val Gly
230
His Ser Thr
245
Ser Gly Ala

Met Ser Gly

Asp Gly Lys
295
Val Lys Leu
310
Ile Tyr Leu
325
Asp Val Lys

Pro Ser Val

Lys Pro Val
Arg Ser Leu
Phe Gly His
Asp Gly Thr
55

Val Tyr Gly
70

val

Gln

200

Gly

Asp

val

Thr

Ile

280

Pro

Glu

Leu

Val

Ala
360

Thr
Phe
Gln
40

Gln

Trp

Gly

185

Asp

Gly

Arg

Ser

Gly

265

Ser

Thr

Ser

Cys

Thr

345

Ser

Val
Ala
25

His

Serx

Asp

75

Asn

Asp

Thr

Ser

Asn

250

Ser

Asp

Gly

Val

Gly

330

Gly

Cys

Lys
10

Phe
Glu

Asp

Thr

Ser
Cys
Cys
Asn
235
Ser
Val
Tyr
Lys
Thr
315

Ser

Gly

Leu

Met

Thr

Thr

Leu
75

Val
Leu
Ile
220
Asn
Glu
Ser
Gly
Pro
300
Gly

Gly

Lys

Val

Gln

Thr

Phe

60
Ser

Gly
Ala
205
Gly
Val
Asn
Glu
Val
285
Thr
Ser

Ser

Lys

Asp
Glu
Gln
45

Asn

Ile

Val Asn
1%0
Val Asn

Gly His

Val Lys

Ala val
255

Ile Thr

270

Val lle

Asn Gly

Val Asp

Cys Ser

335
Ser Thr
350

Ser Gln
15

Gln Arg

30

Gly Leu

Ala Val

Val Ala

Ile
Ser
Gly
Asn
240
Arg
Tyr
Gln
Val
Ser
320

Asp

Ala

Ala

Arg

Thr

Gly

Pro
80



Lys Ala

Gly Gly

Thr Gln

Ala val
130

Gly Tyr

145

Gln Gly

Gly Ser

Lys Gln

Val Arg

210
Thr Glu
225

Val Leu

Phe Arg

Ala Arg

Asp Ile
290

Ser Gly

305

val Trp

Val Pro

Gly Thr

Phe Asn
370

<210> 39

<211> 419

<212> PRT

<213> Bacillus circulans

Glu

Ile

Lys

115

Val

Leu

Arg

Trp

Leu

195

Asn

Ala

Gly

Asn

Gly

275

Glu

Leu

Arg

His

Leu

355
Arg

Gly

Ile

100

Gly

Asp

Asp

Leu

Phe

180

Phe

Phe

Asn

Phe

Val

260

Lys

Ala

Lys

Asn

Tyr

340

Glu

Asp

Asp
85

Thr
Val
Ser
Gln
Ile
165
Trp
Arg
Leu
Tyr
Asp
245
Val
Ile
Gly
Ala
Ala
325
Trp

Asp

Ile

ES 2373 658 T3

Ile

Val

Trp

Leu

Val

150

Pro

Trp

Tyr

Tyr

Leu

230

Thr

Ala

Pro

Leu

Asp

310

Pro

Val

Phe

Glu

vVal

Ser

Pro

Pro

135

Ala

val

Gly

Ser

Ala

215

Glu

Tyr

Asn

Val

Tyr

295

Pro

Gln

Pro

Gln

Gln
375

Ala Glin

Ser His
105

Val Gly

120

Gly Gly

Glu Trp

Ile Phe

Asp Lys
185

Val Glu

200

Tyr Ser

Arg Tyr

Gly Pro

Ala Ala
265

Ile Ser

280

Asp Asn

Asp Ala
Gly Val
Ala Asn

345
Ala Phe

360
Val Tyr

76

Val

90

Phe

Thr

Ala

Ala

Arg

170

Gln

Tyr

Pro

Pro

Val

250

Leu

Glu

Gln

Arg

Pro

330

Arg

Tyr

Gln

Lys

Asp

Ser

Tyr

Asn

155

Leu

Ser

Leu

Asn

Gly

235

Ala

val

Ile

Trp

Glu

315

Gly

Pro

Ala

Arg

Lys

Asn

Trp

Asn

140

Asn

Tyr

Thr

Arg

Asn

220

Asp

Asp

Ala

Gly

Tyr

300

Ile

Pro

Glu

Asp

Pro
380

Ala

Pro

Asp

125

Pro

Leu

His

Pro

Asp

205

Phe

Glu

Asn

Arg

Ile

285

Arg

Ala

Asn

Asn

Glu

365
Thr

Tyr
Lys
110
Gln
vVal
Lys
Ala
Glu
190
Val
Trp
Trp
Ala
Met
270
Arg
Lys
Phe
Gly
Ile
350

Phe

Leu

Ala

95

Thr

Thr

Leu

Asp

Asn

175

Gln

Lys

Asp

Val

Asp

255

Ala

Ala

Leu

Leu

Thr

335

Asn

Thr

Ile

Arg

Asp

Pro

Asn

Glu

160

Thr

Tyr

Gly

val

Asp

240

Trp

Glu

Pro

Ile

Leu

320

Gln

Asn

Ala



<400> 39

Leu

Tyr

Ile

Cys

Val

63

Asn

Phe

Leu

Val

Ala

145

Lys

Gly

Thr

Val

Thr

225

Trp

Sar

Gly

His

Gln

Tyr

Asp

Trp

50

Thr

Gly

Ala

Asn

Gly

130

ala

Tyr

Gly

Leu

Asp

210

Tyr

Ile

Ala

Val

Leu
290

Pro

Pro

Pro

35

Asn

Trp

Thr

Gly

Lys

115

Gly

Thr

Asn

Leu

Leu

195

Gly

Ala

Asn

His

Pro

275
Asp

Ala

Ser

20

Thr

Gly

Thr

Ile

Asp

100

Leu

Trp

Arg

Phe

Asp

180

Leu

Lys

Ala

Ile

Asn

260

Asp

Ala

Thr

Trp

Lys

Ile

Cys

Val

85

Thr

Lys

Thr

Glu

Asp

165

Gly

Ser

Lys

Asn

Met

245

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

Val

His

Gln

70

Leu

Trp

Gln

Trp

Val

150

Gly

Asn

Lys

Tyr

Thr

230

Thr

Pro

Asn

val

ES 2373 658 T3

Glu

Ala

Thr

Gly

55

Asn

Gly

Asp

Thr

Ser

135

Phe

Val

Ser

Ile

Leu

215

Glu

Tyr

Leu

Thr

Pro
295

Ala

Tyr

His

40

Asn

Glu

Asp

Gin

Asn

120

Asn

Ala

Asp

Lys

Arg

200

Leu

Leu

Asp

Asn

Phe

280
Ala

Ala

Gly

25

Ile

Pro

Lys

Pro

Pro

105

Pro

Arg

Asn

Leau

Arg

185

Glu

Thr

Ala

Phe

Tyr

265

Asn

Ala

77

Asp

10

Arg

Asn

Asp

Ser

Trp

90

Ile

Asn

Phe

Ser

Asp

170

Pro

Lys

Ile

Lys

Asn

250

Asp

Val

Lys

Ser

Asn

Tyr

Pro

Gln

75

Ile

Ala

Leu

Ser

Ala

155

Tep

Glu

Leu

Ala

Ile

235

Gly

Pro

Ala

Leu

Tyr

Tyr

Ala

Ser

60

Thr

Asp

Gly

Lys

Asp

140

Val

Glu

Asp

Asp

Ser

220

Ala

Ala

Ala

Ala

Val
300

Lys

Asn

Phe

415

Gly

Ile

Thr

Asn

Thr

125

Val

Asp

Tyr

Lys

Ala

205

Gly

Ala

Trp

Ala

Gly

285
Leu

Ile
Val
30

Ala
Pro
Asn
Gly
Ile
110
Ile
Ala
Phe
Pro
Gln
190
Ala
Ala
Ile
Gln
Ser
2710

Ala

Gly

Val

15

Ala

Asp

Asn

Val

Lys

95

Asn

Ile

Ala

Leu

Val

175

Asn

Gly

Ser

Val

Lys

255

Ala

Glin

Val

Gly

Asp

Ile

Pro

Pro

80

Thr

Gln

Ser

Thr

Arg

160

Ser

Tyr

Ala

Ala

Asp

240

Ile

Ala

Gly

Pro
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<210> 40
<211> 317
<212> PRT

Phe
305
Tyx
Ser
Tyr
Ala
Tyr
385

Trp

Ala

Tyr

Gln

Phe

Thr

Ser

370

Lys

Glu

Asp

Gly

Thr

Asp

Arg

355

Asn

Thr

Leu

Leu

<213> Candida antarctica

<400> 40

Leu

Asp

Pro

Asp

Trp

65

Glu

Asn

Trp

Met

Pro

Ala

Ile

Ser

50

Ile

Tyt

Lys

Gly

Ala
130

Ser

Gly

Leu

35

Asn

Ser

Met

Leu

Leu

115
Phe

Rrg

Cys

Phe

340

Tyr

Lys

Ala

Ser

Gly
Leu
20

Leu
Trp
Pro
Val
Pro
100

Thr

Ala

Gly

Thr

325

Tyr

Trp

Arqg

Tyr

Gly
405

Ser

Thr

Val

Ile

Pro

Asn

85

Val

Phe

Pro

ES 2373 658 T3

Trp

310

Gly

Asp

Asn

Phe

Ile

390
Asp

Asp

Cys

Pro

Pro

Pro

70

Ala

Leu

Phe

Asp

Asp

Gly

Leu

Asp

Ile

315

Lys

Arg

Pro

Gln

Gly

Leu

55

Phe

Ile

Thr

Pro

Tyr
135

Gly

Ser

Glu

Thr

360

Ser

Ser

Asn

Cys

Ser

Ala

345

Ala

Tyr

Lys

Lys

Ala Phe

Gly Ala
25
Thr Gly

40

Ser Thr

Met Leu

Thr Ala

Trp Ser
105
Ser Ile

120

Lys Gly

78

Ala

Val

330

Asn

Lys

Asp

Gly

Thr
410

Ser

10

Ser

Thr

Gln

Asn

Leu

90

Gln

Arg

Thr

Gln

315

Gly

Tyr

val

Asp

Leu

395

Leu

Gln

Pro

Thr

Leu

Asp

75

Tyr

Gly

Ser

Val

Ala

Thr

Ile

Pro

Ala

380

Gly

Gln

Pro

Ser

Gly

Gly

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Leu
140

Gly

Trp

Asn

Tyr

365

Glu

Gly

Asn

Lys

Ser

Pro

45

Tyr

Gln

Gly

Leu

Val

125
Ala

Asn

Glu

Lys

350

Ser

Ala

Lys

Ser
Val
30

Gln
Thr
Val
Ser
Val
110

Asp

Gly

Gly

Ala

335

Asn

Tyr

Val

Met

Leu
415

Val
15

Ser
Ser
Pro
Asn
Gly
95

Ala

Rrg

Pro

Gln
320
Gly
Gly
Asn
Gly
FPhe

400
Lys

Leu

Lys

Phe

Cys

Thr

80

Asn

Gln

Leu

Leu



10

Asp Ala
145
Ser Ala

Val Pro

Gln Val

Asn Val
210

Ala Gly

225

Leu Arg

Asp Cys

Ala Ala

Pro Lys

290
Ala Val
305

<210>41
<211>434
<212> PRT

Leu
Thr
Ser
195
Gln
Ser
Ser
Asn
Ala
275

Gln

Gly

<213> secuencia artificial

<220>

Ala

Thr

Thr

180

Asn

Ala

Thr

Pro

260

Ala

Asn

Lys

Val

Thr

165

Asn

Ser

Gln

Thr

Thr

245

Leu

Leu

Cys

Arg

ES 2373 658 T3

Ser

150

Ala

Leu

Pro

Ala

Ser

230

Gly

Pro

Leu

Glu

Thr

310

Ala

Leu

Tyr

Leu

Val

215

Gln

Gln

Ala

Ala

Pro

295
Cys

Pro

Arg

Ser

Asp

200

Cys

Phe

Ala

Asn

Pro

280

Asp

Ser

Ser

Asn

Ala

185

Ser

Gly

Ser

Arg

Asp

265

Ala

Leu

Gly

Val
Ala
170
Thr
Ser
Pro
Tyr
Ser
250
Leu
Ala

Met

Ile

Trp Gln
155
Gly Gly

Asp Glu

Tyr Leu

Leu Phe
220

Val Val

235

Ala Asp

Thr Pro
Ala Ala
Pro Tyr

300

Val Thr
315

Gln

Leu

Ile

Phe

205

Val

Gly

Tyr

Glu

Ile

285

Ala

Pro

<223> quimera de cobaya y homo sapiens (humano = aprox. ultimos 30 aminoacidos)

<400> 41

ala Glu

Trp Ala

Lys Lys

Ser Tyr

50
Asn Phe

Val
Gly
Ile
3%

Gln

Asn

Cys
Thr
20

Asn

Leu

Leu

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asn

Ser

Gln

Arg

Thr

Arg

His

Arg

Pha

Ala

55
Lys

Leu

Pro

Leu

40

Thr

Thr

79

Gly
Ile
25

Leu

Asp

Arg

Cys
10

Lys
Tyr

Ile

Phe

Phe Ser

Ser Leu

Thr Asn

Ala Thr

60
Ile Ile

Asp

Pro

Glu

45

1le

His

Thr
Thr
Val
190
Asn
Ile
Arg
Gly
Gln
270

Val

Arg

Glu
Ser
30

Asn

Lys

Gly

Thr

Gln

175

Gln

Gly

Asp

Ser

Ile

255

Lys

Ala

Pro

Lys
15

Asp
Gln

Ala

Phe

160
Ile

Pro

Lys

His

Ala

240

Thr

Val

Gly

Phe

Pro

Pro

Asn

Ser

Thr



65
Asp

Gln

Lys

Glu

Pra

145

Gly

leu

Leu

Ser

His

225

Thr

Ser

Asp

Pro

Val

305

Arg

Ser

Gln

Asn

Phe

385
Ala

Ser

Val

Ala

Val

130

Glu

Glu

Rsp

Asp

Pro

210

Met

Gly

Ile

Glu

Lys

290

Glu

Trp

Gly

Tyr

Ser

370

Leu

Ser

Gly

Glu

Gln

115

Ala

Asn

ala

Pro

Pro

195

Ile

Asp

Ile

Leu

Phe

275

Met

Gln

Arg

Asn

Gln

355

Ile

Trp

Arg

Glu

Lys

100

Tyr

Tyr

val

Gly

Ala

180

Ser

Leu

Phe

Serx

Asn

260

Gln

Gly

Thr

Tyr

lie

340

Val

Asp

Lys

Ile

Asn

85

Val

Ser

Leu

His

Lys

165

Glu

Asp

Pro

FPhe

Cys

245

Pro

Glu

His

Phe

Lys

325

Asn

Phe

val

Arg

Thr

ES 2373 658 T3

70
Ser

Asn

Gln

Val

Ile

150

Arg

Pro

Ala

Ser

Pro

230

Asn

Glu

Ser

Phe

Phe

310

Val

Val

Lys

Glu

Ser

390
Val

Trp

Cys

Ala

Gln

135

Ile

Leu

Tyr

Lys

Leu

21%

Asn

His

Gly

Gly

Ala

295

Leu

Thr

Ala

Gly

Len

375

Gly

Gln

Leu Ser

Ile Cys
105

Ser Gln

120

val Leu

Gly His
Asn Gly
Phe Gin
185
Phe Val
200
Gly Phe
Gly Gly
His Arg
Phe Leu
265
Cys Phe
280
Asp Gln
Asn Thr
Val Thr
Leu Leu
345
Thr Leu
360
Asn Val

Ile Ser

Ser Gly

80

Asp

90

Val

Asn

Ser

Ser

Leu

170

Asp

Asp

Gly

Lys

Ser

250

Gly

Pro

Tyx

Gly

Leu

330

Gly

Lys

Gly

Val

Lys

75
Met

Asp

Ile

Thr

Leun

155

Val

Thr

Val

Met

Asp

235

Ile

Tyr

Cys

Pro

Ala

315

Ser

Lys

Pro

Thr

Ser

395
Asp

Cys

Trp

Arg

Ser

140

Gly

Gly

Pro

Ile

Ser

220

Met

Glu

Pro

Fro

Gly

300

Ser

Gly

Asn

Asp

Ile

iag

Lys

Gly

Lys

Lys

val

125

Leu

Ala

Arg

Glu

His

205

Gln

Pro

Tyr

Cys

hla

285

Lys

Asp

Glu

Gly

Ala

365

Gln

Pro

Thr

Asn
Gly
110
Val
Asn
His
Ile
Glu
190

Thr

Lys

Tyr

Ala

270

Lys

Thr

Asn

Lys

Asn

350

Ser

Lys

Lys

Lys

Met

95

Gly

Gly

Tyr

Thr

Thr

175

Val

Asp

val

Cys

His

255

Ser

Gly

Asn

Phe

Asp

335

Ser

Tyx

Val

Met

Tyr

B0
Phe

Ser
Ala
Ala
Ala
160
Gly
Arg
Ile
Gly
Lys
240
Ser
Tyr
Cys
Ala
Thr
320
Pro
Ala
Thr
Thr
Gly

400

Asn
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Pro Cys

<210> 42

<211> 471

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 42

Met Lys

Pro val

Ala Ala

Gly Asp
50

Lys Asn

65

Thr Ala

Ile Asp
Lys Lys
Thr Ala
130
Asp Ile
145
Ala Gly
Thr Pro
Pro Ser
Gly Lys

210
Thr leu

Gln
Thr
Gln
35

Gln
Ile
Ala
Ala
Thr
115
Trp
His
Leu
Ala
Ala
185

Gly

Gly

Ser
Lys
20

Gly
Thr
Ile
Arg
Leu
100
Gly
Ser
Glu
Ala
Ala
180
Thr

Ser

Gly

ES 2373 658 T3

405
Phe Cys Ser Ser Asp Ile Val Gln Glu Asn Val Glu Gln Thr Leu Ser
420

Thr

Ala

Asp

Ala

Leu

Asn

85

Pro

Lys

Thr

Lys

Thr

165

Leu

Ser

Ile

Gly

Ile

Arg

Ile

Ala

Leu

70

Tyr

Leu

Pro

Gly

Asp

150

Gly

Val

Glu

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

55

Ile

Ala

Thr

Asp

Val

135

His

Asn

Ala

Lys

Glu

215
Lys

410

425

Leu Ala

Pro Glu
25

Ala Pro

40

Arg Asp

Gly Asp
Glu Gly
Gly Gln
105
Tyr Val
120
Lys Thr
Pro Thr
Val Ser
His val
185
Cys Pro
200

Gln Leu

Thr Phe

81

Leu
10

Met
Gly
Ser
Gly
Ala
90

Tyr
Thr
Tyr
Ile
Thr
170
Thr
Gly

Leu

Ala

Leu

Pro

Gly

Leu

Met

75

Gly

Thr

Asp

Asn

Leu

i55

Ala

Ser

Asn

Asn

Glu

Pro

Val

Ala

Ser

60

Gly

Gly

His

Ser

Gly

140

Glu

Glu

Arg

Ala

Ala

220
Thr

Leu
Leu
Arg
45

Asp
Asp
Phe
Tyr
Ala
125
Ala
Met
Leu
Lys
Leu
205

Arg

Ala

415

430

Leu

Glu

30

Arg

Lys

Ser

Phe

Ala

110

Ala

Leu

Ala

Gln

Cys

1350

Glu

Ala

Thr

Phe
15

Asn

Pro

Glu

Lys

95

Leu

Ser

Gly

Lys

Asp

175

Tyr

Lys

Asp

Ala

Thr

Arg

Thr

Ala

Ile

80

Gly

Asn

Ala

Val

Ala

160

Ala

Gly

Gly

Val

Gly



<210> 43
<211> 260
<212> PRT

225
Glu

Gln

Gln

Arg

Ala

305

Leu

Lys

His

Glu

Leu

385

Pro

Gly

Glu

Ala

Lys
465

<213> Bovino

<400> 43

Trp

Leu

Gln

Trp

290

Val

Ala

Gly

Ala

Ala

370

Val

Asp

Rla

His

Asn

450
Ala

Gln

val

Lys

275

Leu

Thr

Gln

Phe

Ala

355

Val

Ile

Thr

val

Thr

435

Val

Ala

Gly
Ser
260
Pro
Gly
Cys
Met
Phe
340
Asn
Gln
Val
Lys
Met
420
Gly

vVal

Leu

Lys

245

Asp

Leu

Pro

Thr

Thr

325

Leu

Pro

Arg

Thr

Ala

405

Val

Ser

Gly

Gly

ES 2373 658 T3

230
Thr

Ala

Leu

Lys

Pro

310

Rsp

Gln

Cys

Ala

Ala

390

Pro

Met

Gln

Leu

Leu
470

Leu

Ala

Gly

Ala

295

Asn

Lys

Val

Gly

Leu

375

Asp

Gly

Ser

Leun

Thr

455
Lys

Arg Glu

Ser Leu
265

Leu Phe

280

Thr Tyr

Pro Gln

Ala Ile

Glu Gly
345

Gln Ile

360

Glu Phe

RHis Ala
Leu Thr
Tyr Gly

425
Arg lle

440
Asp Gln

82

Gln

250

Asn

Ala

His

Arg

Glu

330

Ala

Gly

Ala

His

Gln

410

Asn

Ala

Thr

235
Ala

Ser

Asp

Gly

Asn

315

Leu

Ser

Glu

Lys

Ala

395

Kla

Ser

Ala

Asp

Gln

Val

Gly

Asn

300
Asp

Ile

Thr

Lys

380

Ser

Leu

Glu

Tyr

Leu
460

Ala

Thr

Asn

285

Ile

Ser

Ser

Asp

Val

365

Glu

Gln

Asn

Glu

Gly

445
Phe

Arg
Glu
270
Met
Asp
val
Lys
Lys
350
Asp
Gly
Ile
Thr
Asp
4390

Pro

Tyr

Gly

255

Ala

Pro

Lys

Pro

Asn

335

Gln

Len

Asn

val

Lys

4135

Ser

His

Thr

240
Tyr

Asn

Val

Pro

Thr

320

Glu

Asp

Asp

Thr

Ala

400

Asp

Gln

Ala

Met



ES 2373 658 T3

Leu Lys Ile Ala Ala Phe Asn Ile Arg Thr Phe Gly Glu Thr Lys Met
1 S 10 15
Ser Asn Ala Thr Leu Ala Ser Tyr Ile Val Arg Ile Val Arg Arg Tyr

20 25 30
Asp Ile Val Leu Ile Gin Glu Val Arg Asp Ser His Leu val Ala Val
35 40 45
Gly Lys Leu Leu Asp Tyr Leu Asn Gln Asp Asp Pro Asn Thr Tyr His
50 55 60
Tyr Val Val Ser Glu Pro Leu Gly Arg Asn Ser Tyr Lys Glu Arg Tyr
65 70 75 80
Lew Phe Leu Phe Arg Pro Asn Lys Val Ser Val Leu Asp Thr Tyr Gln
85 90 95
Tyr Asp Asp Gly Cys Glu Ser Cys Gly Asn Asp Ser Phe Ser Arg Glu
100 105 110
Pro Ala Val Val Lys Phe Ser Ser His Ser Thr Lys Val Lys Glu Phe
115 120 125
Ala Ile Val Ala Leu His Ser Ala Pro Ser Asp Ala Val Ala Glu Ile
1390 135 140
Asn Ser Leu Tyr Asp Val Tyr Leu Asp Val Gln Gln Lys Trp His Leu
145 150 155 160
Asn Asp Val Met Leu Met Gly Asp Phe Asn Ala Asp Cys Ser Tyr Val
165 170 175
Thr Ser Ser Gln Trp Ser Ser Ile Arg Leu Arg Thr $Ser Ser Thr Phe
180 185 190
Gin Trp Leu Ile Pro Asp Ser Ala Asp Thr Thr Ala Thr Ser Thr Asn
195 200 205
Cys Ala Tyr Asp Arg Ile Val Val Ala Gly Ser Leu Leu Gln Ser Ser
210 215 220
Val val Pro Gly Ser Ala Ala Pro Phe Asp Phe Gln Ala Ala Tyr Gly
225 230 235 240
Leu Ser Asn Glu Met Ala Leu Ala Ile Ser Asp His Tyr Pro val Glu
245 250 255
Val Thr Leu Thr
260

<210> 44

<211> 686

<212> PRT

<213> Bacillus circulans

<400> 44

83



ES 2373 658 T3

Ala Pro Asp Thr Ser Val Ser Asn Lys Gln Asn Phe Ser Thr Asp Val
1 5 10 15
Ile Tyr Gln Ile Phe Thr Asp Arg Phe Ser Asp Gly Asn Pro Ala Asn

84



Asn

Tyr

Tyr

65

Glu

Tyr

Gly

Asn

145

Gly

His

Asn

Val

Gly

225

Ser

Glu

Ala

Val

Ala

305

Val

Ala

Arg

Pro

Cys

50

Leu

Asn

His

Thr

Ile

130

Ser

Thx

Asn

Leu

Tyr

210

Ile

Phe

Trp

Asn

Arg

290

Met

Thr

Asn

Gly

Thr
35

Gly
Thr
Ile
Gly
Ile
118
Lys
Asp
Leu
Gly
Tyr
195
Leu
Arg
Met
Phe
Glu

275
Gln

Phe

Arg

Val

20
Gly

Gly

Gly

Tyr

Tyr

100

Ala

Val

Gln

Leu

Gly

10

Asp

Lys

Met

Ala

Leu

260

Ser

Val

Glu

Ile

Arg

340
Pro

Ala

Asp

Met

Ser

85

Trp

Asp

Ile

Pro

Gly

165

Thr

Leu

Asp

Asp

Ala

245

Gly

Gly

Phe

Gly

Asp

325

Lys

Ala

ES 2373 658 T3

Ala

Trp

Gly

70

Ile

Ala

Phe

Ile

Ser

150

Gly

Asp

Ala

Ala

Ala

230

Val

Val

Mat

Arg

Ser

310
Asn

Ile

Phe

Gln

55

Val

Ile

Arg

Gln

Asp

135

Phe

Tyr

Fhe

Asp

1le

215

val

Asn

Asn

Ser

Asp

295

Ala

His

Glu

Tyr

25
Asp Gly
40
Gly Ile

Thr Ala

Asn Tyr

Asp Phe
105

Asn Leu

120

Phe Ala

Ala Glu
Thr Asn
Ser Thr
185
Leu Asn
200
Lys Met
Lys His
Asn Tyr
Glu Val
265
Leu lLeu
280
Asn Thr
Ala Asp
Asp Met
Gln Ala

345
Tyr Gly

85

Thr

Ile

Ile

Ser

90

Lys

Ile

Pro

Asn

Asp

170

Thr

Hisz

Trp

Met

Lys

250

Ser

Asp

Asp

Tyr

Glu

330

Leu

Thr

Cys
Asn
Trp
75

Gly
Lys
Ala
Asn
Gly
15%
Thr

Glu

Asn

Pre
235
ero
Pro
Phe
Asn
Ala
315
Arg

Ala

Glu

Thr

Lys

60

Ile

Val

Thr

Ala

His

140

Ary

Gln

Asn

Asn

Asp

220

Phe

Val

Glu

Arg

Met

300

Gln

Phe

Phe

Gln

Asn

435

Ile

Ser

Asn

Asn

Ala

125
Thr

Asn

Gly

Ser

205

Leu

Gly

Phe

Asn

Phe

285

Tyr

Val

His

Thr

Tyr

30
Leu

Asn

Gln

Asn

Pro

110

His

Ser

Tyr

Leu

Ile

180

Thr

Gly

Trp

Thr

His

270

Ala

Gly

Asp

Ala

Leu

350
Met

Arg
Asp
Pro
Thr
95

Ala
Ala
Pro
Asp
Phe
175
Tyr
Val
Ile
Gln
Phe
255
Lys
Gln
Leu
Asp
Ser
335

Thr

Ser

Leu

Gly

Val

80

Ala

TYr

Lys

Ala

Asn

160

His

Lys

Asp

Asp

Lys

240

Gly

Phe

Lys

Lys

Gln

320

Asn

Ser

Gly



Gly

Thr

385

Asn

Asp

Ala

Thr

Asn

465

Thr

Ala

Val

Val

Glu

545

Tyx

Asp

val

Ser

Met

625

Ser

Gly

Pro

<210> 45
<211> 404
<212> PRT

<213> Amycolatopsis orientalis

Thr
370
Thr
Pro
Val
Val
Ser
450
Gly
Lay
Thr
Thr
Tyr
530
Asp
Asn
Asn
Asn
val
810
Tyr
val

Ser

Ser

355
Asp

Ala

Ala

Leu

Asn

433

Leu

Asn

Ala

Pro

ile

515

Phe

Thr

Ile

Phe

Asn

595

Ser

Asn

Pro

Thr

Ser
675

Pro

Tyr

Ile

Ile

420

Arg

Pro

Thr

Bla

Thr

500

Thr

Gly

Gln

Lys

Glu

580

Ala

Glu

Gln

Ala

Val

660
Gly

Asp
Gln
Ala
405
Tyr
Asn
Gln
Leu
Gly
485
Ile
Ile
Thr
Ile
Val
565
Val
Thr
Leu
Val
Gly
645

Thr

Thr

ES 2373 658 T3

Asn

Val

390

Tyr

Glu

Leu

Gly

Ser

470

Gly

Gly

Asp

The

Lys

550

Ala

Leu

Thr

Gly

Val

630

Lys

Trp

Ala

Axg

375

Ile

Gly

Arg

Asn

Ser

455

Val

Thr

His

Gly

Ala

535

Val

Asn

Ser

Ala

Asn

615

Tyr

Thr

Glu

Thr

360
Ala

Gln

Ser

Lys

Ala

440

Tyr

Gly

Ala

Val

Arg

520

Val

Lys

Ala

Gly

Leu

600

Trp

Gln

Ile

Gly

Ile
680

Arg

Lys

Phe
425
Pro
Asn
Ser
val
Gly
505
Gly
Ser
Ile
Ala
Asp
585
Gly
Asp
Tyr
Glu
Gly

665

Asn

86

Ile
Leu
Gln
410
Gly
Ala
Asp
Gly
Trp
490
Pro
Fhe
Gly
Pro
Gly
570
Gln
Gln
Pro
Pro
Phe
650

Ser

val

Pro
Rla
395
Glu
Ser
Ser
Val
Gly
475
Gln
Met
Gly
Ala
Ala
555
Thr
Val
Asn
Ala
Asn
635
Lys

RAsn

Asn

Ser

380

Pro

Arg

Asn

Ile

Leu

460

Ala

Tyr

Met

Ser

Asp

540

val

Ala

Ser

Val

Lys

620

Trp

Phe

Bis

Trp

365
Phe

Leu

Trp

Val

3er

445

Gly

Ala

Thr

Ala

Ser

525

Ile

Ala

Ser

val

Tyr

605

Ala

Tyr

Leu

Thr

Gln
685

Ser

Arg

Ile

Ala

430

Gly

Gly

Ser

Ala

Lys

310

Lys

Thr

Gly

Asn

hrg

590

Leu

Ile

Tyx

Lys

Phe

670

Pro

Thr

Lys

Asn

415

val

Leu

Leu

Asn

Ala

495

Fro

Gly

Ser

Gly

Val

575

Phe

Thr

Gly

Asp

Lys

655
Thr

Ser
Cys
400
Asn
Val
Val
Leu
Phe
480
Thr
Gly
Thrx
Trp
Asn
560
Tyr
Val
Gly
Pro
Val
640

Gln

Ala



<400> 45

Met

Met

Pro

Gly

65

Glu

Val

Glu

Leu

Ala

145

Gly

Pro

Leu

Leu

Tyr

225

Lys

Ser

Phe

Arg

Val

Cys

Met

50

Glu

Trp

Thr

Lys

Pro

130

Asp

Leu

Trp

Gly

Ser

210

val

Met

Arg

Val

Val

Ala

Leu

35

Val

Leu

Phe

Thr

Leu

115

Ser

Arg

Pro

Leu

Thr

195

Ala

Gly

Ala

Gly

val

Leu

Leu

20

Pro

Pro

Pro

Asp

Gly

100

Gly

Glu

Leu

Pro

Ala

180

Val

Glu

Phe

Ile

Trp

260
Gly

Ile

Ala

Pro

Val

Pro

Lys

85

Leu

Ile

Gln

Phe

Val

165

Ala

Gln

Leu

Gly

Lys

245

Ala

Glu

ES 2373 658 T3

Thr

Ala

Asp

Gly

Gly

70
Val

Pro

Ser

Gly

150

Glu

Asp

Thr

Glu

Ser

230

Ala

Asp

Val

Gly

Arg

Tyr

Arg

55

Ala

Pro

Pro

Tyr

Gln

135

Asp

His

Pro

Gly

Ala

215

Ser

Val

Leu

Asn

Cys

Leun

Val

40

Ala

Ala

Ala

Ala

Arg

120

Ala

Ala

Leu

Val

Ala

200

Phe

Ser

Arg

val

Leu

Gly

Arg

25

Glu

Val

Glu

Ala

Ala

105

Tyr

Glu

Val

Tyr

Leun

185

Trp

Leu

Arg

Ala

Leu

265
Gln

87

Ser

10

Glu

Arg

Arg

Val

Ile

a0

Val

Thr

Arg

Asn

Asp

170

Ser

Ile

Ala

Pro

Ser

250

Pro

Glu

Arg

Leu

Cys

Ala

Val

75

Glu

Ala

Val

Asp

Ser

155

Tyr

Pro

Leu

Ala

Ala

235

Gly

Asp

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly

60

Thr

Gly

Val

Leu

Met

140

His

Gly

Leu

Pro

Gly

220

Thr

Arg

Asp

Phe

Asp

Ala

Glu

45

Ala

Glu

Cys

Arg

Ser

125

Tyr

Arg

Tyr

Arg

Asp

205

Ser

Ala

Arg

Gly

Gly

Thr

Asp

30

Val

Arg

Val

Asp

Ser

110

Pro

Asn

Ala

Thr

Fro

190

Glu

Thr

Asp

Ile

Ala

270
Arg

Glu
15

Ala
Gly
Glu
Val
Ala
855

Met
Asp
Gln
Ser
Asp
175
Thr
Arg
Pro
Ala
Val
255

Asp

Val

Pro

Arg

val

Pro

Ala

80

Val

Ala

His

Gly

Ile

150

Gln

Asp

Pro

Val

Ala

240

Leu

Cys

Ala
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275 280 285
Ala Ala Ile His His Asp Ser Ala Gly Thr Thr Leu Leu Ala Met Arg
290 285 300
Ala Gly Ile Pro Gln Ile Val Val Arg Arg Val Val Asp Asn Val val
305 310 315 320
Glu Gln Ala Tyr His Ala Asp Arg Val Ala Glu Leu Gly Val Gly Val
325 330 335
Ala Val Asp Gly Pro Val Pro Thr Ile Asp Ser Leu Ser Ala Ala Leu
340 345 350
Asp Thr Ala Leu Ala Pro Glu Ile Arg Ala Arg Ala Thr Thr Val Ala
355 360 365
Asp Thr Ile Arg &la Asp Gly Thr Thr val Ala Ala Gln leu Leu Phe
370 375 380
Asp Ala Val Ser Leu Glu Lys Pro Thr Val Pro Ala Leu Glu His His
385 390 395 400
His His His His

<213> Pseudomonas sp.

Ser Ile Glu Arg Leu Gly Tyr Leu Gly Phe Ala Val Lys Asp Val Pro
1 5 10 15
Ala Trp Asp His Phe Leu Thr Lys Ser Val Gly Leu Met Ala Ala Gly
20 25 30
Ser Ala Gly Asp Ala Ala Leu Tyr Arg Ala Asp Gln Arg Ala Trp Arg
35 40 45
Ile Ala Val Gln Pro Gly Glu Leu Asp Asp Leu Ala Tyr Ala Gly Leu
50 55 60
Glu Val Asp Asp Ala Ala Ala Leu Glu Arg Met Ala Asp Lys Leu Arg
65 70 7% 80
Gln Ala Gly Vval Rla Phe Thr Arg Gly Asp Glu Ala Leu Met Gln Gln
85 90 9%
Arg Lys Val Met Gly Leu Leu Cys Leu Gln Asp Pro Phe Gly Leu Pro
100 105 110
Leu Glu Ile Tyr Tyr Gly Pro Ala Glu Ile Phe His Glu Pro Phe Leu
115 120 125
Pro Ser Ala Pro Val Ser Gly Phe Val Thr Gly Asp Gln Gly Ile Gly

88
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<210> 47
<211> 311
<212> PRT

130
His Phe
145
Thr Glu

Gly Pro

His His

His Phe

210

Asp Arg

225

Thr Asn

Ile Glu

Thr Val

Arg Gly
290

<213> Acitenobacter sp.

<400> 47

Met Glu
val Ala
Ile Ile
Asn Ile

50
Leu Gly
65

Asp His

Ile Glu

Val

Val

Glu

Thr

195

Met

Leu

Asp

Val

Ala

275
Gln

Val

Ser

His

35

Thr

Ala

Tyr

Asn

Arg

Leu

Thr

180

Ile

Leu

Asp

Gln

Glu

260

Arg

Arg

Lys

Gly

20

Arg

Ser

Asn

Leu

Ala

Cys
Gly
165
Ser
Ala
Gln
Ala
Thr
245

Phe

His

Ile

Leu

Val

Asp

Gln

Asp

85
Thr

ES 2373 658 T3

val

150

Phe

Val

Leu

Ala

Ala

230

Leu

Gly

Ser

Phe

Glu

Leu

Glu

Glu

70

Met

Pro

135

Pro

val

Pro

Ala

Asn

215

Gly

Ser

Trp

Arg

Asn

Gln

Ser

Tyr

55

Ala

Arg

Arg

Asp Thr

Leu Ser

Ala His
185
Ala Phe

200

Thr Ile

Axg

Ile

Phe Tyr

Gly Pro
265
Thr Ala

280

Thr

Glu

Asp

40

Trp

Gly

Met

Thr

89

Gln

Gly

25

Leu

Ala

Leu

Asp

I1le

Ala
Asp
170
Phe
Pro
Asp
Thr
Ala
250

Arg

Met

Asp
10

Gly
Tyr
Gly
Leu
Ala

S0
Glu

Lys

155

Ile

Leu

Ile

Asp

Ser

235

Asp

Thr

Trp

Val

Asn

Lys

Val

Ser

75

Glu

Gly

140
Ala

Ile

His

Pro

Val

220

Leu

Thr

Val

Gly

Gln

Pro

Ala

Ala

60

Pro

Asp

Pro

Met

Asp

Cys

Lys

205

Gly

Leu

Pro

Asp

His
285

Asp

Arg

Ile

45

Tyr

Gly

Ala

Leu

Ala

Ile

Asn

190

Arg

Tyr

Gly

Ser

Ser

270
Lys

Phe

val

30

Glu

Leu

Leu

Ala

Tyr

Phe
Gln
175
Gly
Ile
Ala
Arg
Pro
255

Ser

Ser

Leu
15

Lys
Asp
Asn
Gly
Leu

95
Val

Tyr
160
Met
Arg
His
Phe
His
240
Met

Trp

Val

Arg

Gln

Leu

Gln

Phe

80

Gly

Ala
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<210> 48
<211> 414
<212> PRT

Gly

Pro

Gly

145

Lys

Asn

Arg

Gln

Ile

225

Ile

Thr

Ala

Asp

Asp
305

Ala

Asn

130

Lys

Gly

Met

Thr

Gln

210

His

Asn

Arg

Ile

Leu

290
Arg

Pro

115

Gly

Pro

Phe

Arg

Ile

185

Leu

Tyr

val

Glu

Lys

275

Lys

Pro

<213> Pseudomonas putida

<400> 48

Thr Thr Glu

1

His Val Pro

Asn Leu Ser

35

asn Val Pro

100
Glu

His

Leu

Tyr

Arg

180

Leu

Leu

Phe

Ala

Gly

260

Ala

Leu

Axg

Thr
Glu
20

Ala

Asp

Ser

Thr

Pro

Ser

165

Ser

Pro

Asn

Val

Gly

245

Leun

Asn

Thr

Leu

Ile

His

Gly

Leu

ES 2373 658 T3

Val

Leu

Asn

150

His

Ile

Ala

Gln

Ser

230

Asp

Val

Asp

Arg

Ala
310

Gln

Leu

Val

Val

Gly

Ile

135

Ala

Phe

Ile

Gly

Leu

215

Ala

Pro

Val

Val

Leau

295
Val

Ser

val

Gln

Trp

105
Tyr Ala
120

Leu His

Lys Val

Asp Pro

Thr Asp

185

Tyr Gly
200
Gly Arg

Asp Gly

Tyr Thr

Asp Ala

265

Glu Gly
280
Val Asp

Asn

Phe

Glu

40
Thr

Ala
Asp
25

Ala

Arg

90

Arg

Gly

Glu

Thr

170

Glu

Cys

His

His

Tyr

230

Val

Pro

Gly

Asn
10
Phe

Trp

Cys

Met

Thr

Ile

155

Gly

Asn

FPro

Gly

Arg

235

Asp

Glu

FPhe

Val

Leu

Asp

Ala

Asn

Asp Asp
125

Ile Phe

1490

Trp His

Glu Gln
Gly Gln
Pro Glu
205
Asn Arg
220
Lys Leu
Asp Phe

His Thr

Ala Glu

285
Asp Asn
300

Ala Pro

Met Tyr

Val Leu

45
Gly Gly

110
Gly

Asp

Ala

Gln

Tyr

190

Gly

Pro

Thr

Ala

Asp

270

Met

Gln

Leu
Asn
30

Gln

His

Ser

Ala

Asn

Ala

175

Arg

Pro

Ala

Thr

Tyr

255

Pro

Val

Val

Pro
15
Pro

Glu

Trp

Asp

Asp

Thr

160

Phe

val

Thx

His

Gln

240

Ala

Glu

Phe

Val

Pro

Ser

Ser

1le



Ala

65

Phe

Asp

Ala

AsSn

Gln

145

Arg

Leu

Phe

Glu

Asn

225

Met

Leu

Glu

Leu

Tyr

305

Pro

His

Gly

Val

Pro

S0
Thr

Ser

Phe

Leu

Arg

130

Gly

Ile

Lys

Ala

Gln

210

Gly

Cys

Ser

Leu

Arg

290

Glu

Gln

Val

Ser

Thr

3710
Gly

Arg

Ser

Ile

Ala

115

Ile

Gln

Phe

Tyr

Glu

195

Arg

Gln

Gly

Phe

Ile

275

Arg

Fhe

Met

Rsp

His

355

Leu

Ala

Gly

Glu

Pro

100

Asn

Gln

Cys

Met

Leu

180

Ala

Arg

Val

Leu

Ser

260

Gln

Phe

His

Leun

Phe

340

Leu

Lys

Gln

Gln

Cys

85

Thr

Gln

Glu

Asn

Leu

165

Thr

Lys

Gln

Asn

Leu

245

Met

Arg

Ser

Gly

Ser

325

Ser

Cys

Glu

Ila

ES 2373 658 T3

Leu
70

Pro
Ser
Val
Leu
Phe
150
Leu
Asp
Glu
Lys
Gly
230
Leu

Glu

Pro

Val
310
Gly
Arg
Leu

Trp

Gln

55
Ile

Phe

Met

Val

Ala

135

Thr

Ala

Gln

Ala

Pro

215

Arg

Val

Phe

Glu

Val

295

Gln

Leu

Gln

Gly

Leu

375
His

Arg

Ile

Bsp

Gly

12¢

Cys

Glu

Gly

Met

Leu

200

Gly

Pro

Gly

Leu

Arg

280

Ala

Leu

Asp

Lys

Gln

380

Thr

Lys

Glu

Pro

Pro

105

Met

ser

Asp

Leu

Thr

185

Tyr

Thr

Iie

Gly

Ala

265

Ile

Asp

Lys

Glu

val

345

His

Axg

Ser

91

Ala

Arg

90

Pro

Pro

Leu

Tyr

Pro

170

Arg

Asp

Asp

Thr

Leu

250

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

330

Ser

Leu

Iie

Gly

Tyr

5

Glu

Glu

Val

Ila

Ala

155

Glu

Pro

Tyr

Ala

Ser

235

Asp

Ser

Ala

Arg

Gly

315

Glu

His

Ala

Pro

Ile

60
Glu

Ala

G1ln

Val

Glu

140

Glu

Glu

Asp

Leu

1le

220

Asp

Thr

Pro

Ala

1le

300

Asp

Asn

Thr

Arg

Asp

380
val

Asp
Gly
Arg
Asp
125
ser
Pro
Asp
Gly
Ile
205

Ser

Glu

Val

Glu

Cys

285

Leu

Gln

Ala

Thr

Arg

365

Phe

Ser

Tyr

Glu

Gln

110

Lys

Leu

Phe

Ile

Ser

190

Pro

Ile

Ala

Val

His

270

Glu

Thr

Ile

Cys

Phe

350

Glu

Ser

Gly

Arg

Ala

95

Phe

Leu

Arg

Pro

Pro

175

Met

Ile

Val

Lys

Asn

255

Axrg

Glu

Ser

Leu

Pro

335

Gly

Ile

Ile

Val

His

80

Tyr

Arg

Glu

Pro

Ile

160

His

Thr

Ile

Ala

Arg

240

Phe

Gln

Leu

Asp

Leun

320

Met

His

Ile

Ala

Gln
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<210> 49
<211> 374
<212> PRT

385

ES 2373 658 T3

390

395

Ala Leu Pro Leu Val Trp Asp Pro Ala Thr Thr Lys Ala Val

<213> Equus caballus

<400> 49

Ser

Glu

Ala

Asp

Ala

65

Thr

Cys

Lys

Arg

Thr

145

Asp

Ser

Ser

Met

Asn

225
val

Thr

Lys

His

Asp

S0

Gly

Thr

Gly

Asn

Phe

130

Phe

Ala

Thr

Thr

Gly

210

Lys

Asn

Ala

Lys

Glu

35

His

His

Val

Lys

Asp

115

Thr

Ser

Ala

Gly

Cys

185

Cys

Asp

Pro

Gly
Pro
20

Val
Val
Glu
Arg
Cys
100
Leu
Cys
Gln
Ser
Tyr
180
Ala
Lys

Lys

Gln

405

Lys

Phe

Arg

Val

Ala

Pro

85

Arg

Ser

Arg

Tyr

Pro

165

Gly

Val

Ala

Phe

Asp

Val

Ser

Ile

Ser

Ala

70

Gly

Val

Met

Gly

Thr

150

Leu

Ser

Phe

Ala

Ala

230
Tyr

Ile

Ile

Lys

Gly

55

Gly

Asp

Cys

Pro

Lys

135

Val

Glu

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Lys

Lys

Glu

Met

40

Thr

Ile

Lys

Lys

Arg

120

Pro

Val

Lys

Val

Leu

200

Ala

Ala

Lys

Cys

Glu

25

Val

Len

Val

Val

His

105

Gly

Ile

Asp

Val

Lys

185

Gly

Ala

Lys

Pro

92

410

Lys

10

Val

Ala

Val

Glu

Ile

90

Pro

Thr

His

Glu

Cys

170

Val

Gly

Arg

Glu

Ile

Ala

Glu

Thr

Thr

Ser

75

Pro

Glu

Met

Eis

Ile

155

Leu

Ala

Val

Ile

Val

235
Gln

Ala

Val

Gly

Pro

60

Ile

Leu

Gly

Gln

Phe

140

Ser

Ile

Lys

Gly

1le

220

Gly

Glu

Val

Ala

Ile

45

Leu

Gly

Phe

Asn

Asp

125

Leu

Val

Gly

Val

Leu

205

Gly

Ala

Val

Leu

Pro

30

Cys

Pro

Glu

Thr

Phe

110

Gly

Gly

Ala

Cys

Thr

190

Ser

val

Thr

Leu

Trp

15

Pro

Arg

Val

Gly

Pre

95

Cys

Thr

Thr

Lys

Gly

175

Gln

Val

Asp

Glu

Thr

400

Glu

Lys

Ser

Ile

Val

80

Gln

Leu

Ser

Ser

Ile

160

Phe

Gly

Ile

Ile

Cys

240
Glu
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<210>50
<211> 297
<212> PRT

Met

Asp

Ser

Pro

305

Gly

Ala

Glu

Arg

Ser

Thr

Val

290

Met

Phe

Lys

Lys

Thr
370

<213> Escherichia coli

<400> 50

Met

Asp

Phe

Gly

Ile

65

Gly

Arg

Phe

Ala

Ala

Gln

Asn

Glu

50

Val

Cys

Tyr

Ser

Asp

Asn

Met

275

Ile

Leu

Lys

Lys

Ile

355
Ile

Thr

Gln

Ile

35

Ala

Ala

Val

Gly

Phe

115
Gly

Gly
260
val
Val
Leu
Ser
Phe
340

Asn

Leu

Asn

Gln

20

Gln

Phe

Glu

Thr

Phe

100

Glu

Leu

245
Gly

Thr

Gly

Leu

Lys

325

Ala

Glu

Thr

Leu

Ala

Gln

Val

Glu

Thr

85

Asp

Glu

Pro

ES 2373 658 T3

Val

Ala

Val

Ser

310

Asp

Leu

Gly

Phe

Arg

Leu

Gly

Gln

Gly

70

Ala

Ala

His

Met

Asp

Leu

Pro

295

Gly

Ser

Asp

Phe

Gly

Asp

Ile

Ser

55

Lys

Glu

val

Cys

val

Phe Ser
265
Ser Cys

280

Pro Asp

Arg Thr

Val Pro

Pro Leu
345
Asp Leu

360

val

Lys

Asp

40

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

120
Val

93

Met
Ala
25

Gly
Ser
Lys
Gln
Ala
105

His

Tyr

250
Phe

Cys

Ser

Trp

Lys

330

Ile

Leu

Ala

10

Ser

leu

Glu

Ile

Gln

50

val

Tyr

Asn

Glu

Gln

Gln

Lys

315

Leu

Thr

Arg

Ala

Leu

Tyr

Arg

Lys

75

Leu

Thr

Arg

Ile

Val

Glu

Asn

300

Gly

Val

His

Ser

Leu

Arg

Val

Glu

60

Leu

Ala

Pro

Ala

Pro

Ile

Ala

285

Leu

Ala

Ala

Val

Gly
365

Leu

Arg

Gly

45

Gln

Ile

Ala

Phe

Ile

125
Ala

Gly
270
Tyr
Ser
Ile
Asp
Leu

350
Glu

Thx
Leu
30

Gly
Val
Ala
Ser
Tyr
110

Ile

Leu

255
Arg

Gly

Met

Phe

Phe

335

Pro

Ser

Pro

15

Val

Ser

Leu

His

Ala

95

Tyr

Asp

Ser

Leu

Val

Asn

Gly

320
Met

Phe

Ile

Fhe

Gln

Thr

Glu

Val

80

Lys

Pro

Ser

Gly
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Val

145

Val

Ile

Ile

Thr

Lys

225

Lys

Thr

Pro

Ala

<210>51
<211> 268
<212> PRT

130
Lys

Gly

Arg

Phe

Tyr

210

Glu

Val

Val

Phe

Gln
290

Ala

Arg

Ala

195

Asn

Gly

Ile

Leu

Gly

275
Gln

Thr

Leu

Glu

180

Ser

Ile

Asp

Asp

His

260

Pro

Leu

<213> Salmonella typhimurium

<400> 51

Met

Gly

Ser

Glu

Gln

65

Cys

Ile

Glu

Ala

Leu

Leu

50

Asn

Phe

Gly

Arg

Phe

Lys

35

Gly

Ala

Glu

Leu

Tyx

Val

20

Ile

Val

Asn

Met

Leu

Leu

Lys

165

His

Gly

Met

Ile

Leu

243

Tyx

Val

Met

Glu

Pro

Ile

Pro

Leu

Leu

85
Met

ES 2373 658 T3

Asp

150

Gln

Pro

Leu

Gly

Gln

230

Leu

Met

Asp

Glin

Asn

Phe

Asp

Phe

Arg

70

Ala

Tyr

135
Gln

Thr

Asp

Leu

Trp

215

Thr

Ile

Asp

Glu

Glu
295

Leu

Val

Thr

Ser

55

Ala

Leu

Ala

Ile Asn

Ser Gly

Leu Val
185
Ala Gly

200

Arg Tyr

Ala Gln

Lys Thr

Val Val
265
Lys Tyr

280

Arg Gly

FPhe

Thr

Leu

40

Asp

Phe

Ile

Asn

94

Ala

Leu

25

Ile

Pro

Ala

Arg

Leu

Thr
Asp
170
Leu
Ala
Gln
Lys
Gly
250

Ser

Leu

Gln
10

Gly
Asp
Leu
Ala
Glu

90
Val

Leu
155
Leu
Tyr
Asp
Gly
Leu
235
Val

Val

Pro

Leu

Asp

Ala

Ala

Gly

75

Lys

Phe

140
Val

Tyr

Asn

Gly

Ile

220

Gln

Phe

Pro

Glu

Asn

Pro

Gly

Asp

60

Val

His

Asn

Thr

Gln

Gly

Gly

205

val

Thr

Arg

Leu

Leu
285

Asp

Gly

Ala

45

Gly

Thr

Pro

Asn

Leu

Met

Tyr

190

Ile

Lys

Glu

Gly

Cys

270
Lys

Arg

Ile

30

Asp

Pro

Pro

Thr

Gly

Pro
Glu
175
Asp
Gly
Ala
Cys
Leu
255

Arg

Ala

Arg
15

Glu
Ala
Thr
Ala
Ile

95
ile

Gly

160

Gln

Glu

Ser

Leu

Asn

240

Lys

Lys

Leu

Glu

Gln

Leu

Ile

Gln

80

Pro

Asp
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ala
ala
Arg
145
Asp
Leu
Leu
Leu
Arg
225

Ile

Ser

Phe

Asp

130

His

Leu

Ser

His

Gln

210

Ala

Glu

Phe

Tyr

115

Val

Asnh

Leu

Arg

His

195

Gly

Gly

Lys

Val

100
Ala

Pro

Ile

Arg

Ser

180

Leu

Phe

Ala

Asn

Ser
260

<213> Actinoplanes missouriensis

<210> 52

<211> 393

<212> PRT

<400> 52
Ser
1
Val
Leu
Gly
Gln
85
Thr
Val

Val

Gly

Asp

Ile

50

Thr

Gly

Phe

Gln

Trp

Pro

35

Thr

Arg

Leu

Lys

Ala

Gln

20

Val

Phe

Bsp

Ile

Asp

Arg

Val

Ala

Gln

165

Gly

Ile

Gly

Ala

Leu

245
Ala

Thr

Ala

Glu

His

Gly

Val

BS
Gly

ES 2373 658 T3

Cys

Glu

Pro

150

vVal

Val

Glu

Ile

Gly

230

Ala

Met

Arg

Arg

Ala

Asp

Ile

70

Pro

Gly

Glu

Glu

135

1le

Ala

Thr

Lys

Ser

215

Ala

Ser

Lys

Glu

Asp

Val

Asp

25

Ile

Met

Phe

Gln
120
Ser
Phe
Serx
Gly
Leu
200
Ser
Ile

Pro

Ala

105
Val

Ala

Ile

Tyr

ala

185

Lys

Pro

Ser

Lys

Ala
265

Asp Lys

Ala Phe
25

His Lys

40

Asp Leu

Ala Gly

Val Thr

Thr Ser

95

Gly

Pro

Cys

Gly

170

Glu

Glu

Glu

Gly

Gln

250
Ser

Phe
10
Gly

Leu

Val

Phe

Thr

920

Asn

Val

Phe

Pro

155

Arg

Asn

Tyr

Gln

Ser

235

Met

Arg

Ser

Asp

Ala

Pro

Lys

75

Asn

asp

Asp
Arg
140
Pro
Gly
Arg
His
Val
220
Ala

Leu

Ala

Phe

Ala

Glu

Phe

60

Lys

Len

Arg

Ser

125

Gln

Asn

Tyr

Gly

Ala

205

Ser

Ile

Ala

Gly

Thr

Ile

45

Gly

Ala

Phe

Ser

110
val

Ala

Ala

Thr

Ala

190

Ala

Ala

Val

Glu

Leu

Arg

30

Gly

Ser

Leu

Thr

Val

Leu

Ala

Asp

Tyr

175

Leu

Fro

Ala

Lys

Leu
255

Trp

15

Thr

Ala

Asp

Asp

His

95
Arg

Val

Leu

Asp

160

Leu

Pro

Ala

val

Ile

240
Arg

Thr

Ala

Ty

Ala

Glu

80

Pro

Arg



Tyr Ala

Gly Ala

130
Asp Ser
145

Leu Asn

Phe Ala

Fro Thr

Glu Leu
210

Leu Asn

225

Phe His

Leu Val

Leu Leu

His Phe
290
Glu Ser
305
Ala Lys

Ser Lys

Tyr Ala

Asp Ala

370
Ala Ile
385

<210> 53

<211> 348

<212> PRT

<213> Bacteriofago T7

<400> 53

Ile

115

Lys

Ala

Leu

Ile

Ala

195

Phe

Phe

Ile

Phe

Glu

275

Asp

Ala

Ala

Val

Glu

355

Val

Glu

100
Arg

Thr

Lys

Leu

Glu

180

Gly

Gly

Thr

Asp

Gly

260

Asn

Tyr

Lys

FPhe

Ala

340

Leu

Gly

His

Lys

Leu

Asp

Ala

165

Pro

His

Ile

Gin

Leu

245

His

Gly

Lys

Ala

Arg

325

Glu

Leu

Ala

Leu

ES 2373 658 T3

Val

Val

val

150

Gln

Lys

Ala

Asn

Gly

230

Asn

Gly

Pro

Pro

Asn

310

Ala

Leu

Ala

Lys

Leu
390

Leu

Leu

135

Ser

Tyr

Pro

Ile

Pro

215

1le

Gly

Asp

Asp

Ser

295

Ile

Asp

Lys

Asp

Gly

375
Gly

Arg
120
Trp
Ala
Ser
Asn
Ala
200
Glu
Ala
Gln
Leu
Gly
280
Arg
Arg
Pro
Thr
Arg
360

Phe

Ala

105
Gln

Gly

Ala

Glu

Glu

185

Phe

Thr

Gln

His

Leu

265

Ala

Thr

Met

Glu

Pro

345

Ser

Gly

Arg

96

Met

Gly

Leu

Asp

170

Pro

Val

Gly

Ala

Gly

250

Asn

Pro

Glu

Tyr

val

330

Thr

Rla

Phe

Asp

Arg

Asp

155

Arg

Arg

Gln

Asn

Leu

235

Pro

Ala

Ala

Asp

Leu

315

Gln

Leu

Phe

Val

Leu

Glu

140

Arg

Gly

Gly

Glu

Glu

220

Trp

Lys

Phe

Tyr

Tyr

300

Leu

Glu

Asn

Glu

Lys
380

Gly

125

Gly

Tyr

Tyr

Asp

Leu

205

Gln

Bis

Phe

Ser

Asp

285

Asp

Leu

Ala

Pro

Asp

365
Leu

110
Ala

ala
Arg
Gly
Ile
190
Glu
Met
Lys
Asp
Leu
270
Gly
Gly
Lys
Leu
Gly
350

Tyr

Asn

Glu

Glu

Glu

Leu

175

Leu

Axg

Ser

Lys

Gln

255

Val

Pro

Val

Glu

Ala

335

Glu

Asp

Gln

Leu

Tyr

Ala

160

Arg

Leu

Pro

Asn

Leu

240

Asp

Asp

Arg

Trp

Arg

320

Ala

Gly

Ala

Leu



Val

Ala

Lys

Ser

Leu

65

Cys

Gly

Asp

Arg

Ile

145

Asp

Leu

Glu

Gln

Cys

225

Glu

Gly

Ser

Glu

Phe

Asn

Ile

Tyr

Tyr

50

Asn

Phe

Val

Thr

Lys

130

Lys

Cys

Pro

Ser

Lys

210

Ile

Asn

Leu

Gly

Phe

280
Ser

Ile

Lys

Asp

35

Trp

Gly

Tyr

Asp

Lys

115

Lys

Leu

Asp

Leu

Tyr

195

Arg

Tyr

Glu

Ala

Arg

275

Thr

Pro

Lys

Lys

20

Gly

Leu

Phe

Lys

Phe

100

Asn

Asp

Tyr

Val

Leu

180

Glu

Ala

Lys

Ala

Asn

260

Leu

Glu

Tyr

Thr

ala

Val

Ser

Asp

Asp

85

Asn

Gln

Lys

Ala

Met

165

Gln

val

Glu

Arg

Asp

245

Glu

Val

Thr

Gly

ES 2373 658 T3

Asn

Leu

Arg

Arg

Val

70

Gly

Thr

Glu

Val

Ile

150

Thr

Glu

Tyr

Gly

Gly

230

Gly

Gly

Asn

Val

Ile

Pro

Asp

Gly

Val

55

Arg

Phe

Gly

Phe

Pro

135

Leu

Leu

Tyr

Asp

His

215

Lys

Ile

Lys

Ala

Lys

295
Gly

Phe

Asn

Asn

40

Ser

Trp

Met

Ser

His

120

Phe

Pro

Leu

Phe

Met

200

Glu

Lys

Ile

Val

Thr

280

Glu

Asp

Lys
Ala
25

Ile

Lys

Lys

Gly

105

Glu

Lys

Leu

Met

Pro

185

Val

Gly

Ser

Gln

Ile

265

Asn

Ala

Asn

97

Ala
10

Gly
Cys
Thr
Arg
Asp
90

Leu
Glu
Leu
His
Gln
170
Glu
Glu
Leu
Gly
Gly
250
Gly
ile

Thr

Asp

Val

Tyr

Val

Ile

Leu

75

Gly

Leu

Leu

His

Ile

155

Glu

Ile

Leu

Ile

Trp

235

Leu

Phe

Ser

Leu

Ala

Ser

Leu

Asp

Pro

60

Len

Glu

Arg

Phe

Thr

140

Val

His

Glu

Gln

Val

220

Trp

Val

Glu

Arg

Ser

300
Cys

Phe

Ile

Asn

45

Ala

Asn

Leu

Thr

Val

125

Gly

Glu

Val

Trp

Gln

205

Lys

Lys

Trp

Val

Ala

285

G1n

Thr

val

Ala

30

Thr

Leu

Asp

Met

Lys

110

Glu

His

Ser

Lys

Gln

190

Leu

Asp

Met

Gly

Leu

270

Leu

Trp

Ile

Glu
15

Glu
Ala
Glu
Asp
val
95

Trp
Pro
Leu
Gly
Asn
175
Ala
Tyr
Pro
Lys
Thr
255
Leu
Met

Gly

Asn

Ser

Ile

Asn

His

Arg

80

Lys

Thr

Ile

His

Glu

160

Met

Ala

Glu

Met

Pro

240

Lys

Glu

Asp

Phe

Pro
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305 310 315 320
Tyr Asp Gly Trp Ala Cys Gln Ile Ser Tyr Met Glu Glu Thr Pro Asp
325 330 338
Gly Ser L:au Arg His Pro Ser Phe Val Met Phe Arg
340 345

<210> 54

<211> 42

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sitio de union para restrl y restr2

<220>

<221> CDS

<222> (2)..(40)

<223>

<400> 54

g gtg gta tca gca gge cac tgc tac aag tcc cge atc cag gt
Val Val Ser Ala Gly His Cys Tyr Lys Ser Arg Ile Gln
1 5 10

<210> 55

<211>13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sitio de union para restrl y restr2

<400> 55

Val Val Ser Rla Gly His Cys Tyr Lys Ser Arg Ile Gln
1 5 10

<210> 56

<211>42

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador directo restrl

<400> 56
ggatggtatce gegggecact getacaagte ceggatecag gt 42

<210>57

<211>42

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador inverso restr2

<400> 57
acctggatee gggacttgta gcagtggecce geggatacca ce 42

<210> 58

98

42
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<211>50

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sitio de union para restr3 y restr4
<220>

<221> CDS

<222> (3)..(50)

<223>

<400> 58

cc act ggc acg aag tgc ctc ate tet gge tgg ggac aac act gcg age
Thr Gly Thr Lys Cys Leu Ile Ser Gly Trp Gly Asn Thr Ala Ser

1 5
tct
Ser

<210>59

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sitio de union para restr3 y restr4

<400> 59

Thr Gly Thr Lys Cys Leu Ile Ser Gly Trp Gly Asn Thr Ala Ser Ser

1 5

<210> 60

<211>50

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador directo restr3

<400> 60

ES 2373 658 T3

ccactggcac gaagtgccte atctetggcet ggggcaacac tgegagetct

<210>61

<211>50

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador inverso restr4

<400> 61

agagctagca gtgttgcecec agecagagat gaggceacttg gtaccagtgg

<210> 62

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador puc-directo

<400> 62
ggggtaccce accaccatga atccactect

30

99

10

15

47

50
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<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador puc-inverso

<400> 63
cgggatccgg tatagagact gaagagatac 30

<210> 64

<211>39

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> oligox-SDR1f
<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(31)

<223> cualquier nucleoétido
<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(31)

<223> cualquier resto nucleotidico o0 aminoacidico
<220>

<221> CDS

<222> (2)..(37)

<223>

<400> 64

g ggc cac tgc tac nhh Don Nnn NAn ANN Nnn aag tec ©g 39
Gly His Cys Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Ser
1 5 10

<210> 65

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> El "Xaa" en la localizacion 5 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, Gin, His, Pro,
Leu, un coddn de terminacion, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> T El "Xaa" en la localizacion 6 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,
Pro, Leu, un codon de terminacion, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> El "Xaa" en la localizacion 7 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, Gin, His, Pro,
Leu, un coddn de terminacion, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> El "Xaa" en la localizacion 8 represemta Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,
Pro, Leu, un coddn de terminacién, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>

100
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<221> misc_feature

<222>(9)..(9)

<223> El "Xaa" en la localizacion 96 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,
Pro, Leu, un codon de terminacion, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> El "Xaa" en la localizacion 10 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,
Pro, Leu, un coddn de terminacién, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>

<223> oligox-SDR1f
<220>

<221> misc_feature
<222> (14) .. (14)

<223> cualquier nucleétido

<220>

<221> misc_feature

<222>(14)..(31)

<223> cualquier resto nucleotidico o aminoacidico

<400> 65

Gly His Cys Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Ser
1 5 10

<210> 66

<211>45

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> oligox-SDR1r

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(33)

<223> cualquier aminoacido

<400> 66
cgceeggtga cgatgnnnnn nnnnnnnnnn nnnttcaggg cctag 45

<210> 67

<211> 47

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> oligox-SDR2f
<220>

<221> CDS

<222> (2)..(96)

<223>

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(43)

<223> cualquier resto nucleotidico o aminoacidico

<400> 67

€ aag tgec ctc atc tct ggc tgg ggc aac nnn nAf dnn nnn nnn act g 47
Lys Cys Leu Ile Ser Gly Trp Gly Asn Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr
1 5 10 15

101
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<210> 68

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)

<223> El "Xaa" en la localizacion 10 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,

Pro, Leu, un coddn de terminacién, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>
<221> misc_feature
<222>(11)..(11)

<223> El "Xaa" en la localizacion 11 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,

Pro, Leu, un coddn de terminacién, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)

<223> El "Xaa" en la localizacion 12 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,

Pro, Leu, un codon de terminacion, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>
<221> misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> El "Xaa" en la localizacion 13 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,

Pro, Leu, un codon de terminacion, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>
<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> El "Xaa" en la localizacion 14 representa Lys, Asn, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His,

Pro, Leu, un coddn de terminacién, Tyr, Trp, Cys, o Phe.

<220>

<223> oligox-SDR2f

<220>

<221> misc_feature

<222> (29)..(43)

<223> cualquier resto nucleotidico o0 aminoacidico

<400> 68

Lys Cys Leu Ile Ser Gly Trp Gly Asn Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr

1 5

<210> 69

<211>55

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> oligox-SDR2r
<220>

<221> misc_feature
<222> (33)..(47)

<223> cualquier base
<220>

<221> misc_feature
<222> (33)..(47)
<223>cualquier nucleétido

<400> 69
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catggttcac ggagtagaga ccgacccegt tgnnnnnnnn nnnnnnntga cgatc 55

<210>70

<211>59

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador SDR1-mutnnb-directo
<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(40)
<223>N=A,C,G,T;B=C,G,T;V=A,C, G

<400> 70
tggtatccge gggecactge tacnnbnnbn nbnnbnnbnn baagtccegg atccaggtg

<210>71

<211>52

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador SDR2-mutnnb-inverso
<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(33)
<223>N=A,C,G,T;B=C,G,T;V=A,C, G

<400> 71
ggcgcecagag ctagecagtvn nvnnvnnvnn vnngttgccc cagccagaga tg 52

<210>72

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante g SDR1

<400> 72

Ala Phe Phe Asn Gly Asp
1 5

<210>73

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variante g SDR2

<400> 73

Arg Lys Asp Pro Trp
1 5

<210> 74

<211> 234

<212> PRT

<213> secuencia artificial

103

59
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15

<220>

<223> secuencia artificial

<400> 74

Ile

Ser

Gln

Ser

Gly

65

Tyr

Ser

Ala

Arg

Leu

145

Ser

Glu

Cys

Gln

Trp
225

<210> 75
<211> 234
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> secuencia artificial

<400> 75

Val

Leu

Trp

Arg

50

Asn

Asp

Arg

Pro

Lys

130

Gin

Tyr

Gly

Asn

Lys

210
Ile

Gly
Asn
Val
35

Ile
Glu
Arg
Ala
Pro
115
Asp
Cys
Pro
Gly
Gly
195

Asn

Lys

Gly
Ser
20

val
Gln
Gln
Lys
val
100
ala
Phe
Leu
Gly
Lys
180
Gln

Lys

Asn

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

Thr

85

Ile

Thr

Trp

Asp

Lys

1€5

Asp

Leu

Pro

Thr

ES 2373 658 T3

Asn

Tyr

Ala

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Gly

Thr

Ala

150

Ile

Ser

Gln

Gly

Ile
230

Cys

His

Gly

Leu

55

Asn

Asn

Ala

Thr

Ala

135

Pro

Thr

Cys

Gly

val

215
Ala

Glu

Phe

His

40

Gly

Ala

Asn

Arg

Lys

120

Ser

Val

Ser

Gln

Val

200

Tyr

Ala

Glu
Cys
25

Cys
Glu
Ala
Asp
Val
105
Cys
Ser
Leu
Asn
Gly
185
Val

Thr

Asn

104

Asn
10

Gly
Tyr
His
Lys
Ile
a0

Ser
Leu
Gly
Ser
Met
170
Asp
Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

Ala

Asn

Ile

15

Met

Thr

Iie

Ala

Gln

155

Phe

Ser

Trp

Val

Val

Ser

Ala

Ile

60

Ile

Leu

Ile

Ser

Asp

140

Ala

Cys

Gly

Gly

Tyr
220

Pro

Leu

Phe

45

Glu

Arg

Ile

Ser

Gly

125

Tyr

Lys

Val

Gly

Asp

205

Asn

Tyr
Ile
30

Asn
Val
His
Lys
Leu
110
Trp
Pro
Cys
Gly
Pro
190

Gly

Tyr

Gln

15

Asn

Gly

Leu

Pro

95

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

175

Val

Cys

Val

Val

Glu

Lys

Glu

Gln

80

Ser

Thr

Asn

Glu

Ala

160

Leu

Val

Ala

Lys
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15

Ile val

Ser Leu

Gln Trp

Ser Arg
50

Gly Asn

65

Tyr Asp

Ser Arg

Ala Pro

Arg Lys
130

Leu Gln

145

Ser Tyr

Glu Gly

Arg Asn

Gln Lys

210
Trp Ile
225

<400> 75

ggcgcecagag ctagcagtnn nnnnnnnnnn nnngttgcce cagccagaga tg

<210> 76
<211> 12
<212> PRT

Gly
Asn
Val
35

Ile
Glu
Trp
Ala
Pro
115
Asp
Cys
Pro
Gly
Gly
185

Asn

Lys

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sustrato A

<400> 76

1

Gly

Ser

20

Val

Gln

Gln

Lys

Val

100

Ala

Phe

Leu

Gly

Lys

180

Gln

Lys

Asn

Tyr

Gly

Ser

val

Phe

Thre

85

I1le

Thr

Trp

Asp

Lys

165

Asp

Leu

Pro

Thr

ES 2373 658 T3

Asn

Tyr

Ala

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Gly

Thr

Ala

150

Iie

Ser

Gln

Gly

Ile
230

Cys

His

Gly

Leu

55

Asn

Asn

Ala

Thr

Ala

135

Pro

Thr

Cys

Gly

Val

215
Ala

Glu

Phe

His

40

Gly

Ala

Asn

Arg

Lys

120

Ser

Val

Ser

Gln

Val

200

Tyr

Ala

Glu
Cys
25

Cys
Glu
Ala
Asp
Val
105
Cys
Ser
Leu
Asn
Gly
185
val

Thr

Asn

105

Asn
10

Gly
Tyr
His
Lys
Ile
50

Ser
Leu
Gly
Ser
Met
170
Asp
Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

Ala

Asn

Ile

5

Met

Thr

Ile

Ala

Gln

155

Phe

Ser

Trp

Val

52

Val

Ser

Ala

Ile

60

Ile

Leu

Ile

Ser

Asp

14¢

Thr

Cys

Gly

Gly

Tyr
220

10

Pro

Leu

Phe

45

Gly

Arg

Ile

Ser

Gly

125

Phe

Lys

Val

Gly

Asp

205

Asn

Tyr

Ile

30

Asn

Val

His

Lys

Leu

110

Trp

Pro

Cys

Gly

Pro

190

Gly

Tyr

Leu Leu Trp Leu Gly Arg Val val Gly Gly Pro Val
5

Gln
15

Asn
Gly
Leu
Pro
Leu
85

Pro
Gly
Asp
Glu
Phe
175
Val

Cys

Val

Val

Glu

Lys

Glu

Gln

80

Ser

Thr

Asn

Glu

Ala

160

Leu

Val

Ala

Lys
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<210> 77

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> sustrato B

<400> 77

Lys Lys Trp Leu Gly Arg Val Pro Gly Gly Prc Val

1

<210>78

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante 1 SDR1

<400> 78

<210>79

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante 2 SDR1

<400> 79

<210> 80

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante 3 SDR1

<400> 80

<210> 81

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante 1 SDR2

<400> 81

Asp Ala Val Gly Arg Asp

1

Asn Gly Arg Asp Leu Glu

1

Gly Phe Val Met Phe Asn

1

ES 2373 658 T3

5

5

5

5
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<210> 82

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante 2 SDR2

<400> 82

<210> 83

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante 3 SDR2

<400> 83

<210> 84

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante a SDR1

<400> 84

<210> 85

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante b SDR1

<400> 85

<210> 86

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante ¢ SDR1

<400> 86

ES 2373 658 T3

Arg Val His Pro Ser
1 5

val Arg Gly Thr Trp
1 5

Arg Ser Pro Leu Thr
1 5

Arg Pro Trp Asp Pro Ser
1 5

Gly Phe Val Met Phe Asn
1 5
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<210> 87

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante d SDR1

<400> 87

<210> 88

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante e SDR1

<400> 88

<210> 89

<211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante f SDR1

<400> 89

<210>90

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante a SDR2

<400> 90

<210>91

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante b SDR2

ES 2373 658 T3

Glu Ile Ala Asn Arg Glu
1 5

Lys Ala Val Val Gly Thr
1 5

val Asn Ile Met Ala Ala
1 5

Ala Ala Phe Asn Gly Asp
1 5

Yal His Pro Thr Ser
1 )
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<400>91

<210>92

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante ¢ SDR2

<400> 92

<210> 93

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante d SDR2

<400> 93

<210>94

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante e SDR2

<400> 94

<210> 95

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> variante f SDR2

<400> 95

<210> 96

<211> 157

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96

ES 2373 658 T3

Arg Ser Pro Leu Thr
1 5

Arg Gly Rla Arg Thr
1 5

Arg Thr Pro Ile Ser
1 5

Thr Thr Ala Arg Lys
1 5

Arg Lys Asp Phe Trp
1 5

109



Val Arg Ser Ser

1

val Ala Asn Pro
20
Ala Asn Ala Leu

val Val Pro Ser

50
Lys Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para generar una enzima proteolitica que tenga especificidad definida no conferida por el
armazén proteico para al menos un sustrato diana que comprende al menos las siguientes etapas:

(a) proporcionar un armazén proteico que tenga al menos 70 % de homologia con tripsina humana | que tenga
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 1, que catalice al menos una reaccién quimica en al
menos un sustrato,

(b) generar una biblioteca de enzimas proteoliticas 0 enzimas proteoliticas aisladas combinando un
polinucleétido que codifica el armazén proteico de la etapa (a) mediante insercidon o sustitucién con 1 a 11
regiones determinantes de especificidad (SDR), en la que las SDR son secuencias oligonucleotidicas sintéticas
completa o parcialmente aleatorias que codifican secuencias peptidicas con una longitud de menos de 50
restos aminoacidicos en una o mas posiciones del grupo de posiciones dentro del polinucleétido que codifica el
armazén proteico que corresponde estructuralmente o por homologia de secuencia de aminoacidos a las
regiones 18-25, 38-48, 54-63, 73-86, 122-130, 148-156, 165-171 y 194-204 en tripsina humana | que tiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 1, expresar dichas enzimas y

(c) seleccionar de la biblioteca de enzimas proteoliticas generada en la etapa (b) una o mas enzimas que
tengan especificidades definidas no conferidas por el armazoén proteico proporcionado en la etapa (a) para al
menos un sustrato diana.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las secuencias peptidicas insertadas o sustituidas
en la etapa (b) son completa o parcialmente aleatorias y/o tienen una variacion de longitud; y/o en el que la seleccién
en la etapa (c) se consigue cribando con respecto a la actividad enzimatica y/o la afinidad enzimatica

(i) en concentraciones de sustrato diana bajas,

(i) usando el sustrato diana y al menos un sustrato mas para comparacion,

(iif) afadiendo en exceso otros sustratos distintos del sustrato diana, usando este modo los sustratos diana
afladidos como competidores,

(iv) afiadiendo inhibidores de enzima,

(v) seleccionando enzimas que se unen preferentemente al sustrato diana y seleccionado de este subgrupo las
enzimas que convierten el sustrato o

(vi) cualquier combinacién de las mismas.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende al menos las siguientes etapas:

(a) proporcionar un primer fragmento de armazdén proteico,

(b) conectar dicho fragmento de armazon proteico mediante un engarce peptidico con una primera region
determinante de especificidad, y opcionalmente

(c) conectar el producto de la etapa (b) mediante un engarce peptidico con un péptido de region determinante
de especificidad adicional o con un fragmento de armazon proteico adicional, y opcionalmente

(d) repetir la etapa (c) durante tantos ciclos como sea necesario para generar una enzima suficientemente
especifica y

(e) seleccionar de la poblacion generada en las etapas (a) - (d) una o mas enzimas que tengan las
especificidades deseadas para el uno o mas sustratos que no se confieren por el fragmento de armazoén
proteico proporcionado de la etapa (a).
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