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Procedimiento para eliminar dopamina de diferentes
fuentes. El procedimiento se basa en las reacciones
catalizadas por los genes presentes en las
agrupaciones génicas tyn y hpa de Pseudomonas
putida U, partiendo de transformar tiramina o
dopamina en 4-hidroxifenilacetaldehido y 3,4-
dihidroxifenilacetaldehido, reaccion que puede
continuarse a los acidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-
dihidroxifenilacético respectivamente, mediante las
enzimas del cluster tyn y que, si se complementa con
las enzimas del cluster hpa, permite la degradacién
de tiramina y dopamina en acido pirtvico y &cido
succinico. La invencion se refiere ademas a las
enzimas que catalizan el proceso, moléculas de acido
nucleico que las codifican, vectores que permitan su
expresién y, especialmente a microorganismos
recombinantes transformados con dichos vectores.
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para expresar las proteinas implicadas en el proceso
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DESCRIPCION
Procedimiento para eliminar dopamina de diferentes fuentes.
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION.

El campo técnico de la invencidon pertenece a la Biotecnologia. La invencion se refiere a un nuevo
procedimiento para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en una muestra que se basa en una via de
degradacion bacteriana de estos compuestos desconocida hasta ahora que lleva a cabo la transformacion de
tiramina y de dopamina en los &cidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente, compuestos
que, al ser degradados por las enzimas de otro cluster complementario, son finalmente degradados en acido pirdvico
y acido succinico: La invencion se refiere al procedimiento basado en las enzimas que catalizan las reacciones de
dicha via, asi como a las proteinas que intervienen en la via, las secuencias que las codifican, los vectores a partir
de los cuales pueden expresarse y los microorganismos recombinantes en los que se expresen las proteinas
implicadas en la ruta, asi como en el uso de estos microorganismos recombinantes y los que expresen las enzimas
de la ruta de forma natural para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en muestras que las contengan,
preferentemente alimentos y bebidas.

ESTADO DE LA TECNICA
Aminas biogénicas. Aspectos generales

Las aminas son compuestos quimicos derivados del amoniaco que resultan de la sustitucion de los
hidrégenos de esa molécula por radicales alquilo. Segun se sustituyan uno, dos o tres hidrégenos, las aminas seran
primarias, secundarias o terciarias. Cuando son originadas como consecuencia de la actividad de organismos vivos
y poseen actividad biolégica (cumplen importantes funciones en las células) reciben el nombre de aminas biogénicas
o biogénicas. En funcion del nimero de grupos amino presentes en la molécula podemos diferenciar, monoaminas,
diaminas y poliaminas. Las monoaminas alifaticas estan muy extendidas en la naturaleza donde también es
abundante la diamina putrescina, mientras que las poliamidas espermidina y espermina son producidas por
animales, por plantas y por la mayoria de las bacterias (1).

Las aminas aromaticas, originadas por descarboxilaciéon de aminoacidos, son las aminas mas comunes en
los alimentos (histamina, 2-feniletilamina, tiramina, etc.) y también tienen gran importancia como transmisores dentro
del sistema nervioso central (dopamina, noradrenalina, epinefrina, serotonina, etc.).

Podemos hacer una distincidon entre aminas biogénicas endégenas, que son aquellas que son sintetizadas
en diferentes tejidos de los organismos superiores (como por ejemplo la adrenalina producida en la médula adrenal
o la histamina en los mastocitos) y aminas biogénicas exdgenas, que son las ingeridas en la dieta. Estas aminas
biogénicas exdégenas pueden estar presentes en los alimentos de origen vegetal (frutas y hortalizas), o bien pueden
aparecer en los alimentos como consecuencia de la actividad microbiana durante el procesado (cura de carnes y
quesos) o durante el almacenaje de los mismos. Debido a que pueden provocar efectos nocivos tanto en el hombre
como en los animales, son consideradas sustancias toxicas.

Las aminas biogénicas mas importantes que pueden encontrarse en los alimentos son la histamina, la
putrescina, la cadaverina, la tiramina, la triptamina, la feniletilamina, la espermina y la espermidina; y los alimentos
que las contienen pueden ser muy variados (pescado, carne, huevos, quesos, bebidas fermentadas, etc.) (2 ).

Afortunadamente, los organismos cuentan con diferentes sistemas naturales de destoxificacion
(monoaminooxidasa -MAO- o la diaminooxidasa —DAO-) que les permiten eliminar las aminas biogénicas, evitando
los efectos perjudiciales causados por estos compuestos. Sin embargo, puede haber casos en que estos sistemas
no funcionan correctamente, o se encuentran inhibidos por la accion de determinados farmacos, por lo que la
presencia de aminas biogénicas en los alimentos puede suponer un grave problema para la salud.

Por todas estas razones es muy interesante seleccionar microorganismos que al ser utilizados en los
procesos de elaboracién de alimentos (curados, fermentaciones, etc.), no acumulen aminas biogénicas, o que lo
hagan en concentraciones que no sean peligrosas para la salud. La Ingenieria Genética y la Ingenieria Metabdlica
podrian contribuir a obtener este tipo de cepas asegurando, ademas, que se conserven otra serie de propiedades y
caracteristicas que son necesarias para mantener los estandares de identidad y calidad de los alimentos.

Las aminas biogénicas como neurotransmisores

Desde hace décadas se tiene constancia de que la transmision catecolaminérgica estd mediada por aminas
biogénicas entre las que se incluyen las catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina) derivadas del
aminoacido tirosina; la indolamina serotonina, sintetizada a partir del triptéfano; y la histamina, producida a partir del
aminoacido histidina.
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Catecolaminas

Bajo el término catecolaminas se engloban todas aquellas aminas biogénicas derivadas de la tirosina que
contienen un grupo catecol y un grupo amino en su molécula. El primer paso en la sintesis de catecolaminas esta
catalizado por la enzima tirosinahidroxilasa mediante una reaccién que requiere oxigeno como substrato y
tetrahidrobiopterina como cofactor, y permite obtener como producto final dihidroxifenilalanina (DOPA) (Figura 1).
Por lo tanto, la tasa de tirosinahidroxilasa va a ser el factor limitante para la sintesis de las tres aminas
neurotransmisoras catecolaminérgicas (dopamina, noradrenalina y adrenalina).

La dopamina se produce por la descarboxilacion de L-DOPA. Esta reaccion se lleva a cabo por la enzima
DOPA descarboxilasa. El area del cerebro donde se encuentra en mayor abundancia es en el corpus estriatum,
jugando un papel esencial en la coordinacién de los movimientos corporales (3). En pacientes que padecen la
enfermedad de Parkinson, por ejemplo, se ha observado degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, lo que va a
dar lugar a la caracteristica disfuncion motora asociada a esta enfermedad (4).

La noradrenalina, también llamada norepinefrina, requiere para su sintesis, a partir de dopamina, la accién
de la dopamina-B-hidroxilasa. Esta catecolamina se produce mayoritariamente en las neuronas de los ganglios
simpaticos y su accion esta relacionada con el suefio, la vigilia, la atencién y la conducta.

La adrenalina, también llamada epinefrina, esta presente en el cerebro en niveles mas bajos que las otras
dos catecolaminas. La enzima que sintetiza la adrenalina, la feniletanolamina-N-metiltransferasa, se localiza solo en
las neuronas secretoras de esta catecolamina.

Las enzimas mas importantes en el catabolismo de catecolaminas son la monoaminooxidasa (MAO) vy la
catecol O-metiltransferasa (COMT) (5). Estas enzimas se encuentran respectivamente en las mitocondrias y en el
citoplasma tanto de las células neuronales como de las gliales. Los inhibidores de estas enzimas se utilizan en
clinica como antidepresivos (6).

Histamina

Esta amina biogénica neurotransmisora se produce por descarboxilacion de la histidina debido a la accién
de la histidinadescarboxilasa (Figura 22). En su metabolismo intervienen tanto la histidinametiltransferasa como la
MAO. La mayor concentracidon de este neurotransmisor se encuentra en las neuronas del hipotalamo y su accion
esta relacionada con los procesos de alerta y atencion. La histamina también es liberada por los macréfagos en
respuesta a reacciones alérgicas o a dafios en los tejidos.

Serotonina

Esta indolamina, también llamada 5-hidroxitriptamina, se sintetiza en las neuronas a partir del triptéfano
ingerido con los alimentos tras ser hidroxilado a 5-hidroxitriptéfano mediante una reaccién catalizada por la enzima
triptéfano-5-hidroxilasa. Posteriormente, el 5-hidroxitriptéfano se descarboxila por medio de la acciéon de una 5-
hidroxitriptofano descarboxilasa para dar lugar a la serotonina (Figura 2B). La principal enzima encargada de su
degradacion es la MAO, al igual que sucede en las demas aminas biogénicas. La serotonina esta implicada en la
regulacién del suefo y de la vigilia.

Ademas de las monoaminas neurotransmisoras, existen otras aminas biogénicas que poseen una
estructura molecular parecida y que actian como neuromoduladores o “falsos neurotransmisores”. Estas aminas
endbdgenas, también denominadas aminas “traza” o microaminas, se encuentran en pequefias cantidades en el
sistema nervioso central y su estudio esta adquiriendo una importante relevancia en los ultimos afos.

Aminas “traza”

Con el término aminas “traza” o microaminas, se hace referencia a una familia de aminas enddgenas,
estructural y metabdlicamente relacionadas con la dopamina, la noradrenalina y la serotonina (7-8). En este grupo se
incluyen p- y m-octopamina, p- y m- tiramina, triptamina y B-feniletilamina (Figura 3). Todas estas moléculas estan
heterogéneamente distribuidas en el cerebro de mamiferos en concentraciones muy bajas (0,1-100 ng/g de tejido)
(9), pero juegan un papel importante en la coordinacion de la respuesta sinaptica mediada por las aminas biogénicas
neurotransmisoras.

Recientemente se han caracterizado dos receptores especificos de estas aminas “traza” que no pueden ser
activados por las monoaminas neurotransmisoras. Estos receptores se denominan TA1 y TA2, pertenecen a la
familia de receptores asociados a las proteinas G (GPCRs) y se encuentran localizados en la membrana plasmatica
pre- y post-sinaptica de las neuronas receptoras. Son activados por triptamina, p-tiramina y por B-feniletilamina, asi
como por anfetamina, 3,4-metilenedioximetanfetamina (MDMA) y otros tipos de drogas alucinégenas. (10). Este
descubrimiento ha despertado un gran interés por estos compuestos a los que, dada su relevancia fisioldgica, se les
denomina “anfetaminas endégenas” (11-12).
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Ademas de estos aspectos recientemente descubiertos, desde hace afios se conoce la funcion co-
transmisora jugada por estas aminas “traza” en los sistemas de neurotransmision mediados por dopamina,
noradrenalina o por serotonina (8). La similitud estructural de estas aminas “traza” con las monoaminas
neurotransmisoras, les va a permitir actuar como sustitutos o “falsos neurotransmisores” en los sistemas de
dopamina y noradrenalina. Ademas, debido a su similitud funcional estan siendo utilizados en el tratamiento de la
encefalopatia hepatica (13) o en la enfermedad de Parkinson (14).

Finalmente las aminas “traza” pueden servir de neuromoduladores en el sistema nerviosos central, pero
antes de explicar esta actividad deberia hacerse una clara distincion entre neurotransmisor y neuromodulador (15).

Se denomina neurotransmisor, a la molécula liberada por una neurona al canal sinaptico en respuesta a
una actividad eléctrica y que posteriormente se va a unir especificamente a sus receptores post-sinapticos,
provocando la induccién de un cambio en la excitabilidad de la célula post-sinaptica y de este modo, permitir el paso
de la informacion.

Un neuromodulador es también una molécula liberada por una neurona, pero que en este caso no es capaz
de provocar un cambio en la excitabilidad de la membrana de la célula post-sinaptica por si mismo, ya que necesita
de la presencia de un neurotransmisor. La liberacion de un neuromodulador actia modificando la accion
(incrementandola o disminuyéndola) de un neurotransmisor coexistente.

Por lo tanto, no es extrafio que las aminas “traza”, hayan estado implicadas en la mayoria de los trastornos
neuropsiquiatricos asociados a disfunciones en los sistemas de catecolaminas e indolaminas, ya que estos
compuestos modulan los procesos de sefializacion que ocurren en los terminales post- y pre-sinapticos de estos
sistemas. Se cree que alteraciones en la funcion de estas “aminas traza” estan involucradas en la etiologia de una
gran variedad de trastornos neuropatolégicos, incluidas las alucinaciones, esquizofrenia, depresion, estados de
ansiedad, hiperactividad, trastorno bipolar, etc. (11, 16-18).

Presencia de aminas biogénicas en los alimentos

Las aminas biogénicas, ademas de estar presentes en el sistema nervioso central cumpliendo funciones
neurotransmisoras y neuromoduladoras, se encuentran presentes en los alimentos y bebidas fermentadas, donde se
generan mediante la descarboxilacion de sus aminoacidos precursores. Su acumulacion (especialmente la de
aminas biogénicas aromaticas) puede hacer que la ingesta de estos alimentos resulte perjudicial para la salud. Las
principales aminas biogénicas que pueden provocar toxicidad cuando se acumulan en alimentos, aparecen
reflejadas en la figura 4.

Las aminas y poliaminas (PAs) solamente se encuentran de forma natural en los alimentos de origen
vegetal, ya que estas moléculas se encuentran en las plantas y en sus frutos, formando parte de las paredes
celulares de éstos o actuando como sistema defensivo frente al ataque de patégenos o de depredadores (19).
Debido a su naturaleza quimica, estos compuestos participan en numerosos procesos celulares basicos, asi como
en diferentes eventos relacionados con el crecimiento, con el desarrollo y con la respuesta de las plantas a
determinadas condiciones de estrés. Las PAs ademas de ser esenciales para el crecimiento de las plantas, bajo
condiciones apropiadas, pueden ejercer funciones especificas de control de la morfogénesis (20).

La amina predominante dependera del tipo de fruto o planta que se considere; asi por ejemplo, en frutos
como el limén, la mandarina y la fresa, predomina la putrescina, mientras que en la frambuesa y en las setas, la
amina predominante es la tiramina (21). Se ha comprobado, ademas, que entre distintas variedades de un mismo
fruto puede haber una gran variacion de los niveles de aminas (22).

Sin embargo, las aminas biogénicas presentes en muchos alimentos también pueden tener un origen
exogeno, siendo generadas mediante descarboxilacion de los aminoacidos precursores. Asi, aparecen en una gran
variedad alimentos, ya sean estos no fermentados (pescado, productos lacteos, carne, etc.) o bien aquellos otros
que han sufrido algun tipo de fermentacion durante su elaboracién (vino, cerveza, queso, etc.). Su acumulacién es
un aspecto a tener muy en cuenta debido a los problemas toxicoldgicos que puede generar su ingestion.

Hay factores que van a limitar la acumulacién de aminas biogénicas (sobre todo las que son debidas a la
actividad microbiana) en los alimentos. Asi, por ejemplo, la disponibilidad de sustrato, el pH del medio, la
concentracion de sales y la temperatura también van a tener una gran influencia en la produccién de aminas. El
piridoxal fosfato es un factor requerido para que se lleve a cabo la descarboxilaciéon de aminoacidos en la mayoria
de las bacterias y, por consiguiente, su presencia o ausencia sera determinante para la sintesis de aminas
biogénicas.

Presencia de aminas en alimentos no fermentados

La presencia de aminas biogénicas en los alimentos no fermentados es un indicador de la presencia de
actividad microbiana no deseada, y por lo tanto, el nivel de aminas presente puede ser utilizado como un indicador
del deterioro del alimento por accion de los microorganismos. Normalmente, la cantidad de histamina, putrescina y
cadaverina se incrementa durante el deterioro del alimento, mientras que los niveles de espermina y espermidina
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disminuyen. Debido a esta caracteristica, se ha utilizado el indice de Aminas Biogénicas (IAB), definido por Karmas
(23) y expresado en mg/Kg, para calcular el grado calidad de un alimento. En la actualidad la deteccion y
cuantificacion de aminas biogénicas se realiza mediante técnicas de HPLC, tal y como se describira mas adelante
en este trabajo.

IAB = [histamina] + [putrescina] + [cadaverina] / 1 + [espermina] + [espermidina]

Pescados o carne con un valor de IBA por debajo de 1 son considerados de primera calidad, mientras que
valores alrededor de 10 indican una pobre calidad microbioldgica del producto.

Entre los alimentos no fermentados que acumulan aminas endégenas cabe destacar el pescado y la carne,
que se caracterizan por acumular grandes concentraciones de histamina y tiramina, respectivamente, durante su
almacenamiento, aunque éste no sea prolongado. Mas aun, se ha demostrado que la acumulacién de aminas como
consecuencia de la actividad microbiana, no puede evitarse con el envasado al vacio del producto (24). La Unica
medida efectiva para evitar la acumulacién de aminas biogénicas es el almacenamiento de los productos a bajas
temperaturas (24).

Presencia de aminas en alimentos fermentados

Durante los procesos de preparacion de alimentos fermentados, el producto suele ser incubado durante
dias, semanas e incluso meses, hasta alcanzar el grado necesario de fermentacién o maduracién, por lo que cabe
esperar una mayor proliferacién de microorganismos y, por consiguiente, una mayor presencia de aminas biogénicas
en esos productos. Ademas, en la elaboracion de estos alimentos se necesita la participacion de microorganismos
que modifiquen las propiedades de la materia prima original, por lo que la eliminaciéon de estos microorganismos
desvirtuaria la calidad, propiedades y caracteristicas de los productos. Esto es lo que ocurre con alimentos tan
populares como el queso, los embutidos, el chucrut o el vino (25).

La amina mas importante que se acumula en el queso durante la maduracion del mismo es la tiramina (26)
y, en menor medida, la feniletilamina. Durante este proceso, la caseina es lentamente degradada por enzimas
proteoliticas, incrementando de este modo el contenido de aminoacidos libres que pueden ser susceptibles de servir
de substrato a descarboxilasas bacterianas especificas, para dar lugar a la formacién de CO; y una amina.

En cambio, la amina que se acumula mayoritariamente en los embutidos es la histamina (21), pero en este
caso su acumulacion dependera del proceso de elaboracién, del tipo de carne utilizada, de su proporcion y de la
calidad de la misma, asi como del tiempo de maduracién. En el caso de los embutidos, se puede disminuir en gran
medida la cantidad de aminas acumuladas en el producto final mediante la utilizacion de cultivos iniciadores
(starters) que contienen los microorganismos adecuados para llevar a cabo la fermentacion requerida, pero que no
producen estas aminas indeseables. Esta medida, que ha supuesto un gran avance en la regularizaciéon de los
procesos de fermentacion, no siempre es eficaz, ya que la flora microbiana enddégena (presente en las materias
primas originales) puede ser ya capaz de producir aminas biogénicas por si misma.

Un grupo de productos importantes en cuanto a la acumulacion de aminas biogénicas son las bebidas
fermentadas. Tal es el caso de, la cerveza y especialmente, del vino. La presencia de aminas en estas bebidas es la
responsable del caracteristico dolor de cabeza que se experimenta después de un consumo abusivo (26).

En el vino se encuentran principalmente histamina, tiramina y putrescina, en cantidades muy variables
segun el tipo de vino. La concentracién de estas aminas es baja durante la fermentacién alcohdlica y aumenta
durante la fermentacién malolactica. Esto explica que los vinos tintos tengan concentraciones superiores de estas
aminas con respecto a los vinos blancos, ya que estos ultimos no sufren la fermentacion malolactica. Después de
esta fermentacion, el vino suele ser sulfatado para eliminar las poblaciones de bacterias y levaduras indeseables a
partir ese momento, pero aun asi, la concentracion de aminas biogénicas sigue evolucionando y puede llegar hasta
los 50 mg/l durante la crianza (27). Aunque no existe una regulacion definida en relacion a la concentracion de
aminas biogénicas en el vino, hay paises que han establecido limites para la importacion (Canada y Suiza 10 mg/l,
Holanda 5 mg/l). Esto es debido a que la presencia de aminas en el vino entrafia mas riesgo que en otros alimentos,
ya que al interactuar con ellas el alcohol, se van a ver afectados los mecanismos de destoxificacién del organismo y
se incrementan las posibilidades de intoxicacién por ingesta de aminas.

Los niveles de aminas biogénicas en bebidas alcohdlicas elaboradas mediante fermentaciones con
levaduras, son generalmente mas bajos que los hallados en bebidas en cuya elaboracién tiene lugar una
fermentacién acido lactica (excepto el yogurt), pero aun asi estas pueden contener cantidades considerables de
putrescina, cadaverina, histamina y tiramina (2).

En resumen, las principales conclusiones que se pueden sacar acerca de la presencia de aminas
biogénicas en los alimentos son las siguientes:

La mayoria de los alimentos son susceptibles de deteriorarse por la accién de microorganismos capaces de
producir aminas biogénicas.
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Concentraciones elevadas de ciertas aminas en los alimentos pueden resultar nocivos para la salud

Se debe dar gran importancia a la evaluaciéon del contenido en aminas de los alimentos, asi como a la
presencia de otros agentes potenciadores del efecto de éstas, tales como otras aminas, el alcohol o ciertas drogas.

Se pueden y se deben evitar las concentraciones elevadas de aminas biogénicas en los alimentos,
mediante buenas practicas de fabricacion y almacenaje de los mismos (control de la higiene, de la contaminacion,
de la temperatura, etc.)

En la produccién de alimentos que precisen de una fermentacion acidolactica, se deben utilizar cultivos
iniciadores (starters) de microorganismos que sean aminoacido descarboxilasa negativos. En este sentido, resultaria
de gran utilidad la elaboracion de cultivos starters que presenten en su composicidn microorganismos que no
solamente no produzcan esas aminas sino que sean capaces de degradarlas.

Toxicologia de las aminas biogénicas

Como se ha indicado con anterioridad, la histamina, la tiramina, la triptamina y la B-feniletilamina son
aminas biolégicamente activas que pueden provocar importantes efectos fisioldgicos en el ser humano, tanto
psicoactivos (neuromoduladores) como vasoactivos. El consumo de alimentos con un elevado contenido en aminas
biogénicas puede provocar un gran numero de efectos farmacoldgicos (Tabla 1) que caracterizan a determinadas
enfermedades, como por ejemplo la intoxicacion con histamina o la “reaccién del queso” producida por la ingesta de
tiramina. Ademas, las aminas estan siendo actualmente estudiadas como precursores de compuestos
carcinogénicos (21).

Tabla 1. Aminas biogénicas presentes en los alimentos y sus efectos en el organismo.

Amina biogénica Efectos farmacolégicos

Histamina Liberacién de adrenalina y noradrenalina

Estimulacién de la musculatura uterina, intestinal y del
aparato respiratorio.

Estimulacion de neuronas sensoriales y motoras.
Incremento de la presion sanguinea.

o Control de la secrecion gastrica.

Tiramina
Vasoconstriccion periférica.

Incremento del ritmo cardiaco y respiratorio.
Estimulacién de la lacrimacion y de la salivacion.

Liberaciéon de noradrenalina.

Migrafia.

Hipotension.
Putrescina y cadaverina Bradicardia.

Potenciacion del efecto de otras aminas.

B-feniletilamina Liberacién de noradrenalina.
Incremento de la presion sanguinea.

Migrafa.
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Amina biogénica Efectos farmacolégicos

Triptamina Incremento de la presién sanguinea.

De entre todas las aminas biogénicas presentes en los alimentos, cabe destacar por su elevada toxicidad
(consecuencia del mayor niumero de efectos fisiolégicos que provocan), la histamina y la tiramina.

La histamina es una amina muy activa biolégicamente, ya que desempefia muchas acciones dentro del
organismo. Aunque los mastocitos y los baséfilos sanguineos contienen grandes cantidades de histamina, ésta se
encuentra almacenada en granulos caracteristicos y no se liberaran a menos que se produzcan reacciones
especiales (reaccion alérgica). La histamina puede estimular el ritmo cardiaco y este efecto tiene como
consecuencia la liberaciéon de adrenalina y noradrenalina por las glandulas suprarrenales, excitacion de la
musculatura uterina y del tracto respiratorio, estimulaciéon tanto de neuronas motoras como sensoriales y control de
la secrecion gastrica (28). Por lo tanto, no es sorprendente que en la intoxicacion con histamina se manifiesten
sintomas cutaneos como son la urticaria y la aparicion de edemas o erupciones, ademas de sintomas
gastrointestinales, como por ejemplo, nauseas, vomitos y diarrea. También se pueden dar otros sintomas como
hipotension, dolor de cabeza o palpitaciones (29).

A pesar del caracter toxico ocasionado por un exceso de histamina, la presencia de esta amina en los
alimentos no tiene porqué ser peligrosa. Existen muchos alimentos que contienen pequefias cantidades de
histamina y que, por lo tanto, van a ser facilmente toleradas por el organismo gracias a la existencia de eficientes
sistemas de destoxificacion en el tracto digestivo, que van a metabolizar tanto la histamina ingerida como la
histamina formada por la propia flora intestinal. Este sistema de destoxificacion estd compuesto por dos enzimas
diferentes: la diamino oxidasa y la histidina-N-metiliransferasa. Estas dos enzimas se encargan de convertir la
histamina en productos sin actividad bioldgica, y su eficiencia es elevada cuando existe un consumo de aminas
normal en la dieta. Sin embargo, estos mecanismos son menos eficaces si se ingieren grandes cantidades de
aminas, o en presencia de otras aminas que potencien el efecto téxico causado por la histamina.

La presencia de tiramina induce la liberacion de noradrenalina desde el sistema nervioso simpatico, lo que
va a provocar un incremento de la presion sanguinea mediante la vasoconstriccion periférica y un aumento del ritmo
cardiaco. También puede causar dilatacion de las pupilas, aumento de la salivacién, de la respiracion y de los
niveles de azucar en sangre (30).

En lo referente a la presencia de tiramina en los alimentos, cabe destacar no sélo su propia toxicidad, sino
también sus efectos nocivos en presencia de inhibidores de la monoamino oxidasa (MAOQ), pudiendo provocar
estados criticos de hipertension (31-33). La MAO se encarga de la desaminacion oxidativa de las aminas derivadas
de los alimentos, y constituyen el mejor sistema defensivo endégeno frente a estos compuestos téxicos, permitiendo
la degradacién de los mismos antes de que estos pasen al torrente circulatorio. La utilizacion de drogas inhibidoras
de la MAO durante el tratamiento de determinadas enfermedades mentales (depresion, esquizofrenia, etc.) va a
provocar la inhibicion de este sistema natural de destoxificacion y, como consecuencia de esta inhibicién, se
producira la acumulacion de tiramina en la sangre, o0 que generara estados criticos de hipertensién en los pacientes.
El primer alimento que se asocié con este proceso fue el queso, por lo que este incremento de la presion sanguinea
es conocido como “reaccion del queso” y puede causar graves dolores de cabeza, hemorragias cerebrales o fallo
cardiaco (1).

Ademas de poder actuar como agentes toxicos, actualmente se estd estudiando la implicacion de las
aminas en la sintesis de derivados que podrian actuar como agentes mutagénicos. Al afiadir nitratos a los alimentos
como conservantes, y al reaccionar éstos con las aminas presentes en dichos alimentos, se van a generar N-
nitrosaminas, que son compuestos carcinogénicos y constituyen un serio riesgo para la salud humana. Algunos
ejemplos de estos procesos son la reaccion entre la tiramina y nitritos que va a originar 3-diazotiramina, compuesto
que induce la aparicion de cancer en la cavidad oral de ratas (30), y la reaccion entre tiramina y nitratos que cuando
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transcurre en condiciones acidas da lugar a un compuesto mutagénico identificado como 4-(2-aminoetil)-6-diazo-2,4-
ciclohexadienona (34).

Produccién de aminas biogénicas en los alimentos

Como ya hemos indicado, la mayoria de las aminas presentes en los alimentos son generadas por
descarboxilacién de sus correspondientes aminoacidos precursores, mediante la accion de enzimas especificas
(aminoacido descarboxilasas) producidas por los microorganismos presentes en esos alimentos. Estas
descarboxilasas estan presentes en un gran numero de especies pertenecientes a diferentes géneros bacterianos.

Para que se lleve a cabo la formacion de aminas biogénicas en los alimentos se necesitan los siguientes
requisitos: a) disponibilidad de aminoacidos libres (generalmente originados por accion proteolitica); b) presencia de
microorganismos que posean enzima descarboxilasa (descarboxilasa positivos); y ¢) que se den las condiciones
fisicoquimicas oportunas que permitan tanto el crecimiento bacteriano como la sintesis y la actividad descarboxilasa.
Los microorganismos descarboxilasa positivos, pueden estar formando parte de la flora endégena de los alimentos,
o ser introducidos por contaminacion durante los procesos de elaboracién o de almacenaje. En el caso de alimentos
y bebidas que durante su elaboracién sufren procesos de fermentacion, la introduccién de cultivos iniciadores puede
afectar a la produccion de aminas biogénicas interaccionando, directa o indirectamente, tanto con la flora endégena
como con la flora contaminante (2).

La mayoria de las descarboxilasas mantienen su actividad incluso después del proceso de pasteurizacion.
Este hecho, unido a que la mayor parte de la aminas son termoestables, implica no solo que la cantidad de aminas
ya formadas en los alimentos no se va a eliminar con el proceso de pasteurizacion, sino que, incluso, aumentara
durante el almacenaje.

Descarboxilacién de aminoacidos

En la descarboxilacién de aminoacidos se produce la eliminacion del grupo a-carboxilo del aminoacido en
cuestion para dar lugar a CO; y a la amina correspondiente. Esta reaccion estd catalizada por descarboxilasas
bacterianas que son especificas para cada aminoacido. Asi, por ejemplo, la ornitina puede ser degradada a
putrescina y la lisina a cadaverina mediante la acciéon de la ornitina descarboxilasa (35) y la lisina descarboxilasa
(36) respectivamente. Del mismo modo y siempre que se den las condiciones adecuadas, la histidina, la tirosina, el
tritéfano y la fenilalanina se descarboxilaran a histamina, tiramina, triptamina y 8 -feniletilamina mediante la accion de
la histidina descarboxilasa (37), la tripté6fano descarboxilasa (38), la tirosina descarboxilasa (39) y la
fenilalaninadescarboxilasa (40), respectivamente. También existe una descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos
(AADC) que cataliza la reaccion de descarboxilacion irreversible de L-DOPA a dopamina, pero que presenta una
menor especificidad de sustrato que las anteriores, ya que es capaz de llevar a cabo la descarboxilaciéon tanto de
tirosina, como de fenilalanina, 5-hidroxitriptéfano y triptéfano (41).

Las aminoacido descarboxilasas han sido ampliamente estudiadas en los ultimos afios (42). La mayoria de
ellas utilizan pidoxal-5'-fosfato o piruvato como coenzima, y son dependientes de vitamina Bs. Actualmente se
dispone de un gran numero de secuencias correspondientes a aminoacido descarboxilasas que estan recogidas en
las diferentes bases de datos. El andlisis comparativo de las mismas ha permitido clasificarlas en cuatro grupos
(Tabla 2) e identificar regiones funcionalmente importantes dentro de esas secuencias.

Se han propuesto dos mecanismos de accién para la descarboxilacién de aminoacidos, uno esta basado en
una reaccion dependiente de piridoxal fosfato, y otro requiere una molécula de piruvato como cofactor (43).

En las reacciones de descarboxilacion dependientes de piridoxal-5- fosfato, se forma una base de Schiff
debido a la reaccién del grupo aldehido del piridoxal con uno de los grupos amino pertenecientes a una lisina
localizada en el centro activo de la enzima (aldimina interna). El grupo carbonilo del piridoxal-5-fosfato reacciona
facilmente con los aminoacidos para formar una nueva base de Schiff (aldimina externa) que funciona como
intermediario, y que permite que éstos sean posteriormente descarboxilados para dar lugar a la correspondiente
amina y a la molécula de piridoxal fosfato original.

En las reacciones de descarboxilacion no dependientes de piridoxal-5- fosfato, esta implicada una molécula
de piruvato (101). En este caso sera el grupo piruvil el que se une covalentemente al grupo amino del aminoacido
formando una base de Schiff, permitiendo que sean posteriormente descarboxilados mediante una reaccién muy
similar a la reaccion de descarboxilacion dependiente de piridoxal-5- fosfato.

La descarboxilacion de aminoacidos tiene una importante funcion energética para las bacterias en aquellos
ambientes pobres en nutrientes, ya que al tratarse de una reaccién endotérmica, constituye un sistema de
generacion de ATP, a la vez que conduce a la sintesis de aminas. Por otro lado, la formaciéon de aminas provocara
un aumento del pH del medio, favoreciendo el crecimiento bacteriano. Por todas estas razones, se puede considerar
la descarboxilacién de aminoacidos como un mecanismo muy ventajoso que permite la adaptacion al medio a un
gran numero de microorganismos.
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Tabla 2. a-aminoacido descarboxilasas dependientes de piridoxal-P con sus secuencias conocidas (Sandmeier et
al., 1994).

Enzima Numeros de acceso en GenBank y fuentes
Grupo |
Glicina descarboxilasa (EC 1.4.4.2) P23378, humana; P15505, pollo; P26969, Pisum
sativum
Grupo Il

M84024, Escherichia coli (GAD-a) ; M84025,
Glutamato descarboxilasa (EC 4.1.1.15) Escherichia coli (GADp);

P20228, Drosophila melanogaster; mouse”; JH0423,
rata (GAD65);

P18088, rata (GAD67); P14748, gato; M74826,
humana (GAD65); M81883,

humana (GADG67)

P28577, Enterobacter aerogenes; P28578, Klebsiella
planticola; P05034,

Histidina descarboxilasa (EC 4.1.1.22) Morganella morganii; X70644,
Drosophila melanogaster; P23738,

ratéon; P16453, rata; P19113, humana.
M96070, Petroselinum crispurn’

S19796, Caenorhabditis elegans ; P05031,

Tirosina descarboxilasa (EC 4.1.1.25) Drosophila mefanogaster :

P14173, rata; P22781; cerdo de Guinea, P80041,
Descarboxilasa de aminoacidos aromaticos cerdo P27718, bovina; P20711,

(EC 4.1.1.28) humana

P17770, Catharanthus roseus

Triptéfano descarboxilasa (EC 4.1.1.17)

P21169, Escherichia coli ; P24169, Escherichia coli
(inducible)
Grupo Il

Ornitina descarboxilasa (EC 4.1.1.18)
P05033, Hafiia alvei; P26934, Bacillus subtilis;

P23892, Escherichia coli
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Enzima Numeros de acceso en GenBank y fuentes

Lisina descarboxilasa (EC 4.1.1.19) P28629, Escherichia coli

Arginina descarboxilasa (EC 4.1.1.17)
P28629, Escherichia coli (biodegradative)

Grupo IV P07805, Trypanosoma brucei; P27116, Leishmania
donovani; P27121,

- . Neurospora crassa; P08432, Saccharomyces
Ornitina descarboxilasa (EC 4.1.1.19) cerevisiae; P27120, Xenopus laevis; P27118, pollo;
P00860, raton; P27119, Mus pahari;

P09057, rata; P14019, hamster; P27117, bovina;
P11926, humana.

P21170, Escherichia coli; P22220, Avena sativa

Arginina descarboxilasa (EC 4.1.1.20)

Microorganismos productores de aminas biogénicas

Enzimas con actividad descarboxilante han sido encontradas en un gran niumero de bacterias entre las que
se incluyen especies de enterobacterias, pseudomonadidos, enterococos y lactobacilos, entre otras (44).

Existen varias enterobacterias con actividad descarboxilasica (fundamentalmente relacionada con la
produccién de cadaverina y putrescina). Los estudios llevados a cabo in vitro con Enterobacter cloacae y con
diferentes especies de Serratia, asi como en Citrobacter freundii y Enterobacter aerogenes, han puesto de
manifiesto la capacidad de estos microorganismos para formar grandes cantidades de putrescina y de cadaverina
(45). Otras enterobacterias se caracterizan, en cambio, por ser grandes productoras de histamina; tal es el caso de
Klebsiella oxytoca (46), Escherichia coli (47) o de Morganella morganii (45). Aunque estas enterobacterias se
encuentran en muy baja proporcion en los productos finales, unas malas practicas de almacenamiento, o una
fermentacion incontrolada durante la elaboracion, pueden provocar una importante proliferacion de las mismas.

Existen otros microorganismos que producen aminas biogénicas de diferente naturaleza. Tal es el caso de
Pseudomonas putrefaciens, Aeromonas hydrophila y Plesiomonas shigelloides, microorganismos que suelen
encontrarse en el pescado en mal estado de conservacioén (21).

Las bacterias acidolacticas, se utilizan profusamente en procesos destinados a obtener diversos alimentos
(embutidos, vino, quesos, etc.) mediante fermentaciones, y aunque no pueden ser consideradas especies toxicas ni
patogénicas, muchas de ellas son capaces de producir aminas biogénicas. Asi por ejemplo, algunas cepas de
Lactococcus y Leuconostoc producen cantidades apreciables de tiramina e histamina (39) y cepas de lactobacilos
pertenecientes a las especies Lactobacillus buchneri, L. alimentarius, L. plantarum, L. curvatus, L. farciminis, L.
bavaricus, L. homohiochii, L. reuteri y L. sakei, son grandes productoras de aminas, especialmente de tiramina (48-
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50). Muchas de estas bacterias lacticas son utilizadas en la fabricacion de quesos, y estan incluidas en los cultivos
iniciadores empleados por la industria de productos lacteos. Tal es el caso de Lactococcus lactis subsp. lactis,
Streptococcus. faecium, S. mitis, Lactobacillus helveticus, L. casei, L. acidéfilus y L. arabinose, todas ellas
identificadas como productoras de histamina (26).

Cuando se estudia la acumulacion de aminas biogénicas en la carne, se ha observado que especies como
Carnobacterium. divergens, C. piscicola y C. gallinarum son responsables de la presencia de elevadas
concentraciones de tiramina en ella (51).

Otros estudios han demostrado que Enterococcus faecalis es responsable de la acumulacion de aminas
biogénicas (B-feniletilamina ente otras) en los alimentos fermentados (52).

También se ha puesto de manifiesto la produccién de aminas biogénicas por parte de hongos y levaduras
en alimentos fermentados. Este es el caso de Debaryomyces y Candida, dos levaduras aisladas de carne
fermentada, que presentan una actividad histidina-descarboxilasa mayor incluso que la observada en las bacterias
acidolacticas (50).

Métodos analiticos aplicados a la valoracion de la capacidad de produccion de aminas por parte de los
microorganismos: Deteccién y cuantificacion.

Debido a los efectos toxicos que pueden ocasionar las aminas presentes en los alimentos, ha sido
necesario el disefio de métodos y técnicas que permitan detectar capacidades productoras de aminas en los
microorganismos utilizados en los procesos de elaboracion de productos alimenticios, asi como cuantificar la
presencia de aminas en estos alimentos.

Métodos empleados para detectar microorganismos con capacidad aminobiogénica

Se han desarrollado varios métodos bioquimicos que permiten la detecciéon de cepas productoras de
histamina y de tiramina procedentes de carnes fermentadas y quesos (45, 53-54). Estos métodos se basan en un
ensayo que implica el uso de un medio solido que contiene el aminoacido precursor de la amina a investigar y un
indicador de pH. Dado que la formacién de aminas a partir de aminoacidos implica una elevacion del pH del medio,
si la cepa de estudio tiene capacidad para formar aminas, ésta se vera reflejada por un cambio de color del indicador
de pH presente en el medio.

También existen métodos de deteccion molecular que se basan en el disefio de cebadores especificos para
las secuencias de los genes que codifican las descarboxilasas responsables de la formaciéon de aminas. Hasta el
momento se han desarrollado tres métodos de deteccion de genes implicados en la produccion de aminas:

Sistema de deteccion del gen hdc que codifica una histidina descarboxilasa (54). Para el disefio de los
cebadores se compararon las secuencias de nucledtidos del gen hdcA de Lactobacillus sp30A, de Clostridium
perfringens y las secuencias de aminoacidos de la histidina descarboxilasas de estos dos microorganismos junto con
las de Lactobacillus buchneri'y de Micrococcus. El analisis de las distintas secuencias revelo la existencia de un alto
grado de homologia entre los genes hdc de las diferentes bacterias lacticas, lo que permitié disefiar cebadores
especificos para la deteccién de este gen.

Sistema de deteccion del gen tdc que codifica una tirosina descarboxilasa (55). Para el disefio de los
cebadores se compararon las secuencias de nucleétidos del gen tdc de Enterococcus faecalis, de Carnobacterium
divergens 'y de Lactobacillus brevis.

Sistema de deteccion del ocd que codifica una ornitina descarboxilasa (56). Para el disefio de los
cebadores se utilizé la secuencia de nucleétidos del gen de la ornitina descarboxilasa en una cepa de Oenococcus
oeni.

Métodos analiticos empleados para detectar aminas en alimentos

Hasta el momento, se han descrito varias metodologias que nos permiten detectar y cuantificar la presencia
de aminas en los alimentos. Aunque el método mas utilizado es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) la
primera valoracion de aminas, se realiz6 mediante cromatografia en capa fina y tuvo por objeto la determinacion de
histamina en comida de gatos (57). Actualmente, se han descrito multitud de métodos especificos de deteccion y
cuantificacion de aminas en multitud de alimentos, basados todos ellos en técnicas de HPLC (58-63). En los ultimos
afos han aparecido métodos ELISA comerciales para el andlisis de histamina en vinos y otros alimentos (64).

Algunos paises han fijado valores maximos para la presencia de aminas en determinados alimentos. Asi,
por ejemplo, Suiza ha establecido una concentracion maxima de 10 mg/L de histamina en vino como valores
tolerables para la salud humana, mientras que otros paises como Alemania, Bélgica y Francia recomiendan valores
maximos mas bajos (2 mg/L, 5-6 mg/L y 8 mg/L, respectivamente). No se han impuesto limites maximos permitidos
sobre el resto de aminas biogénicas, aunque dada la importancia de los efectos de la tiramina en el organismo, es
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muy probable la pronta aparicion de recomendaciones o reglamentaciones sobre valores maximos permitidos para
esta amina.

Degradacién de aminas biogénicas

La presencia de aminas en el medio ambiente se esta viendo incrementando de forma considerable en los
ultimos afios como consecuencia de la actividad industrial. Algunas de estas aminas, especialmente las metiladas,
son muy volatiles y estan implicadas en la formacion de éxido nitrico, un importante gas causante del “efecto
invernadero” (65-66). En cambio, otras aminas que estan presentes en gran variedad de alimentos, pueden causar,
como ya se ha explicado anteriormente, efectos toxicos en el organismo.

La identificacion de las rutas y enzimas implicadas en el metabolismo de estas aminas pueden ser de gran
ayuda para la conversion de estos compuestos toxicos en otros compuestos menos perjudiciales y evitar, de este
modo, su efecto perjudicial en los organismos y en el medio ambiente.

Muchos microorganismos pueden oxidar las aminas primarias generando productos que pueden ser
utilizados como fuente de carbono y energia, como fuente de nitrégeno, o como ambas (67) y que ya no son toxicos.

R-CH;zNH; + H,0 RCHO + 2[H]" + NH3

Este mecanismo de oxidacidon de aminas primarias es un proceso ampliamente distribuido en la naturaleza,
ya que se ha identificado tanto en organismos eucariotas como en procariotas y es catalizado por diferentes
enzimas, entre las que se incluyen quinoproteinas amino oxidasas y quinoproteinas o quinohemoproteinas amino
deshidrogenasas (68). Tanto las amino oxidasas como las amino deshidrogenasas catalizan la conversion de las
aminas en sus correspondientes aldehidos. La diferencia radica en que mientras las amino oxidasas (presentes
tanto en eucariotas como en procariotas) producen peroxidos téxicos, las amino deshidrogenasas (presentes
exclusivamente en bacterias) producen equivalentes reducidos que transfieren directamente los e a la cadena
respiratoria (69-70).

En cuanto a la localizacion de estas enzimas; parece ser que presentan una localizacién periplasmética en
los microorganismos G-; algunas son solubles y otras estan unidas a la cara externa de la membrana citoplasmatica.
Sin embargo, en microorganismos G+ estas enzimas se encuentran en el citoplasma o unidas a la membrana
citoplasmatica por su cara interna. Por otro lado, en determinadas levaduras, se ha visto que su localizacion es
exclusivamente peroxisomal (68).

Como se ha mencionado anteriormente, las enzimas responsables de la desaminacién oxidativa de las
aminas utilizan distintos cofactores que son reducidos tras la oxidacién del substrato y que participan en la
transferencia de e a uno o dos aceptores exdgenos, tales como, el citocromo c, las cupredoxinas (azurina o
amocianina) o el oxigeno molecular. En funcién de quien sea aceptor natural de e puede hacerse la distincién
natural entre amino oxidasas y amino deshidrogenasas.

La mayoria de las enzimas implicadas en la oxidacion de las diferentes aminas a sus correspondientes
aldehidos, son oxidorreductasas que se caracterizan por utilizar cofactores diferentes a NAD(P)" o FAD" (aunque
existen excepciones de flavoproteinas amino oxidasas que utilizan FAD como cofactor y que se explicaran mas
adelante). Estas enzimas se denominan quinoproteinas, porque utilizan cofactores que presentan un grupo quinona
(71) tales como TPQ (topaquinona), TTQ (triptéfano triptofilquinona), LTQ (lisina tirosilquinona) o CTQ (cisteina
triptofilquinona). Estos cofactores se caracterizan porque cada uno de ellos se forma a partir de uno o dos
aminoacidos presentes en la propia enzima tras sufrir una modificacidon quimica postranscripcional (72-74).

En funcién de la identidad del cofactor utilizado podemos diferenciar varios tipos de enzimas que catalizan
reacciones de desaminacion oxidativa de aminas: amino oxidasas, quinohemoproteinas amino deshidrogenasas y
quinoproteinas amino deshidrogenasas

Quinoproteinas amino oxidasas

Estas enzimas reciben también la denominacion de amino oxidasas dependientes de cobre (Q-AmO). En
cuanto a la estructura, son generalmente homodimeros formados por dos subunidades idénticas del mismo tamafio.
Se caracterizan porque en cada subunidad presentan una molécula de TPQ, un cofactor enzimatico que se forma
mediante modificacién postranscripcional a partir de uno de los residuos de triptéfano existentes en la enzima.
Poseen, ademas, una molécula de cobre, Cu(ll) que esta coordinada con tres residuos de histidina y dos moléculas
de agua (75-76). El Cu(ll) es necesario, tanto para la biosintesis del cofactor de la enzima, como para la catalisis
enzimatica (76).

Estas enzimas se caracterizan porque son las Unicas que estan ampliamente distribuidas tanto en bacterias
como en organismos superiores y catalizan la oxidacion de un gran nimero de aminas primarias. Asi, en Klebsiella
oxytoca se ha caracterizado una Q-AmO y que esta relacionada con la degradacion de PhEtNH, y de tiramina (68).
Cuando E. coli (77) o Klebsiella aerogenes (K. pneumoniae) se cultivan en presencia de tiramina también se ha
observado que se expresa una Q-AmO similar a la de Klebsiella oxytoca (68). Asi mismo, se han identificado otras
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Q-AmO, en bacterias G+ y en levaduras. Por ejemplo, en Arthrobacter globiformis se ha caracterizado una Q-AmO
que contiene cobre y que utiliza como substrato PhEtNH, (75, 78), y en la levadura Hansenula polymorpha se ha
identificado una metilamina oxidasa implicada en la degradacion de metilamina (76).

La reaccién catalitica llevada a cabo por estas quinoproteinas amino oxidasas, transcurre mediante un
mecanismo ping-pong de transaminacion que puede dividirse en dos hemirreacciones o etapas, en funcion del
estado de oxidacion del cofactor (75, 78).

|. Hemirreaccién reductiva: Desaminacion oxidativa del substrato

la. El cofactor TPQ participa en esta etapa formando un enlace covalente con el substrato (a través del
grupo carbonilo del Cs), dando lugar a la formacién una base de Schiff con el substrato.

Ib. La base de Schiff es entonces desprotonada por un residuo de aspartato préximo al sitio activo y al
mismo tiempo se reduce el cofactor. En este paso se forma otra base de Schiff, pero ahora es el producto el que
forma la base de Schiff.

Ic. Posteriormente, se produce la hidrélisis de esta base de Schiff, liberandose el aldehido y dejando la
forma aminoresorcinol del TPQ reducido.

La estereoespecificidad de la abstracciéon del proton de la posicidon C1 del substrato ha sido estudiada en
diferentes enzimas, tanto bacterianas como de plantas y de animales. Se ha visto que la especificidad varia en
funcion de la naturaleza de la enzima y de los substratos utilizados. Asi por ejemplo, en el caso de la dopamina, en
ocasiones se abstrae el protén pro-R y en ocasiones el pro-S, dependiendo de si la reaccién transcurre en plantas o
en animales (78).

Il. Hemirreaccién oxidativa: reduccién del oxigeno molecular

En esta etapa se produce la re-oxidacion del TPQ reducido (TPQrq) y la liberacion de amonio. La
participacion del Cu(ll) en esta etapa se apunté tras el descubrimiento de la forma Cu(l)/topa semiquinona (TPQsq).
Debido a que la transferencia de e” desde el TPQreq al Cu(ll) para formar Cu(l)/TPQseq €s muy rapida, y debido a que
el Cu(l) reacciona facilmente con el O,, el estado Cu(l)/TPQseq ha sido propuesto como un intermediario
cinéticamente competente con Cu(l) que oxida directamente al O,. De este modo, se establece un equilibrio entre la
forma Cu(ll))TPQrd y Cu(l)/TPQsq para la transferencia intramolecular de e (75). Posteriormente, el aldehido
generado tras la desaminacioén del substrato es oxidado al correspondiente acido.

Quinohemoproteinas amino deshidrogenasas.

Son enzimas heterotriméricas constituidas por tres subunidades (afy) que utilizan como cofactor el CTQ, el
cual se forma a partir de un residuo de cisteina presente en la subunidad pequefay). No se descarta la posibilidad
de que una cuarta proteina, cuya funcion es todavia desconocida, podria intervenir facilitando la formacién del
cofactor.

Estas enzimas presentan, ademas del grupo quinona, dos grupos hemo c, unidos a una de las subunidades
de la enzima, que actian como grupos redox activos (69, 79). En este caso, los e liberados durante el proceso de
oxidacion son transferidos en Ultimo término a una citocromo oxidasa presente en la cadena de transporte, via el
citocromo cssp, como se ha visto en Paracoccus denitrificans; o via la azurina como sucede en P. putida (80-81).

A este grupo pertenece la quinohemoproteina amino deshidrogenasa (QH-AmDH ) de Pseudomonas putida
U, responsable de la desaminacion oxidativa de la 2-feniletilamina (82) y la de Paracoccus denitrificans. Esta Gltima
bacteria posee dos enzimas con actividad amino deshidrogenasa en su periplasma. Una metilamina deshidrogenasa
(MADH) que reconoce metilamina y una QH-AmDH que reconoce aminas primarias alifaticas y aromaticas, aunque
parece que muestra mayor actividad con n-butilamina y bencilamina (81, 83-84). Otra QH-AmDH que se encuentra
dentro de este grupo ha sido purificada a partir de P. putida IFO 15633 y ATCC 12633 (69, 79-80).

Los cuatro genes que codifican la QH-AmDH de P. putida y de Paracoccus denitrificans han sido
identificados y secuenciados. EI ORF1 codifica la subunidad a, que presenta dos grupos hemo que actuan como
grupos redox durante la oxidacion; el ORF2 codifica una proteina, cuya funcién es desconocida, pero que
desempefia un papel esencial en la oxidacion de estos compuestos; el ORF3 codifica la subunidad pequefia (a la
que se encuentra unido el cofactor); y el ORF4 codifica la subunidad B. Estos genes se transcriben conjuntamente,
por lo que constituyen un unico operén (69).

El mecanismo de las reacciones catalizadas por este grupo de enzimas es el siguiente (80-81) (Figura 5):

La reaccién se inicia mediante el ataque nucleofilico del nitrégeno del grupo amino al Ce perteneciente al
grupo carbonilo del cofactor CTQ, dando lugar a la formacién de un intermediario carbinolamina (a).

La carbinolamina pierde una molécula de agua y se forma una imina (b).
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A continuacion un residuo del sitio activo (probablemente el Aspss,) abstrae un protén del Cqy de la amina
para formar el intermediario carbaniénico ©. Al mismo tiempo se reduce el CTQ tras captar una molécula de H>O,
dando lugar al intermediario d.

El producto resultante de esta oxidacion, el aldehido (e), es finalmente liberado mediante la hidrdlisis del
nuevo enlace imina que se habia formado entre el C4 y el grupo amino.

Parece ser, por lo tanto, que hay una transferencia intramolecular de e” desde el complejo generado por el
substrato reducido-CTQ al hemo |, desde aqui al hemo Il, y a partir de él se produce una transferencia intermolecular
al aceptor exdgeno. Esta reaccion oxidativa tendra lugar a través de dos reacciones secuenciales hasta que se
produce la re-oxidacion del cofactor y de los grupos hemo.

Se ha comprobado que la QH-AmDH de P. putida puede ser inhibida por p-nitrofenilhidrazina. Este
compuesto se une al sitio activo de la enzima, situado entre la subunidad B y y, del mismo modo que fa kéar
substrato. Esta unién, provoca algunos cambios importantes en el cofactor CTQ y también cambios
conformacionales en las cadenas laterales de los residuos pertenecientes a los aminoacidos del sitio activo,
causando asi la modificacién del centro activo y, con ello, la pérdida de la actividad enzimatica (80).

Quinoproteinas amino deshidrogenasas

Estas enzimas (Q-AmDH ) utilizan como cofactor el TTQ que se forma a partir de dos residuos de triptéfano
presentes en la subunidad pequefa de la enzima. Presentan una estructuca B2, donde el cofactor se encuentra
unido a las subunidades 3 (83).

Dentro de este grupo se incluyen la metilamina deshidrogenasa (MADH) de Methylobacterium extorquens
AM?1 o de Paracoccus denitrificans (65) y la amino deshidrogenasa de aminoacidos aromaticos (AADH) descrita en
Alcaligenes faecalis y que parece estar implicada en el catabolismo de diferentes aminas primarias tales como la
PhEtNHo, la tiramina y la triptamina (65).

Estas enzimas suelen utilizar como aceptor de e las proteinas azules de cobre de tipo | (cupredoxinas). Asi
las MADH utilizan la amicianina y las AADH la azurina (83, 85).

En cuanto a su organizacion genética, en Alcaligenes faecalis se han identificado nueve genes que se
transcriben en el mismo sentido y que, aparentemente, estan implicados en la degradacién de aminas (ORF1,
aauBEDA, ORF2, ORF3, ORF4 y hemE). Los genes aauA y aauB codifican la subunidad pequefia y la grande de la
AADH, respectivamente, y son homodlogos de los genes mauA y mauB que codifican la MADH. Los genes aauE y
aauD son homologos de mauE y mauD y, aparentemente, codifican proteinas que llevan a cabo la misma funcion (el
transporte y plegamiento de la subunidad pequefia en el periplasma, respectivamente). Los genes homoélogos de
mauF, mauG, maul, mauM y mauN, que participan en la biosintesis del cofactor TTQ, no se encuentran en el cluster
aau. Sin embargo, se han identificado otros ORFs, tales como el ORF2, que codifica un citocromo monohemo de
tipo c, y los ORF1, ORF3, y ORF4, a los que todavia no se les ha asignado ninguna funcion, pero que parecen ser
esenciales para la degradacion de ciertas aminas, ya que su disrupcion es letal en esta bacteria (65).

El mecanismo catalitico descrito para las AADH y las MADH es similar al propuesto para las QH-AmDH,
aunqgue estas enzimas carecen de los dos grupos hemo.

En las reacciones catalizadas por las Q-AmDH, la transferencia de 2e” desde el cofactor TTQ reducido
hasta el aceptor externo de e se produce mediante dos reducciones consecutivas. El aceptor de e es la azurina en
el caso de las AADH y la amicianina en el caso de las MADH. Ambos aceptores fisiologicos median la transferencia
de e hasta diferentes tipos de citocromo ¢ solubles. En el caso de las AADH, la reaccion se favorece cuando la
fuerza ionica es alta, mientras que la actividad de las MADH disminuye cuando aumenta la fuerza idnica (85).

En ambos casos, tras la liberacion del producto, se genera una forma quinol del TTQ. Por ejemplo, en la
reduccion del TTQ por metilamina, el formaldehido es liberado pero el grupo amino permanece unido al cofactor. Por
lo tanto, la reduccion del substrato implica la formaciéon de una forma aminoquinol del TTQ en el que uno de los
oxigenos del grupo carbonilo es reemplazado por el grupo amino derivado del substrato. La liberacién del grupo
amino se produce tras la segunda transferencia de e” que permite la regeneracion de la quinona (85).

Desaminacién de tiramina

La desaminacién de la tiramina es llevada a cabo fundamentalmente por amino oxidasas. Estas enzimas
estan ampliamente distribuidas en todos los organismos vivos y permiten la conversion, mediante oxidacion, de
tiramina y otras aminas primarias en sus correspondientes aldehidos liberando una molécula de perdxido de
hidrégeno (agua oxigenada). Debido a la elevada reactividad de estos productos (aldehido y peroxido de hidrégeno),
deben ser rapidamente transformados, mediante reacciones mediadas por una fenilacetaldehido deshidrogenasa
dependiente de NAD y por una catalasa de localizacién citoplasmatica respectivamente.

R-CH2NH; + O, + H,O RCHO + NHj3 + H,0;
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Las amino oxidasas (AOs) que llevan a cabo esta reaccién de desaminacion de la tiramina, se pueden
clasificar en dos subgrupos: Flavoproteinas amino oxidasas (EC 1.4.3.4), que utilizan el FAD como cofactor, y
quinoproteinas amino oxidasas (EC 1.4.3.6) que, como se ha explicado anteriormente, se caracterizan por contener
Cu(ll) y TPQ como cofactor.

Entre las flavoproteinas amino oxidasas, cabe destacar las monoamino oxidasas (MAOs) que se
encuentran en infinidad de organismos, y que como la tiramina oxidasa de Klebsiella aerogenes (86), la de
Salmonella typhimurium (87) o la de Sarcina lutea (88), son capaces de oxidar tiramina, dopamina y noradrenalina.
Estas enzimas se inducen por la presencia de tiramina y sus genes estan sometidos a represion catabdlica en
presencia de glucosa. Pero la MAO también esta presente en organismos superiores, y en ellos se han descrito dos
isoenzimas, MAOA y MAOB, esta clasificacion se realizé en funcién de la inhibicion especifica de la MAOA por el
antidepresivo clogilina y de la MAOB por el deprenil (89). Ambas isoformas son enzimas mitocondriales que juegan
un importantisimo papel en la inactivacién de aminas biogénicas, tales como la adrenalina, noradrenalina,
serotonina, dopamina y varias “aminas traza” (entre ellas la tiramina).

Estas dos isoformas de la MAO estan distribuidas de forma muy heterogénea en los diferentes tejidos del
cuerpo humano, por ejemplo, en el higado la forma MAOB es predominante, mientras que en la mucosa del
duodeno la isoforma mayoritaria es la MAOA, siendo esta isoenzima la encargada de la desaminacion de las aminas
introducidas con la dieta. Por esta razon se provocaran procesos de hipertension criticos en aquellos pacientes que
consuman alimentos ricos en aminas y sigan tratamientos con inhibidores de la MAOA. Esta es una de las causas
por las que los tratamientos con farmacos inhibidores de la MAO, actualmente estan dirigidos a la inhibicion de la
actividad de la isoforma MAOB (90).

Pero no siempre la desaminaciéon de tiramina es catalizada por flavoproteinas amino oxidasas. En muchos
organismos se han identificado quinoproteinas amino oxidasas, (cuyo mecanismo de accion ya se ha explicado
anteriormente), responsables de la desaminacion de tiramina, tal es el caso de Klebsiella oxytoca (68), E. coli (77) y
de Euphorbia characias (91). En este ultimo caso la enzima es un homodimero soluble que contiene en el centro
activo un ién Cu(ll) y TPQ como cofactor.

En cambio otras bacterias G- desaminan la tiramina mediante la actividad de enzimas amino
deshidrogenasas. Este es el caso de Alcaligenes faecalis y de Pseudomonas aeruginosa (68) que poseen una
amina deshidrogenasa periplasmica que utiliza TTQ como cofactor.

Por ultimo, cabe destacar la existencia de otro sistema de desaminacion de tiramina que esta mediado por
una peroxidasa (EC 1.11.1.7) y que en presencia de H,O; cataliza, como paso previo a la oxidacién de la tiramina, la
formacion de un dimero intermediario (ditiramina). Esta peroxidasa requiere la presencia de H>O» para llevar a cabo
su accion y se ha comprobado que esta enzima trabaja cooperativamente con las amino oxidasas, actuando estas
ultimas como donadoras de H,O,. Posteriormente, el intermediario generado sufrirda una oxidacién mediada por la
accion de la (flavoproteina o quinoproteina) amino oxidasa correspondiente en los dos grupos amino, dando lugar a
la formacion de un di-p-hidroxifenilacetaldehido. (91-93). También puede ocurrir que esta peroxidasa utilice como
sustratos el aldehido y el H,O, obtenidos como productos de la desaminacién de tiramina por accién de las amino
oxidasas, dando lugar al di-p-hidroxifenilacetaldehido sin la formaciéon previa de ditiramina (Figura 6).

Degradacion microbiana de tiramina

Como se indicé anteriormente, la tiramina, puede desencadenar efectos toxicos en enfermos tratados con
inhibidores de la MAO, o en personas sanas cuando su aporte en la dieta es muy elevado. Por ello, el conocimiento
de las vias responsables de la degradacion de este compuesto por un agente microbiano puede tener importantes
aplicaciones en el campo de la salud publica. Por otra parte la transferencia de los genes responsables de esa via
podria dotar de capacidad para degradar tiramina a organismos empleados en la industria alimentaria, reduciendo
de este modo, la concentraciéon de tiramina en los alimentos (quesos, vinos, etc.). Por Ultimo, el hecho de que la
tiramina sea una importante amina “traza” con funcion en el sistema nervioso central y que posea similitud
estructural con importantes neurotransmisores (por ejemplo, la dopamina), hace que el estudio de la ruta metabdlica
responsable de la degradacion de este compuesto pueda tener interesantes aplicaciones farmacoldgicas, pudiendo
ser usada, por ejemplo, para el tratamiento de determinadas enfermedades neuroldgicas.

En determinados microorganismos tales como Kilebsiella aerogenes (86), Micrococcus luteus (67),
Salmonella typhimurium (87) y E. coli (62) se ha descrito la presencia de enzimas con actividad tiramina oxidasica
que son capaces de oxidar la tiramina a 4-hidroxifenilacetaldehido. Ademas, varios de los genes y de las proteinas
responsables de la degradacion de este compuesto han sido ya caracterizados (62). Asi, por ejemplo, en E. coli K12,
la degradacion de tiramina y de otras aminas aromaticas relacionadas (2-feniletilamina, dopamina) requiere la accion
secuencial de una monoamino oxidasa (miembro de la familia de las quinoproteinas amino oxidasas) codificada por
el gen maoA, y una fenilacetaldehido deshidrogenasa, producto del gen padA, que transforma el fenilacetaldehido
generado por la proteina MAOA en 4-OH-PhAc, el cual sera posteriormente degradado por una ruta especifica (94).
Corriente arriba del gen maoA se encuentra el gen maoB que se transcribe en el mismo sentido y que codifica un
regulador transcripcional perteneciente a la familia AraC. El producto del gen maoB activa la expresién de maoA
pero no la del gen padA, que se transcribe en sentido contrario. Esto indica que, aunque estos genes estan
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fisicamente proximos en el cromosoma y forman parte de la misma ruta catabdlica, no constituyen un operén (94).
Todos los microorganismos en los que se ha estudiado la degradaciéon de tiramina utilizan las mismas enzimas
descritas en E. coli.

Catabolismo de tiramina en P. putida U

Pseudomonas putida U (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT 4848) es una estirpe bacteriana capaz
de crecer en numerosos medios de cultivo con composicion quimica definida (medios minimos o MM), que contienen
como fuentes de carbono diferentes moléculas dificilmente degradables, algunas de las cuales pueden incluso llegar
a ser perjudiciales o toxicas para procariotas y para eucariotas (95-98). Esta versatilidad metabdlica, ha hecho que
esta bacteria fuese objeto de numerosos estudios bioquimicos y genéticos lo que ha conducido al esclarecimiento de
algunas de las rutas catabdlicas responsables de la degradacién de esas moléculas. Asi, se han identificado las
rutas implicadas en la degradacién del acido fenilacético y de diferentes compuestos relacionados estructuralmente
con él (acidos n-fenilalcanoicos, fenilacetaldehido, 2-feniletanol, etc) (82,96-98). Adicionalmente, se ha comprobado
que P. putida U es capaz de degradar eficientemente otros compuestos aromaticos tales como los aminoacidos
fenilalanina, tirosina y el acido 3-hidroxifenilacético, utilizando para ello una via, caracterizada por nuestro grupo de
investigacion, que implica la conversién de todos esos compuestos en homogentisico que, posteriormente, es
degradado hasta acido fumarico y acido acetoacético (99-100).

Esta bacteria es también capaz de crecer en MM que contienen como Unicas fuentes de carbono aminas
alifaticas (propil, butil, pentil, hexil, octal y nonilaminas) y aromaticas (2-feniletilamina, tiramina y dopamina). Las
rutas responsables de la degradacion de las aminas alifaticas y de la 2-feniletilamina han sido identificadas por
nuestro grupo (82), mientras que la ruta responsable de la asimilacién de tiramina y de dopamina en esta bacteria se
desconocia hasta la fecha. De hecho, muchos investigadores proponian que la degradacién de tiramina en bacterias
pertenecientes al género Pseudomonas se realizaba mediante las mismas enzimas descritas en E. coli, y implicaban
la participacion de las enzimas codificadas por los genes maoA, padA y maoB (94). Sin embargo, los autores de la
invencién han demostrado fehacientemente que, sorprendentemente, P. putida U degrada tiramina y dopamina
mediante una nueva ruta catabdlica cuyas enzimas estan codificadas por los genes tyn tal y como se describe mas
adelante. Esta nueva ruta catabdlica es la basa de la invencion.

REFERENCIAS
1. SMITH, T.A. (1980) Amines in food. Food Chem. 6: 169-200.

2. TEN BRINK, B., DAMINK, C., JOOSTEN, H.M.L.J., HUIS IN'T VELD, J.H.J. (1990) Occurrence and
formation of biologically amines in food. Int. J. Food Microbiol. 11: 73-84.

4. OLANOW, C.W., FREEMAN T.B., KORDOWER, J.H. (1997) Neural transplantion as a therapy for
Parkinson’s disease. Adv. Neurol. 74: 249-269.

5. HAAVIK, J., BLAU, N., THONY, B. (2008) Mutations in human monoamine-related neurotransmitter
pathway genes. Hum Mutat. 29: 891-902.

6. FIBIGER, H.C. (1995). Neurobiology of depression: Focus on dopamine Adv. Biochem.
Psychopharmacol. 49: 1-17.

7. PHILIPS S.R., DAVIS B.A., DURDEN D.A., BOULTON A.A. (1975) Identification and distribution of m-
tyramine in the rat. Can J Biochem. 53: 65-69.

8. AXELROD, J., SAAVEDRA, J.M. (1977) Octopamine. Nature. 265: 501-504.

9. BOULTON A.A. (1980) Trace amines and mental disorders. J Neurol Sci. 7: 261-263.

10. BOROWSKY, B., ADHAM, N., JONES, K. A., RADDATZ, R., ARTYMYSHYN, R., OGOZALEK, K.L.,
DURKIN, M.M., LAKHLANI, P.P., BONINI, J.A., PATHIRANA, S. (2001) Trace amines: identification of a family of

mammalian G protein-coupled receptors. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98: 8966-8971.

11. KIM, K.A., VON ZASTROW, M. (2001) Old drugs learn new tricks: insights from mammalian trace amine
receptors. Mol Pharmacol. 60: 1165-1167.

12. PREMONT, R.T., GAINETDINOV, R. R., CARON, M.G. (2001) Following the trace of elusive amines.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98: 9474-9475.

~13. FOGEL, W.A., ANDRZEJEWSKI, W., MASLINSKI, C., FOGEL, W.A, ANDRZEJEWSKI, W.,
MASLINSKI, C. (1990) Neurotransmitters in hepatic encephalopathy. Acta Neurobiol Exp (Wars). 50: 281-93.

14. BALDESSARINI, R.J., VOGT, M,. BALDESSARINI, R.J., VOGT, M. (1972) Regional release of aromatic
amines from tissues of the rat brain in vitro. J Neurochem. 19: 755-761.

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18444257?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Philips%20SR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Davis%20BA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Durden%20DA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Boulton%20AA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Can%20J%20Biochem.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Axelrod%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Saavedra%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Nature.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7004611?ordinalpos=47&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=11459929&query_hl=20&itool=pubmed_docsum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=11459929&query_hl=20&itool=pubmed_docsum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11723221?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1983377?ordinalpos=16&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1983377?ordinalpos=16&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1983377?ordinalpos=16&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4555500?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4555500?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�

10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2380530 Al

15. BERRY, M.D. (2004) Mammalian central nervous system trace amines. Pharmalogic amphetamines,
physiologic neuromodulators. J. Neurochem. 90: 257-271.

16. BOULTON, A.A. (1976) Identification, distribution, metabolism, and function of meta and para tyramine,
phenylethylamine and tryptamine in brain. Adv Biochem Psychopharmacol. 15: 57-67.

17. DAVIS, B.A., BOULTON, A.A. (1994) The trace amines and their acidic metabolites in depression an
overview.Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 18: 17-45.

18. BRANCHEK, T.A., BLACKBURN, T.P. (2003). Trace amine receptors as targets for novel therapeutics:
legend, myth and fact. Curr. Opin. Pharmacol. 3: 90-97.

19. ROSS, W.F., WALTERS, D.R., ROBINS D.J.. (2004). Synthesis and antifungal activity of five classes of
diamines. Pest Manag. Sci. 60: 143-148.

20. GALSTON, A.W.; KAUR-SHAWNEY, R. (1990) Polyamines in plant physiology. Plant Physiol. 94: 406-
10.

21. SHALABY, A.R. (1996) Significance of biogenic amines to food safety and human health. Food
Research International. 29: 675-690.

22. MAGA, J.A. (1978) Amines in food. CRC Crit Rev Food Sci Nutr. 10: 373- 403.

23. KARMAS, E. (1981). Biogenic amines as indicators of seafood freshness. Food Sci. Technol. 5: 108-
109.

24. WEI, C.I., CHEN, C.M., KOBURGER, J.A., OTWELL, W.S., MARSHALL, M.S. (1990) Bacterial growth
and histamine production on vacuum packaged tuna. Journal of Food Science 55: 59-63.

25. ASKAR, A., TREPTOW, H. (1986), Biogenic amine in lebensmittein vorkommen bedentung und
bestimmung. Eugen Ulmer GmbH, Stuttgart.

26. STRATTON, J.E., HUTKINS, R.W. TAYLOR, S.L. (1991) Biogenic amine in cheese and other fermented
foods: J. Food Prot. 54: 460-470.

27.BUTEAU, C., DUITSCHAEVER, C.L., ASHTON, G.C. (1984). A study. of the biogenesis of amines in a
Villard noir wine. Am. J. Enol. Vitic. 35: 228-235.

28. TAYLOR, S.L., HUI, J.Y., LYOUS, D.E. (1984). Toxicology of scombroid poisoning. In. Seafood Toxins,
ed. E.R. Ragils, ACS Symposium Series 262. Washington, DC. 1: 417.

29. GILBERT, R.J.; HOBBS, G., MURRAY, C.K., CRUICKSHANK, J.G., YOUNG, S.E. (1980)
Scrombrotoxic fish poisoning: features of the first 50 incidents to be reported in Britain (1976-79). Br. Med. J. 281: 71-
72.

30. JOOSTEN, H.M.L.J. (1988). The biogenic amines contents of Dutch cheese and their toxicological
significance. Netherlands Milk and Dairy Journal 42, pp.329-357.

31. GENERALI, J.A., HOGAN, L.C., MCFARLANE, M., SCHWAB, S., HARTMAN, C.R. (1981) Hypertensive
crisis resulting from avocados and a MAO inhibitor. Drug Intell Clin Pharm. 15: 904-906.

32. RAPAPORT, M.H. (2007) Dietary restrictions and drug interactions with monoamine oxidase inhibitors:
the state of the art. J Clin Psychiatry. 8: 42-46.

33. SIMPSON, G.M., DE LEON, J. (1989) Tyramine and new monoamine oxidase inhibitor drugs. Br J
Psychiatry Suppl. 6: 32-37.

34. OCHIAI, M., WAKABAYASHI, K., NAGAO, M., SUGIMURA, T. (1984) Tyramine is a major mutagen
precursor in soy sauce, being convertible to a mutagen by nitrite. Gann. 75: 1-3.

35. BELLO-FERNANDEZ, C., PACKHAM, G., CLEVELAND, J.L. (1993) The ornithine decarboxylase gene
is a transcriptional target of c-Myc. Proc Natl Acad Sci U S A. 90: 7804-7808.

36. KIKUCHI, Y., KOJIMA, H., TANAKA, T., TAKATSUKA, Y., KAMIO, Y. (1997) Characterization of a
second lysine decarboxylase isolated from Escherichia coli. J Bacteriol. 179: 4486-4492.

37. RECSEI, P.A., SNELL, E.E. (1972) Histidine decarboxylaseless mutants of Lactobacillus 30a: isolation
and growth properties. J Bacteriol. 112: 624-626.

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8115671?ordinalpos=22&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12550748?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Plant%20Physiol.');�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'CRC%20Crit%20Rev%20Food%20Sci%20Nutr.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Generali%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hogan%20LC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McFarlane%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schwab%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hartman%20CR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Drug%20Intell%20Clin%20Pharm.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rapaport%20MH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Clin%20Psychiatry.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Simpson%20GM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Leon%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Br%20J%20Psychiatry%20Suppl.');�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Br%20J%20Psychiatry%20Suppl.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6373470?ordinalpos=24&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8356088?ordinalpos=41&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9226257?ordinalpos=54&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5079079?ordinalpos=35&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2380530 Al

38. MITOMA, C., UNDENFRIEND, S. (1960) Bacterial tryptophan decarboxylase. Biochim Biophys Acta. 37:
356-357.

39. CHOUDHURY, N., HANSEN, W., ENGESSER, D., HAMMES, W.P., HOLZAPFEL, W.H. (1990).
Formation of histamine and tyramine by lactic acid bacteria in decarboxylase medium. Letters in Applied
Microbiology. 11: 278-281.

40. KATO, Y., TSUDA, T., ASANO, Y. (2007) Purification and partial characterization of N-hydroxy-I-
phenylalanine decarboxylase/oxidase from Bacillus sp. strain OxB-1, an enzyme involved in aldoxime biosynthesis in
the “aldoxime-nitrile pathway”. Biochim Biophys Acta. 1774: 856-865.

41. ISHIl, S., HAYASHI, H., OKAMOTO, A., KAGAMIYAMA, H. (1998) Aromatic L-amino acid
decarboxylase: conformational change in the flexible region around Arg334 is required during the transaldimination
process. Protein Sci. 7: 1802-1810.

42. SANDMEIER E, HALE T.I, CHRISTEN P. (1994) Multiple evolutionary origin of pyridoxal-5’-phosphate-
dependent amino acid decarboxylases. Eur J Biochem. 221: 997-1002.

43. TOLBERT, W.D., GRAHAM, D.E., WHITE, R.H., EALICK, S.E. (2003) Pyruvoyl-dependent arginine
decarboxylase from Methanococcus jannaschii: crystal structures of the self-cleaved and S53A proenzyme forms.
Structure. 11: 285-294.

44. SUZZ|, G., GARDINI, F. (2003) Biogenic amines in dry fermented sausages: a review. Int. J. Food
Microbiol. 88: 41-54.

45. BOVER-CID, S., HUGAS, M., IZQUIERDO-PULIDO, M., VIDAL-CAROU,M.C. (2001). Amino acid-
decarboxylase activity of bacteria isolated from fermented pork sausages. International Journal of Food Microbiology.
66: 185-189.

46. ROIG-SAGUES, A.X., HERNANDEZ-HERRERO, M., LOPEZ-SABATER, E.|.,RODRIGUEZ-JEREZ, J.J.,
MORA-VENTURA, M.T. (1996). Histidine decarboxylase activity of bacteria isolated from raw and ripened Salsichon,
a Spanish cured sausage. Journal of Food Protection 59: 516-520.

47. SILLA SANTOS, M.H., (1998). Amino acid decarboxylase capability of microorganisms isolated in
Spanish fermented meat products. International Journal Food Microbiology. 39: 227-230.

48. LE JEUNE, C., LONVAUD-FUNEL, A., TEN BRINK., HOFSTRA, H. Y VAN DER VOSSEN. J.M.B.M.
(1995) Development of a detection system for histidine decarboxylating lactic acid bacteria on DNA probes, PCR and
activity test. J. Appl. Bacteriol. 78: 316-326.

49. MASSON, F., TALON, R., MONTEL, M.C. (1996) Histamine and tyramnie production by bacteria from
meat products. International Journal of Food Microbiology. 32: 199-207.

50. MONTEL, M.C., MASSON, F., TALON, R. (1999) Comparison of biogenic amine content in traditional
and industrial French dry sausages. Sciences des Aliments. 19: 247- 254.

51. MASSON, F., JOHANSSON, G., MONTEL, M.C. (1999). Tyramine production by a strain of
Carnobacterium divergens inoculated in meat-fat mixture. Meat Science. 52: 65- 69.

52. NOUT, M.J.R (1994) ‘Fermented foods and food safety’. Food Res. Int. 27: 291.

53. NIVEN, C.F., JEFFREY, M.R., CORLETT, D.A. (1981) Differential plating médium for quantitative
detection of histamine producing bacteria. Appl. Envirom. Microbiol. 41: 321-322.

54. JOOSTEN, H.M.L.J., NORTHOLT, M.D. (1989). Detection, growth, and amine capacity of lactobacilli in
cheese. Appl Environ. Bacteriol. 55: 2356-2359.

55. CONNIL, N., LE BRETON, Y., DOUSSET, X., AUFFRAY, Y., RINCE, A., PREVOST, H. (2002)
Identification of the Enterococcus faecalis tyrosine decarboxylase operon involved in tyramine production. Appl

Environ Microbiol. 68: 3537-3544.

56. MARCOBAL, A., DE LAS RIVAS B., MORENO-ARRIBAS, M.V., MUNOZ, R. (2004) Identification of the
ornithine decarboxylase gene in the putrescine-producer Oenococcus oeni BIFI-83. FEMS Microbiol. Lett. 239: 213-
220.

57. GURAYA, H.S., KOEHLER, P.E. (1991). Histamine in cats foods: survey and comparison of.
methodologies. Vet. Hum. Toxicol. 33: 124-128.

58. VUORELA, H., HINKKANEN, R., HILTUNEN, R. (1989) Rapid determination of tyramine in fish feed and
slaughter offal by HPLC using coulometric detection. Z Lebensm Unters Forsch. 189: 434-437.

18


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14423022?ordinalpos=76&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17544345?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10082378?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8181483?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tolbert%20WD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Graham%20DE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22White%20RH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ealick%20SE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Structure.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Connil%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Le%20Breton%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dousset%20X%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Auffray%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rincé%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Prévost%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Appl%20Environ%20Microbiol.');�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Appl%20Environ%20Microbiol.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vuorela%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hinkkanen%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hiltunen%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Z%20Lebensm%20Unters%20Forsch.');�

10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2380530 Al

59. LEHTONEN, P. (1996) A review. Am. J. Enol. Vitic. 47: 127-133.

60. ROMERO, R., GAZQUEZ, D., BAGUR, M.G., SANCHEZ-VINAS, M. (2000) Optimization of
chromatograpgy parameters for the determination of biogenic amines in wine by reversephase high performance
liquid chromatogaphy. J. Chromatogr. A. 871: 75-83.

61. OGURI, S., ENAMI, M., SOGA, N. (2007) Selective analysis of histamine in food by means of solid-
phase extraction cleanup and chromatographic separation. J Chromatogr A. 1139: 70-74.

62. FERRANDEZ, A., PRIETO, M. A., GARCIA, J. L., DIAZ, E. (1997) Molecular characterization of PadA, a
phenylacetaldehyde dehydrogenase from Escherichia coli. FEBS Lett. 406: 23-27.

63. GIANOTTI, V., CHIUMINATTO, U., MAZZUCCO, E., GOSETTI, F., BOTTARO, M., FRASCAROLO, P.,
GENNARO, M.C. (2008) A new hydrophilic interaction liquid chromatography tandem mass spectrometry method for
the simultaneous determination of seven biogenic amines in cheese. J Chromatogr A. 1185: 296-300.

64. MARCOBAL, A.; POLO, M.C.; MARTIN-ALVAREZ, P.J.; MORENO-ARRIBAS, M.V. (2005). Biogenic
amine content of red Spanish wines: comparison of a direct ELISA and an HPLC method for the determination of
histamine in wines. Food Res. Int. 38: 387-394.

65. Chistoserdov, A.Y. (2001) Cloning, sequencing and mutagenesis of the genes for aromatic amine
dehydrogenase from Alcaligenes faecalis and evolution of amine dehydrogenases. Microbiology. 147: 2195-2202.

66. VAN NESTE, A., DUCE, R. A, LEE, C. (1987) Methylamines in the marine atmosphere. Geophys. Res.
Lett. 14: 711-714.

67. YAMADA, H., ADACHI, O., OGATA, K. (1965) Amine oxidases of microorganisms. Part Il. Purification
and crystallization of amine oxidases of Aspergillus niger. Agric. Biol. Chem. 29: 649-654.

68. HACISALIHOGLU, A., JONGEJAN, J.A., DUINE, J.A. (1997) Distribution of amine oxidases in bacteria
grown on primary amines and characterizacion of the amine oxidase from Klebsiella oxytoca. Microbiology. 143: 505-
512.

69. VANDENBERGHE, I., KIM, J. K., DEVREESE, B., HACISALIHOGLU, A., IWABUKI, H., OKAJIMA, T.,
KURODA, S., ADACHI, O., JONGEJAN, J.A., DUINE, J.A. (2001) The covalent structure of the small subunit from
Pseudomonas putida amine dehydrogenase reveals the presence of three novel types of internal cross-linkages, all
involving cysteine in a thioether bond. J. Biol. Chem. 276: 42923-42931.

70. McINTIRE, W.S., HARTMANN, C. (1992) Copper-containing amine oxidases. In Davidson, V. (ed.),
Principles and Applications of Quinoproteins. pp.: 97-172. New York: Marecl Dekker.

71. OUBRIE, A, ROZEBOOM, H.J., KALK, K.H., HUIZINGA, E.G. (2002) Crystal structure of
quinohemoprotein alcohol dehydrogenase from Comamonas testosteroni. J. Biol. Chem. 277: 3727-3732.

72. STITES, T.E., MITCHELL, A.E., RUCKER, R.B. (2000) Physiological importance of quinoenzymes and
the O-quinone family of cofactors. J. Nutri. 130: 719-727.

73. MATSUSHITA, K., TOYAMA, H., ADACHI, O. (2002) Quinoproteins: structure, function, and
biotechnological applications. App. Microbiol. Biotechnol. 58: 13-22.

74. DAVIDSON, V.L. (2004) Electron transfer in quinoproteins. Archiv. Biochem. Biophys. 428: 32-40.

75. HIROTA, S., IWAMOTO, T., KISHISHITA, S., OKAJIMA, T., YAMAUCHI, O., TANIZAWA, K. (2001)
Spectroscopic observation of intermediates formed during the oxidative half-raction of copper/topa quinone-
containing phenylethylamine oxidase. Biochemistry. 40: 15789-15795.

76. MATSUNAMI, H., OKAJIMA, T., HIROTA, S., YAMAGUCHI, H., HORI, H., KURODA, S., TANIZAWA, K.
(2004) Chemical rescue of a site-specific mutant of bacterial copper amine oxidase for generation of the topa quinone
cofactor. Biochemistry. 43: 2178-2187.

77. COOPER, R.A., KNOWLES, P.F., BROWN, D.E., MCGUIRL, M.A., DOOLEY, D.M. (1992) Evidence for
copper and 3,4,6-trihydroxyphenylalanine quinone cofactors in an amine oxidase from the gram-negative bacterium
Escherichia coli K-12. Biochem J. 288:337-340.

78. UCHIDA, M., OHTANI, A., KOHYAMA, N., OKAJIMA, T., TANIZAWA, K., YAMAMOTO, Y. (2003)
Stereochemistry of 2-phenylethylamine oxidation catalyzed by bacterial copper amine oxidase. Biosci. Biotechnol.
Biochem. 67: 2664-2667.

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17097671?ordinalpos=26&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18308327?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18308327?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=11495996&query_hl=134&itool=pubmed_docsum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1334402?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�

10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2380530 Al

79. ONO, K., OKAJIMA, T., TANI, M., KURODA, S., SUN, D., DAVIDSON, V. L., TANIZAWA, K. (2006)
Involvement of a putative [Fe-S]-cluster-binding protein in the biogenesis of quinohemoprotein amine dehydrogenase.
J. Biol. Chem. 281: 13672-13684.

80. SATOH, A., KIM, J.K., MIYAHARA, |., DEVREESE, B., VANDENBERGHE, |., HACISALIHOGLU, A.,
OKAJIMA, T., KURODA, S., ADACHI, O., DUINE, J.A. (2002) Crystal structure of quinohemoprotein amine
dehydrogenase from Pseudomonas putida. J. Biol. Chem. 277: 2830-2834.

81. SUN, D., ONO, K., OKAJIMA, T., TANIZAWA, K., UCHIDA, M., YAMAMOTO, Y., MATHEWS, F.S.,
DAVIDSON, V. (2003) Chemical and kinetic reaction mechanisms of quinohemoprotein amine dehydrogenase from
Paracoccus denitrificans. Biochemistry. 42: 10896-10903.

82.. ARIAS, S., OLIVERA, E R., ARCOS, M., NAHARRO, G., LUENGO, J.M. (2008) Genetic analyses and
molecular characterization of the pathways involved in the conversion of 2-phenylethylamine and 2-phenylethanol
into phenylacetic acid in Pseudomonas putida U. Environ Microbiol. 10: 413-432.

83. TAKAGI, K., TORIMURA, M., KAWAGUCHI, K., KANO, K., IKEDA, T. (1999) Biochemical
characterizacion of quinohemoprotein amine dehydrogenase from Paracoccus denitrificans. Biochemistry. 38: 6935-
6942.

84. DATTA, S., MORI, Y., TAKAGI, K., KAWAGUCH]I, K., CHEN, Z.W., OKAJIMA, T., KURODA, S., IKEDA,
T., KANO, K., TANIZAWA, K., MATHEWS, F. (2001) Structure of a quinohemoprotein amine dehydrogenase with an
uncommon redox cofactor and highly unusual crosslinking. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98: 14268-14273.

85. HYUN, Y.L., DAVIDSON, V.L. (1995) Electron transfer between aromatic amine dehydrogenase and
azurin. Biochemistry. 34: 12249-12254.

86. OKAMURA, H., MUROOKA, Y., HARADA, T. (1976) Regulation of tyramine oxidase synthesis in
Klebsiella aerogenes. J Bacteriol. 127: 24-31.

87. MUROOKA, Y., HARADA, T. (1981) Regulation of derepressed synthesis of arylsulfatase by tyramine
oxidase in Salmonella typhimurium. J Bacteriol. 145: 796-802.

88. KUMAGAI, H., MATSUI, H., OGATA, K., YAMADA, H. (1969) Properties of crystalline tyramine oxidase
from Sarcina lutea. Biochim Biophys Acta. 171: 1-8.

89. OCHIAI,_Y., ITOH, K., SAKURAI, E., ADACHI, M., TANAKA, Y. (2006) Substrate selectivity of
monoamine oxidase A, monoamine oxidase B, diamine oxidase, and semicarbazide-sensitive amine oxidase in COS-
1 expression systems. Biol Pharm Bull. 29: 2362-2366.

90. SAURA, J., NADAL, E., VAN DEN BERG, B., VILA, M., BOMBI, J.A., MAHY, N. (1996) Localization of
monoamine oxidases in human peripheral tissues. Life Sci. 59: 1341-1349.

91. MURA, A., PINTUS, F., FAIS, A., PORCU, S., CORDA, M., SPANO, D., MEDDA, R., FLORIS, G. (2008)
Tyramine oxidation by copper/TPQ amine oxidase and peroxidase from Euphorbia characias latex. Arch Biochem
Biophys. 475: 18-24.

92. GROSS, A.J., SIZER, I.W. (1959) The oxidation of tyramine, tyrosine, and related compounds by
peroxidase. J Biol Chem. 234 :1611-1614.

93. VALOTI, M., MORON, J.A., BENOCCI, A., SGARAGLI, G., UNZETA, M. (1998) Evidence of a coupled
mechanism between monoamine oxidase and peroxidase in the metabolism of tyramine by rat intestinal
mitochondria. Biochem Pharmacol. 55: 37-43.

94. DIAZ, E., FERRANDEZ, A., PRIETO, M.A., AND GARCIA, J.L. (2001) Biodegradation of Aromatic
Compounds by Escherichia coli. 65: 523-569.

95. Martinez-Blanco, H., Reglero, A., Rodriguez-Aparicio, L. B., and Luengo, J. M. (1990) Purification and
biochemical characterization of phenylacetyl-CoA ligase from Pseudomonas putida. A specific enzyme for the
catabolism of phenylacetic acid. J Biol Chem 265: 7084-7090.

96. LUENGO, J.M., GARCIA, J.L., OLIVERA, E.R. (2001) The phenylacetyl-CoA catabolén: a complex
catabolic unit with broad biotechnological applications. Mol. Microbiol. 39: 1434-1442.

97. Luengo, J. M., Arias, S., Sandoval, A., Arias-Barrau, E., Arcos, M., Naharro, G., Olivera, E. R. (2004)
From aromatics to bioplastics: the phenylacetyl-CoA catabolon as a model of catabolic convergence. In Gayathri, A.
(ed.), Recent Res. Devel. Biophys. Biochem., Vol. 4, pp.: 257-292. Research Signpost, Kerala, India.

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18177365?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/179974?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7007350?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5763406?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ochiai%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Itoh%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sakurai%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Adachi%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tanaka%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biol%20Pharm%20Bull.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Saura%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nadal%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20den%20Berg%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vila%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bombi%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mahy%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Life%20Sci.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18423366?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13654426?ordinalpos=7&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9413928?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�

10

15

20

ES 2380530 Al

98. OLIVERA, ER,, MINAMBRES, B., GARCIA, B., MUNIZ, C., MORENO, M.A., FERRANDEZ, A., DIAZ,
E., GARCIA, J.L. Y LUENGO, J.M. (1998) “Molecular characterization of the phenylacetic acid catabolic pathway in
Pseudomonas putida U: the phenylacetyl-CoA catabolon”. Proc Natl Acad Sci U S A. 95: 6419-6424.

99. ARIAS-BARRAU, E., OLIVERA, E.R., LUENGO, J.M., Fernandez C., Galan B., Garcia, J.L., Diaz, E.,
Mifiambres, B. (2004) The homogentisate pathway: A central catabolic pathway involved in the degradation of L-
phenylalanine, L-tyrosine, and 3-hidroxyphenilacetate in Pseudomonas putida. J. Bacteriol. 186: 5062-5067.

100. ARIAS-BARRAU, E., SANDOVAL, A., NAHARRO, G., OLIVERA, E.R., LUENGO, J.M. (2005) A two-
component hydroxylase involved in the assimilation of 3-hydroxyphenyl acetate in Pseudomonas putida. J Biol
Chem. 280: 26435-26447.

101. RECSEI, P.A.,, MOORE ,W.M., SNELL, E.E. (1983) Pyruvoyl-dependent histidine decarboxylases from
Clostridium perfringens and Lactobacillus buchneri. Comparative structures and properties. J Biol Chem. 258: 439-
444,

102. KOVACH, M.E., ELZER, P.H., HILL, D.S., ROBERTSON, G.T., FARRIS, M.A., ROOP, R.M,,
PETERSON, K.M. (1995) Four new derivates of the broad-host range cloning vector pPBBR1MCS, carrying different
antibiotic-resistance cassettes. Gene. 166: 175-176.

103. QUANDT, J., HYNES, M.F. (1993) Versatile suicide vectors which allow direct selection for gene
replacement in Gram-negative bacteria. Gene. 127: 15-21.

104. SCHAFER, A., TAUCH, A., JAGER, W., KALINOWSKI, J., THIERBACH, G., PUHLER, A. (1994) Small
mobilizable multi-purpose cloning vectors from the Escherichia coli plasmids pK18 y pK19: selection of defined
deletions in the cromosome of Corynebacterium glutamicum. Gene. 145: 69-73.

105. HERRERO, M., DE LORENZO, V., TIMMIS, K.N. (1990) Transposon vector containing non-antibiotic
selection markers for cloning and stable chromosomal insertion of foreign DNA in gram-negative bacteria. J.
Bacteriol. 172: 6557-6567.

21


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15866873?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15866873?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Recsei%20PA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Moore%20WM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Snell%20EE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');�

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2380530 Al

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método alternativo para la degradacion de tiramina y/o dopamina en
muestras que las contengan. Se basa en el descubrimiento de una nueva ruta catabdlica, identificada por los autores
de la invencién en Pseudomonas putida U, capaz de degradar estas dos moléculas hasta dar lugar a acido piruvico y
acido succinico (o semialdehido succinico). La ruta completa implica la intervencién de enzimas codificadas en dos
clusters, tyn y hpa, que se encuentran contiguos en el genoma de dicha bacteria. Las enzimas del primero de los
clusters, tyn, permiten la transformacion tanto de tiramina como de dopamina en el correspondiente acido 4-
hidroxifenilacetico (3,4-hidroxifenilacetico en el caso de dopamina), en dos pasos: el primero implica la actuacion de
una tiramina oxidasa compuesta por dos subunidades, TynA y TynB, capaz de actuar tanto sobre tiramina como
sobre dopamina, transformandolas en el correspondiente 4-hidroxifenilacetaldehido; la actuacién sobre este
compuesto de una deshidrogenasa, la enzima TynC, da lugar al correspondiente acido 4-hidroxifenilacetico (3,4-
hidroxifenilacetico en el caso de dopamina). La actuacidon sobre este compuesto de las enzimas codificadas en el
cluster hpa permite, mediante una secuencia de reacciones catabdlicas, su transformacién en acido pirdvico y acido
succinico (o semialdehido succinico), dos metabolitos generales, cruce de distintas vias metabdlicas en cualquier
organismo. La ruta completa necesita un paso mas en la degradacién de tiramina: mientras que la accion de las
enzimas del cluster tyn sobre dopamina da lugar directamente a acido 3,4-dihidroxifenilacético, sustrato de una
reaccion catalizada por la dioxigenasa HpaD (3,4-dihidroxifenilacetico 2,3-dioxigenasa), la transformaciéon de
tiramina requiere la accidon de una monooxigenasa compuesta por dos subunidades, HpaB y HpaC (4-
hidroxifenilacetico monooxigenasa) para transformar el compuesto obtenido tras la accién de las enzimas del cluster
tyn sobre la tiramina, el acido 4-hidroxifenilacético, en acido 3,4-hidroxifenilacético. A partir de ahi, el procedimiento
catabdlico es comun para ambos compuestos.

Tanto la ruta catabdlica en si como las enzimas que catalizan las reacciones que forman parte de la misma
(y, en particular, la primera de las enzimas de la ruta, la tiramina oxidasa TynAB) son nuevas y su naturaleza no era
obvia a partir del estado de la técnica pues, como se ha comentado previamente, la ruta responsable de la
asimilacion de dopamina y tiramina en Pseudomonas putida U se desconocia hasta la fecha. El descubrimiento de
esta ruta, ademas, demuestra que la degradacién de tiramina en Pseudomonas no se realiza mediante las mismas
enzimas descritas en E. coli, como proponian muchos autores. Es por ello que, tanto el procedimiento de
degradacion de tiramina y dopamina que parte de la tiramina oxidasa de Pseudomonas putida (y que puede
completarse hasta acido pirtvico y succinico mediante la accidon de las sucesivas enzimas de la ruta), como la
secuencia de aminoacidos de las enzimas que catalizan dichas reacciones y las secuencias codificantes de dichas
enzimas, forman parte la presente invencién. También son parte de la invencion los vectores de expresion a partir de
los cuales puedan sintetizarse dichas enzimas (o enzimas con un alto grado de homologia con las mismas, que sean
capaces de catalizar las mismas reacciones), asi como los microorganismos recombinantes que hayan sido
transformados con dichos vectores.

Dado el gran interés que la aplicaciéon del procedimiento de la invencion puede tener en alimentos, para
disminuir su contenido en tiramina y/o dopamina, constituyen aspectos alternativos adicionales de la invencion el uso
de microorganismos capaces de sintetizar al menos la primera, un subconjunto o la totalidad de las enzimas
necesarias para completar la ruta catabdlica completa descrita para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina
en alimentos que las contengan o, incluso, el uso de dichos microorganismos para actuar sobre materias primas que
se vayan a transformar para ser convertidas en alimentos o bebidas listas para el consumo humano o animal y que,
0 bien contengan de forma natural tiramina o dopamina, o que sean susceptibles de generarlas durante el proceso
de transformacion de dichas materias primas en los alimentos finales. Esto es asi tanto para el microorganismo que,
segun se divulga en la presente solicitud, contiene de forma natural todos los genes necesarios para sintetizar las
enzimas que catalicen las reacciones de la ruta completa (Pseudomonas putida U), como para posibles
microorganismos recombinantes que hayan sido transformados con algun vector que permita la expresion de al
menos uno de los genes codificantes de las enzimas que catalizan las reacciones del procedimiento catabdlico.

Los cluster tyn y hpa contienen ademas otros marcos abiertos de lectura que codifican polipéptidos que
parecen estar implicados en la regulacién de la ruta catabdlica descrita. Dichos polipéptidos, las secuencias que los
codifican, las realizaciones del procedimiento que se llevan a cabo estando presentes los polipéptidos reguladores
codificados en el cluster hpa y/o los polipéptidos reguladores codificados en el cluster tyn estan también incluidos
dentro del alcance de la invencion, asi como los vectores de expresion que incluyen secuencias codificantes de los
mismos Yy los microorganismos transformados con dichos vectores.

Asi, la presente invencion proporciona tanto el procedimiento alternativo descrito para la degradacién de
tiramina o dopamina en una muestra cualquiera, como las secuencias de las proteinas capaces de catalizar y
regular el proceso de degradacion de tiramina y/o dopamina hasta acido pirtvico y acido succinico (o semialdehido
succinico), asi como las secuencias nucleotidicas que codifican dichas proteinas. Los vectores de expresiéon que
comprenden secuencias codificantes de al menos una de dichas proteinas y los microorganismos transformados con
ellos constituyen también aspectos de la invencién, asi como el uso de Pseudomonas putida U o de cualquiera de
dichos microorganismos recombinantes para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en una muestra de un
alimento o bebida destinada al uso humano o animal o en un algin producto intermedio de la transformacién de las
materias primas en el alimento o bebida final, incluidas las propias materias primas.
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Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a las moléculas de acido nucleico a partir de las
cuales pueden sintetizarse las proteinas capaces de catalizar y/o regular el procedimiento de la invencién, o que
codifican proteinas con un alto grado de homologia con las mismas (definida o bien por el porcentaje de coincidencia
en los nucledtidos (al menos 60%), o por la capacidad de aparearse en condiciones estrictas de hibridacion (las
condiciones en las que hibridan cadenas de acidos nucleicos complementarias, que son facilmente identificables por
el experto en la técnica en cada caso especifico, pero que pueden resumirse como condiciones de temperaturas
elevadas (65°C, por ejemplo) y baja concentracion de sales)), siempre y cuando sean capaces de llevar a cabo la
misma actividad. Concretamente, se refieren a las moléculas de acido nucleico a partir de las cuales pueda
sintetizarse la enzima que cataliza la etapa imprescindible del procedimiento de degradacion, la tiramina oxidasa
TynAB, o proteinas homdlogas a la misma que presenten esa misma actividad. Por tanto, un primer aspecto de la
presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina o complejo proteico
capaz de actuar como tiramina oxidasa, seleccionada del grupo que consiste en:

a) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que es idéntica, al menos
en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:3 (correspondiente al DNA que codifica la subunidad TynA
de TynAB) y una segunda secuencia que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:5 (DNA que codifica la subunidad TynB de TynAB);

b) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones estrictas
con las secuencias de a);

c) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica un polipéptido
cuya secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:4
(secuencia de aminoacidos de TynA) y una segunda secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de
aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:6 (secuencia de
aminoacidos de TynB);

d) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica una variante
alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:4 y una
segunda secuencia que codifica una variante alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO:6, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones
estrictas, con una secuencia de DNA que comprende las secuencias mencionadas en a), o secuencias
complementarias a las mismas.

En una realizacién preferida de la invencion, la molécula de acido nucleico comprende una primera y una
segunda secuencias en las que el porcentaje de homologia en la alternativa a) o en la alternativa c) es del 100%.

En una realizacién adicional preferida, la molécula de acido nucleico aislada comprende también un
fragmento de acido nucleico a partir del cual pueda sintetizarse la enzima que cataliza la siguiente etapa del
procedimiento de degradacion, la 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa TynC, o una proteina homologa a la
misma que realice la misma funcién. Asi, en dicha realizacién, la molécula de acido nucleico aislada comprende
adicionalmente una secuencia que codifica una proteina capaz de actuar como 4-hidroxifenilacetaldehido
deshidrogenasa, seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de &acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:7 (DNA codificante de TynC);

b) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de a);

c) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:8
(secuencia de aminoacidos de TynC);

d) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:8, donde la
molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la
secuencia mencionada en a), o una secuencia complementaria a la misma.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de acido nucleico se corresponda con la de la
alternativa a) o c¢), en la que el porcentaje de homologia es del 100%.

Otra realizacion adicional, complementaria de las anteriores, es aquella en la que la molécula de acido
nucleico comprende también las secuencias codificantes de los polipéptidos que parecen tener una funcion
reguladora en la secuencia de reacciones catalizada por las enzimas TynAB y TynC, que puede seleccionarse entre
TynR, TynD, Asi, otra realizacion adicional se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende,
adicionalmente a la secuencia relacionada con TynC y/o las secuencias relacionadas con TynAB, una secuencia que
codifica una proteina, seleccionada del grupo que consiste en:
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a) una secuencia de &acido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:9 (DNA codificante de TynR);

b) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de a);

c) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:10
(secuencia de aminoacidos de TynR);

d) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:10, donde la
molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la
secuencia mencionada en a), o una secuencia complementaria a la misma.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de acido nucleico se corresponda con la de la
alternativa a) o c), en la que el porcentaje de homologia es del 100%.

En otra posible realizacién, la molécula de acido nucleico aislada comprende, adicionalmente a la
secuencia correspondiente a TynAB, y, optativamente, TynC y TynR, una secuencia que codifica una proteina,
seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de &acido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:11 (DNA codificante de TynD);

b) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de a);

c) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:12
(secuencia de aminoéacidos de TynD);

d) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:12, donde la
molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la
secuencia mencionada en a), o una secuencia complementaria a la misma.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de acido nucleico se corresponda con la de la
alternativa a) o c), en la que el porcentaje de homologia es del 100%.

Adicionalmente a las combinaciones anteriores, la molécula de acido nucleico aislada puede comprender
también la secuencia codificante a alguno de los restantes polipéptidos identificados en el cluster tyn: TynF, TynE y
TynG, o combinaciones de los mismos. Asi, otra posible realizacion es aquella en la que la molécula de acido
nucleico aislada comprende adicionalmente una secuencia que codifica una proteina, seleccionada del grupo que
consiste en:

a) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:13 (DNA codificante de TynF) y/o una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al
menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:15 (DNA codificante de TynE) y/o una secuencia de
acido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:17 (DNA
codificante de TynG);

b) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con al menos una de las secuencias de a);

c) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:14
(secuencia de aminoacidos de TynF) y/o una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos
es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:16 (secuencia de aminoacidos de
TynE) y/o una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un
90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:18 (secuencia de aminoacidos de TynG);

d) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:14 y/o una
variante alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:16 y/o una variante alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO:18, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende al menos una de las secuencias mencionadas en a), o una secuencia complementaria a la
misma.
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De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de acido nucleico se corresponda con la de la
alternativa a) o c), en la que el porcentaje de homologia es del 100%.

Para que la secuencia de reacciones catalizadas por las enzimas del cluster tyn se lleve a cabo en su
totalidad, se prefiere particularmente que la molécula de acido nucleico aislada comprenda secuencias codificantes
de todos los polipéptidos que parecen estar codificados en el cluster: Asi, en una realizacién particularmente
preferida de este aspecto de la invencion, la molécula de &cido nucleico aislada comprende las secuencias
representadas por SEQ ID NO:3 (DNA TynA), SEQ ID NO:5 (DNA TynB), SEQ ID NO:7 (DNA TynC), SEQ ID NO:9
(DNA TynR) , SEQ ID NO:11 (DNA TynD), SEQ ID NO:13 (DNA TynF), SEQ ID NO:15 (DNA TynE) y SEQ ID NO:17
(DNA TynG). Una posibilidad seria que la molécula de acido nucleico comprendiera la secuencia representada por
SEQ ID NO:2, que corresponde al cluster tyn de Pseudomonas putida U.

En una realizacién preferida, la molécula de acido nucleico aislada comprende no sélo las secuencias de
marcos abiertos de lectura identificadas en el cluster tyn, sino también las de las enzimas capaces de catalizar las
reacciones que dan lugar a la transformacion del compuesto obtenido por la accién de las enzimas el cluster tyn
sobre la tiramina, transformandolo en &cido pirtvico y acido succinico (o semialdehido succinico): las enzimas del
cluster hpa, preferiblemente con las secuencias codificantes de los polipéptidos adicionales que parecen estar
también codificados en ese mismos cluster, y que parecen tener funcion reguladora. Como en el caso del cluster tyn,
estan comprendidas también dentro del alcance de la invencion las moléculas de acido nucleico a partir de las
cuales pueden sintetizarse las proteinas capaces de catalizar y/o regular la secuencia de reacciones que da lugar a
la transformacién del acido 4-hidroxifenilacético en acido pirtvico y acido succinico, es decir, las moléculas que
codifiquen proteinas con un alto grado de homologia con las del cluster hpa de Pseudomonas putida U y que
muestren la misma actividad (catalitica o reguladora) que dichas proteinas. Asi, en una realizacién particularmente
preferida de la molécula de acido nucleico de la invencién, la misma comprende, adicionalmente a las secuencias
que codifican proteinas idénticas o analogas en funcién y homoldgas en secuencia a las delcluster Tyn, al menos 13
secuencias, de las que cada una de las cuales codifica una proteina capaz de catalizar o regular una etapa de la
transformacion de un compuesto de Férmula lll,

CO0H

SH,

en la que R'esH,

en acido piravico y acido succinico (o semialdehido succinico) o alguna de sus sales, siguiendo la siguiente
secuencia de reacciones:

donde cada una de dichas secuencias se selecciona del grupo que consiste en:

a) una secuencia que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:19 (DNA hpaB) SEQ ID NO:21 (DNA hpaC), SEQ ID NO:23 (DNA hpaD) SEQ ID NO:25 (DNA hpaE), SEQ ID

; 0.+ HO &H; J:Hz
— CH°~—-—§ COOH ———» H —y
NH+HO COOH  NaoH cooH <. _.COCH COOH Sy, ~C00Y
4-0H-PhAc 3,4-diOH-PhAc CHMS CHM OPET HHDD OHED HHED
A A
H 307(“.7000H OHC—CHg~CH3-COOH

Acido Pirtvico Semialdehido
succinico

NO:27 (DNA hpaF), SEQ ID NO:29 (DNA hpaG1), SEQ ID NO:31 (DNA hpaG2), SEQ ID NO:33 (DNA hpaH), SEQ
ID NO:35 (DNA hpal), SEQ ID NO:37 (DNA hpaA), SEQ ID NO:39 (DNA hpaX), SEQ ID NO:41 (DNA hpaR1), SEQ
ID NO:43 (DNA hpaR2);
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b) una secuencia que hibrida en condiciones estrictas con al menos una de las secuencias de a);

c) una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en
un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:20 (hpaB), SEQ ID NO:22 (proteina hpaC), SEQ ID NO:24
(proteina hpaD), SEQ ID NO:26 (proteina hpaE), SEQ ID NO:28 (proteina hpaF), SEQ ID NO:30 (proteina hpaG1),
SEQ ID NO:32 (proteina hpaG2), SEQ ID NO:34 (proteina hpaH), SEQ ID NO:36 (proteina hpal), SEQ ID NO:38
(proteina hpaA), SEQ ID NO:40 (proteina hpaX), SEQ ID NO:42 (proteina hpaR1), SEQ ID NO:44 (proteina hpaR2);

d) una secuencia que codifica una variante alélica natural de un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ
ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID
NO:42 o SEQ ID NO:44, donde la secuencia hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que
comprende al menos una de las secuencias mencionadas en a), o una secuencia complementaria a la misma.

La Fig. 7 permite observar la reaccion concreta catalizada por cada una de las enzimas mencionadas. Se
observa que la reaccién catalizada por la 4-hidroxifeniacético monooxigenasa hpaBC soélo es necesaria en el caso
de que el compuesto de partida sea tiramina, pues la accién de las enzimas del cluster tyn sobre la dopamina ya da
lugar a acido 3,4-dihidroxifeniacético, el producto resultante de la actividad de hpaBC.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de acido nucleico se corresponda con la descrita en la
alternativa a) o c), en la que el porcentaje de homologia es del 100%. Aun se prefiere mas el caso en el que la
molécula de acido nucleico comprende la secuencia representada por SEQ ID NO:45 (secuencia que representa al
cluster hpa de Pseudomonas putida U).

La inclusién en una cualquiera de las moléculas de acido nucleico aislada de la invenciéon de una
secuencia codificante de una tirosina descarboxilasa permitiria que, al expresar las proteinas codificadas en ella,
pudiera producirse la descarboxilacion de tirosina presente en el medio para dar lugar a la tiramina, que, a
continuacién, podria ser degradada gracias a las restantes enzimas codificadas también en la molécula de &cido
nucleico aislada: el compuesto hasta el que se llegara dependeria de la molécula de acido nucleico aislada concreta
elegida entre las posibles realizaciones de la misma anterioremente descrita. Por ello, se prefiere el caso en el que
la molécula de acido nucleico aislada comprenda, ademas, una secuencia codificante de una tirosina
descarboxilasa. Se prefiere particularmente el caso en el que la tirosina descarboxilasa es la tirosina descarboxilasa
A de Lactococcus lactis (nUmero de acceso en GenBank: CAF33980, comprendida en el locus AJ630043).

Otro aspecto de la invenciéon lo constituyen las nuevas enzimas y polipéptidos reguladores identificados,
que sirven para llevar a cabo el procedimiento de la invencion: los correspondientes a los cluster tyn y/o hpa de
Pseudomonas putida U, asi como aquellos que guarden un alto grado de homologia con sus secuencias proteicas y
que realicen la misma funcién (actividad enzimatica o reguladora). Por ello, un aspecto adicional de la invencion se
refiere a un polipéptido o complejo proteico purificado que se selecciona del grupo de:

a) una tiramina oxidasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a una primera
secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:4 (proteina TynA) y a una segunda secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:6 (proteina TynB), las cuales pueden formar parte de una unica secuencia
polipeptidica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptidico,
tales como puentes de hidrégeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der Waals;

b) una hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la
secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:8 (proteina TynC);

¢) una proteina idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada por una secuencia
que se selecciona del grupo de SEQ ID NO:10 (proteina TynR), SEQ ID NO:12 (proteina TynD), SEQ ID NO:14
(proteina TynF), SEQ ID NO:16 (proteina TynE) y SEQ ID NO:18 (proteina TynG);

d) una hidroxifenilacetaldehido monooxigenasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un
60% a una primera secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:20 (proteina hpaB) y a una segunda
secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:22 (proteina hpaC), hidroxifenilacetaldehido monooxigenasa
en la que la secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:20 y la secuencia idéntica al menos en un 60% a
SEQ ID NO:22 pueden formar parte de una unica secuencia polipeptidica o pueden estar formando un complejo
proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptidico, tales como puentes de hidrégeno, puentes disulfuro o
fuerzas de van der Waals;

e) una hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la
secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:24 (proteina hpaD),

f) una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:26 (proteina hpaE),
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g) una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:28 (proteina hpaF),

h) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:30 (proteina hpaG1);

i) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:32 (proteina hpaG2),

j) una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:34 (proteina hpaH),

k) una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:36 (proteina hpal),

1) una proteina idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada por una secuencia
que se selecciona del grupo de SEQ ID NO:38 (proteina hpaA), SEQ ID NO:40 (proteina hpaX), SEQ ID NO:42
(proteina hpaR1), SEQ ID NO:44 (proteina hpaR2),

o0 combinaciones de los mismos.

Se prefiere el caso en el que el polipéptido o complejo proteico comprende al menos una secuencia que es
idéntica a la mencionada en uno de los apartados a) a l).

También estan comprendidas dentro del alcance de la invencion las composiciones que comprendan al
menos uno de los polipéptidos o complejos proteicos mencionados. Se prefieren aquellas composiciones que
comprendan al menos la primera enzima del procedimiento, la que actia sobre tiramina o dopamina: una tiramina
oxidasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:4 (proteina TynA) y a una segunda secuencia polipeptidica representada por SEQ ID
NO:6 (proteina TynB), las cuales pueden formar parte de una Unica secuencia polipeptidica o pueden estar
formando un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptidico, tales como puentes de
hidrégeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der Waals; de entre ellas, se prefieren particularmente aquellas que
comprendan adicionalmente una enzima capaz de catalizar la segunda etapa del procedimiento, una
hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:8 (proteina TynC); mas preferiblemente, la composicion contendra,
ademas de esas dos enzimas, polipéptidos idénticos o analogos a los restantes polipéptidos codificados en el cluster
tyn de Pseudomonas putida U, es decir, al menos una proteina idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por una secuencia que se selecciona del grupo de SEQ ID NO:10 (proteina TynR), SEQ
ID NO:12 (proteina TynD), SEQ ID NO:14 (proteina TynF), SEQ ID NO:16 (proteina TynE) y SEQ ID NO:18 (proteina
TynG) y preferiblemente, todas ellas. Las composiciones que mas se prefieren son aquellas que comprenden los
polipéptidos o complejos proteicos mencionados y, adicionalmente, polipéptidos o complejos proteicos idénticos o
analogos en funcién y homodlogos en secuencia (al menos un 60%) a los codificados en el locus hpa de
Pseudomonas putida, es decir:

- una hidroxifenilacetaldehido monooxigenasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un
60% a una primera secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:20 (proteina hpaB) y a una segunda
secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:22 (proteina hpaC), hidroxifenilacetaldehido monooxigenasa
en la que la secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:20 y la secuencia idéntica al menos en un 60% a
SEQ ID NO:22 pueden formar parte de una unica secuencia polipeptidica o pueden estar formando un complejo
proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptidico, tales como puentes de hidrégeno, puentes disulfuro o
fuerzas de van der Waals;

- una hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:24 (proteina hpaD),

- una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:26 (proteina hpaE),

- una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:28 (proteina hpaF),

- una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:30 (proteina hpaG1);

- una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:32 (proteina hpaG2),

- una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:34 (proteina hpaH),
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- una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:36 (proteina hpal),

- una proteina idéntica al menos en un 60% a cada una de las secuencias polipeptidicas representadas por
las secuencias SEQ ID NO:38 (proteina hpaA), SEQ ID NO:40 (proteina hpaX), SEQ ID NO:42 (proteina hpaR1),
SEQ ID NO:44 (proteina hpaR2)

Como en los casos anteriores, se prefiere especialmente que los polipéptidos o complejos proteicos
comprendidos en la composicidon comprenda una secuencia coya homologia con la secuencia representada en el
grupo de SEQ ID NO:4 a SEQ ID NO:44 sea del 100%.

Otro aspecto de la invencion es el relativo a un vector de expresion que comprende al menos una de las
posibles realizaciones de la molécula de acido nucleico de la invencién descritas anteriormente. En una realizacién
preferida, dicho vector es un plasmido. Se prefiere particularmente el caso en el que dicho plasmido comprende un
fragmento de acido nucleico que comprende las secuencias codificantes comprendidas en el cluster Tyn de
Pseudomonas putida U. Una realizacion particular se refiere al caso en el que dicho fragmento de acido nucleico
esta insertado en el plasmido pK18::mob, que es un plasmido con capacidad de permanecer como forma replicativa
autébnoma en algunas especies bacterianas y con capacidad integrativa en otras.

Otra realizacion preferida corresponde al caso en el que dicho plasmido comprende adicionalmente un
fragmento de acido nucleico que comprende las secuencias codificantes presentes en el cluster hpa de
Pseudomonas putida. Aun se prefiere mas el caso en el que el cluster hpa esta insertado en el plasmido es
pK18::mob.

En otra realizacion adicional el plasmido comprende ademas una secuencia codificante de una tirosina
descarboxilasa. Se prefiere el caso en el que la tirosina descarboxilasa es la tirosina descarboxilasa A de
Lactococcus lactis.

En un aspecto adicional de la invencion, se describe un organismo hospedador transformado con uno
cualquiera de los vectores de expresion descritos anteriormente. Un caso preferido es aquel en el que el organismo
hospedador es una bacteria, siendo ésta, preferiblemente, una bacteria capaz de transformar un azicar en acido
lactico (bacteria acidolactica). Estos microorganismos son importantes porque la formacion de acido lactico en
distintas materias primas da lugar en ella a desnaturalizacion y gelificacion de proteinas, iniciando su transformacion
en derivados alimenticios tales como queso, yogur, embutidos, etc. actian como iniciadores de la transformacion de
muchas materias primas y, en algunos casos (yogur), son responsables de su culminacion; en otros, como el queso,
particularmente las variedades de queso curado, favorecen la accion de otros microorganismos, mohos en muchos
casos, que son los responsables, por ejemplo, de la aparicidon de sustancias sapidas caracteristicas. Dado que en el
proceso de transformacion de materias primas como la leche o la carne en queso o embutidos se producen a
menudo cantidadades de tiramina que podrian hacer aconsejable disminuir el contenido presente de dicha amina,
disponer de bacterias lacticas que, ademas de realizar su funcién en el proceso de transformacion del alimento,
dispongan de las enzimas para catalizar la ruta catabdlica divulgada en la presente solicitud, que permite la
degradacion de tiramina y/o dopamina, facilitaria la disminuciéon de los niveles finales de estas aminas biégenas
presentes en el alimento final destinado al consumo humano o animal.

Una posible realizacion de este aspecto de la invencion contempla el caso en el que el vector de expresion
esta insertado en el genoma del hospedador. En otra realizacion alternativa, dicho vector de expresion permanece
como forma replicativa auténoma.

Otro aspecto de la invencién, de gran importancia, se refiere a procedimientos que emplean las secuencias
polipeptidicas descritas anteriormente, para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en una muestra
cualquiera, con preferencia por los alimentos y las bebidas para consumo humano o animal, las materias primas a
partir de las cuales se originan o los productos intermedios de transformacion de dichas materias primas en los
alimentos o bebidas finales. El procedimiento contempla todos los pasos de transformacion de tiramina y/o
dopamina de la ruta catabdlica descubierta por los inventores. Se consideran incluidas dentro del alcance de la
invencion todas las variantes del mismo que comprendan la primera etapa, la transformacion de tiramina y/o
dopamina en su correspondiente 4-hidroxifenilacetaldehido. Asi, un aspecto de la invencién se refiere a un
procedimiento para disminuir el contenido en una muestra de un compuesto de la Férmula |
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BH»
CH»

R1
OH

Férmula |
donde Rqes H (tiramina) u OH (dopamina)

que comprende una etapa en la que el compuesto de Férmula | se transforma en un compuesto de Férmula 1,

CHO
Hy

;

<

Ri

Férmula Il
donde Ryes H u OH,

caracterizado por que la transformacién del compuesto de Férmula | en un compuesto de Férmula Il esta catalizada
por una tiramina oxidasa codificada por una molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 o 2 o por una tiramina
oxidasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:4 y al menos en un 60% a una segunda secuencia polipeptidica representada por SEQ
ID NO:6, tiramina oxidasa en la que la secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:4 y la secuencia
idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:6 pueden formar parte de una Unica secuencia polipeptidica o pueden
estar formando un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptidico, tales como puentes de
hidrogeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der Waals.

Una realizacién preferida se refiere al caso en el que la tiramina oxidasa esta formada por dos subunidades,
una de las cuales comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:4 (subunidad TynA de la
tiramina oxidasa TynAB de Pseudomonas putida U) y la segunda de las cuales comprende la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO:6 (subunidad TynB de la tiramina oxidasa TynAB de Pseudomonas
putida U).

En ofra realizacién, se incluye una etapa en la que el compuesto de Férmula Il se transforma en un
compuesto de Férmula I,

CO0H

SH,

R1

Férmula 1l
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donde R'es H u OH,

en el que la transformacion del compuesto de Férmula Il en un compuesto de Formula 1l esta catalizada
por una 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa codificada por una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo de:

a) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:7;

b) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de a);

c) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:8;

d) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:8, donde la
molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la
secuencia mencionada en a), o una secuencia complementaria a la misma.

0 cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica de SEQ ID
NO:8

En el caso de que intervenga una 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa en el procedimiento, se
prefiere que comprenda una secuencia polipeptidica idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8
(proteina TynC de Pseudomonas putida U).

Se prefiere particularmente que, adicionalmente a las enzimas presentes que catalizan las etapas de
transformacion, esté presente en la muestra al menos una proteina cuya secuencia de aminoacidos comprenda una
secuencia idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada por una secuencia que se
selecciona del grupo de SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:18 o
combinaciones de las mismas (los restantes polipéptidos sintetizables a partir de las secuencias que forman parte
del cluster tyn, y que parecen tener actividad reguladora). Se prefiere el caso en el que los porcentajes de homologia
son del 100%. Se prefiere particularmente que esté presente al menos una proteina que comprenda la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO:10 (TynR).

Se prefiere particularmente que el procedimiento no culmine con la obtencion del compuesto de Férmula lll,
sino que continle hasta su degradaciéon en &cido piravico y acido succinico (o semialdehido succinico),
especialmente siguiendo la secuencia de reacciones catalizada por las enzimas del cluster hpa de Pseudomonas
putida U:. Cuando el compuesto de partida es tiramina (R1 = H), el procedimiento requiere una etapa de
transformacion del acido 4-hidroxifenilacético en 3,4-dihidroxifenilacético, mientras que, cuando el compuesto de
partida es dopamina (R1 = OH), el compuesto de Férmula Ill obtenido tras las reacciones catalizadas por las
enzimas del cluster tyn es ya acido 3,4-dihidroxifenilacético; a partir de ahi, las reacciones son idénticas tanto si se
ha partido de tiramina como si se ha partido de dopamina. Por ello, una realizacién adicional del procedimiento de la
invencion se refiere al caso en el que el compuesto de Férmula Il obtenido es aquel en el que Ry es H, que
comprende una etapa posterior en el que dicho compuesto se transforma en el compuesto de Férmula 1ll, en el que
Ri1 es OH, mediante una reaccion catalizada por una enzima con actividad 4-hidroxifenilacetaldehido
monooxigenasa. Dentro de esta realizacién, se prefiere que la 4-hidroxifenilacetaldehido monooxigenasa capaz de
catalizar esa reaccion tenga un alto grado de homologia con la correspondiente enzima de Pseudomonas putida U,
HpaBC, enzima compuesta por dos subunidades. Asi, en ese caso, se prefiere que la secuencia de aminoacidos de
la 4-hidroxifenilacetaldehido monooxigenasa sea idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:20 (HpaB) y a una segunda secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:22
(HpaC), dichas secuencias pueden formar parte de una Unica secuencia polipeptidica o pueden estar formando un
complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptidico, tales como puentes de hidrégeno, puentes
disulfuro o fuerzas de van der Waals. Con mayor preferencia, la 4-hidroxifenilacetaldehido monooxigenasa esta
formada por dos subunidades, una de las cuales comprende una secuencia polipeptidica idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:20 y la segunda de las cuales comprende una secuencia polipeptidica idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:22.

Como se ha comentado, se prefieren las realizaciones del procedimiento en las que el compuesto de
Formula 1ll, en el que Ry es OH (acido 3,4-dihidroxifenilacético), se transforma en acido pirtvico y acido succinico o
semialdehido succinico, o alguna de sus sales, siguiendo una secuencia de reacciéon analoga a la catalizada por las
enzimas del cluster hpa de Pseudomonas putida U. En dicha realizacion, el procedimiento comprende las siguientes
etapas:

a) transformar acido 3,4-dihidroxifenilacético en semialdehido 5-carboximetil-2-hidroximucoénico;

b) transformar semialdehido 5-carboximetil-2-hidroximucénico en acido 5-carboximetil-2-hidroximucanico,
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c¢) transformar acido 5-carboximetil-2-hidroximucoénico en acido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxilico,
d) transformar acido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxilico en acido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico,
e) transformar acido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico en acido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico,

f) transformar acido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico en acido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico,

g) escindir acido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico en acido piravico y acido succinico o semialdehido
succinico,

donde cualquiera de los acidos citados puede estar en forma de cualquiera de sus sales.

En una realizacion preferida, las enzimas utilizadas en las respectivas etapas son enzimas con una
actividad analoga a las del cluster hpa y con un alto grado de homologia con las mismas (al menos 60%), es decir:

a) una hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:24,

b) una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:26,

C) una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:28,

d) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:30,

e) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:32,

f) una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:34,

g) una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:36.

Mas preferido aun es el caso en el que los citados porcentajes de homologia son del 100%.

Con mayor preferencia, en las realizaciones del procedimiento que comprenden estas etapas, llevadas a
cabo mediante las enzimas descritas, esta presente en la muestra, adicionalmente a las enzimas que catalizan la
secuencia de reacciones, al menos una proteina analoga en funcién y con alta homologia con al menos uno de los
restantes polipéptidos codificados en el cluster hpa, es decir, una proteina cuya secuencia de aminoacidos
comprende una secuencia idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada por una
secuencia que se selecciona del grupo de SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, o
combinaciones de las mismas. Mas preferido aln es el caso en el que los citados porcentajes de homologia son del
100%.

Como se comentd previamente, en una posible realizacion adicional del procedimiento de la invencion el
compuesto de Férmula | es aquel en el que Ry es H (tiramina) y el procedimiento comprende una etapa previa en la
que el compuesto de Formula | es el resultado de una reaccion de descarboxilacidon de tirosina. Se prefiere el caso
en el que la descarboxilacidn de tirosina esta catalizada por la tirosina descarboxilasa A de Lactococcus lactis.

En una realizacion del procedimiento de la invencion, las enzimas que catalizan el procedimiento se afiaden
a la muestra formando parte de una composicién de la invencioén.

En otra realizacion, las enzimas que catalizan las etapas de dicho procedimiento se sintetizan en la muestra
a partir de uno de los vectores de expresion de la invencion descrito anteriormente.

Se prefiere la realizacion en la que las enzimas que catalizan las reacciones del procedimiento de la
invencion son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se afiade a la misma. En ese caso,
una posibilidad es que las secuencias codificantes de las enzimas sintetizadas por el microorganismo estén
presentes en su genoma de forma natural: es lo que sucede con Psedomonas putida U (CECT 4848), cuya
presencia en la muestra en la que se quiere reducir el contenido en tiramina y/o dopamina es una de las posibles
alternativas para realizar el procedimiento de la invencién.

Otra posible realizacion, por la cual se tiene también particular preferencia, corresponde al caso en el que el
microorganismo es uno de los organismos hospedadores recombinantes de la invencién: ello da muchas
posibilidades para elegir los genes exdgenos introducidos en el mismo y, con ello, las etapas del procedimiento de la
invencion. Por otro lado, la eleccién del microorganismo otorga también mucha versatilidad para elegir las
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caracteristicas adicionales de las que se quiera dotar a la muestra, ademas de la disminucion de tiramina y/o
dopamina; esta caracteristica es de especial interés para su aplicacién en la industrial alimentaria.

De acuerdo con ello, son realizaciones del procedimiento de la invencion de particular interés, aquellas en
las que el procedimiento de la invencién se realiza en el marco de la industria alimentaria, siendo la muestra en la
que se quiere disminuir el contenido del compuesto de la Férmula | (tiramina o dopamina) un alimento o bebida
destinados al consumo por seres humanos o animales, una materia prima de partida para la obtencion de dicho
alimento o bebida o un producto intermedio en la obtencion del alimento o bebida.

Un caso preferido es aquel en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se selecciona entre
un derivado lacteo, leche o mezcla de leches procedente de cualquier mamifero, o un producto intermedio de la
transformacion de la leche o mezcla de leches y el compuesto de la Formula | que se desea transformar es aquel en
el que R4 es H (tiramina), pues los derivados lacteos, y los quesos en particular, son productos en los que pueden
aparecer concentraciones de tiramina que aconsejen su disminucién para hacerlos mas apropiados para el consumo
humano, evitando posibles efectos secundarios. Por ello, en una realizaciéon preferida de la anterior, el alimento,
materia prima o producto intermedio se selecciona entre queso, leche procedente de vaca, oveja o cabra (las
especies de las habitualmente procede la leche que se utiliza como materia prima en la elaboracion del queso), una
mezcla de leche procedente de al menos dos de las especies anteriores; o un producto intermedio de la
transformacion de la leche o mezcla de leches en queso. Es preferible el caso en el que las enzimas que catalizan
las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se afiade a la
misma. Un caso especifico es aquel en el que el microorganismo es un organismo hospedador recombinante
descrito anteriormente, preferiblemente una bacteria capaz de transformar un azicar en acido lactico, ain mas
preferiblemente perteneciente al género seleccionado entre Lactobacillus; Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptocuccus. Esto aporta la ventaja, por una parte que la transformacion se lleve a cabo con un microorganismo
de una especie de las que intervienen de forma natural en el proceso de transformacién del alimento; por otra, si el
microorganismo se afiade desde el principio, como cultivo iniciador, estara presente desde el inicio del proceso para
controlar la tiramina que se vaya produciendo. Asi, otra realizacion adicional se refiere al procedimiento descrito, en
el que el microorganismo actua como iniciador (starter) de la transformacion de la leche en derivado lacteo.

Otra realizacion alternativa del procedimiento de la invencion es aquella en la que se realiza en una bebida
alcohdlica, en la que la bebida, materia prima o producto intermedio se selecciona entre mosto, cebada, malta, vino,
cerveza, un producto intermedio de la transformaciéon de la cebada en cerveza, un producto intermedio de la
transformacion de mosto en vino, cualquier otra bebida alcohdlica que requiera fermentaciéon alcohdlica por
levaduras o cualquier producto intermedio de transformacion de la misma. De nuevo, se prefiere el caso en el que en
el que las enzimas que catalizan las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en
la muestra o que se afade a la misma, que es un organismo hospedador recombinante de la invenciéon. En una
realizacion particularmente preferida, la bebida es vino y el microorganismo se afiade al vino durante la fermentacion
malolactica.

Otra realizacion alternativa describe un procedimiento, en el que el alimento, materia prima o producto
intermedio se selecciona entre un embutido; un producto intermedio de la transformacion de la carne en el embutido
o carne de vacuno; porcino o cérvido o mezclas de las mismas destinadas a la preparaciéon de un embutido.

Otra realizacion alternativa es aquella relativa a un procedimiento, en el que el alimento, materia prima o
producto intermedio se selecciona entre el chucrut; la materia prima del mismo o un producto intermedio de la
obtencion del chucrut.

Aun mas preferida es una realizaciéon en que en los dos ultimos procedimientos citados, las enzimas que
catalizan las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se
afade a la misma que es un organismo hospedador recombinante descrito anteriormente. Se prefiere el caso en el
que el microorganismo actia como iniciador (starter) de la transformacion de la materia prima en el embutido o
chucrut.

Por su importancia en la aplicacion en la industria alimentaria, un aspecto adicional de la invencion se
refiere al uso de microorganismos que sinteticen las enzimas adecuadas para llevar a cabo el procedimiento de la
invencion para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en un alimento o bebida destinada al consumo
humano o animal. Una primera posibilidad es que el organismo sintetice esas enzimas de forma natural; por ello,
una posible realizacion es el uso de Pseudomonas putida U para disminuir el contenido de tiramina o dopamina en
un alimento o bebida destinada al consumo humano o animal, en la materia prima utilizada para su obtencién o en
un producto intermedio de la transformacion de la materia prima en el alimento o bebida.

La segunda posibilidad es que el microorganismo sea un microorganismo recombinante, en el que se hayan
introducido los genes adecuados para que sintetice las enzimas y polipéptidos reguladores deseados. Asi, un ultimo
aspecto se refiere al uso de un organismo hospedador recombinante de la invencion, para disminuir el contenido de
tiramina o dopamina en un alimento o bebida destinada consumo humano o animal, en la materia prima utilizada
para su obtencién o en un producto intermedio de la transformacién de la materia prima en el alimento o bebida.
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El control de los microorganismos starters que inician los procesos de transformacion de determinadas
materias primas en alimentos o bebidas (derivados lacteos, embutidos, bebidas alcohdlicas, otros alimentos en los
que se dan procesos de fermentacion tales como el chucrut, los pepinillos o las aceitunas) ha cobrado gran interés
en los ultimos afios en la industria alimentaria, pues permite controlar las condiciones del proceso, dotar a los
productos finales de caracteristicas deseadas y, en particular, facilita la obtencién de productos finales cuyas
caracteristicas sean mas homogéneas e identificables por el consumidor como las caracteristicas esperables en una
determinada marca, hecho mas dificil de conseguir cuando se parte de los organismos iniciadores que contiene la
materia prima de forma natural. La utilizacion de iniciadores (starters) capaces de llevar a cabo el procedimiento de
transformacion de tiramina y/o dopamina de la invencion es una ventaja mas dentro del control del proceso,
permitiendo el control de la concentracidon de estas aminas biogénicas desde el principio del proceso, segin se van
produciendo e, incluso, segun los casos, que sean los mismos microorganismo susceptibles de producirlas los que
permitan su eliminacion. Es por todo ello que una realizacién preferida del uso de la invencion es aquella en la que el
organismo hospedador actia como iniciador (starter) del proceso de transformacién de la materia prima en el
alimento o bebida destinada al consumo humano o animal. Se prefiere particularmente que el alimento sea un
derivado lacteo (mas preferiblemente queso), un embutido, o un alimento durante cuya obtenciéon se produce
fermentacién tal como chucrut, pepinillos o aceitunas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se ha caracterizado en la bacteria P. putida U (CECT 4848) una nueva ruta catabdlica responsable de la
degradacion de las aminas biogénicas tiramina y dopamina. Los diferentes genes que codifican las enzimas que
componen tal ruta, se han identificado mediante el aislamiento de diferentes mutantes de Pseudomonas putida U
incapaces de crecer en medios que contenian como Unicas fuentes de carbono tiramina o dopamina. El agente
mutagénico utilizado fue el transposon Tn5, que actua integrandose al azar en el cromosoma de la bacteria (98,105).
Mediante este procedimiento se aislaron once mutantes diferentes que fueron agrupados en tres tipos en funcion de
su capacidad para degradar diferentes fuentes de carbono. Los mutantes de tipo 1 incluian aquellos que eran
incapaces de crecer en medios quimicamente definidos cuando contenian tiramina o dopamina como unicas fuentes
de carbono. Sin embargo, estos mutantes degradaban eficazmente los acidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-
dihidroxifenilacético, asi como otras muchas fuentes de carbono. El segundo tipo (tipo 2) incluia un grupo de
mutantes que no crecia en aquellos medios que contenian como Unicas fuentes de carbono tiramina o 4-
hidroxifenilacético, pero que si lo hacian en aquellos otros a los que se habia afiadido dopamina u otras fuentes de
carbono susceptibles de ser utilizadas por la cepa parental (P. putida U CECT 4848). El tercer grupo de mutantes,
aquellos incluidos en el tipo 3, se caracterizaban porque no podian crecer en aquellos medios de cultivo en los que
se utilizaban como uUnicas fuentes de carbono tiramina, dopamina, 4-hidroxifenilacético o 3,4-dihidroxifenilacético.
Sin embargo, estos mutantes crecian eficazmente en esos mismos medios cuando estos compuestos se substituian
por otras fuentes de carbono que podian ser asimilados por la cepa silvestre.

Todos estos resultados nos indicaban que en los mutantes de tipo 1, el transposén se habia integrado en
una secuencia de DNA perteneciente a alguno de los genes necesarios para la transformacion de tiramina y de
dopamina en los acidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente (Fig. 7), o bien el transposoén
se habia integrado en alguna zona que afectaba la expresién de alguno de esos genes. Ademas, el hecho de que
estos mutantes creciesen bien en medios suplementados con 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético, sugeria
que en ellos el transposén estaba afectando genes que tenian que ver con la desaminacion de esas dos aminas
pero no con etapas catabolicas posteriores.

En los mutantes de tipo 2, el transposdn debe haberse integrado en una secuencia de DNA
correspondiente a alguno de los genes que codifique enzimas requeridas para el catabolismo de tiramina y del acido
4-hidroxifenilacético, pero no para la degradacion de dopamina. Teniendo en cuenta que sélo existe una etapa
catalitica cuya alteracion justifique ese comportamiento metabdlico, esos mutantes deberian estar afectados en el
gen que codifica la 4-hidroxifenilacético hidroxilasa (HpaBC en Fig. 7).

Los mutantes de tipo 3 no pueden catabolizar tiramina, dopamina, 4-hidroxifenilacético ni 3,4-
dihidroxifenilacético, lo que indica que en ellos el transposén esta afectando la expresion de alguno de los genes que
codifican las enzimas responsables de la transformacion de 3,4-dihidroxifenilacético en los productos finales (acido
piravico y acido succinico) (Fig. 7).

La identificacion del punto de insercion del transposén en cada uno de los mutantes y la secuenciacion de
las zonas adyacentes, nos ha permitido la identificacion de todos los genes necesarios para la degradaciéon de
tiramina, dopamina, 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético en P. putida U. Todos ellos se localizan en un
fragmento de DNA de 25132 pares de bases que incluye dos agrupaciones génicas (clusters) consecutivas (Fig. 8).
El cluster tyn (12339 pares de bases) agrupa los genes requeridos en P. putida U para la transformacién de tiramina
y dopamina de los &cidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente, siendo ésta la primera
descripcién de este conjunto de genes (tynABFECGRD) y, ademads, la primera evidencia de la que se pone de
manifiesto que esta nueva ruta esta implicada en la desaminacion de esos dos compuestos. Al lado del cluster tyn
se halla el cluster hpa (12722 pares de bases), que contiene todos los genes (hpaR:TetRBCIHXFDEG,;G1ARy)
necesarios para el catabolismo del acido 4-hidroxifenilacético (incluyendo su derivado 3,4-dihidroxifenilacético) en
esta bacteria (Fig. 8). Las secuencias de todos esos genes (tyn y hpa) se incluyen en la Fig. 9.
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En resumen, hemos demostrado que en P. putida U la transformacion de tiramina y dopamina en acido
piruvico y en acido succinico requiere los genes correspondientes a los clusters tyn y hpa, y que la la degradacién de
tiramina en esta bacteria implica la participacion de un mayor nimero de genes de los descritos para otros
microorganismos (68,77, 86-88, 91, 94). Otra diferencia importante es que en P. putida U la desaminacién de
tiramina y de 2-feniletilamina se lleva a cabo mediante la accién de diferentes complejos enzimaticos (82). En
cambio los genes responsables de la degradacion del 4-OH-PhAc en P. putida U, tienen una organizacion muy
similar a la descrita para la misma ruta de E. coli.

La identificacién de los genes tyn puede tener importantes implicaciones biotecnolégicas ya que como
hemos indicado en el apartado “Estado de la Técnica”, el consumo de alimentos con un elevado contenido en
tiramina puede provocar un gran niumero de efectos farmacolégicos. Por lo tanto, la obtencién de una construccién
genética que permitiese a los organismos portadores degradar este compuesto, podria ser utilizada para transformar
aquellos microorganismos que participan en la fermentaciéon. Evitando, de este modo, que se produzca la
acumulacién de tiramina en esos alimentos.

Esas cepas recombinantes con capacidad para degradar la tiramina se podrian utilizar incluso en la
elaboracion de cultivos iniciadores (starters), dotando a los mismos de una mayor eficiencia, ya que los starters,
aunque suelen estar constituidos por cepas no productoras de aminas biogénicas, no pueden evitar la acumulacion
de las aminas producidas por la flora microbiana presente en las materias primas originales. En cambio, si estos
starters contaran con la presencia de bacterias capaces de degradar la tiramina y la dopamina evitarian la
acumulaciéon de estos compuestos en los alimentos con independencia de las materias primas utilizadas en la
elaboracion de los mismos.

Ademas, analizada desde un punto de vista estrictamente econdémico, la posibilidad de dotar a cepas
bacterianas con interés para la industria alimentaria con la capacidad requerida para degradar la tiramina, puede ser
esencial para la elaboracion de nuevos productos y la apertura de nuevos mercados ya que muchos paises
(Canada, Suiza o Holanda entre otros) estan estableciendo limites para la concentracién de aminas biogénicas en
los alimentos importados, especialmente en el vino. La presencia de aminas en el vino entrafia mas riesgo que en
otros alimentos, ya que al contener alcohol, se van a ver afectados los mecanismos de destoxificacion del
organismo, incrementandose las posibilidades de intoxicacién por ingesta de aminas.

Mediante transferencia de las agrupaciones génicas tyn y hpa como cassettes genéticos aislados o en
tandem (clusters tyn y hpa) o genes idénticos, cuyas secuencias sean similares y que cumplan la misma funcién que
los genes tyn y hpa de P. putida U 4848 podriamos conferir a cualquier bacteria, tanto G+ como G-, de la capacidad
requerida para degradar tiramina y dopamina, evitando de este modo, la acumulacién de este compuesto en
aquellos alimentos en cuyo proceso de elaboracion interviniese dicha bacteria. La transferencia de los clusters tyn y
hpa o genes idénticos, cuyas secuencias sean similares y que cumplan la misma funcioén que los genes tyn y hpa de
P. putida U 4848 a cepas de Lactococcus lactis prevendrian la acumulacién de la tiramina (generada mediante
descarboxilacién de la tirosina por la tirosina descarboxilasa presente en este organismo) en aquellos quesos y
derivados en cuyo proceso de elaboracion intervenga esta bacteria.

Adicionalmente, el hecho de que las enzimas codificadas en los clusters tyn y hpa sean también capaces
de degradar la dopamina, permitira disponer de organismos manipulados genéticamente que puedan asimilar este
importante neurotransmisor, lo que podria podria tener importantes aplicaciones en alimentacién y en terapia génica
ya que alguno de los genes tyn podrian ser utilizados para el tratamiento de determinadas enfermedades
degenerativas o de aquellas relacionadas con transtornos mentales causadas por concentraciones elevadas de
estas aminas .

Por ultimo, mediante Ingenieria Metabdlica, hemos logrado establecer una nueva ruta util para la
degradacion del aminoacido L-tirosina mediante la participacion conjunta de las enzimas codificadas por los clusters
tyn y hpa de P. putida U y el gen tdcA que codifica la tirosindescarboxilasa de Lactococcus lactis (ver Ejemplo 5).
Una aplicacién interesante de la confluencia en un mismo microorganismo de los genes tyn y hpa y tdcA, que
permiten catabolizar tirosina a través del intermediario tiramina, podria ser la de elaboracion de alimentos con bajo
contenido en este aminoacido. Para la obtencién de éstos podrian utilizarse cultivos iniciadores (starters)
conteniendo microrganismos disefiados explicitamente para que expresen las actividades enzimaticas Tyn, Hpa y
TdcA. De esta forma dispondriamos de alimentos que podrian ser aptos para el consumo de aquellos enfermos
aquejados de alcaptonuria (enfermedad metabolica caracterizada por la ausencia de la enzima homogentisato
dioxigenasa que provoca el bloqueo de la ruta degradativa de fenilalanina y tirosina y que lleva implicita la
acumulacién de acido homogentisico en los tejidos provocando degeneracidon del tejido afectado) y de otras
enfermedades relacionadas con la existencia de un excesivo acumulo de catabolitos de de tirosina en diferentes
tejidos (99-100).

EJEMPLO 1. Identificaciéon de los genes responsables de la degradaciéon de tiramina y de dopamina en P.
putida U

Pseudomonas putida U (CECT 4848) es una bacteria que puede crecer utilizando tiramina (5 mM) o
dopamina (5mM) como unicas fuentes de carbono, cuando se cultiva en un medio de composicidon quimica definida
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que contiene (en g/L) KH2PO4 (13,6); (NH4)2S04.7H20 (0,25); FeS0O4.7H,O (0,0005). Si el medio de cultivo era
solido, se afadia, ademas, agar al 2,5% (p/v). La incubaciones se realizaban en un agitador orbital, a 30°C y a 250
rpm, utilizando matraces Erlenmeyer de 500 mL que contenian 100 mL de medio (Fig. 10). Cuando se muté P.
putida U con el transposon Tn5, siguiendo la metodologia decrita por nosotros en otras publicaciones (82, 95, 98-
100, 1005), aislamos varios mutantes incapaces de degradar tiramina y dopamina (Fig 10) pero que, sin embargo,
crecian bien cuando al medio se afadian otras fuentes de carbono (&cidos 4-hidroxifenilacético, 3,4-
dihidroxifenilacético, fenilacético, benzoico, octanoico, glutamico, succinico, 2-feniletilamina). La localizacién
mediante secuencia (98) del transposon en el cromosoma de los diferentes mutantes, nos permiti6 comprobar que
este elemento genético mévil se habia insertado en dos marcos abiertos de lectura u open reading frames (ORFs)
(genes tynA y tynB) que codifican dos proteinas (TynA y TynB) (Fig 7 y Fig 8) que, a tenor de estos resultados, eran
imprescindibles para el cartabolismo de tiramina y dopamina en P. putida U.

La secuenciacion adicional de las zonas adyacentes a esos genes nos permitidé identificar los ORFs
indicados en la figura 8 como tyn y cuya secuencias se incluyen en la Fig. 9. Todos esos genes (tynABFECGRD) se
encuentran proximos a otro cluster ya conocido (hpa), responsable de la transformacion del &acido 4-
hidroxifenilacético (y de sus derivados) en metabolitos generales (acidos piruvico y succinico) (Fig 8 y Fig. 9).

EJEMPLO 2. Identificacion de la unidad genética minima funcional requerida para la desaminaciéon oxidativa
de tiramina y de dopamina en P. putida U

El analisis funcional de los genes que componen el cluster tyn se realizé mediante la interrupcion de cada
uno de ellos siguiendo un procedimiento que supone un evento de recombinacion sencillo, y que se basa en la
utilizaciéon de un fragmento interno de cada gen tal y como se ha descrito en diferentes publicaciones (82, 98-100).
Cuando la interrupcion de alguno de esos genes implicaba falta de funciéon (ausencia de crecimiento en medios
suplementados con tiramina o con dopamina), una copia silvestre del gen que habia sido afectado en cada mutante
se clonaba en un plasmido replicativo en Pseudomonas (pBBR1MCS-3, abreviadamente pMC) (102) y se
expresaba, en trans, en ese mutante, estableciendo si se revertia, o no, el efecto observado tras la mutacién de ese
gen concreto. Siguiendo este método, comprobamos que en P. putida U los genes tynA, tynB, tynC y tynR eran
imprescindibles para que se produjera la desaminacion de la tiramina y la dopamina y para la ulterior oxidacion de
los aldehidos generados a los acidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético, respectivamente (Fig. 7).

En otros casos, la interrupcién de ciertos genes (tyn F, tynE, tynG y tynD) no afectaba la capacidad de los
diferentes mutantes para degradar tiramina y dopamina, por lo que concluimos que, al menos en P. putida U, éstos
no son indispensables para asimilar esas aminas (probablemente porque existan en su genoma otros genes que
codifiquen enzimas homologas).

Estos resultados indican que la construccion genética que posee la informacién minima necesaria para
catalizar la desaminacién oxidativa de la tiramina y de la dopamina en P. putida U, es tynABCR.

EJEMPLO 3. Obtencion de una construccion genética que permita degradar tiramina y dopamina en otras
bacterias

Con objeto de disponer de una contruccidon genética que pudiera ser transferida a diferentes
microorganismos de tal modo que les confiriese la capacidad de degradar parcial o totalmente la tiramina y la
dopamina, se clonaron los genes que integran todo el cluster tyn en los plasmidos pK18::mob (replicativo en E. coli e
integrativo en Pseudomonas). (82, 98-100,103) (Fig 11). Este pldsmido carece de origen de replicacion en
Pseudomonas. El proceso de obtencion del cluster tyn se llevé a cabo por recombinacién de un fragmento de ADN
(clonado en pK18::mob) homdlogo a la region de uno de los extremos del cluster, por posterior digestion a totalidad
del ADN con Xbal y por religamiento final del ADN digerido. La seleccion de clones que contenian clonado el cluster
tyn se realiz6 mediante seleccion del marcador del plasmido (resistencia a km). Con ellos se transformaron E. coli
W14 (un mutante incapaz de degradar feniletilamina y tiramina por carecer de los genes maoA y maoB) (62, 94) y P.
putida KT2440 una cepa silvestre muy parecida metabdlica y genéticamente a P. putida U, pero que carece de los
genes tyn y hpa. Los resultados expuestos en las Fig 12 revelan que la cepa de E. coli recombinante (E. coli W14
pKtyn), a diferencia de la cepa parental (E. coli W14 o de esta cepa transformada con el plasmido sin inserto -E. coli
W14 pK18::mob-) crecia en medios minimos suplementados con tiramina o con dopamina. Sin embargo, P. putida
KT2440 pKtyn no podia hacerlo a no ser que se suplementase otra fuente de carbono a los cultivos (Fig 13). En tal
caso, al acabar de crecer, el analisis de los caldos de cultivo mediante HPLC (ver condiciones al final del ejemplo)
revelaba que P. putida KT2440 pKtyn habia transformado tanto la tiramina como la dopamina en 4-hidroxifenilacético
y en 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente y que esta conversion no la llevaba a cabo la cepa silvestre (P. putida
KT2440) ni esa misma cepa transformada con el plasmido sin inserto (P. putida KT2440 pK18::mob). Estos
resultados indican que en presencia de otra fuente de carbono, la cepa recombinante P. putida KT2440 pKtyn
expresa los genes tyn, pero, al no poseer los genes hpa, no puede seguir degradando los productos generados (4-
hidroxifenilacético, 3,4-dihidroxifenilacético) por lo que los eexcreta acumulandolos en el caldo. En ausencia de una
fuente de carbono adicional, P. putida KT2440 pKtyn no puede crecer porque no puede obtener energia ni desde
tiramina ni desde dopamina (Fig 13). Sin embargo, E. coli W14 pKtyn, degrada ambos compuestos ya que E. coli
W14 posee un cluster hpa que le permite continuar degradando el 4-hidroxifenilacético y el 3,4-
dihidroxifenilacéticolos generados a traves de la ruta Tyn (Fig.12).
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Adicionalmente, comprobamos que la expresién en E. coli W14 de una construccién que contenia todos los
genes tyn excepto el tynD era incapaz de crecer utilizando tiramina o dopamina como uUnicas fuentes de carbono a
37°C, mientras que si lo hacia a 30°. Estos resultados sugieren que el gen tynD que codifica una presunta tiramina
desaminasa, podria constituir una subunidad catalitica que facilitase o acelerase la velocidad de desaminacion a
temperaturas restrictivas para P. putida U.

Analisis de los caldos de cultivo mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

El consumo de de tiramina, dopamina, 4-hidroxifenilacético, 3,4-dihidroxifenilacético y de otros compuestos,
asi como la acumulacion de los intermediarios catabdlicos acumulados por los diferentes mutantes cuando se
cultivaban en medio liquido, se realizé6 mediante analis de HPLC. Para ello, se tomaron muestras de los caldos de
cultivo (1 ml) a diferentes tiempos. Estas se centrifugaron (31.000 x g, 20 minutos) para eliminar los restos celulares
y se filtraron a través de filtros Millipore (tamafo de poro de 0,2 um). Diferentes alicuotas de 20 pl fueron analizadas
mediante HPLC (Beckman System Gold Mod 126. Progamable Solvent Module) equipado con un detector de
longitud de onda variable UV/visible (Beckman System Gold Diode Array Detector Module Mod 168), un integrador
con el sistema de analisis informatico Waters Millenium 32 y una columna de fase reversa (Nucleosil C-18, 250 x 4,6
mm de didmetro interno) microparticulada (tamafio de particulaumhQ) tamdio de poro fim) (Phenomenex
Laboratorios U.S.A.) con una precolumna Analytical Guard Cartridge System, (KJ0-4282).

La fase movil empleada contenia KH2PO4 (50 mM, pH 4) y acetonitrilo (CH3CN), en una proporciéon 99:1
(vol/vol). El flujo se mantuvo a 2,5 ml/min y el eluyente se monitorizé a 210 nm. En estas condiciones, los tiempos de
retencidon para dopamina, tiramina, 2-feniletilaminamPhEtNH,, acido 3,4-dihidroxifeniacético, 4-hidroxifenilacético, y
acido fenilacético fueron de 3; 4,5; 9,6; 13; 24 y 54 minutos, respectivamente.

EJEMPLO 4. Obtencion y utilizaciéon de una construccion genetica que contiene todos los genes tyn y hpa 'y
que confiere al organismo receptor la capacidad para asimilar tiramina y dopamina

Dado que la utilizacion de los genes tyn sélo permitia crecer a expensas de tiramina o de dopamina a
aquellos microorganismos que poseyesen una ruta hpa funcional, procedimos a disefiar una construcciéon genética
que nos permitiese transferir ambos clusters (tyn y hpa) a otros organismos, confiriéndoles la capacidad para
degradar estas dos aminas biogénicas hasta piruvato y succinato.

Para conseguirlo seguimos el procedimiento esquematizado en la Fig. 14 y que implicaba: (i) la clonacién
de los genes adyacentes a los clusters tyn y hpa en sendos plasmidos (pK18::mob y pJQ200KS) (104); (ii) dos
eventos de recombinacion, sencillos e independientes, mediante los que se lograba insertar ambos plasmidos en el
cromosoma bacteriano (uno a cada lado, ver Fig. 14); (iii) la digestion a totalidad del cromosoma bacteriano con las
endonucleasas de restriccion Xbal o Hindlll, y (iv) la liberacién de una fragmento de DNA que llevaba el plasmido
pK18::mob y un inserto de algo mas de 25 kilobases que contenia los clusters tyn y hpa (Fig. 14). La transformacion
de P. putida KT2440 con este plasmido integrativo mediante mating triparental (98, 105) conferia a la bacteria
recombinante la capacidad para crecer en medios que contenian tiramina o dopamina como uUnicas fuentes de
carbono (Fig 13).

EJEMPLO 5. Diseiio de un protocolo de deriva metabdlica que confiere a diferentes microorganismos la
capacidad de degradar el aminoacido L-tirosina por la via de la tiramina

El catabolismo del aminoacido L-tirosina (un aminoacido proteinogénico precursor de muchas aminas con
extraordinaria importancia bioldgica) ha sido estudiada en numerosos seres vivos. En ciertas bacterias (como por
ejemplo Pseudomonas) y en todas las células eucariotas, la degradacién trancurre a través de una ruta bien
conocida que implica su desaminacion (transaminacion) a p-hidroxifenipirivico; la descarboxilacion y reordenacion
intramolecular de este compuesto para dar homogentisico (2,5-dihidroxifenilacético); la apertura del anillo bencénico
originando maleilacetoacético; su isomerizaciéon a fumarilacetoacético y, finalmente, la hidrélisis de este compuesto
para dar fumarico y acetoacético (99). Sin embargo, muchas bacterias, como es el caso de la paradigmatica E. coli,
no poseen una ruta catabdlica para transformar ese aminoacido en intermediarios generales y por consiguiente no
puede crecer en aquellos medios en que solo exista como fuente de carbono tirosina. Otras bacterias degradan sélo
parcialmente la tirosina mediante reacciones que implican su desaminacién o su descarboxilacién (ver estado de la
técnica).

Nosotros hemos desarrollado un procedimiento que permite combinar los genes tyn y hpa de P. putida U y
el tdcA, que codifica la tirosindescarboxilasa de Lactococcus lactis, de modo que la expresion de unos o de otros en
diferentes microorganismos (en funcién de su capacidad catabdlica) confiera al microorganismo receptor la
capacidad de degradar el aminoacido L-tirosina, via tiramina, hasta piruvato y succinato.

P. putida U es capaz de degradar L-tirosina por la via del homogentisico (99), sin embargo un mutante en el
que se ha delecionado el cluster hmg (99) no puede catabolizar completamente la tirosina, puesto que es incapaz de
degradar el acido homogentisico, compuesto que se acumula en el caldo y que en contacto con el oxigeno del aire
se oscurece (como sucede a los pacientes alcaptonuricos). Sin embargo, este mutante P. hmg posee las rutas Tyn y
Hpa funcionales. Por consiguiente, si esa bacteria fuese capaz de descarboxilar la tirosina a tiramina, podria crecer
a expensas de esta fuente de carbono. Para comprobarlo, clonamos el gen tdcA de Lactococcus lactis en el

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2380530 Al

plasmido pBBR1MCS-3 (pMC) y esa construccion fue utilizada transformar P. putida U [Ohmg. La cepa
recombinante obtenida P. putida U [Ohmg pMCtdcA) era capaz de degradar eficientemente L-tirosina cuando se
cultivaba en diferentes medios conteniendo este aminoacido como Unica fuente de carbono (Fig.15). Ademas, se
observaba que la derivacién metabolica hacia tiramina era muy alta ya que apenas se acumulaba homogentisato en
el medio de cultivo. Cuando esta misma construccion (pMCtdcA) se utilizé para transformar un mutante de P. putida
U en el que ademas del cluster hmg, se habia delecionado el gen hpd que codifica la enzima 4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa (responsable de la sintesis de homogentisico desde 4-hidroxifenilpirivico), la cepa recombinante
obtenida (P. putida [Dhmg[Chpd pMCtdcA) degradaba la tirosina inclusoéd®s eficazmente que aquella otra que
carecia solo del cluster hmg (Fig. 15). Este efecto puede explicarse asumiendo que, al estar bloqueada la ruta
degradativa en una etapa anterior a la formacion del acido homogentisico, la pérdida de intermediarios catabdlicos
excretables es menor y, por consiguiente, un mayor porcentaje de L-tirosina sera descarboxilado y degradado a
través de las vias Tyn y Hpa.

Como ya hemos indicado anteriormente, E. coli W14 posee el cluster hpa por lo que esta bacteria puede
degradar 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético, pero no puede asimilar L-tirosina ni tiramina (todas las
cepas de E. coli carecen de las ruta del homogentisico y esta cepa en particular ha perdido, tras sufrir un evento de
delecion, los genes maoA y maoB). Por lo tanto, para que E. coli W14 pueda crecer en L-tirosina utilizando tiramina
como intermediario, precisa de una actividad tirosinadescarboxilasa que genere tiramina, y de las enzimas
codificadas por los genes tyn para transformar esa amina en 4-hidroxifenilacético.

La transformacion de E. coli W14 con las construcciones pKtyn y pMCtdcA nos permitié obtener una cepa
recombinante (E. coli W14 pKtyn pMCtdcApMCtdcA) que crecia en medios de composicion definida que contenian
L-tyrosina o L-fenilalanina como Unicas fuentes de carbono (Fig.16).

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra la ruta biosintética de los neurotransmisores dopaminérgicos. En dicha ruta, el
aminoacido tirosina es hidroxilado por la tirosina hidroxilasa en dihidroxifenilalanima (L-DOPA), que a su vez es
descarboxilado a dopamina por la enzima DOPA descarboxilasa. La dopamina, por hidroxilacién con dopamina
hidroxilasa, da lugar a noradrenalina, y ésta, a su vez, por accién de una feniletanolamina N-etiltransferasa, da lugar
a adrenalina.

La Figura 2 es la representacion esquematica de la sintesis de histamina (A) a partir de histidina por accién
de una histidina descarboxilasa, y serotonina (B) a partir de triptéfano, gracias a dos enzimas: la triptéfano 5-
hidroxilasa y la 5-dihidroxitriptéfano descarboxilasa.

La Figura 3 muestra la estructura de las aminas "traza" mas importantes. La [Heniletilamina, la tiramina y la
triptamina son sintetizadas por decarboxilacion de los correspondientes aminoacidos precursores por la accion de
una L-aminoacido aromatico descarboxilasa. La octamina es sintetizada por hidroxilacion de la tiramina por la accion
de una tiramina-[thidroxilasa.

La Figura 4 representa las principales aminas biogénicas presentes en los alimentos y sus aminoacidos
precursores.

La Figura 5 es una representacion esquematica del mecanismo de reaccion utilizado por las QH-AmDH
para oxidar las aminas primarias (figura modificada de Sun et al, 2003, ref. 81).

La Figura 6 es una representacion esquematica de la oxidacion de tiramina en Euphorbia characias.

La Figura 7 es la representacion esquematica de los pasos metabdlicos responsables de la degradacion de
tiramina, dopamina, acido 4-hidroxifenilacético y acido 3,4-dihidroxifenilacético (homoprotocatéquico) en P. putida U
y de las enzimas que catalizan cada uno de ellos. Las distintas abreviaturas corresponden a: 4-OH-PhAc (acido 4-
hidroxifenilacético), 3,4-diOH-PhAc (acido homoprotocatéquico), CHMS (semialdehido 5-carboximetil-2-
hidroximucénico), CHM (acido 5-carboximetil-2-hidroximucénico), OPET (acido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-
tricarboxilico), HHDD (acido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico), OHED (acido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico) y HHED
(acido 2,4-dihidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico). Las enzimas son: TynAB (tiramina oxidasa), TynC (4-OH-
Fenilacetaldehido deshidrogenasa), HpaBC (4-OH-PhAc monooxigenasa), HpaD (3,4-diOH-PhAc 2,3-dioxigenasa),
HpaE (CHMS deshidrogenasa), HpaF (CHM isomerasa), HpaG1G2 (OPET descarboxilasa), HpaH (hidratasa) y Hpal
(HHED aldolasa). En este esquema también se muestra la organizacion de los genes implicados en esta ruta
catabolica en P. putida U. También se indica en la figura el punto de bloqueo metabdlico en los diferentes tipos de
mutantes.

La figura 8 es el esquema de la organizacion genética de los dos clusters (tyn y hpa) implicados en la
degradacion de tiramina y 4-OH-PhAc en P. putida. En este esquema, también se indica el punto de insercién del
transposén Tn5, en cada uno de los mutantes, asi como algunos de los cortes de restricciéon utilizados para la
elaboracion de diferentes construcciones genéticas.
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La figura 9 es la secuencia de nucleétidos del fragmento de DNA que contiene los genes tyn y hpa en
Pseudomonas putida U (CECT 4848). Las regiones de la secuencia que poseen una estructura secundaria de tipo
lazo (loop) se encuentran recuadradas.

En la Figura 10, el diagrama de curvas de la izquierda representa las curvas de crecimiento medidas como
como (As4onm) €n medio MM + dopamina (5mM) correspondientes a las cepas P. putida U CECT 4848 (silvestre) (m),
P. putida U tynR::pK18mob (A) y de uno de los mutantes de tipo | (A0)e(), de tipo Il (A2) (o) y de tipo Il (A7) ).
Las 5 gréficas de la derecha representan la concentracion residual de dopamina en el caldo de cultivo de las
distintas cepas cultivadas en medio MM + dopamina (5Mm). El comportamiento de los distintos mutantes incluidos
en los diferentes grupos, fue similar a cada uno de los indicados en la figura.

La figura 11 es una representacion esquematica de la contruccion genética pKtyn' En esta construccion, se

clonaron los genes que integran todo el cluster tyn en los plasmidos pK18::mob (replicativo en E. coli e integrativo en
Pseudomonas). (82, 98-100,103) (Fig 11).

En la Figura 12, el diagrama de curvas de la izquierda representa las curvas de crecimiento medidas como
(Asa0nm) medidas en la cepa cepa E. coli W14 pKtyn (e, o) y de la cepa control E. coli W14 pK18::mob (m, 0) cuando
se cultivaban a 30 °Ce, m ) y a 37 °C (o, o) en un medio que contenia tiramina (5mM) como Unica fuente de
carbono. El panel de la derecha representa la concentracion residual de tiramina en el caldo de cultivo de E. coli
W14 pKtyn crecida a 30° C y a 37° C. Se obtuvieron resultados similares al cultivar dichas cepas en medio minimo
suplementado con dopamina.

La Figura 13 representa las curvas de crecimiento correspondientes a las cepas P. putida KT2440
pKtynhpa Xbal (o, @)y P. putida KT2440 pKtyn (o, m) cuando se cultivan en un medio que contiene tiramina (5mM)
(o, o) 0 4-OH-PhAc (5mM) (e, m ). El crecimiento se midié como Asaonm.

La Figura 14 muestra la representacion esquematica de la estrategia seguida para la obtencién de las
construcciones pKtynhpa Hindlll y pKtynhpa Xbal que contienen la informaciéon genética necesaria para degradar
tiramina, dopamina, 4-OH-PhAc y 3,4-diOH-PhAc.

La Figura 15 representa las curvas de crecimiento medidas como (Assonm) correspondientes a las cepas: P.
putida U AhmgABC pMCtdcA (e); P. putida U Ahpd AhmgABC pMCtdcA (o) y a sus respectivas cepas control. P.
putida U AhmgABC pMC &) y P. putida U Ahpd AhmgABC pMC o)., cuando se cultivan en un medio de
composicion definida que contiene L-tirosina (5mM) como unica fuente de carbono.

La Figura 16 Curvas de crecimiento medidas como (Assonm) correspondientes a la cepa E. coli W14 pKtyn
pMCtdcA @) y a su respectiva cepa control E. coli W14pKtyn pMCx(), cuando se cultivan en un medio de
composicion definida que contiene L- tirosina (5mM) como Unica fuente de carbono.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para transformar un compuesto de la Féormula |
"
CHz

Ha

R1
OH
Férmula |
5 donde Ry es OH (dopamina),
contenido en una muestra,
en acido piruvico y acido succinico, o alguna de sus sales,
que comprende las siguientes etapas:

a) transformar el compuesto de Férmula | en un compuesto de Férmula Il,

CHO
Ha
“
i
R1

10

Formula Il
donde Ry es OH, por la accion catalitica de una tiramina oxidasa;

b) transformar el compuesto de Férmula Il en un compuesto de Férmula I,

CO0H

&H,

15 Formula 111

donde R' es OH (acido 3,4-dihidroxifenilacético), por la accién catalitica de una 4-hidroxifenilacetaldehido
deshidrogenasa;

c) transformar el acido 3,4-dihidroxifenilacético en semialdehido 5-carboximetil-2-hidroximucénico, por la
accion catalitica de una hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa;
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d) transformar el semialdehido 5-carboximetil-2-hidroximucoénico en acido 5-carboximetil-2-hidroximucénico,
por la accién catalitica de una deshidrogenasa,

e) transformar acido 5-carboximetil-2-hidroximucoénico en acido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxilico, por la
accion catalitica de una isomerasa,

f) transformar el acido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxilico en acido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico, por
la accion catalitica de una descarboxilasa,

g) transformar el &cido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico en &cido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico, por la
accion catalitica de una descarboxilasa,

h) transformar el acido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico en acido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico, por la accién
catalitica de una hidratasa,

i) transformar el acido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico en acido pirtvico y acido succinico o semialdehido
succinico, por la accién catalitica de una aldolasa;

procedimiento donde cualquiera de los acidos citados puede estar en forma de cualquiera de sus sales,
caracterizado porque, adicionalmente a las enzimas que catalizan las etapas del procedimiento, estan presentes en
la muestra las proteinas cuyas secuencias polipeptidicas estan representadas por SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12,
SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42 y SEQ ID NO:44.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la tiramina oxidasa que cataliza la etapa a)
esta codificada por una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo de:

i) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que es idéntica, al menos
en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:3 y una segunda secuencia que es idéntica; al
menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:5;

ii) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con las secuencias de i);

iii) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica un polipéptido
cuya secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por
SEQ ID NO:4 y una segunda secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es
idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:6;

iv) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica una variante
alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO:4 y una segunda secuencia que codifica una variante alélica natural de un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:6, donde la molécula de acido
nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende las secuencias
mencionadas en i), 0 secuencias complementarias a las mismas;

0 es una tiramina oxidasa que comprende dos fragmentos de secuencia de aminoacidos, un primer
fragmento cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:4 y un segundo fragmento cuya secuencia de aminoacidos es
idéntica al menos en un 60% a una segunda secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:6,
tiramina oxidasa en la que el fragmento de secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:4 y el
fragmento de secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:6 pueden formar parte de una unica
secuencia polipeptidica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del
enlace peptidico, tales como puentes de hidrogeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der Waals.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la tiramina oxidasa que cataliza la etapa a) esta
formada por dos subunidades, una de las cuales tiene una secuencia polipeptidica idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:4 y la segunda de las cuales tiene una secuencia polipeptidica idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:6.

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la 4-
hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa que cataliza la etapa b) esta codificada para una secuencia de acido
nucleico seleccionada del grupo de:

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:7;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);
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iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:8;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:8,
donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA
que comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia complementaria a la misma.

o0 es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica de SEQ ID
NO:8.

5. Procedimiento segun la reivindicacidon 4, en el que la 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa que
cataliza la etapa b) es idéntica en su secuencia de aminoacidos a la secuencia polipeptitidca de SEQ ID NO:8.

6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el la que la
hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa que cataliza la etapa c) es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos
en un 60% a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:24.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que la hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa que cataliza la
etapa c) tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID
NO:24.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deshidrogenasa que
cataliza la etapa d) es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:26.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que la secuencia de la deshidrogenasa que cataliza la
etapa d) es idéntica a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:26.

10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia de la
isomerasa que cataliza la etapa e) es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:28.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que la secuencia de la isomerasa que cataliza la etapa
e) es idéntica en su secuencia de aminoacidos a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:28.

12. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la descarboxilasa que
cataliza la etapa f) es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:30.

13. Procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que el que la descarboxilasa que cataliza la etapa f) es
idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID
NO:30.

14. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la descarboxilasa que
cataliza la etapa g) es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:32.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que la descarboxilasa que cataliza la etapa g) es
idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID
NO:32.

16. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la hidratasa que
cataliza la etapa h) es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:34.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 16, en el que la hidratasa que cataliza la etapa h) es idéntica en
su secuencia de aminoacidos a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:34.

18. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la aldolasa que
cataliza la etapa i) es idéntica en su secuencia de aminoacidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:36.

19. Procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que la aldolasa que cataliza la etapa i) es idéntica en su
secuencia de aminoacidos a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:36.

20. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:
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a) la tiramina oxidasa que cataliza la etapa a) esta formada por dos subunidades, una de las cuales tiene
una secuencia polipeptidica idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4 y la segunda de las cuales
tiene una secuencia polipeptidica idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:6,

b) la 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa que cataliza la etapa b) es idéntica en su secuencia de
aminoacidos a la secuencia polipeptitidca de SEQ ID NO:8;

c¢) la hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa que cataliza la etapa c) tiene una secuencia de aminoéacidos
idéntica a la secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:24,

d) la deshidrogenasa que cataliza la etapa d) tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:26,

e) la isomerasa que cataliza la etapa e) tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:28,

f) la descarboxilasa que cataliza la etapa f) tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:30,

g) la descarboxilasa que cataliza la etapa g) tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:32,

h) la hidratasa que cataliza la etapa h) tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:34,

i) la aldolasa que cataliza la etapa i) tiene una secuencia de aminodacidos idéntica a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:36.

21. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que las enzimas que catalizan
o regulan las etapas del procedimiento se sintetizan en la muestra a partir de un vector de expresién que comprende
una molécula de acido nucleico que comprende las siguientes secuencias codificantes:

a) la secuencia codificante de una proteina o complejo proteico capaz de actuar como tiramina oxidasa,
seleccionada del grupo que consiste en:

i) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que es idéntica, al menos
en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:3 y una segunda secuencia que es idéntica; al
menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:5;

ii) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones estrictas
con las secuencias de i);

iii) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica un polipéptido
cuya secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por
SEQ ID NO:4 y una segunda secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es
idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:6;

iv) una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica una variante
alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO:4 y una segunda secuencia que codifica una variante alélica natural de un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:6, donde la molécula de acido
nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende las secuencias
mencionadas en i), 0 secuencias complementarias a las mismas;

b) la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como 4-hidroxifenilacetaldehido
deshidrogenasa, seleccionada del grupo que consiste en:

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:7;

i) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii}) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido
cuya secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por
SEQ ID NO:8;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante
alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
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ID NO:8, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia complementaria a la misma

la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como hidroxifenilacetaldehido

dioxigenasa, seleccionada del grupo que consiste en:

d)

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:23;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:24;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:24, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia complementaria a la misma;

la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como deshidrogenasa, seleccionada del

grupo que consiste en:

e)

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:25;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:26;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:26, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia complementaria a la misma;

la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como isomerasa, seleccionada del grupo

que consiste en:

f)

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:27;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:28;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:28, donde la molécula de &cido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia complementaria a la misma;

la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como descarboxilasa, seleccionada del

grupo que consiste en:

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:29;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:30;
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iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:30, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la misma;

la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como descarboxilasa, seleccionada del

grupo que consiste en:

h)

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:31;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:32;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:32, donde la molécula de &cido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA gque comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia complementaria a la misma;

la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como hidratasa, seleccionada del grupo

que consiste en:

i)

i) una secuencia de &acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:33;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:34;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:34, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la misma;

la secuencia codificante de una proteina capaz de actuar como aldolasa, seleccionada del grupo

que consiste en:

)

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO:35;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO:36;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:36, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia complementaria a la misma;

la secuencia codificante de cada una de las proteinas cuya secuencia codificante cumple al menos

una de las condiciones del grupo que consiste en ser :

i) una secuencia de acido nucleico que es idéntica a la secuencia representada por SEQ ID NO:9,
SEQ ID:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID
NO:41 o SEQ ID NO:43;

ii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que hibrida en condiciones
estrictas con una secuencia de i);
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iii) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos es idéntica a la secuencia representada por SEQ ID NO:10, SEQ ID:12,
SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42 o SEQ
ID NO:44;

iv) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:10, SEQ ID:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:42 o SEQ ID NO:44, donde la molécula de acido nucleico hibrida, bajo condiciones
estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), 0 una secuencia
complementaria a la misma.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 21, en el que las secuencias codificantes son idénticas a las
representadas por SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ ID
NO:33, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:41 o SEQ ID NO:43.

23. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 21 6 22, en el que el vector de expresién es
un plasmido.

24. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, en el que el vector de expresion
esta en un organismo hospedador recombinante transformado con el vector de expresion, organismo hospedador
que esta presente en la muestra o que se afade a la misma.

25. Procedimiento segun la reivindicacion 24, en el que el vector de expresién esta insertado en el genoma
del hospedador.

26. Procedimiento segun la reivindicacion 24, en el que el vector de expresion permanece como forma
replicativa auténoma.

27. Procedimiento seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en el que las enzimas que catalizan
o regulan las etapas de procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se
afnade a la misma.

28. Procedimiento segun la reivindicacion 27, en el que las secuencias codificantes de las enzimas
sintetizadas por el microorganismo estan presentes en su genoma de forma natural.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 28, en el que el microorganismo es Pseudomonas putida U
(CECT 4848) y el procedimiento es el de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20.

30. Procedimiento segun las reivindicaciones 24 y 27, en el que el microorganismo es un microorganismo
hospedador recombinante.

31. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30, en el que la muestra en la que se
quiere disminuir el contenido del compuesto de la Formula | en el que R' es OH es un alimento para seres humanos
0 animales, una bebida destinada al consumo de seres humanos o animales, una materia prima de partida en la
obtencion del alimento o bebida o un producto intermedio en la preparacién del alimento o bebida.

32. Procedimiento segun la reivindicacion 31, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre un derivado lacteo, leche procedente de cualquier mamifero, mezcla de leches procedente de mas
de una especie de mamifero o un producto intermedio de la transformacién de la leche o mezcla de leches.

33. Procedimiento segun la reivindicacion 32, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre queso, leche procedente de vaca, oveja o cabra, una mezcla de leche procedente de al menos dos
de las especies anteriores; o un producto intermedio de la transformacién de la leche o mezcla de leches en queso.

34. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 31 a 33 en el que en el que las enzimas
que catalizan las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se
afiade a la misma.

35. Procedimiento segun las reivindicaciones 24 y 34, en el que el microorganismo es un organismo
hospedador recombinante.

36. Procedimiento segun la reivindicacién 35, en el que el microorganismo recombinante es una bacteria
capaz de transformar un azucar en acido lactico.

37. Procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que la bacteria pertenece a un género que se
selecciona entre Lactobacillus; Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptocuccus.
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38. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 32 a 37, en el que el microorganismo actua
como iniciador (starter) de la transformacion de la leche en derivado lacteo.

39. Procedimiento segun la reivindicacion 31, en el que la bebida, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre mosto, cebada, malta, vino, cerveza, un producto intermedio de la transformacién de la cebada en
cerveza, un producto intermedio de la transformacion de mosto en vino, cualquier otra bebida alcohdlica que
requiera fermentacion alcohdlica por levaduras o cualquier producto intermedio de transformacion de la misma

40. Procedimiento segun la reivindicacion 39, en el que en el que las enzimas que catalizan las etapas del
procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se afiade a la misma.

41. Procedimiento segun la reivindicaciéon 40, en el que el microorganismo es un organismo hospedador
recombinante.

42. Procedimiento segun la reivindicacion 41, en el que la bebida es vino y el microorganismo se afade al
vino durante la fermentacion malolactica.

43. Procedimiento segun la reivindicacion 31, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre un embutido; un producto intermedio de la transformacién de la carne en el embutido o carne de
vacuno; porcino o cérvido o mezclas de las mismas destinadas a la preparacién de un embutido.

44. Procedimiento segun la reivindicacion 31, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre el chucrut; la materia prima del mismo o un producto intermedio de la obtencion del chucrut.

45. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 43 6 44, en el que las enzimas que
catalizan las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se
afiade a la misma que es un organismo hospedador recombinante.

46. Procedimiento segun la reivindicacion 45, en el que el microorganismo actia como iniciador (starter) de
la transformacién de la materia prima en el embutido o chucrut.

47. Uso de Pseudomonas putida U para disminuir el contenido de dopamina en un alimento o bebida
destinada al consumo humano o animal, en la materia prima utilizada para su obtencion o en un producto intermedio
de la transformacioén de la materia prima en el alimento o bebida.

48. Uso de un organismo hospedador transformado con un vector de expresién que comprende las
secuencias codificantes de las enzimas que catalizan las etapas del procedimiento de la reivindicacion 2 y las de los
polipéptidos representados por las secuencias SEQ ID NO:10, SEQ ID:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID
NO:18, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42 y SEQ ID NO:44, para disminuir el contenido de dopamina en
un alimento o bebida destinada consumo humano o animal, en la materia prima utilizada para su obtencién o en un
producto intermedio de la transformacién de la materia prima en el alimento o bebida.

49. Uso segun la reivindicacion 48, en el que el organismo hospedador actia como iniciador (starter) del
proceso de transformacion de la materia prima en el alimento o bebida destinada al consumo humano o animal.

50. Uso segun la reivindicacion 49, en el que el alimento es un derivado lacteo.
51. Uso segun la reivindicacion 50, en el que el derivado lacteo es un queso.
52. Uso segun la reivindicacion 49, en el que alimento es un embutido.

53. Uso segun la reivindicacion 49, en el que el alimento es un alimento en el que se produce fermentacion
en su proceso de elaboracion, que se selecciona entre chucrut, pepinillos o aceitunas.

54. Una composicidon que comprende al menos los siguientes polipéptidos o complejos proteicos:

a) una tiramina oxidasa que comprende dos fragmentos de secuencia de aminoacidos, un primer fragmento
cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:4 y un segundo fragmento cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a una
segunda secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:6, tiramina oxidasa en la que el fragmento de
secuencia idéntico al menos en un 60% a SEQ ID NO:4 y el fragmento de secuencia idéntico al menos en un 60% a
SEQ ID NO:6 pueden formar parte de una uUnica secuencia polipeptidica o pueden estar formando un complejo
proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptidico, tales como puentes de hidrogeno, puentes disulfuro o
fuerzas de van der Waals;

b) una 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica, al menos en un 60%, a la
secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:8;
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c) una hidroxifenilacetaldehido dioxigenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la
secuencia polipeptidica representada por SEQ ID NO:24,

d) una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:26,

€) una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica
representada por SEQ ID NO:28,

f) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:30;

g) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoacidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptidica representada por SEQ ID NO:32,

h) una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:34,

i) una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptidica representada
por SEQ ID NO:36,

j) las proteinas cuyas secuencias estan representadas por SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42 y SEQ ID NO:44.

55. Composicion segun la reivindicacion 54, en la que el porcentaje de identidad de las proteinas citadas en
los apartados a) a j) con la correspondiente secuencia representada por SEQ ID NO:4 a SEQ ID NO:44 es del 100%.
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1 TCAGGCGAAACGCTCGAAGCGGTACGGTGACGGGTCGATCAGCGGGGTGGCCTGGGCCACCAGGTCTGCCGCCAG

-2

76

AGTCCGCTTTGCGAGCTTCGCCATGCCACTGCCCAGCTAGTCGCCCCACCGGACCCGGTGGTCCAGACGGCGGTC
I A F R E F R Y P s p D I L P T A Q A V L D A A L

CTGGCCAGCAGCAGGCGAGGTGCCGAAGCCATGCCCGGAAAAGCCGGTGGCCAGGGTCAGGCCCGGAATACTGGC
GACCGGTCGTCGTCCGCTCCACGGCTTCGGTACGGGCCTTTTCGGCCACCGGTCCCAGTCCGGGCCTTATGACCG
Q G A AP ST GPF G H G S F G T AL T L G P I s A

CACCGGGCCGATGACCGGGTTGGAGTCGGGGGTGACGTCAATCGTGCCGGCCCAGGCGCTGGCGATACGGGCCTG
GTGGCCCGGCTACTGGCCCAACCTCAGCCCCCACTGCAGTTAGCACGGCCGGGTCCGCGACCGCTATGCCCGGAC
v p G I vV Pp N S D P T V D I T G A W A S A I R A Q

TTCGAACACCGGCCAGGCCGCTTTCAGGTTGCGCATGGCCTCGTCGTTGAGGGCCGGGTTGGCGTGCGGGTCTTG
AAGCTTGTGGCCGGTCCGGCGAAAGTCCAACGCGTACCGGAGCAGCAACTCCCGGCCCAACCGCACGCCCAGAAC
E Fr VP W A A KL NRMA AZEDNTLA AP N A H P D Q

TACCCGTACACGCTCGAAGGGGGTTACATCCGTTGCCTTCCAGCGCCGGGCCAGGGCCAGGTCCTTGAAGAAGTA
ATGGGCATGTGCGAGCTTCCCCCAATGTAGGCAACGGAAGGTCGCGGCCCGGTCCCGGTCCAGGAACTTCTTCAT
vV R VR E F P T V D T A K W R R A L A L D K F F Y

CTTGCCAAAGCTGATGCGCAAAAAGTCCCGCTGGGCACGCAGCTGGGGCAGGTAACGCTTGCCCAGCAGCAGGTG
GAACGGTTTCGACTACGCGTTTTTCAGGGCGACCCGTGCGTCGACCCCGTCCATTGCGAACGGGTCGTCGTCCAC
K G F s I R L ¥F DR QAW RTULOQ?P L Y R K G L L L H

ATCGAGGGTGAGGAAGGCGTCCAGCGCGCCGCGCTGGGTGATGATGTAGCCGCCGTCCTTGTGCTTGCGGAAGGA
TAGCTCCCACTCCTTCCGCAGGTCGCGCGGCGCGACCCACTACTACATCGGCGGCAGGAACACGAACGCCTTCCT
p . T L F A DL A G R Q T I I ¥ G G D K H K R F S

AAAATCTGGTGCGCCCACGGCGATGTCGGTTGGCCCGTCCATGGGCTCTGTGCGCAGCACGGAACAGGTCAGCGG
TTTTAGACCACGCGGGTGCCGCTACAGCCAACCGGGCAGGTACCCGAGACACGCGTCGTGCCTTGTCCAGTCGCC
¥ D P A GV ATI DT P GGDMUPETRILV S C T L P

CAAGGTCGGCAGGTTGATGCCCAGGTTGCCGAGGAACTTGCGCGACCACAGGCCACCGGCCAGCAACACCTGGTC
GTTCCAGCCGTCCAACTACGGGTCCAACGGCTCCTTGAACGCGCTGGTGTCCGGTGGCCGGTCGTTGTGGACCAG
L T p L NI G L NG L F K R S W L G G A L L V Q D

GCAGCGGATTTCACCTTGCTCGGTGACCACCCCGCTGACACGGCCGGCTGCGGTGACCAGCGTGCGCACCGCGCA
CGTCGCCTAAAGTGGAACGAGCCACTGGTGGGGCGACTGTGCCGGCCGACGCCACTGGTCGCACGCGTGGCGCGT
c R I E G Q E TV VvV G S V R G A A T V L T R V A C

GTTCTCCACTACCACTGCACCTTTGGCGATCGCCGCCCGGGCGATGGCGCTGGCGGCCAGGGTCGGTTCGGCGCG
CAAGAGGTGATGGTGACGTGGAAACCGCTAGCGGCGGGCCCGCTACCGCGACCGCCGGTCCCAGCCAAGLCCGLGL
N E VV VA G K AI A AR ATIAS A AL T P E A R

GGCGTCGGAGGGGGTGAAGATGCCACCTGCCCAATCCGCCCGACCACCCGGCACCATCCGGGTGATTTCCCGCGT
CCGCAGCCTCCCCCACTTCTACGGTGGACGGGTTAGGCGGGCTGGTGGGCCGTGGTAGGCCCACTAAAGGGCGCA
A D S Pp T F I G GA WD AWRGG P VMR T I E R T

GCTCAGCAGGCGCGAATCCAGGCCCAGCGCCTCGACGCTTTTCAGCCAGCCTTCATGCATGCCCATCTGCGTGTC
CGAGTCGTCCGCGCTTAGGTCCGGGTCGCGGAGCTGCGAAAAGTCGGTCGGAAGTACGTACGGGTAGACGCACAG
s L. L R s DL G L A EV S KL W G E HMGM Q T D

GTTACGGCCGATGAACATGATGCCGGCTTGCCGATAGCCAACGTCGCTGCCAACCCGTGCGGGCATCTCGGCCCA
CAATGCCGGCTACTTGTACTACGGCCGAACGGCTATCGGTTGCAGCGACGGTTGGGCACGCCCGTAGAGCCGGGT
N R G I F M I GA Q RY GV D S GV R A P ME A W

CAGCCGATCAGCCGCCAGTGCCAGGGGAATGTCATGGGCGTGGCGGTTGGTCTTGCGCACCCAGCCCAGGTTGCG
GTCGGCTAGTCGGCGGTCACGGTCCCCTTACAGTACCCGCACCGCCAACCAGAACGCGTGGGTCGGGTCCAACGC
L R DA AL AL P I DHAIHIRNTE KRV W G L N R

CGACGACTGCTCCCCAGCGATGCGCCCCTTCTCCAGCACCACCACCGGTATGTTGCGTTCGGCGAGGCTCAGTGC
GCTGCTGACGAGGGGTCGCTACGCGGGGAAGAGGTCGTGGTGGTGGCCATACAACGCAAGCCGCTCCGAGTCACG
s S ¢ E G A I R G K E L V Vv Vv P I N RE AL S L A
GGCGGTGAGGCCGATAATGCCGCCACCGATGATCACCACGGTAGTGGCGTCGGGGTGGCGGGTGCTGGTTTGCAC
CCGCCACTCCGGCTATTACGGCGGTGGCTACTAGTGGTGCCATCACCGCAGCCCCACCGCCCACGACCAAACGTG
AT L G I I G G G I I VvV Vv T T A D P H R T S T Q V

AGGGGCGATCGTGGGAGACATGGCTTTACTCTTTGTTGTGCGTGCAGGGGGAGTGTTCAGCGCCAGCCAGCAGCC
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TCCCCGCTAGCACCCTCTGTACCGAAATGAGAAACAACACGCACGTCCCCCTCACAAGTCGCGGTCGGTCGTCGG
P A I T P S M

<+— tynA

TCACTGGCCAAGGCGGATCAGGGTCACTTGCGCTTGCCCCGCACCGCGGTAGGCGGTGACCTCCAGCTCGACCTT
AGTGACCGGTTCCGCCTAGTCCCAGTGAACGCGAACGGGGCGTGGCGCCATCCGCCACTGGAGGTCGAGCTGGAA

GTAAACGGTGGAGCCCAGCGGCGGGCAGGTGACCGTGGTGGCCGGGTCGATGCCGCGGAACTTCTCGCCGATCAC
CATTTGCCACCTCGGGTCGCCGCCCGTCCACTGGCACCACCGGCCCAGCTACGGCGCCTTGAAGAGCGGCTAGTG

GTCCATGACCCGTGGTACATCGGCAGGGTCCTGGATGAACACGCGCGAGTTGATGACATCGGCCAGGCTGGCATC
CAGGTACTGGGCACCATGTAGCCGTCCCAGGACCTACTTGTGCGCGCTCAACTACTGTAGCCGGTCCGACCGTAG

GACTGCGGCCAGCGCGGTTTCGATGTTGGCGAACACCTGGTGGGTCTGTTCGATGACGTCCTCTGGAATGACCTG
CTGACGCCGGTCGCGCCAAAGCTACAACCGCTTGTGGACCACCCAGACAAGCTACTGCAGGAGACCTTACTGGAC

GGTCTGCGGGTTGCGTCCGGCGGTGTTGGAGACGTGAATCCAGTTGTCCACCGCCACCAGGCGGGAGTAGCTGGC
CCAGACGCCCAACGCAGGCCGCCACAACCTCTGCACTTAGGTCAACAGGTGGCGGTGGTCCGCCCTCATCGACCG

CATGGCTTCGAACTTGGAGCCGGTTTTCAGTTTGATGATCTGTGTCATGGGCTTTGCCTTGTTATCCGGTTGCGG
GTACCGAAGCTTGAACCTCGGCCAAAAGTCAAACTACTAGACACAGTACCCGAAACGGAACAATAGGCCAACGCC

GGATCAGCTGAGAACGGGGGTTTCCCAGAGGTTGAGCTTTACGCCGATGCCTTGCTCGAGCGCCTTGCGGTACAC
CCTAGTCGACTCTTGCCCCCAAAGGGTCTCCAACTCGAAATGCGGCTACGGAACGAGCTCGCGGAACGCCATGTG
I s L v p T E W L N L K V G I G QQ E L A K R Y V

CACGGTGCCCCAGGCCACGTCTTCGACGGGCATGCCGCCCACCGACATCAGGATGATTTCGTCGTCATGCAGGCG
GTGCCACGGGGTCCGGTGCAGAAGCTGCCCGTACGGCGGGTGGCTGTAGTCCTACTAAAGCAGCAGTACGTCCGC
v T G W A V D EV P MG GV S ML I I E D D H L R

GCCCGGTGCGTCGCCGCTGATGATCTTGCCGATGTCTTCCACCTGCTCGGCGGCCAGCGTGCCTTCGGCAATCAT
CGGGCCACGCAGCGGCGACTACTAGAACGGCTACAGAAGGTGGACGAGCCGCCGGTCGCACGGAAGCCGTTAGTA
G p A DG s I I K G I DEV Q EAATL T G E A I M

GTCCATGAAGCGCACACCTACCAGCGGTACGTGGTTGTGCGCAGGCTTGGGCAGCTCTTCGAACCAGGCCTCGTA
CAGGTACTTCGCGTGTGGATGGTCGCCATGCACCAACACGCGTCCGAACCCGTCGAGAAGCTTGGTCCGGAGCAT
pbp M F RV GV L PV HNUHAU®PZK P L EE F W A E Y
GAGGCCGGTGTTGTCCACCACCTTGCGCACGTCGTCCTGCTCCATGCCGGCGTCGATACTGCACGGGGCTGGCAT
CTCCGGCCACAACAGGTGGTGGAACGCGTGCAGCAGGACGAGGTACGGCCGCAGCTATGACGTGCCCCGACCGTA
L 6 T N DV V KRV DD QEMGAIDTI S C P A P M

GGCCAGGAACGCGCCAGGCTTGACCCACTCGCGGCGCACCAGCGGGTACTGGCTGGGGTCGCCGACTTCGCCCGA
CCGGTCCTTGCGCGGTCCGAACTGGGTGAGCGCCGCGTGGTCGCCCATGACCGACCCCAGCGGCTGAAGCGGGCT
A L F A G P K V W E R RV L P Y Q S P D G V E G S

GCTGCAGTAGCTGACCAGGTCGGAACCGCGTACCACTTCTTCCAGGGTTTCCACCACCTGGACATGAGTGATTTG
CGACGTCATCGACTGGTCCAGCCTTGGCGCATGGTGAAGAAGGTCCCAAAGGTGGTGGACCTGTACTCACTAAAC
s ¢ Yy s v L DS G RV VEE L T E V V Q V H T I Q

CGGGAAGCTGGTTTTCACCCAGGCGACGAAGGCATCCAGGTTCTTCTGGCCACGGCCCTTGACCTTGAGGGTGTC
GCCCTTCGACCAAAAGTGGGTCCGCTGCTTCCGTAGGTCCAAGAAGACCGGTGCCGGGAACTGGAACTCCCACAG
P F S T K v W AV F A DL N K Q G R G K V K L T D

GATCAGCGGGCAGACGGCCATGAACGCAGCGACCGTGGTCTTGCCCATCACCCCCGGGCCGGCCAGGCCGATCAC
CTAGTCGCCCGTCTGCCGGTACTTGCGTCGCTGGCACCAGAACGGGTAGTGGGGGCCCGGCCGGTCCGGCTAGTG
I L. p CV A MF AAV T T K G MV G P G A L G I V

CTTGGCGTCCTTGCGCGCCAGGTGGCGGGCGCCGACGCCCGGGATGGCGCCGGTGCGGTAGGCCGACAGCAGGTT
GAACCGCAGGAACGCGCGGTCCACCGCCCGCGGCTGCGGGCCCTACCGCGGCCACGCCATCCGGCTGTCGTCCAA
K A D K R AL HURAGV G P I A G TR Y A S L L N

GGCCGACATGTGTGCCAGTGGCGCGCCGGTGTCGGCATCGTTGAGGGTGAACATCAGGATCGAGCGGGGCAGGCC
CCGGCTGTACACACGGTCACCGCGCGGCCACAGCCGTAGCAACTCCCACTTGTAGTCCTAGCTCGCCCCGTCCGG
A S M H A L P A G T D ADNTL T F M L I S R P L G

TTTCTCACGGTTGGCGATGTTCGAGCCGTACCACTTGGCGCCTGCGGTCTGGAAGTTGCCGCCGAGGTACGCCGG
AAAGAGTGCCAACCGCTACAAGCTCGGCATGGTGAACCGCGGACGCCAGACCTTCAACGGCGGCTCCATGCGGCC
K E R N A I N S G Y WK AGA AT OQ F N G G L Y A P

CATCGCCATCATGCGCCGGTCGGCGGTGGGCTTGGGCATGTTGGGGAATGGCGAGTGCTCGGGGAAGGTAATCAT
GTAGCGGTAGTACGCGGCCAGCCGCCACCCGAACCCGTACAACCCCTTACCGCTCACGAGCCCCTTCCATTAGTA
M A MM RRDA AT P K P MNP F P S HE P F T I M

CGCGCCGTGCGAGTCGCTGTTCGGGCCGGCCATGCGGTAGTCACCCTGGTACAGCAGGCCGAACATTTCTTCCAT
GCGCGGCACGCTCAGCGACAAGCCCGGCCGGTACGCCATCAGTGGGACCATGTCGTCCGGCTTGTAAAGAAGGTA
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A G H S D S N P GA MR YD G QY L L G F M E E M

GGTGTCGACACAGGCCGGCATGTCGGTGACGCCGGCACGGATCATGTCCTGCTCGGACAGGTAGATGAAGTCAAT
CCACAGCTGTGTCCGGCCGTACAGCCACTGCGGCCGTGCCTAGTACAGGACGAGCCTGTCCATCTACTTCAGTTA
T b v C A P M DTV GA R I MUDOQE s L Y I F D I

TCTGGTATCGAGGGTCATGGCGGGTCTCGCAGGGCTGGCTGCCGTCGGATTTGTTGTTGGTTTCGAGGCAACCAG
AGACCATAGCTCCCAGTACCGCCCAGAGCGTCCCGACCGACGGCAGCCTAAACAACAACCARAGCTCCGTTGGTC
R T D L T M
<+— tynB
TTTCGCTAACGACTGGTAGGTCGTCTTGTGTCTGCCTGCCAGCCGAGTTGACCGTCAGTGCCAGGGCTTCAATGG
ARAGCGATTGCTGACCATCCAGCAGAACACAGACGGACGGTCGGCTCAACTGGCAGTCACGGTCCCGAAGTTACC
H

CCCGCGAGCGAGAAGCTGGCCGGGGTGTGGCGCAGGCTGAGGGCGGTCAGCAGGCACACCACCAGGGTGCACAGG
GGGCGCTCGCTCTTCGACCGGCCCCACACCGCGTCCGACTCCCGCCAGTCGTCCGTGTGGTGGTCCCACGTGTCC
G A L S F s A P T HU R L S L A T L L C V V L T C L

GCCAGCAGCGCGGCCCATGCGGTCGGGCCGTGGTTGAGTACCACTGCGGCCAGCGGGGCGGCGCCGGCAGACGCC
CGGTCGTCGCGCCGGGTACGCCAGCCCGGCACCAACTCATGGTGACGCCGGTCGCCCCGCCGCGGCCGTCTGCGG
AL L A A WA T P G HNL V V A A L P A A G A S A

GACAGCTGGATGGCGCCCAGCAGCGCTGCGGTGGAACCCAGTGCCTTTTCTTGCGAGGCCATCACCAGCGACATC
CTGTCGACCTACCGCGGGTCGTCGCGACGCCACCTTGGGTCACGGAAAAGAACGCTCCGGTAGTGGTCGCTGTAG
s L. ¢ I A G L L A A T S G L A K E Q S A M V L S M

AGCGTCGACTCGGCTATCCCCAGGCCGAACAGGGCTATCACCATGCCGCCGGCCACACCTGGCAGCCCCAGGCCG
TCGCAGCTGAGCCGATAGGGGTCCGGCTTGTCCCGATAGTGGTACGGCGGCCGGTGTGGACCGTCGGGGTCCGGL
L T s E A I G L G F L A I VMG G AV G P L G L G

GTCAGTGCACCGAGCAGGCTGATGCAGGCACCGCCGGCCATGCACAGCACGCCCACCCGAGTCAAGGTATTGAGG
CAGTCACGTGGCTCGTCCGACTACGTCCGTGGCGGCCGGTACGTGTCGTGCGGGTGGGCTCAGTTCCATAACTCC
T ... A G L L §$s I ¢C A G GGA M C L V GV R T L T N L

CCCAGCCGGCTGATCAGGTGGCTGGCCGTCATGGCGCCGAGCAGGATCGACACCCCGGTGGCGCCAAACAGCAGG
GGGTCGGCCGACTAGTCCACCGACCGGCAGTACCGCGGCTCGTCCTAGCTGTGGGGCCACCGCGGTTTGTCGTCC
G L R s I L. H s A T MA G L L I S V G T A G F L L

CCGAAGGCCTGGGCGCTCAGGCCGTAGTGGGCCTGGTACACCAGGGTGGCACCGCCGATGTAGGCGAACAGGAAG
GGCTTCCGGACCCGCGAGTCCGGCATCACCCGGACCATGTGGTCCCACCGTGGCGGCTACATCCGCTTGTCCTTC
G F A Q A S L G Y HA QY V L T A G G I Y A F L F

AAGAATACCGCAGCAACCGCCAGGGTCGGGCGCAGGAAGCGGCGGTCGGCGAGGATGGCCAGGTAGGTGCTGCAG
TTCTTATGGCGTCGTTGGCGGTCCCAGCCCGCGTCCTTCGCCGCCAGCCGCTCCTACCGGTCCATCCACGACGTC
¥F F V A AV A L T P R L F R R D A L I A L Y T s C

GCGTGGCCCAGGCGCAGGGGTTCGCGTTTGCTGGGCGGCAGGGTTTCGGGCAGGTTCAGCAGGCTGTTGACCAGC
CGCACCGGGTCCGCGTCCCCAAGCGCAAACGACCCGCCGTCCCAAAGCCCGTCCAAGTCGTCCGACAACTGGTCG
A H G L R L P E R K S P P L T E P L N L L S N V L

ACCGTCACGCCCATGCCGGCGAGTACCAGCATTACTGCACGCCAGCCGAAATGTGCGTCGATCACGCCGCCCAGG
TGGCAGTGCGGGTACGGCCGCTCATGGTCGTAATGACGTGCGGTCGGCTTTACACGCAGCTAGTGCGGCGGGTCC
v T v 6 M G A L VL MV A RW G F HA DI V G G L

GCAGGTGCCAGGATCGGTGCGACGCCTTCGATGGTCATCAGCAGGGCGAACAGTTTGGTCGCGGCCACGCCCTGG
CGTCCACGGTCCTAGCCACGCTGCGGAAGCTACCAGTAGTCGTCCCGCTTGTCAAACCAGCGCCGGTGCGGGACC
AP AL I P AV GE I TMUL L A F L K T A A V G Q

CTCACATCACGCACCATGCTCATGATCACCACCAGGGTCAGCGCACTGCCCAGGCCCTGGAAAAAGCGCAGCATG
GAGTGTAGTGCGTGGTACGAGTACTAGTGGTGGTCCCAGTCGCGTGACGGGTCCGGGACCTTTTTCGCGTCGTAC
s v b R VM S M I V VL TLA S G L G Q F F R L M

ATCAGGGTGTCGAGGCTGGGGGCTGCGGCTGCGCCCAGCGAGCACAGGATGAACAGCAGCAGGCCGGCCAGCAGC
TAGTCCCACAGCTCCGACCCCCGACGCCGACGCGGGTCGCTCGTGTCCTACTTGTCGTCGTCCGGCCGGTCGTCG
I .. p L. S P AAAAGL S CUL I F L L L G A L L

GGCTTGCGCCGGCCATAAGCGTCGACGATGGGGCCGAAGATCAGCTGGCCGGCGCCCATGGCCAGCAGGAAGAAG
CCGAACGCGGCCGGTATTCGCAGCTGCTACCCCGGCTTCTAGTCGACCGGCCGCGGGTACCGGTCGTCCTTCTTC
P K R R G Y A DV I P GF I L Q GA GMAUL L F F

GTCAGTGTCAGCTGTACGCGGGTGAAGCTAGCCTGATAGTGGCTGGCGATTTCCGGCAGGCTCGACAGGTACATG

CAGTCACAGTCGACATGCGCCCACTTCGATCGGACTATCACCGACCGCTAAAGGCCGTCCGAGCTGTCCATGTAC
T L T L Q vV R T F s A Q Y H s A I E P L S S L Y M
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TCGACGGCGGAAGGGCCGAGGGCGCCGATCAGGCCTAGGCCCAGGGCGAAGCTGAAGGGTATGGGAGGGGAGGGA
AGCTGCCGCCTTCCCGGCTCCCGCGGCTAGTCCGGATCCGGGTCCCGCTTCGACTTCCCATACCCTCCCCTCCCT
p vaAaS P GGL A G I L GGL GL A F S F P I P P S P

TTGGCTTGCATGGTTTTCTCTGGCTGATTTTTCGCCTACCGACCGGTAGGTTTGCGAATATTATTCGCCGAGTCG
AACCGAACGTACCAAAAGAGACCGACTAAARAGCGGATGGCTGGCCATCCARACGCTTATAATAAGCGGCTCAGC
N A Q0 M

<4+— tynF
GCCAAGGTCAAACCCTTCCGCAAGGCCACTGAT|TCCTGTGGGGAGCGGGCATGCCCGCGAACACCGGCARAGCCH]
CGGTTCCAGTTTGGGAAGGCGTTCCGGTGACTARGGACACCCCTCGCCCGTACGGGCGCTTGTGGCCGTTTCGGC

GTGCCACCGAGTCGCCTTCTTCGCGGGCATGCCCGCTCCCACATTGACCGCAGAGGTTGGITTACCGTGGTTGCGT
ICACGGTGGCTCAGCGGAAGAAGCGCCCGTACGGGCGAGGGTGTAACTGGCGTCTCCAACCIAATGGCACCAACGCA

CAGAACGGCACAGCCACGGTCAGCTGGCTATACACATTGGTACCATTCCCGCCCACCTGGTTGCCGCCGTTGCTC
GTCTTGCCGTGTCGGTGCCAGTCGACCGATATGTGTAACCATGGTAAGGGCGGGTGGACCAACGGCGGCAACGAG
I F P VAV T L QS Y VN TGN G G V Q N G G N S

TCGTCCTTGCGCGGCTGGTAAAGGCCCACCAGCGGGCTGATTATCAGGTGCTCGTTGACTGCCCATTCCACATAC
AGCAGGAACGCGCCGACCATTTCCGGGTGGTCGCCCGACTAATAGTCCACGAGCAACTGACGGGTAAGGTGTATG
E DK RU?P QYL GV L P s I I L HE NV A W E V Y

AGGTCCAGCTCCCGCGCATCGAGGTTGAGGCTTTCGCGGGTGCGTACGGTGTCGAAGTCGAAGTACAGCGCCCCG
TCCAGGTCGAGGGCGCGTAGCTCCAACTCCGAAAGCGCCCACGCATGCCACAGCTTCAGCTTCATGTCGCGGGGC
L b L ERADILNL S E R TRV T D F D F Y L A G

ACTGTGAGATTTTCCAGCGGTGTCGCCTTCACGCCCACATGGTGGATACCCGTGTTGCTGTTGAAGGGGCCGGCG
TGACACTCTAAAAGGTCGCCACAGCGGAAGTGCGGGTGTACCACCTATGGGCACAACGACAACTTCCCCGGCCGL
v T L ~N E L P T A K V G V H H I G T N S N F P G A

TAGTTGGCAGCGACTTCACCCTGGAACCAGGTGCCGTAACCGCTGGACAGGCCGCTGAACAGCGCGTCCCAGCCT
ATCAACCGTCGCTGAAGTGGGACCTTGGTCCACGGCATTGGCGACCTGTCCGGCGACTTGTCGCGCAGGGTCGGA
Yy NA AV E G Q F W T G Y G S S L G S F L A D W G

GCCGAGTAGCGGGTGTAGCGGTAGGTAACCTGCGGTGCCCACGGCAGGTCGGCGAAGGTGTAGCCGGCCTGCAGG
CGGCTCATCGCCCACATCGCCATCCATTGGACGCCACGGGTGCCGTCCAGCCGCTTCCACATCGGCCGGACGTCC
A S Y R T Y R Y TV Q P A W P L DA F T Y G A Q L

TACCAGGCTTGCTCGGGGCCGTCGGTCTTGTCCTGCCAGGCGTATTCGAAGGCGAAACTGGCATTGTCGATGCCA
ATGGTCCGAACGAGCCCCGGCAGCCAGAACAGGACGGTCCGCATAAGCTTCCGCTTTGACCGTAACAGCTACGGT
Y w A Q E P G D T K D Q WA Y E F A F S A N D I G

GCGTTGCCTTCGCCGCGCACGCTATACACGTCCATGCCTTCGCGGGCTTTCTGAAAGTCGCTGGCCCATTGGTCG
CGCAACGGAAGCGGCGCGTGCGATATGTGCAGGTACGGAAGCGCCCGAAAGACTTTCAGCGACCGGGTAACCAGC
AN G E G RV S YV DM G E R AI K OQ F D S A W Q D

GTGACGTCGATGCCGTGAATCCAGGTCAGCCCGAGGGTGCCCAAGGCTTGGGTGTAGTCCAGCGTGCCGGCGGCC
CACTGCAGCTACGGCACTTAGGTCCAGTCGGGCTCCCACGGGTTCCGAACCCACATCAGGTCGCACGGCCGCCGG
T vob I G H I w T L G L T GG L A Q T Y D L T G A A

AGTTCGGTTTCGGCCTGGGCGCGGTTGTCGGATTTCAGCCACAGCAGGCTGCCATGCAGGCCATCGCTGCCCCCC
TCAAGCCAAAGCCGGACCCGCGCCAACAGCCTAAAGTCGGTGTCGTCCGACGGTACGTCCGGTAGCGACGGGGGG
L E T EA QA RND S K L W L L S G H L G D S8 G G

AGGCGCAGCATTGCGGTGCGGTCGAAGGCGTGGCGGGCGGCCAGGTAGTAGGCCCCGCCGCGGTCCAGCGCACCG
TCCGCGTCGTAACGCCACGCCAGCTTCCGCACCGCCCGCCGGTCCATCATCCGGGGCGGCGCCAGGTCGCGTGGL
L R L. M A TR DVF A HRA AW AUL Y Y A G G R D L A G

TCGGCGACGCCGTTGCCCAGGTTCGGGCCGTCGTCGTTGATCAAAAAACCACTGCCCAGGCGAATGGTCTGGCGG
AGCCGCTGCGGCAACGGGTCCAAGCCCGGCAGCAGCAACTAGTTTTTTGGTGACGGGTCCGCTTACCAGACCGCC
b AV GN G L N P G DDNI L F G S G L R I T Q R

CCGGCGGAAACGTCCACTCCATCCTTGCCCAGCACCGGGAACAGGTCGGCCGAGCGCCAGCCGAGGAAGGCGTCT
GGCCGCCTTTGCAGGTGAGGTAGGAACGGGTCGTGGCCCTTGTCCAGCCGGCTCGCGGTCGGCTCCTTCCGCAGA
G A S VDV GGD K G L V P F L DA S R W G L F A D

TCGATCTTGGTGGTGCGTTCGGAGCCATCGGTGTTGCCGGCCGCATCGCCATCGCCCCAGGTGGCCGAGCTCACC
AGCTAGAACCACCACGCAAGCCTCGGTAGCCACAACGGCCGGCGTAGCGGTAGCGGGGTCCACCGGCTCGAGTGG
E I K T TR E S G D TN G AAD G D G W T A S s V

CAGTTCAGGCTGCCGTACAGCGTGCCGTTGCCGGCCAGGCCCTGGTCACCGCTGAGGCCATACTTGATAAAGCCT

GTCAAGTCCGACGGCATGTCGCACGGCAACGGCCGGTCCGGGACCAGTGGCGACTCCGGTATGAACTATTTCGGA
wW N~ L S G Y L T G N G AL G Q D G S L G Y K I F G
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TCACGCCAGGTCGAACCCCCTGTGGTGCCGTCGTAGTTCTTGCGGCTGTTGAACATGCCCCATACCGCCAGCATG
AGTGCGGTCCAGCTTGGGGGACACCACGGCAGCATCAAGAACGCCGACAACTTGTACGGGGTATGGCGGTCGTAC
ERWT S G G T T G D Y N KR S N F M G W V A L M

TCGGCGTTCAGGTGGCTGTCATCGTCGGCGTACAGCTCAACGGCCGGCGCGGCCTGGCTGGCCAGCAAGGTTGCC
AGCCGCAAGTCCACCGACAGTAGCAGCCGCATGTCGAGTTGCCGGCCGCGCCGGACCGACCGGTCGTTCCAACGG
D A NL H S D DDA AY L E V A P A A Q S A L L T A

AGGGCCAGGCTGGACAGCGTCTGTGGTTTGACCATTTGCACATCCCTCGTTTGTTCTCGGCCACCTTCACAGGGG
TCCCGGTCCGACCTGTCGCAGACACCAAACTGGTAAACGTGTAGGGAGCARACAAGAGCCGGTGGAAGTGTCCCC
L AL S SLTOQU©PZ KVM

<4— tynE
CCTTTGTTGTTCGGGGGCACCCTCGGTTCTGGCGAGGGGCCATCGCGGTTGGCGGCGATGGCCTATTAGGGCGTG
GGAAACAACAAGCCCCCGTGGGAGCCAAGACCGCTCCCCGGTAGCGCCAACCGCCGCTACCGGATAATCCCGCAC

TGCGGTGGGGCGGGGTCTTGTTCGTGGCTGCCAAGGCGCTTGCACGCCTTGGCCACAGGCGCGGTCAGTAGCGGA
ACGCCACCCCGCCCCAGAACAAGCACCGACGGTTCCGCGAACGTGCGGAACCGGTGTCCGCGCCAGTCATCGCCT
Y R I

TCATCACCGACTTGAGCTCGGTGAAGTCATCGATGAAGGCCGAGCCGAACTCGCGGCCAATGCCGGAAGCCTTGA
AGTAGTGGCTGAACTCGAGCCACTTCAGTAGCTACTTCCGGCTCGGCTTGAGCGCCGGTTACGGCCTTCGGAACT
M Vs K L E T F D D I F A S G F E R G I G S A K I

TGCCCCCAAACGGTACAGCCGGGTCGAGCAGGGTGTGCATGTTGACCCACAGGGTACCGGCCTGGATTTGCGGGA
ACGGGGGTTTGCCATGTCGGCCCAGCTCGTCCCACACGTACAACTGGGTGTCCCATGGCCGGACCTAAACGCCCT
G G F P V AP DL L T HMNUV W L T G A Q I QO P I

TCATGCGCATGGCCTTGCCCAGGTCGTTGGTCCACAGGCTGGCGCTGAGGCCGTAGGGCGAGGCGTTCATCAGGT
AGTACGCGTACCGGAACGGGTCCAGCAACCAGGTGTCCGACCGCGACTCCGGCATCCCGCTCCGCAAGTAGTCCA
M R M A K G L DN T WL S A S L G Y P S A N M L H

GCAGCAGTTCGTCTTCGTCGTCATAAGGCAGGAAGGTCGCCACAGGGCCGAAGGTTTCCTGGGTGAGCAGGGTGT
CGTCGTCAAGCAGAAGCAGCAGTATTCCGTCCTTCCAGCGGTGTCCCGGCTTCCAAAGGACCCACTCGTCCCACA
L . £ D E D DY P L F T AV P G F T E Q T L L T D

CGCAGGCTGACCGGGCGAGGATTACCGTGGGTTCGACGAAACAGCCGGGGCCGTCGCCCAGGGTGCCGCCGTGAA
GCGTCCGACTGGCCCGCTCCTAATGGCACCCAAGCTGCTTTGTCGGCCCCGGCAGCGGGTCCCACGGCGGCACTT
c A S RA L I VT P EV F CG P G D G L T G G H I

TGATCTGGCTGCCTTCGGCGCGGGCGATGGCGAACAGTTCGGCCAGCTTCTGCTGGTGCGGCTTGTTGGCCACGG
ACTAGACCGACGGAAGCCGCGCCCGCTACCGCTTGTCAAGCCGGTCGAAGACGACCACGCCGAACAACCGGTGCC
I ¢ s G E A RATI A F L E AL K Q Q H P K N A V P

GGCCGAACTGGGTGGCCTCGTCCAGTGGCGAGCCGATTTTCAGTTGGCCCAGGCGCTGGGACAGGGCGTCCAGCA
CCGGCTTGACCCACCGGAGCAGGTCACCGCTCGGCTAAAAGTCAACCGGGTCCGCGACCCTGTCCCGCAGGTCGT
G F Q T A E DL P S G I K L Q0 G L R Q s L A D L L

GCGGGTCGATGCGCGAGCGGTGCACATAGAAGCGCTCGCCCGCGGCGCAGATTTGCCCCGAGTGCAGGAAGCCGG
CGCCCAGCTACGCGCTCGCCACGTGTATCTTCGCGAGCGGGCGCCGCGTCTAAACGGGGCTCACGTCCTTCGGCC
p b I R S R H VY F R E GAAC I Q G S H L F G A

CCTCGATGATGCCGTCCACAGCCTTGTCGGTTGCCACGTCGGGCAGGAAGGCCACCGCGTTCTTGCCGCCCAGTT
GGAGCTACTACGGCAGGTGTCGGAACAGCCAACGGTGCAGCCCGTCCTTCCGGTGGCGCAAGAACGGCGGGTCAA
E 1 1 6 DV A K D T AV D P L F A V A N K G G L E

CCAGTGTCGCACGGGTCAGCTTGGCGCCCATGGCAGCCTGGCCTACGGCGATGCCAGTGGGCACGGAGCCGGTGA
GGTCACAGCGTGCCCAGTCGAACCGCGGGTACCGTCGGACCGGATGCCGCTACGGTCACCCGTGCCTCGGCCACT
L T A R T L K AGMA A AOQ GV A I G T P V S G T F

ACGAGACCTTGTCGGTACCTGCGTGCTCGATCAGTGCCTTGCCCACCAGGCCACCACCGGTCAGCACGTTCAGTG
TGCTCTGGAACAGCCATGGACGCACGAGCTAGTCACGGAACGGGTGGTCCGGTGGTGGCCAGTCGTGCAAGTCAC
s v K b T™ G A HE I L A K GV L G G GG T L V N L A

CACCGGCCGGCAGGCCTGCTTCGGTGGCCAGTTCGGCAATGCGCAGCAGCGTCAGCGGGGTGAATTCGCTGGGCT
GTGGCCGGCCGTCCGGACGAAGCCACCGGTCAAGCCGTTACGCGTCGTCGCAGTCGCCCCACTTAAGCGACCCGA

G A P L G A ETAULEATIRUL L TUL P T F E S P K
TGAGGATAATGCTGCAGCCGGTTGTCAGGGCCGAGGCCAGCTTCCAGATGGCGATCATGCTGGCGAAGTTCCACG

ACTCCTATTACGACGTCGGCCAACAGTCCCGGCTCCGGTCGAAGGTCTACCGCTAGTACGACCGCTTCAAGGTGC
L 1 1 s ¢ G T T L A S A L KW I A I M S A F N W P

GCACGATGCCCACCACCACGCCAATCGGCTCGCGCAGGGTGAAGGCGCTGTAGCGCTCACCGGCGAACGAGGGCA
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CGTGCTACGGGTGGTGGTGCGGTTAGCCGAGCGCGTCCCACTTCCGCGACATCGCGAGTGGCCGCTTGCTCCCGT
v 1 G Vv Vv v G I P ER L T F A S Y R E G A F S P L

GCGACGGGGTGATGGTCTGGCCGGTGATCTTGGTCGCCCAGCCGGCGTAGTAGCGCAGGAAGTGCGCGGCCTGCT
CGCTGCCCCACTACCAGACCGGCCACTAGAACCAGCGGGTCGGCCGCATCATCGCGTCCTTCACGCGCCGGACGA
s p T I T Q G T I K T A W G A Y Y R L F H A A Q Q

GTACTTCGAACGCACGGGAAATGCCGATGAGCTTGCCGGATTGCAAGGTTTCCAGCTGCGCCAGTTCTTCGCGGT
CATGAAGCTTGCGTGCCCTTTACGGCTACTCGAACGGCCTAACGTTCCAAAGGTCGACGCGGTCAAGAAGCGCCA
vV E F A RS I G I L K G S QL T ETL Q A L E E R N

TGGCTTCCAGCAGGTCGGCCAGCTTGAACAGCACTGCGGCGCGGGCGGCGGGGCTGGTGTGCGACCAGGCGGTAA
ACCGAAGGTCGTCCAGCCGGTCGAACTTGTCGTGACGCCGCGCCCGCCGCCCCGACCACACGCTGGTCCGCCATT
A E L L DAL K F L VA AR A A P S T H S W A T F

AGCCTTGGCGCGAGGAGCTGACGGCATGGTCGACATCGGCCTGGTTGGCGTCGGCGATGTGGGCGATGGTCTGGC
TCGGAACCGCGCTCCTCGACTGCCGTACCAGCTGTAGCCGGACCAACCGCAGCCGCTACACCCGCTACCAGACCG
G 9 R s s s vV A H DV DA QN A DA ATI HA AT T Q G

CGTTGGCCGGGTTGACCACGGCAATGTTCGACGACGACTGGCTGGCGAGGTGCTGGCCGTGGATGAACACGCCAT
GCAACCGGCCCAACTGGTGCCGTTACAAGCTGCTGCTGACCGACCGCTCCACGACCGGCACCTACTTGTGCGGTA
N A PNV VA I NS S S Q S A L HQ G H I F V G H

GCTCGCGGGCCAGGAAGGCCGTGACGGCAGGTAGGAGGGTGATGTCGCTCATGCAGACTCCGGGGCAGTTGGCCA
CGAGCGCCCGGTCCTTCCGGCACTGCCGTCCATCCTCCCACTACAGCGAGTACGTCTGAGGCCCCGTCAACCGGT
E R AL F A T V A P L L T I D S M
<+— tynC
AAGTTTGCAGCTTAATAAGCGGGGCAGTGCGGTGCTTGTGCCTGCGTGACAGGTGCATGACTGTGGCTGCCAACC
TTCARACGTCGAATTATTCGCCCCGTCACGCCACGAACACGGACGCACTGTCCACGTACTGACACCGACGGTTGG

GCACTGGGTAAGCCTTGTGGGAGCGGCCTTGTGTCGCGATAGGGCCGCAGAGCGGCCCCGGCGATGTTGGCGGCG
CGTGACCCATTCGGAACACCCTCGCCGGAACACAGCGCTATCCCGGCGTCTCGCCGGGGCCGCTACAACCGLCCGC

AAGCTGAAAATGCTGGGGCCGCTTCGCGCCCCTATCGCGACGCAAGGCCGCT|ICCCACAAAAAAAGCGAGCGTAGG
TTCGACTTTTACGACCCCGGCGAAGCGCGGGGATAGCGCTGCGTTCCGGCGAGGGTGTTTTTTTCGCTCGCATCC

CCGGGCTGATTGCTGGCAGGCAGCAACAAGCCCGGCGGCAGCCATCGGCAAGACGCCATGCCACCGGCAGCGCAC
GGCCCGACTAACGACCGTCCGTCGTTGTTCGGGCCGCCGTCGGTAGCCGTTCTGCGGTACGGTGGCCGTCGCGTG
tynG —»
T M S L N N K L T E H
AGTAATCACTCGTTCAACGCCACAAARACAAGCCGGGGCATACGATGTCACTCAATAACAAGCTCACCGAGCACC
TCATTAGTGAGCAAGTTGCGGTGTTTTTGTTCGGCCCCGTATGCTACAGTGAGTTATTGTTCGAGTGGCTCGTGG

L NR G T V G F P TAULAS TV GGL I M A S P V I
TCAACCGCGGCACTGTCGGTTTCCCCACCGCACTGGCCAGCACTGTCGGGCTGATCATGGCCAGCCCGGTGATCC
AGTTGGCGCCGTGACAGCCAAAGGGGTGGCGTGACCGGTCGTGACAGCCCGACTAGTACCGGTCGGGCCACTAGG

L. T A T M G F G I G G S A F A V A MV I A A L MM
TCACCGCGACCATGGGCTTTGGCATCGGCGGCAGCGCCTTCGCCGTGGCCATGGTCATCGCCGCACTGATGATGC
AGTGGCGCTGGTACCCGAAACCGTAGCCGCCGTCGCGGAAGCGGCACCGGTACCAGTAGCGGCGTGACTACTACG
L A Q s T T F A EAA S I L P T T G S V Y D Y I N
TGGCGCAGTCCACCACCTTTGCCGAGGCTGCGTCGATCCTGCCGACCACGGGCTCGGTATACGACTACATCAACT
ACCGCGTCAGGTGGTGGAAACGGCTCCGACGCAGCTAGGACGGCTGGTGCCCGAGCCATATGCTGATGTAGTTGA

c 6 M G RF F A I TG T L S A Y L I V HV F A G T
GTGGCATGGGCCGTTTCTTCGCCATTACCGGCACGCTGTCGGCCTACCTGATCGTGCATGTGTTCGCCGGTACCG
CACCGTACCCGGCAAAGAAGCGGTAATGGCCGTGCGACAGCCGGATGGACTAGCACGTACACAAGCGGCCATGGC

A E T I L S GV M AL VN F E HUL N T L A E S A G
CCGAAACCATCCTGTCGGGGGTGATGGCGCTGGTGAACTTCGAGCACCTCAATACCCTGGCGGAATCCGCCGGCG
GGCTTTGGTAGGACAGCCCCCACTACCGCGACCACTTGAAGCTCGTGGAGTTATGGGACCGCCTTAGGCGGCCGC

G s w L L GV C F V VA F AV L NAF G V S A F S
GTTCGTGGCTGCTGGGGGTGTGCTTCGTGGTGGCGTTTGCGGTGCTCAATGCCTTTGGCGTCAGCGCCTTCAGCC
CAAGCACCGACGACCCCCACACGAAGCACCACCGCAAACGCCACGAGTTACGGAAACCGCAGTCGCGGAAGTCGG

R A EV VL TF¥F GM W T T L MV F GV L G L I A A
GCGCGGAAGTGGTCCTCACCTTCGGCATGTGGACCACCTTGATGGTGTTCGGCGTGCTTGGCCTGATCGCCGCAC
CGCGCCTTCACCAGGAGTGGAAGCCGTACACCTGGTGGAACTACCACAAGCCGCACGAACCGGACTAGCGGCGTG

P AV E L D G P F GV s L VG T DL M T I L S L V

CCGCAGTGGAACTGGACGGCCCGTTCGGCGTGTCGCTGGTGGGCACCGACCTGATGACCATCCTCTCGCTGGTCG
GGCGTCACCTTGACCTGCCGGGCAAGCCGCACAGCGACCACCCGTGGCTGGACTACTGGTAGGAGAGCGACCAGC
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G MA M FMVFV G CE F VTP L A P E L R R S A W
GCATGGCCATGTTCATGTTCGTTGGCTGCGAGTTCGTCACGCCGCTTGCCCCCGAACTGCGTCGCTCGGCCTGGG
CGTACCGGTACAAGTACAAGCAACCGACGCTCAAGCAGTGCGGCGAACGGGGGCTTGACGCAGCGAGCCGGACCC

v L P R AMAILSGTI LU FGVASCMU F I Y G A A MK
TGCTGCCGCGGGCCATGGCGCTGGGCCTGTTTGGCGTGGCCAGCTGCATGTTCATCTACGGAGCGGCGATGAAGC
ACGACGGCGCCCGGTACCGCGACCCGGACAAACCGCACCGGTCGACGTACAAGTAGATGCCTCGCCGCTACTTCG

R 0 VENV VL DA AS GV HL L DT P M A I P R
GCCAGGTGGAAAACGTGGTGCTGGATGCCGCCAGTGGCGTGCACCTGCTGGACACGCCCATGGCCATCCCGCGCT
CGGTCCACCTTTTGCACCACGACCTACGGCGGTCACCGCACGTGGACGACCTGTGCGGGTACCGGTAGGGCGCGA

F A E Q VM GD I GP VWL GI G F L F A G A A T
TCGCCGAGCAGGTGATGGGTGATATTGGCCCAGTGTGGCTGGGTATCGGCTTCCTGTTCGCCGGCGCGGCCACCA
AGCGGCTCGTCCACTACCCACTATAACCGGGTCACACCGACCCATAGCCGAAGGACAAGCGGCCGCGCCGGTGGT

I N~ T L M A GV P R I L Y G M AV D G AL P K V F
TCAACACGCTGATGGCCGGTGTGCCACGCATTCTTTACGGCATGGCGGTGGACGGCGCGTTGCCCAAGGTGTTCA
AGTTGTGCGACTACCGGCCACACGGTGCGTAAGAAATGCCGTACCGCCACCTGCCGCGCAACGGGTTCCACAAGT

T ¥y L. H P R F K T P L L C I L VvV V A L I P C L H A
CCTACCTGCACCCGCGCTTCAAGACGCCGCTGCTGTGCATCCTGGTGGTGGCGTTGATCCCTTGCCTGCATGCCT
GGATGGACGTGGGCGCGAAGTTCTGCGGCGACGACACGTAGGACCACCACCGCAACTAGGGAACGGACGTACGGA

W Yy L 6 66 N P DN I L HL V L A AV C AW S T A Y
GGTACCTGGGCGGCAACCCGGACAACATCCTGCACCTGGTGCTGGCCGCCGTGTGCGCCTGGAGCACCGCCTACC
CCATGGACCCGCCGTTGGGCCTGTTGTAGGACGTGGACCACGACCGGCGGCACACGCGGACCTCGTGGCGGATGG

r L v T L s Vv v I L R I R R P DL P R A Y R S P L
TGCTGGTGACCCTGTCGGTGGTGATATTGCGCATCCGCCGCCCAGACCTGCCGCGTGCCTACCGCTCGCCGCTGT
ACGACCACTGGGACAGCCACCACTATAACGCGTAGGCGGCGGGTCTGGACGGCGCACGGATGGCGAGCGGCGACA

F P L P QI F s s s G I L I GMAUVF I T P P G M N
TCCCGTTGCCGCAGATATTCTCCAGTAGCGGTATCCTCATCGGCATGGCGTTCATCACACCGCCGGGCATGAACC
AGGGCAACGGCGTCTATAAGAGGTCATCGCCATAGGAGTAGCCGTACCGCAAGTAGTGTGGCGGCCCGTACTTGG

P A DVY VvV P F AI MUL GATAAY AL F W T L W
CTGCCGATGTCTACGTGCCGTTCGCCATCATGCTTGGCGCCACTGCGGCCTATGCATTGTTCTGGACGCTGTGGG
GACGGCTACAGATGCACGGCAAGCGGTAGTACGAACCGCGGTGACGCCGGATACGTAACAAGACCTGCGACACCC

vV ¢ K v N P F K P A RV E D V L E K E F A A E P G
TGCAGAAGGTCAACCCGTTCAAGCCGGCGCGGGTCGAGGATGTGCTCGAGAAAGAGTTTGCTGCCGAGCCTGGCC
ACGTCTTCCAGTTGGGCAAGTTCGGCCGCGCCCAGCTCCTACACGAGCTCTTTCTCAAACGACGGCTCGGACCGG

H A VvV E H VvV L H D Q K F A
ACGCCGTGGAGCACGTGCTGCATGATCAGAAATTTGCGTGAACGCTTGCTGGCGCCCCGAGCGCCTTCAGGCTAT
TGCGGCACCTCGTGCACGACGTACTAGTCTTTAAACGCACTTGCGAACGACCGCGGGGCTCGCGGAAGTCCGATA

CGCCCAGGCGCCACGCTGGCATGCCTGGCGCGCAACCTGGGGCAGCAGAACCTGGTGGCGGCCGGGGTGATCCAC
GCGGGTCCGCGGTGCGACCGTACGGACCGCGCGTTGGACCCCGTCGTCTTGGACCACCGCCGGCCCCACTAGGTG

GACCCGGCCCAGGGTTGGCAGGCCACGGTGCACGAACGCGTCGAGGCCCACCTGCTGATGCACATCGTCACCTGT
CTGGGCCGGGTCCCAACCGTCCGGTGCCACGTGCTTGCGCAGCTCCGGGTGGACGACTACGTGTAGCAGTGGACA

GAGTTCCAGCTGCAGTTGCCTGCTCCGCAAGGGGGCGAGGTCAGCCTGGAGCTGCGCCATACCGGTGCGCTTCGC
CTCAAGGTCGACGTCAACGGACGAGGCGTTCCCCCGCTCCAGTCGGACCTCGACGCGGTATGGCCACGCGAAGCG

CGTGCCGGCCTGGCCTGTGTGTACCGCAAGGGCGACCGGGCGCGCTTCGCCCGACTGCGCGACCGGTTGCTGCAG
GCACGGCCGGACCGGACACACATGGCGTTCCCGCTGGCCCGCGCGAAGCGGGCTGACGCGCTGGCCAACGACGTC

CAGGCCGCACTGGTGGCGGCGCTGATGCCGCTGGATTTCAAGCGCCTGACCTTGGCCTGGCGCGACGGCCAATGG
GTCCGGCGTGACCACCGCCGCGACTACGGCGACCTAAAGTTCGCGGACTGGAACCGGACCGCGCTGCCGGTTACC
TTGCTGACCCTGGAGCACATGGGCGGTAGCGAAGTGGTCAACCGCATGCCAGCGTTTCGCCGCTACATCCCCATC
AACGACTGGGACCTCGTGTACCCGCCATCGCTTCACCAGTTGGCGTACGGTCGCAAAGCGGCGATGTAGGGGTAG

AGCCCGCAACAGCGGGCGCACCTGATGGCCAGCCTGGCCCAGTTCAACACTTTGCTACCTAACCTTTGACGCAAA
TCGGGCGTTGTCGCCCGCGTGGACTACCGGTCGGACCGGGTCAAGTTGTGAAACGATGGATTGGAAACTGCGTTT

CTGGCATACGCCTTGCTGTATCAAGCGACGAATGATGACAGTTGTGCGCACATAGATAACATGTTAACAATGTGC
GACCGTATGCGGAACGACATAGTTCGCTGCTTACTACTGTCAACACGCGTGTATCTATTGTACAATTGTTACACG

tynR —»
M H T Q9 9 S N R QO G L E R W
GCATAACAACAAATCCTGCGTCGAGGGCAGCCATGCATACTCAACAATCCAACCGTCAGGGGCTGGAACGCTGGA

T T A M 9 9 I ¢ G R F E T E L A S N H S L F I G E
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CCACGGCCATGCAACAGATCTGTGGCCGTTTCGAGACGGAACTTGCGTCCAATCACTCGCTGTTCATCGGCGAGG
GGTGCCGGTACGTTGTCTAGACACCGGCAAAGCTCTGCCTTGAACGCAGGTTAGTGAGCGACAAGTAGCCGCTCC

v s T F S R A G L P L A N L R T NAG N I R R L G
TTTCTACCTTTTCCCGTGCCGGCTTGCCGCTGGCCAACCTGCGCACCAATGCCGGCAACATCCGCCGGCTGGGCG
AAAGATGGAAAAGGGCACGGCCGAACGGCGACCGGTTGGACGCGTGGTTACGGCCGTTGTAGGCGGCCGACCCGC

E N P T L D D D Q H CF L V S Q R A G H s T V S 0Q
AAAACCCGACCCTTGACGATGACCAGCATTGTTTCCTGGTCAGCCAGCGTGCGGGGCATTCCACCGTGTCCCAGG
TTTTGGGCTGGGAACTGCTACTGGTCGTAACAAAGGACCAGTCGGTCGCACGCCCCGTAAGGTGGCACAGGGTCC

G G M Q Vs L A P G EL L L M D S V G R CE I T P
GGGGCATGCAGGTCAGCCTGGCGCCGGGTGAGCTGCTGCTGATGGATTCGGTCGGGCGCTGCGAAATCACCCCCA
CCCCGTACGTCCAGTCGGACCGCGGCCCACTCGACGACGACTACCTAAGCCAGCCCGCGACGCTTTAGTGGGGGT

s 6 L I E H V s L A L S R E Q V R K Y V Q G S G P
GTGGGTTGATCGAACATGTCTCGCTGGCCCTGTCGCGTGAGCAGGTACGCAAGTATGTGCAAGGCAGCGGCCCGA
CACCCAACTAGCTTGTACAGAGCGACCGGGACAGCGCACTCGTCCATGCGTTCATACACGTTCCGTCGCCGGGCT

M F G K I s s s N A C G R ML HV L M D Q L C K D
TGTTTGGCAAGATCTCCTCGAGCAACGCCTGCGGGCGCATGCTGCATGTGCTGATGGACCAACTGTGCAAGGACG
ACAAACCGTTCTAGAGGAGCTCGTTGCGGACGCCCGCGTACGACGTACACGACTACCTGGTTGACACGTTCCTGC

G NV S GD GGAQGDAL QT AUF I A L L E P G F
GCAATGTAAGCGGTGATGGGGCCCAGGGCGACGCGCTGCAGACCGCCTTCATTGCCCTGCTGGAGCCAGGCTTCG
CGTTACATTCGCCACTACCCCGGGTCCCGCTGCGCGACGTCTGGCGGAAGTAACGGGACGACCTCGGTCCGAAGC

ERHGEAL GDNTL GAILNGANTLIRG Y V Q Q V
AGCGCCATGGCGAAGCGCTGGGCAACCTTGGGGCCTTGAACGGGGCCAACCTGCGGGGCTACGTGCAGCAGGTGA
TCGCGGTACCGCTTCGCGACCCGTTGGAACCCCGGAACTTGCCCCGGTTGGACGCCCCGATGCACGTCGTCCACT

I b E S9L S Q P G L TP S NLAGIRILNTI S V R H
TCGACGAGTCCCTGTCACAGCCCGGGCTGACCCCGTCCAACCTGGCCGGTCGCCTGAACATCTCGGTGCGTCACC
AGCTGCTCAGGGACAGTGTCGGGCCCGACTGGGGCAGGTTGGACCGGCCAGCGGACTTGTAGAGCCACGCAGTGG

L Yy R L F EEE G D s Vv C R Y I 0 R A R L K R S A
TGTACCGGCTGTTCGAGGAGGAGGGCGATAGTGTGTGCCGCTACATTCAGCGGGCGCGCCTGAAGCGCAGTGCGG
ACATGGCCGACAAGCTCCTCCTCCCGCTATCACACACGGCGATGTAAGTCGCCCGCGCGGACTTCGCGTCACGCC

b b L A NPFF RS E s I T Ss I A Y KW G F T D S
ATGACCTGGCCAACCCGTTCTTCAGGAGCGAGTCGATTACCTCGATTGCCTACAAGTGGGGGTTTACCGACTCGG
TACTGGACCGGTTGGGCAAGAAGTCCTCGCTCAGCTAATGGAGCTAACGGATGTTCACCCCCAAATGGCTGAGCC

A H F S R S F K K Q F E R S P K D Y R A Q A M V I
CGCATTTCAGCCGCTCGTTCAAGAAACAGTTCGAACGCTCGCCCAAGGACTACCGGGCGCAGGCGATGGTTTGAG
GCGTAAAGTCGGCGAGCAAGTTCTTTGTCAAGCTTGCGAGCGGGTTCCTGATGGCCCGCGTCCGCTACCAAACTC

TGTGATGGTGCTGCTTGTGCGGGCCTCATCGCCGGCAAGTCACTTGGCGGCGGTTCAGCGACGGCCGTTGAAGTA
ACACTACCACGACGAACACGCCCGGAGTAGCGGCCGTTCAGTGAACCGCCGCCAAGTCGCTGCCGGCAACTTCAT
R R G N F Y

GCCCGACAGCTGGTGCACGGTCTTGCCGGCAGTGAGCAGCAGCGGGCGGAAATGGTCCTTGCCGAGGATGCGCGC
CGGGCTGTCGACCACGTGCCAGAACGGCCGTCACTCGTCGTCGCCCGCCTTTACCAGGAACGGCTCCTACGCGCG
G s L. Qg H VT K GGA T L L L P R F H D K G L I R A

ATGCTTGACCGAGCTGACCAGGTCATAGCGCTTCGATCCCTCCTGCATACCCTCGGCGAGTATCTTGCAAATGAT
TACGAACTGGCTCGACTGGTCCAGTATCGCGAAGCTAGGGAGGACGTATGGGAGCCGCTCATAGAACGTTTACTA
H K Vvs s v L DY R K S G E QM G E A L I K C I I

GTGGCTGGGCGTGACGCCAAAGCCGGAGTAGCCCTGCACATAGAAAGCGTTGGGGCGGTTGTCGAGGGTGCCTAT
CACCGACCCGCACTGCGGTTTCGGCCTCATCGGGACGTGTATCTTTCGCAACCCCGCCAACAGCTCCCACGGATA
H s pp T V G F G s ¥ G Q VY F A NP R N DL T G I
CTGCGGAAACAGGTTGGCACTGGTGGCCATCGGGCCGCCCCAGGCCAGGTCGATGCGCACGTCTTTCAGGTAGGG
GACGCCTTTGTCCAACCGTGACCACCGGTAGCCCGGCGGGGTCCGGTCCAGCTACGCGTGCAGAAAGTCCATCCC
Q p F L NA S TAMU©P G G WAL DI R V D K L Y P

GAAAATCTTCAGCATCAGCGCGCGGTTCCACGCCTTCAGGTCCAGCGGGAAGTGCTCGACGAAGGGCGTGGCGGC
CTTTTAGAAGTCGTAGTCGCGCGCCAAGGTGCGGAAGTCCAGGTCGCCCTTCACGAGCTGCTTCCCGCACCGCCG
¥ I K LM L. AR NWAI KL D L P F HE V F P T A A
GCCAAACAGCAGGCGGTTCTCGCGGGTGACCCGGTAGTAGTCGATCACCGGGCGGATGTCGCTGTAGGCCCCGCG
CGGTTTGTCGTCCGCCAAGAGCGCCCACTGGGCCATCATCAGCTAGTGGCCCGCCTACAGCGACATCCGGGGCGC
G Fr L L R N E R TV R Y Y D I V P R I D S Y A G R

TATCGGGCTGATGCGCTCGATCAGCTCATCCGGCAATGGCTCGGTCATCATCTGGAAGGCATAGGTGTTTATAGT
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ATAGCCCGACTACGCGAGCTAGTCGAGTAGGCCGTTACCGAGCCAGTAGTAGACCTTCCGTATCCACAAATATCA
I p s I R E I L E D P L P E T MM OQ F A Y T N I T

GCGTGCGTGCAGCTGCGGCTCCAGCTTGTTGAGGAAGCTGTCGCACGCCCACAGCAGCTTGCTGGCGCGTACCGA
CGCACGCACGTCGACGCCGAGGTCGAACAACTCCTTCGACAGCGTGCGGGTGTCGTCGAACGACCGCGCATGGCT
R A H L Q P EL K N L F s D CA AW L L K S A R V S

GCCACGGCCGGTGCGTACCGTGATGCGCTCGCCGTAGGTCACTTCCAGGGCCGGGCTGTGTTCGAAGATGCGCGC
CGGTGCCGGCCACGCATGGCACTACGCGAGCGGCATCCAGTGAAGGTCCCGGCCCGACACAAGCTTCTACGCGCG
G R G TRV T I RE G Y TV E L A P S HE F I R A
ACCATGGCCCACCAGTGCCTGCGCTTCGCCCAGCAGCAGGTTCAGGGAATGCACATGGCCACCGCCCATGTGCAT
TGGTACCGGGTGGTCACGGACGCGAAGCGGGTCGTCGTCCAAGTCCCTTACGTGTACCGGTGGCGGGTACACGTA
G H G VL A QA E G L L L NL S HV HG G G M H M

CAGGGCGCTGCTGTAGGCGTTGCTGCCGATGATCTGGCGCACTTCGCTGCCACCGAGAAAACGGATCTCGTCGCG
GTCCCGCGACGACATCCGCAACGACGGCTACTAGACCGCGTGAAGCGACGGTGGCTCTTTTGCCTAGAGCAGCGC
L A S S Y A NS G I I Q9 RV E S G G L F R I E D R

GGTATTGATCGCCTTGAACGCCTTCTCCCATTTGCGCAGGGTCTGTTCCTGGCGGCGGTTGAAGCCCATGTAGCC
CCATAACTAGCGGAACTTGCGGAAGAGGGTAAACGCGTCCCAGACAAGGACCGCCGCCAACTTCGGGTACATCGG
T N I A K F A K E W K R L T Q E Q0 R R N F G M Y G

ATAGCCGTGGCAGAAGTCGGCGTCGATGGCGTAGCGGGCGATGCGGTCCTTGATGATGCCGGCGCCCAGTTCGCT
TATCGGCACCGTCTTCAGCCGCAGCTACCGCATCGCCCGCTACGCCAGGAACTACTACGGCCGCGGGTCAAGCGA
Yy G H ¢ F DADTIAY R ATIIRDI KTI I G A G L E S

GATTTCGAAAATATCCCTCACGCCCTGATCACCGACGCTGCTGCGGATCTTCTCCAGGTCGTGGCCGATGCCCGC
CTAAAGCTTTTATAGGGAGTGCGGGACTAGTGGCTGCGACGACGCCTAGAAGAGGTCCAGCACCGGCTACGGGCG
I E F I DRV G QD GV S S R I K E L D HG I G A

CATGATCTGCCCGCCGTTGCGCCCGCTACCGCCGTAGCCCAGATAACGGCCCTCGAGCACGACGATATTGGTCAC
GTACTAGACGGGCGGCAACGCGGGCGATGGCGGCATCGGGTCTATTGCCGGGAGCTCGTGCTGCTATAACCAGTG
M I 0 G G N RG S G GY G L Y R G E L V V I N TV

GCCTTGTTCCGCCAGCTCCAGGGCGGTGTTAATGCCGGAGAAACCGCCACCGATCACCACGACATCGGCCTCGAT
CGGAACAAGGCGGTCGAGGTCCCGCCACAATTACGGCCTCTTTGGCGGTGGCTAGTGGTGCTGTAGCCGGAGCTA
G 9 EA L E L A TNTI G S F G GG G I V V V D A E I

GTCGCGTTCCAGGGTTGGGAAGCTCAGGTTGTACTTCTTGGTCGCCGAGTAGTAGGTGGGGCTCTCGAGGGTGAT
CAGCGCAAGGTCCCAACCCTTCGAGTCCAACATGAAGAACCAGCGGCTCATCATCCACCCCGAGAGCTCCCACTA
p R E L T P F S L N Y K K T A S Y Y T P S E L T I

CATGACGCCGCCTGCTGACTGGAAATGGGTAGAAATCATTCTATTAATGTATTAATGATTGTGCACTGGCATACT
GTACTGCGGCGGACGACTGACCTTTACCCATCTTTAGTAAGATAATTACATAATTACTAACACGTGACCGTATGA
M V G G A S Q F H T S I M

<+—tynD

hpaR —»

M T T PR P S L T L T L L
CGCCGGTTTGCTATTTCCAGCCTCCTTGAGCCCGCATGACCACACCGAGACCCTCCCTGACCCTGACCTTGCTGC
GCGGCCAAACGATAAAGGTCGGAGGAACTCGGGCGTACTGGTGTGGCTCTGGGAGGGACTGGGACTGGAACGACG

Q A R E A T MAUVF F R P AL NA HDIL T E Q Q W R
AGGCGCGCGAAGCCACCATGGCGTTCTTCCGCCCGGCGCTGAATGCCCATGACCTGACCGAGCAGCAATGGCGGG
TCCGCGCGCTTCGGTGGTACCGCAAGAAGGCGGGCCGCGACTTACGGGTACTGGACTGGCTCGTCGTTACCGCCC

v 1 R I L R ©Q ¢ G E L E S H Q L A E L A C I L K P
TAATCCGTATCCTGCGCCAGCAAGGCGAGCTGGAAAGCCATCAGTTGGCGGAGCTGGCCTGTATCCTCAAACCCA
ATTAGGCATAGGACGCGGTCGTTCCGCTCGACCTTTCGGTAGTCAACCGCCTCGACCGGACATAGGAGTTTGGGT

s M s G v L KX R L E R DG I V A R R K S P E D Q R
GTATGAGCGGGGTGCTCAAGCGCCTGGAGCGTGACGGCATCGTAGCGCGGCGCAAGTCGCCGGAGGACCAGCGCC
CATACTCGCCCCACGAGTTCGCGGACCTCGCACTGCCGTAGCATCGCGCCGCGTTCAGCGGCCTCCTGGTCGCGG

R VF I S L T EAGOQQAF L A M S E E M T R N Y
GGGTGTTCATCAGCCTGACCGAGGCCGGCCAGCAAGCGTTTCTGGCGATGAGCGAGGAGATGACCCGCAACTACG
CCCACAAGTAGTCGGACTGGCTCCGGCCGGTCGTTCGCAAAGACCGCTACTCGCTCCTCTACTGGGCGTTGATGC

b K I LA QF G DD KL QOQULMOQULL GEMMIZEK K I
ACAAGATCCTCGCCCAGTTTGGCGATGACAAGCTGCAGCAGCTGATGCAGCTGCTGGGTGAAATGAAGAAGATCA
TGTTCTAGGAGCGGGTCAAACCGCTACTGTTCGACGTCGTCGACTACGTCGACGACCCACTTTACTTCTTCTAGT

K P
AACCCTGACGCGCCAGGCGTCAGCGGTTGAGTGACAGCGAGTCTTCCAGCACTTTCAGCAGTGCTGCCGCGCGLC
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TTGGGACTGCGCGGTCCGCAGTCGCCAACTCACTGTCGCTCAGAAGGTCGTGAAAGTCGTCACGACGGCGCGCGG
-1 I R N L s L 8 D E L VvV K L L A A A R R

12901 GCTCATAGGCGTCGGGGCCTGCGTACATCAGCTCTACATACAGGCTGTCGATGATGCCCAGGTAGGCATCGGCAT
CGAGTATCCGCAGCCCCGGACGCATGTAGTCGAGATGTATGTCCGACAGCTACTACGGGTCCATCCGTAGCCGTA
-1 E Y A DPGAYMULE VY L s DI I G L Y A D A Y

12976 ACAGCGCCAGGCGGCTGTGCTGCTCATGCGCCCAGCCGTGGCGAGCTTGCAGGGCCACGCTGAACCCTTCGCGTA
TGTCGCGGTCCGCCGACACGACGAGTACGCGGGTCGGCACCGCTCGAACGTCCCGGTGCGACTTGGGAAGCGCAT
-1 L AL R S H Q E H A WG HU R AQ UL A YV S F G E R I

13051 TGCCGTCCAGGTACTGTTCAAAGCCCGAAGTGACAATCGGCTTGATGCCCGCCGGGGGCAGGAACGCCGTGCGCA
ACGGCAGGTCCATGACAAGTTTCGGGCTTCACTGTTAGCCGAACTACGGGCGGCCCCCGTCCTTGCGGCACGCGT
-1 G b L Y Q E F G s TV I P K I G A P P L F A T R L

13126 ACACGAAGCGCAGTTGGGCCGAGTCGCGATAACGTTCGGCCAGGTGCAGGGCCAGCCAGTGCCCCGCCGCCAGGC
TGTGCTTCGCGTCAACCCGGCTCAGCGCTATTGCAAGCCGGTCCACGTCCCGGTCGGTCACGGGGCGGCGGTCCG
-1 vV F R L Q A S DR Y R EATULHUL AL W H G A A L G

13201 CGTCGCGGGCTTCCTGCGCAAAGCCGTGCTCGACAAAGGCCGTTTCCTGCACAAGCGCACGCTGGAACACCTCCA
GCAGCGCCCGAAGGACGCGTTTCGGCACGAGCTGTTTCCGGCAAAGGACGTGTTCGCGTGCGACCTTGTGGAGGT
-1 D R A E QAF G HEV F AT EQ V L A R Q F V E V

13276 CGAACAAGGCGTCCTTGTTGGCGAAATGCGCATACAGCGATGCCTTGCGCATGCCCGCCAACTGGGCGATTTCGT
GCTTGTTCCGCAGGAACAACCGCTTTACGCGTATGTCGCTACGGAACGCGTACGGGCGGTTGACCCGCTAAAGCA
-1 ¥F L A D KN A F HA Y L S A KR MG AUL QA I E N

13351 TCAGCGAAGAGGCGTCATAACCGTACTCGGCGAAGTGGCCGACGGCGGCATCGCACACACGCACCGCAGAAGGGG
AGTCGCTTCTCCGCAGTATTGGCATGAGCCGCTTCACCGGCTGCCGCCGTAGCGTGTGTGCGTGGCGTCTTCCCC
-1 L s s A DY G Y EAF H GV A ADCV R V A S P S

13426 AAAGGTCTTTCAACAGCATCACTCCGTCAGGGGCGCGGCGGGCCGCGCGCGTCTTGAGGGTGGGATTGTGGTGAT
TTTCCAGAAAGTTGTCGTAGTGAGGCAGTCCCCGCGCCGCCCGGCGCGCGCAGAACTCCCACCCTAACACCACTA
-1 L D K L L M

<+— tetR
13501 CGAARAATGCACGGGTCAATGCTTGTCGCAAGGCAATTTCCGGGCGCCATGGARAGTGCAATGTTCCCCTCGTAAC
GCTTTTACGTGCCCAGTTACGAACAGCGTTCCGTTAAAGGCCCGCGGTACCTTTCACGTTACAAGGGGAGCATTG
hpaB ——»
+3 M
13576 GTGCATTCCTCCACCCAATCGCCGCTCACATACTGATCGCGTCTTCGAATCCAATAAGAAAGAGACCGCTCATGA
CACGTAAGGAGGTGGGTTAGCGGCGAGTGTATGACTAGCGCAGAAGCTTAGGTTATTCTTTCTCTGGCGAGTACT

+3 K K p N P L L E D L K S v L p T I A A N A M R A E
13651 AAAAGCCAAACCCCCTGCTGGAAGACCTGAAGTCCGTCCTGCCGACCATTGCCGCCAATGCCATGCGTGCAGAGC
TTTTCGGTTTGGGGGACGACCTTCTGGACTTCAGGCAGGACGGCTGGTAACGGCGGTTACGGTACGCACGTCTCG

+30 D R S V P A E N I A L L K S I G M HR A F L P K
13726 AGGACCGCAGTGTGCCGGCAGAGAATATCGCCTTGCTGAAAAGCATCGGCATGCACCGCGCTTTCTTGCCCAAAC
TCCTGGCGTCACACGGCCGTCTCTTATAGCGGAACGACTTTTCGTAGCCGTACGTGGCGCGAAAGAACGGGTTTG

+3H F G G M E I T L P E F A Q C I A L L A G A C A S
13801 ACTTCGGCGGCATGGAAATCACCCTGCCGGAGTTCGCCCAGTGCATCGCCTTGCTGGCGGGGGCCTGCGCCAGCA
TGAAGCCGCCGTACCTTTAGTGGGACGGCCTCAAGCGGGTCACGTAGCGGAACGACCGCCCCCGGACGCGGTCGT

+3 T A w A M s L L ¢ T H S H Q M A M F S P K L Q Q E
13876 CAGCCTGGGCCATGAGCCTGCTGTGCACCCACAGCCACCAGATGGCAATGTTCTCGCCCAAGCTACAACAGGAGG
GTCGGACCCGGTACTCGGACGACACGTGGGTGTCGGTGGTCTACCGTTACAAGAGCGGGTTCGATGTTGTCCTCC

+3v. . G s b p DA T A S S S I A P F G R T EE V E G
13951 TGTGGGGTAGCGACCCGGATGCTACCGCCAGCAGCAGTATCGCGCCGTTCGGCCGCACTGAAGAGGTTGAGGGTG
ACACCCCATCGCTGGGCCTACGATGGCGGTCGTCGTCATAGCGCGGCAAGCCGGCGTGACTTCTCCAACTCCCAC

+36 v s ¥ S G EM G W S S G C D HAE WA ATI L G F R
14026 GCGTGTCGTTCAGCGGCGAAATGGGCTGGAGTTCCGGTTGCGACCACGCCGAATGGGCGATTCTCGGTTTCCGCC
CGCACAGCAAGTCGCCGCTTTACCCGACCTCAAGGCCAACGCTGGTGCGGCTTACCCGCTAAGAGCCAAAGGCGG

+3R K N A E G A Q DY C F A I L P R S D Y E I R D D
14101 GCAAGAATGCCGAAGGCGCTCAGGATTACTGCTTCGCCATCCTGCCTCGCAGTGACTATGAAATCCGTGATGACT
CGTTCTTACGGCTTCCGCGAGTCCTAATGACGAAGCGGTAGGACGGAGCGTCACTGATACTTTAGGCACTACTGA

+3w vy A V G M R G S G s K T L I v R DA F V P E H R

14176 GGTATGCCGTGGGCATGCGCGGCAGCGGCAGCAAGACCCTGATCGTGCGTGATGCCTTCGTGCCCGAGCACCGCA
CCATACGGCACCCGTACGCGCCGTCGCCGTCGTTCTGGGACTAGCACGCACTACGGAAGCACGGGCTCGTGGCGT
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+3I 9 K A K D MMEGZ K S A G F G L Y P D S K I F F
14251 TCCAGAAGGCCAAGGACATGATGGAGGGCAAGTCGGCGGGCTTTGGTTTGTACCCCGACAGCAAGATTTTCTTCG
AGGTCTTCCGGTTCCTGTACTACCTCCCGTTCAGCCGCCCGAAACCAAACATGGGGCTGTCGTTCTAAAAGAAGC

+3A P Y R P Y F A S GVF s TV S L GV A EIRMTL E V
14326 CCCCGTATCGCCCGTATTTTGCCAGCGGCTTCTCCACGGTCAGCTTGGGCGTTGCCGAGCGCATGCTGGAGGTGT
GGGGCATAGCGGGCATAAAACGGTCGCCGAAGAGGTGCCAGTCGAACCCGCAACGGCTCGCGTACGACCTCCACA

+3F R E K T R N R V R A Y T G A A V G A A T P A L M
14401 TCCGCGAGAAAACCCGCAACCGCGTGCGTGCCTACACCGGTGCTGCCGTGGGCGCCGCCACCCCGGCGCTGATGC
AGGCGCTCTTTTGGGCGTTGGCGCACGCACGGATGTGGCCACGACGGCACCCGCGGCGGTGGGGCCGCGACTACG

+3R L. A E S T H Q V A A A R A L L E K S W D E I A E
14476 GCCTGGCCGAGTCGACCCATCAGGTGGCCGCTGCCCGGGCATTGCTGGAAAAGAGCTGGGACGAGATTGCCGAGC
CGGACCGGCTCAGCTGGGTAGTCCACCGGCGACGGGCCCGTAACGACCTTTTCTCGACCCTGCTCTAACGGCTCG

+3H S A R H E Y P S R G T L A F W R T N Q G Y A V K
14551 ACAGTGCCCGTCACGAATACCCGTCGCGTGGCACGCTGGCGTTCTGGCGTACCAACCAGGGCTACGCCGTGAAGA
TGTCACGGGCAGTGCTTATGGGCAGCGCACCGTGCGACCGCAAGACCGCATGGTTGGTCCCGATGCGGCACTTCT

+3 M ¢ I 9 A VvV DR L M EAA AG G G A W F E S N E L Q
14626 TGTGCATCCAGGCCGTCGACCGCCTGATGGAAGCGGCCGGTGGTGGCGCCTGGTTCGAGAGCAACGAACTGCAGC
ACACGTAGGTCCGGCAGCTGGCGGACTACCTTCGCCGGCCACCACCGCGGACCAAGCTCTCGTTGCTTGACGTCG

+ 3R L, F R D S H M T G A H A Y T D Y DV C A Q I L G
14701 GGCTGTTCCGCGATTCGCACATGACCGGTGCCCATGCCTACACCGATTACGACGTGTGTGCGCAAATCCTCGGCC
CCGACAAGGCGCTAAGCGTGTACTGGCCACGGGTACGGATGTGGCTAATGCTGCACACACGCGTTTAGGAGCCGG

+3R E L M G L E P D P A M V
14776 GCGAGCTGATGGGCCTGGAGCCTGACCCGGCGATGGTCTGAGCCGCCACTTGTTTTCACCCATCCCCTACAAGCA
CGCTCGACTACCCGGACCTCGGACTGGGCCGCTACCAGACTCGGCGGTGAACAAAAGTGGGTAGGGGATGTTCGT
hpaC —»p
+1 M s K E T F D S R A
14851 CAACAACAAACAGGGCAGGCTGCCAGGCCTGCCCGGGAGTCTTGCATGTCCAAAGAAACCTTCGATTCACGTGCC
GTTGTTGTTTGTCCCGTCCGACGGTCCGGACGGGCCCTCAGAACGTACAGGTTTCTTTGGAAGCTAAGTGCACGG

+1 F R R A L G N F A T G V T VvV V T A A G P S G R K V
14926 TTCCGCCGCGCCCTGGGCAACTTCGCCACCGGCGTGACCGTGGTGACTGCCGCCGGCCCCAGTGGCCGCAAGGTC
AAGGCGGCGCGGGACCCGTTGAAGCGGTGGCCGCACTGGCACCACTGACGGCGGCCGGGGTCACCGGCGTTCCAG

+¢1 6 v T A N S F N S Vv s L D P A L I L W S I D K R S
15001 GGCGTTACCGCCAACAGCTTCAACTCGGTGTCGCTGGACCCGGCGCTGATCCTGTGGAGCATCGACAAGCGCTCC
CCGCAATGGCGGTTGTCGAAGTTGAGCCACAGCGACCTGGGCCGCGACTAGGACACCTCGTAGCTGTTCGCGAGG

+1 T S H E VvV F E E A S H F A V N I L A A D O I D L S
15076 ACCAGCCATGAAGTGTTCGAAGAGGCCTCGCACTTTGCCGTGAACATTCTGGCTGCGGACCAGATCGACCTGTCC
TGGTCGGTACTTCACAAGCTTCTCCGGAGCGTGAAACGGCACTTGTAAGACCGACGCCTGGTCTAGCTGGACAGG

+1 N N F A R P K E D R F A G I DY E T G T G G A P L
15151 AACAACTTTGCCCGCCCGAAGGAAGATCGCTTTGCCGGTATCGACTACGAGACCGGCACTGGCGGCGCGCCGTTG
TTGTTGAAACGGGCGGGCTTCCTTCTAGCGAAACGGCCATAGCTGATGCTCTGGCCGTGACCGCCGCGCGGCAAC

+1 ¥ A D C A A R F E C E K Y Q0 0 L D G G D H W I L V
15226 TTCGCCGATTGCGCGGCGCGCTTTGAGTGTGAAAAGTACCAGCAGCTGGACGGTGGCGATCACTGGATCCTGGTG
AAGCGGCTAACGCGCCGCGCGAAACTCACACTTTTCATGGTCGTCGACCTGCCACCGCTAGTGACCTAGGACCAC

+1 6 K v v A ¥ D D F G R S P L L Y H Q G A Y S M V L
15301 GGCAAGGTAGTGGCCTTTGATGACTTTGGCCGCTCGCCGCTGCTGTATCACCAGGGCGCCTATTCAATGGTGCTG
CCGTTCCATCACCGGAAACTACTGAAACCGGCGAGCGGCGACGACATAGTGGTCCCGCGGATAAGTTACCACGAC

+1 Pp H T R M T Q G A E G Q A P S S H F Q G R L Q H N
15376 CCGCATACCCGCATGACCCAAGGCGCAGAGGGGCAGGCACCGAGCAGCCACTTCCAGGGCCGCCTGCAGCACAAC
GGCGTATGGGCGTACTGGGTTCCGCGTCTCCCCGTCCGTGGCTCGTCGGTGAAGGTCCCGGCGGACGTCGTGTTG

+1 L Yy Yy L M T Q9 A L R A Y Q A D Y Q P R Q L C T G L
15451 CTGTACTACCTGATGACCCAGGCGCTGCGTGCCTACCAGGCTGACTACCAGCCACGCCAGCTGTGTACCGGCCTG
GACATGATGGACTACTGGGTCCGCGACGCACGGATGGTCCGACTGATGGTCGGTGCGGTCGACACATGGCCGGAC

+1 R T S E A R M L M V L E N D A G L S L N D L Q R E

15526 CGCACCAGCGAGGCACGCATGCTGATGGTGCTGGAGAACGATGCGGGCCTGAGCCTGAACGACCTGCAACGCGAA
GCGTGGTCGCTCCGTGCGTACGACTACCACGACCTCTTGCTACGCCCGGACTCGGACTTGCTGGACGTTGCGCTT
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+1 v A M P A R E I E E A V A N L K R K G L I A D D E
15601 GTGGCGATGCCGGCGCGGGAGATCGAGGAAGCGGTTGCCAACCTCAAGCGCAAAGGGCTGATTGCCGATGACGAA
CACCGCTACGGCCGCGCCCTCTAGCTCCTTCGCCAACGGTTGGAGTTCGCGTTTCCCGACTAACGGCTACTGCTT

+1 6 R V R L §$ V K G v D E T E A L W T I A R Q Q O D
15676 GGGCGAGTGCGGCTATCGGTGAAGGGCGTGGACGAGACCGAGGCGTTGTGGACCATTGCCCGGCAACAGCAGGAC
CCCGCTCACGCCGATAGCCACTTCCCGCACCTGCTCTGGCTCCGCAACACCTGGTAACGGGCCGTTGTCGTCCTG

+¢1 K VvV ¥F G Q F S E Q 9 L E T F K T V L K A L I N I I
15751 AAGGTGTTCGGGCAGTTCAGTGAACAGCAGCTGGAGACTTTCAAGACCGTGCTCAAGGCCCTTATCAACATCTGA
TTCCACAAGCCCGTCAAGTCACTTGTCGTCGACCTCTGAAAGTTCTGGCACGAGTTCCGGGAATAGTTGTAGACT

15826 ACACGCTTTGGGATGGCACCGGCT|GTTTTGGATGGCACCGGCTGTGCCGGTGTTCGCGGATGAACCCGCTCCCAC
TGTGCGAAACCCTACCGTGGCCGA|CAAAACCTACCGTGGCCGACACGGCCACAAGCGCCTACTTGGGCGAGGGTG

15901 |AGGTCCAGCGCCAGTAGCAACTTCGGCGCGGTACCTGTGGGAGCGGCTTTAGCCGCGAACACCGGCAAAGCCGGT
TCCAGGTCGCGGTCATCGTTGAAGCCGCGCCATGGACACCCTCGCCGAAATCGGCGCTTGTGGCCGTTTCGGCCA

15976 GCCATCCAACCAGAAGCCTCAGTAGGCACCACCCCCGGCACTGGGGACTACCACTGTATCCTTGAACTTCCCCGC
CGGTAGGTTGGTCTTCGGAGTCATCCGTGGTGGGGGCCGTGACCCCTGATGGTGACATAGGAACTTGAAGGGGCG
-2 G DL W F G I Y A G G G A S P V V V T D K F K G A

16051 CAGCTCGCGCAGCCCGCGCATCAGCACCGTGGTATCCACACCCACCGCCACAAACGCCGCACCCAGCTCGATGTA
GTCGAGCGCGTCGGGCGCGTAGTCGTGGCACCATAGGTGTGGGTGGCGGTGTTTGCGGCGTGGGTCGAGCTACAT
-2 L E R L GR ML VT TDV GV A V F A A G L E I Y

16126 GCGTCGCGCCAGTTTCTCGTCCGCGCTGAGAATGCCGGCGGCTTTGCCCGCCTTGCCAATGCGCACGATTGCGTC
CGCAGCGCGGTCAAAGAGCAGGCGCGACTCTTACGGCCGCCGAAACGGGCGGAACGGTTACGCGTGCTAACGCAG
-2 R R A L K E DA S L I G A A K G A K G I R V I A D

16201 TTCAATCGCCGCCTGCACCTCCGGGTGCCCGGGGTTGCCGCGATGCCCCATGGCCGCACTCAGGTCTGCAGGCCC
AAGTTAGCGGCGGACGTGGAGGCCCACGGGCCCCAACGGCGCTACGGGGTACCGGCGTGAGTCCAGACGTCCGGG
-2 E I A A Q V E P H G P N G R HGMAA S L D A P G

16276 GATGAACACGCCATCCACACCTTCCACTGCAACGATCTCGTCCAGGTTGGCCAGGCCTTCCTTGTTCTCGATCTG
CTACTTGTGCGGTAGGTGTGGAAGGTGACGTTGCTAGAGCAGGTCCAACCGGTCCGGAAGGAACAAGAGCTAGAC
-2 I ¥ V G DV GE VAV I EDIL N ATULGE KN E I 0

16351 CACCAGCAGGCACATTTGCTCATCGGCGTGGTCCAGGTAACCGGGGAGGGTGTTCCAGCGCGAAGCCCGCGCCAG
GTGGTCGTCCGTGTAAACGAGTAGCCGCACCAGGTCCATTGGCCCCTCCCACAAGGTCGCGCTTCGGGCGCGGTC
-2 v . L ¢CM QED AUHUDTLY G P L T NW R S A R A L

16426 CGCGCTGCCCACCCCGCGAATGCCCTTGGGCGGGTAATGCATGGCCTTGACCAGTTGCCGCGCCTGTTCGGCAGT
GCGCGACGGGTGGGGCGCTTACGGGAACCCGCCCATTACGTACCGGAACTGGTCAACGGCGCGGACAAGCCGTCA
-2 A S GV G R I G K P P Y HMAI KV L Q RA QO E A T

16501 TTCCACCATCGGCACCAGCAAGGTTTGTGCGCCGATATCCAGCACCTGCTTGATCAGCGCGGTATCGCCGATCAC
AAGGTGGTAGCCGTGGTCGTTCCAAACACGCGGCTATAGGTCGTGGACGAACTAGTCGCGCCATAGCGGCTAGTG
-2 E v M PV L L T QA G I DL V Q K I L A T D G I V

16576 CGGGCGGATCACTGCCTGGCTGGGGTAGGGTGCCACCGCCTGCAACTGGGCGAGCATGCCGCGCAGGTCGTTGGG
GCCCGCCTAGTGACGGACCGACCCCATCCCACGGTGGCGGACGTTGACCCGCTCGTACGGCGCGTCCAGCAACCC
-2 Pp R I VA Q S P Y P AV A QL Q A L M G R L D N P

16651 CGCGTGTTCGCCGTCGATCAGCAGCCAGTCGAAACCGGCATTGGCCGCCAGCTCGGCGCAGTAGGCATCGGCCAG
GCGCACAAGCGGCAGCTAGTCGTCGGTCAGCTTTGGCCGTAACCGGCGGTCGAGCCGCGTCATCCGTAGCCGGTC
-2 A HE G D I L L WD VF G AN A AULEAC Y A D A L

16726 GCCGAGCCACAGGCCGATTTGCGGTTCACCGCTGTGCAGGCGTCGCTTGAAGTGGTTGATGGGCATGTCCATGAG
CGGCTCGGTGTCCGGCTAAACGCCAAGTGGCGACACGTCCGCAGCGAACTTCACCAACTACCCGTACAGGTACTC
-2 6 L wW L 6 I Q P E G S HL R R K F HDNTI P M DM

<+—hpal

16801 CAGGTCCTTAAACGAAGCGGCAGGCGATGGAGCCGAGCATGTCGTAGTCGACGTGGAAGGTGTCACCTGGGCGAG
GTCCAGGAATTTGCTTCGCCGTCCGCTACCTCGGCTCGTACAGCATCAGCTGCACCTTCCACAGTGGACCCGCTC
-1 # v F R C A I S G L M DY DV HUF T D G P R A

16876 CGGCGACCGGGCGGGTGAACGAACCCCCAAGGATGATCTGGCCGGGCTGCAAGGTGACGTCGTACGGCGCCAGTT
GCCGCTGGCCCGCCCACTTGCTTGGGGGTTCCTACTAGACCGGCCCGACGTTCCACTGCAGCATGCCGCGGTCAA
-1 AV PR T VF s G G L I I Q9 G P @ L T V D Y P A L K

16951 TGTTGGCCAGCCAGGCAACGCCTTTGGCCGGGTGGTTGAGCACGGCAGCGCTGACCCCGGATTCCTCGATCACGC
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ACAACCGGTCGGTCCGTTGCGGAAACCGGCCCACCAACTCGTGCCGTCGCGACTGGGGCCTAAGGAGCTAGTGCG
N A L W AV G K AP HNTLV A A S V G S E E I V G

CATTGCGGTAGAGCACCGCCGGCACTTTGCGCAGGTCGATTTCGGTGGGGCGCACGGCCCGCCCGCCCATCACCA
GTAACGCCATCTCGTGGCGGCCGTGAAACGCGTCCAGCTAAAGCCACCCCGCGTGCCGGGCGGGCGGGTAGTGGT
N R YL V A P V K R L D I ET P R V A R G G M V V

CGCCGGCATTGGCGGCGTTGTCGGAGATGGTGTCGAACACCTTGCGGGTGGCCTGGGTTTGCGGGTCCACCTGCT
GCGGCCGTAACCGCCGCAACAGCCTCTACCACAGCTTGTGGAACGCCCACCGGACCCAAACGCCCAGGTGGACGA
G A NA A ND S I T D F V KR T A QT Q P D V QO 0

GGATGCGCGCGTCAATGATTTCCAGCGCCGGGATCACCCACTCGGTGGCGTCCAGCACATCAAACACGGTGATGT
CCTACGCGCGCAGTTACTAAAGGTCGCGGCCCTAGTGGGTGAGCCACCGCAGGTCGTGTAGTTTGTGCCACTACA
I R A DI I E L A P I VW E T A DL V D F V T I N

TCGGGCCCTTCAGCGGCTTGCCGAGGATGAACGCCAACTCCACTTCAACCCGCGGCACGATGAAGCGCTCGAAGG
AGCCCGGGAAGTCGCCGAACGGCTCCTACTTGCGGTTGAGGTGAAGTTGGGCGCCGTGCTACTTCGCGAGCTTCC
P 6 K L P K G L I F A L E V E V R P V I F R E F P

GGATGTCGCTGCCTTCGTCGAACAGCATGTCGTCGAGCAAGGCGCCGTAGTCGGGCTCGGTGATGTTCGACGATA
CCTACAGCGACGGAAGCAGCTTGTCGTACAGCAGCTCGTTCCGCGGCATCAGCCCGAGCCACTACAAGCTGCTAT
I bps G ED?F L M D DL LA G Y D P E T I N S S V

CCTGCATGGCGCGCGAGGTCAGGCCGATCTTGTGGCCCACCAGCTTGCGCCCGGCGGCGATCTTTTTTGCCACCC
GGACGTACCGCGCGCTCCAGTCCGGCTAGAACACCGGGTGGTCGAACGCGGGCCGCCGCTAGAAAAAACGGTGGG
Q M A R S T L G I K H G V L K R G A A I K K A V W

AGGCGCGCTGGATGGCGTAGGCGTCTTCGATGGTGATTGCCGGTTGCTCCAGCGAGAACTGGCGCACTTGCTCGC
TCCGCGCGACCTACCGCATCCGCAGAAGCTACCACTAACGGCCAACGAGGTCGCTCTTGACCGCGTGAACGAGCG
AR Q I A Y A D E I T I A P Q E L S F Q R V Q E R

GGGAGCGTTCGGCCTGGTCGAGGCGGTCGGCGGCGTGCTGGATGARAGCGTTGTCTAGCATGGGGGCGGTCTCTT
CCCTCGCAAGCCGGACCAGCTCCGCCAGCCGCCGCACGACCTACTTTCGCAACAGATCGTACCCCCGCCAGAGAA
S R EA Q DILRDA ARAUHEIOQTITFA ANTDTL M
<— hpaH
GATTCAAGGGTTGACGATGGCAGCCTGGGTGCGCAACACCAGCAGGCCGCCCAGGGCGATGARGACGGCGAGTAC
CTAAGTTCCCAACTGCTACCGTCGGACCCACGCGTTGTGGTCGTCCGGCGGGTCCCGCTACTTCTGCCGCTCATG
P NV IAAOQTH RTILVTILTLGG GTLATITFV A L V

GTACAGAGCAAGGCTGGCGCTGTGGGTGGTGTCGCGCACCCAGCCGATGAAGTAGGGCGTGAAGAACGAGGCGAT
CATGTCTCGTTCCGACCGCGACACCCACCACAGCGCGTGGGTCGGCTACTTCATCCCGCACTTCTTGCTCCGCTA
Yy L. AL S A S H T T D RV W G I F Y P T F F S A I

GCTGCCCAGCGAGCTGATCAGGGCAATGCCGGCGGCCTGGGTACGGGCGTTGAGGAACGCCGGCGGCAGTTGCCA
CGACGGGTCGCTCGACTAGTCCCGTTACGGCCGCCGGACCCATGCCCGCAACTCCTTGCGGCCGCCGTCAACGGT
s 66 L s s I L A I G A A Q TR ANLF A P P L Q W

GAACATCGGCAGCGCAGCGCTGGCGCCCATGCCGGCCAGCACCAGGCCGGCCATTACCGGCAGCGCCTGCTCGGG
CTTGTAGCCGTCGCGTCGCGACCGCGGGTACGGCCGGTCGTGGTCCGGCCGGTAATGGCCGTCGCGGACGAGCCC
rFr M P L A A S A GMGAUL VL G A MV P L A Q E P

GGCAATGGCCGCAATAGCGATGCCGATGGCAGCCATCAGCAGCGGTACGCACAGGTGCCAGCGGCGTTCGCGTTG
CCGTTACCGGCGTTATCGCTACGGCTACCGTCGGTAGTCGTCGCCATGCGTGTCCACGGTCGCCGCAAGCGCAAC
A I A A I A I G I A A ML L P V C L HW R R E R Q

GCGGTCGCTGGAGCGGCCGCACGCCAGCATGAACACGCAGCCGGCCACGTACGGCACAGCGCTGAGCAGGCCGAC
CGCCAGCGACCTCGCCGGCGTGCGGTCGTACTTGTGCGTCGGCCGGTGCATGCCGTGTCGCGACTCGTCCGGCTG
R bS s R GCAL MVF V CGA AV Y P V A S L L G V

ACTGGCGTCGCTGGCCACACCGGCACTGTGAATCAGGCTGGGCATCCAGAACGCAAGGGTATTCACCGCCAGCAT
TGACCGCAGCGACCGGTGTGGCCGTGACACTTAGTCCGACCCGTAGGTCTTGCGTTCCCATAAGTGGCGGTCGTA
s A DS AV G A S H I L S P MW F AL TNV A L M

CACCGCGCAATACACGGCCACCAACAGCCACAGCGCACGGCTTGCGAAAATGGCGCCGAACGAGGTTACGGGCTT
GTGGCGCGTTATGTGCCGGTGGTTGTCGGTGTCGCGTGCCGAACGCTTTTACCGCGGCTTGCTCCAATGCCCGAA
v A CY VvV AV L L W L A R S A F I A G F S T V P K

GCGCTGTTCTTCCTCACCGAATTGCGCGCGCAGCGTGGCTTTCTGCTGCTCATCCAGCCAGCTCACCCGCTCGAA
CGCGACAAGAAGGAGTGGCTTAACGCGCGCGTCGCACCGAAAGACGACGAGTAGGTCGGTCGAGTGGGCGAGCTT
R 0 E E E G F 0 A R L T AU K OQ QE DL W S V R E F

GTGCTCCGGCAAAACGGCCAGTACCACCAGGCCCAGCAACACCACCGGCGCCCCTTCGAGCAGGAACATCCACTG
CACGAGGCCGTTTTGCCGGTCATGGTGGTCCGGGTCGTTGTGGTGGCCGCGGGGAAGCTCGTCCTTGTAGGTGAC
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H E P L VAL V VL G L L VV P A G E L L F MW Q

CCAGCCACGCAGCCCGCCCGTGTCGTGCATGAAGGCCAGTATGGCCCCGGACACTGGCCCGCCGACCACTCCGGC
GGTCGGTGCGTCGGGCGGGCACAGCACGTACTTCCGGTCATACCGGGGCCTGTGACCGGGCGGCTGGTGAGGCCG
W 6 R L G G T D HMF AL I A G S V P G G V V G A

CAACGGCACGGCAATGGCGAACAGCGCGGTGACCTGGGCGCGGCGCCCGGCCGGGTACCAGCGGTTGAGGTAAAC
GTTGCCGTGCCGTTACCGCTTGTCGCGCCACTGGACCCGCGCCGCGGGCCGGCCCATGGTCGCCAACTCCATTTG
L p VA I A F L A TV QAU RIRGA AP Y W R N L Y V

CAGAATGCCCGGGAAGAACCCGGCCTCGGCCGCGCCCAGGGCAAAGCGCAACAGGTAGAACGCGCTGCTGCTTTC
GTCTTACGGGCCCTTCTTGGGCCGGAGCCGGCGCGGGTCCCGTTTCGCGTTGTCCATCTTGCGCGACGACGAAAG
L 1T 6 P F F GA EAAG L A F R L L Y F A S S S E

GATCAGCAGCATGCTGGTCGACAACAGCCCCCACACCACCATCAGGCAGGCGATCCAGCGGCGTGGGCCAACGCG
CTAGTCGTCGTACGACCAGCTGTTGTCGGGGGTGTGGTGGTAGTCCGTCCGCTAGGTCGCCGCACCCGGTTGCGC
I ...~ s T s L L 6 W V VvV ML C A I W R R P G V R

GTCGAGCATCAGGTTGCTGGGGACGCCGAACAGCGCATAGGCAATGAAGAACAGCCCGGCACCCAGGCCATAGAC
CAGCTCGTAGTCCAACGACCCCTGCGGCTTGTCGCGTATCCGTTACTTCTTGTCGGGCCGTGGGTCCGGTATCTG
p L. M L N S PV G F L A Y AI F F L GA G L G Y V

CGTGTCGGACAAATGCAGGTCCTGGCTCATCTGCATCTTGGCGAAGCCAATGTTGATGCGGTCCAGGTGGGCGAA
GCACAGCCTGTTTACGTCCAGGACCGAGTAGACGTAGAACCGCTTCGGTTACAACTACGCCAGGTCCACCCGCTT
T D S L H L D Q S M Q M K A F G I N I R D L H A F

CAGGTAGCACACCAGCAGCAGCGGCATCAGCCGCCAGGTGACTGCCCGATGGGTACTGTCGGCCCGTTCAACGTG
GTCCATCGTGTGGTCGTCGTCGCCGTAGTCGGCGGTCCACTGACGGGCTACCCATGACAGCCGGGCAAGTTGCAC
L vy cv1.L L P ML RW TV A R HT S DA R E V H

TGCCTCGCGCGGCGAGGCTTGTTCGAGTGTGCTCATGTTTTTGTACT TATTCTGTAATGAGTCGGGGAGGGCGTG
ACGGAGCGCGCCGCTCCGAACAAGCTCACACGAGTACAAAAACATGAATAAGACATTACTCAGCCCCTCCCGCAC
A E R P S A QE L T S M
<+— hpaX
GTTTGAGCCGGCGCGCTAGCGGTTGAACAGTGGGTGCAAGGTGCTGTGCTTGGCGTCGTAGACCTGGGCGGTGCT
CARACTCGGCCGCGCGATCGCCAACTTGTCACCCACGTTCCACGACACGAACCGCAGCATCTGGACCCGCCACGA
R N F L P H L T S H KA AU DY V Q A T S

GTGGTCGATCTGCACGGTGATGCCGATCGGGCGCTGTTGCAGCAGTGGGTCCAGGCGCGCTTTCAACACTGCCAG
CACCAGCTAGACGTGCCACTACGGCTAGCCCGCGACAACGTCGTCACCCAGGTCCGCGCGAAAGTTGTGACGGTC
H DI ¢ Vv T I G I P R Q 0 L L P DL R A K L V A L

CAAGCTGTCGCCCACTGTTTTGTGCACCTCGGCGCTACGGCCGGTAGCCATGCGCAGGTTGGCGTACAGAAAGCC
GTTCGACAGCGGGTGACAAAACACGTGGAGCCGCGATGCCGGCCATCGGTACGCGTCCAACCGCATGTCTTTCGG
L s b G Vv T K HV EASURGTA AMI®RTILNDNAY L F G

GTATTCGCCTTTGCCGTCGGCCACCGCGCAATGGGCGGCGGGGTAGGCCAGCACGCGTGTACCGCCAGTGGGGAA
CATAAGCGGAAACGGCAGCCGGTGGCGCGTTACCCGCCGCCCCATCCGGTCGTGCGCACATGGCGGTCACCCCTT
Y E G K 6 bAV A CHA AAU®PY ALV R TG G T P F

CACGGCTTTGCCTTCGGCATCGCGCTGTTCGAGCATGGTGTCGGCCAGGGCGCGGCACAGGCCGGGGATGTCGGC
GTGCCGAAACGGAAGCCGTAGCGCGACAAGCTCGTACCACAGCCGGTCCCGCGCCGTGTCCGGCCCCTACAGCCG
vV A K G E A DR Q EL M T DA AILA AU R CUL G P I D A

GTCGGTTTCCAGGTCGGGGGTATAGAGCAGAACCAGGTGTGGCATGGGGGCCTCCTCGGTGAGGGGCGGCTGGCC
CAGCCAAAGGTCCAGCCCCCATATCTCGTCTTGGTCCACACCGTACCCCCGGAGGAGCCACTCCCCGCCGACCGG
D TE L D P T Y L L V L H P M
<— hpaF
ACCCGCCAGGGCGACCAGCCGCGAACGGGTGGGTTACAGGCGGCTGGTGGGCACCACGGCGGCCGGGTTGGCGGC
TGGGCGGTCCCGCTGGTCGGCGCTTGCCCACCCAATGTCCGCCGACCACCCGTGGTGCCGCCGGCCCAACCGCCG
L RS TPV VAAZPNARA

CTGGGCAGCGGGGATGGCACCACCGTCCTGCGGGGTGACCGGGAAGATCGCGTTGATCTGGCCGGTGCCGGAAGA
GACCCGTCGCCCCTACCGTGGTGGCAGGACGCCCCACTGGCCCTTCTAGCGCAACTAGACCGGCCACGGCCTTCT
Q A AP I A G G D QP T VP F I A NI QG T G s s

GCCGAAGTAGGGCGTGACCACTTCGGCCTTGCCGTCGTAATCGGACCAGCCCAGCGCACCCAGCAGCATTGCCGT
CGGCTTCATCCCGCACTGGTGAAGCCGGAACGGCAGCATTAGCCTGGTCGGGTCGCGTGGGTCGTCGTAACGGCA
G ¥F Y p TV V EA K G DY DS W G L A G L L M AT

GTCGTGCATGAAGCCTTCACCGTGGCCTTTGGCGGCGTACTCCGGCAGCATCCCGCAGAACGCTTCCCACTCGCC

CAGCACGTACTTCGGAAGTGGCACCGGAAACCGCCGCATGAGGCCGTCGTAGGGCGTCTTGCGAAGGGTGAGCGG
p H M F G E G H G K AAY E P L M G C F A E W E G
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GTCCTGCCACATTTGCACCACACGGTGGTCGAGGGTTTCGAGGAACGGGCTCCACACCTTGGTGGCAAAGTCCGG
CAGGACGGTGTAAACGTGGTGTGCCACCAGCTCCCAAAGCTCCTTGCCCGAGGTGTGGAACCACCGTTTCAGGCC
b Qg wM™MovVvV vV R H®D L TEL F P S WV K T A F D P

CGCCTGGCCGTTCTGCGCGAAGCGGTGCGACAGCGAGCCGCTGGCCAGGAACGCCACGGTGCCGTCGTAGTGGTC
GCGGACCGGCAAGACGCGCTTCGCCACGCTGTCGCTCGGCGACCGGTCCTTGCGGTGCCACGGCAGCATCACCAG
A Q G N QA F R H S L S G S AL F AV T G D Y H D

TTCTACTGCCTTGCGCATGGCCCAGCCCAGGCGGGCACTGTCGGCCAGGTAGTGCGAGGTGCACAGGGCCGAGAC
AAGATGACGGAACGCGTACCGGGTCGGGTCCGCCCGTGACAGCCGGTCCATCACGCTCCACGTGTCCCGGCTCTG
E v A KIRMAWGILURAS DA AULY H S T C L A S V

CGAGACCACTTTGAAGTGCTGGTCCTGGTTCATGTAGCGCATGGGCACCAGGGTGCCGTATTCCGGGGCGAGGGT
GCTCTGGTGAAACTTCACGACCAGGACCAAGTACATCGCGTACCCGTGGTCCCACGGCATAAGGCCCCGCTCCCA
s vv K F H 0 D QQNMY R M PV L T G Y E P A L T

GGTGGCGTGGTGGGCCATGGTTTCGACGTTGAAGCGGTTGCACTCCTCGGCCAGCAGCTTGCCCAGCTCGGGATT
CCACCGCACCACCCGGTACCAAAGCTGCAACTTCGCCAACGTGAGGAGCCGGTCGTCGAACGGGTCGAGCCCTAA
T A H H A M T E V N F R NCE E AL L K G L E P N

GCCGGGGAATGCGTAGGGCATGTTGCTGATGAAGTGCGGCAGTTCGTTGCTGGTGTACACGCCCTCGAAATGCGG
CGGCCCCTTACGCATCCCGTACAACGACTACTTCACGCCGTCAAGCAACGACCACATGTGCGGGAGCTTTACGCC
G p F A Y PMN S I F HP L ENS T Y V G E F H P

CCCGCACAGCACGTGGTAGTTGGCGTTGACCAGCCAGTGCGTGTCGAACACGACGATGGTGTCCACGCCCAGCTC
GGGCGTGTCGTGCACCATCAACCGCAACTGGTCGGTCACGCACAGCTTGTGCTGCTACCACAGGTGCGGGTCGAG
G ¢ L vV HY NANV L WH T D F V V I T D V G L E

ACGGCAACGGCGGCTGATTTCGTGATGCCCGTCGATGGCCGCCTGGCGAAAGCCTTGGCGCGGGCCTGGCAGTTC
TGCCGTTGCCGCCGACTAAAGCACTACGGGCAGCTACCGGCGGACCGCTTTCGGAACCGCGCCCGGACCGTCAAG
R C R R S I E HHG DI AAQ R F G Q R P G P L E

GGACATGTACATGGACGGTACATGGGTAATCTTGGCAGTGAGAGCGAGTTTGCCCATGGGGGTCTCCGATAAGAC
CCTGTACATGTACCTGCCATGTACCCATTAGAACCGTCACTCTCGCTCAAACGGGTACCCCCAGAGGCTATTCTG
s M Y M s p V H T I K A T L A L K G M

<— hpaD

GCTGTTGTTGTTTTGGGGCTGACCCGGTCCCTTGTAGGAGCGGCCTTGTTCCGGGATGGGGCGCACAGCGGCCCC
CGACAACAACAAAACCCCGACTGGGCCAGGGAACATCCTCGCICGGAACAAGGCCCTACCCCGCGTGTCGCCGGGG

GGCGATATCTGCGGCGAGGCTGAAATCCAGGGGCCGCTGCGCGCCCCATCGCGGGCACAAGGCCGCTCCTACACC
CCGCTATAGACGCCGCTCCGACTTTAGGTCCCCGGCGACGCGCGGGGTAGCGCCCGTGTTCCGGCGAGGATGTGG

CGGGCGGTGTAAACCGCACAGAGGGTTAGATGCCCCAGCGAGGAATGTGGTGATTACCCATGGAAATACACACGT
GCCCGCCACATTTGGCGTGTCTCCCAATCTACGGGGTCGCTCCTTACACCACTAATGGGTACCTTTATGTGTGCA
I G W R P I H H N G M S I C V N

TCTTGATCTCTGCAAAGACCTCGAAGCTGTACTGCCCGCCCTCACGCCCGGTACCGGAACCTTTCACGCCGCCGA
AGAACTAGAGACGTTTCTGGAGCTTCGACATGACGGGCGGGAGTGCGGGCCATGGCCTTGGAAAGTGCGGCGGLT
K I E A F V EF S Y Q G G E R G T G S G K V G G F

ACGGCTGGCGCAGGTCGCGTACGTTCTGGCTGTTGATGAACACCATGCCGGCCTCGATGCCACGGGCCAGGCGAT
TGCCGACCGCGTCCAGCGCATGCAAGACCGACAACTACTTGTGGTACGGCCGGAGCTACGGTGCCCGGTCCGCTA
P 0 R L DR VN QO S NI F VM G A E I G R A L R H

GGGCTTTGCCGATGTCCTGGGTCCAGATGTACGAGGCCAGGCCATACTCGGTGTCGTTGGCCAGTTGCAGCGCCT
CCCGAAACGGCTACAGGACCCAGGTCTACATGCTCCGGTCCGGTATGAGCCACAGCAACCGGTCAACGTCGCGGA
A K G I b T WTI Y sS AL G Y E T DN ATUILQ L A E

CGGCTTCGTCCTTGAACGGGATCAGGCACACCACCGGGCCAAAGATTTCTTCCTGGGCAATGCGCATCTTGTTGT
GCCGAAGCAGGAACTTGCCCTAGTCCGTGTGGTGGCCCGGTTTCTAAAGAAGGACCCGTTACGCGTAGAACAACA
A E D K F P I L C V V P G F I EE Q A I R M K N N

TCACGTCGGCGAATACGGTGGGCTGGATGAACTGCCCCTTGGCCAGGTGCGCAGGCAGGTTGGCCGGGCGCTCCA
AGTGCAGCCGCTTATGCCACCCGACCTACTTGACGGGGAACCGGTCCACGCGTCCGTCCAACCGGCCCGCGAGGT
v b A F V TP QI F Q G K AL HA P L N A P R E L

GGCCCCCGGCGACCAGGCGTGCACCTTCTTCGATGCCAATGCGGATGTACCCGGTGACCTTGTCATAGTGCTGCT
CCGGGGGCCGCTGGTCCGCACGTGGAAGAAGCTACGGTTACGCCTACATGGGCCACTGGAACAGTATCACGACGA
G G A VL RA G E E I G I R I Y G T V K D Y H Q Q

GGGTGATCATCGAACCGACCTGGGTTTTCGGGTCGGTCGGGTCACCTACGATCAGGCGCTTGGCGCGCGCCGCAA

CCCACTAGTAGCTTGGCTGGACCCAAAAGCCCAGCCAGCCCAGTGGATGCTAGTCCGCGAACCGCGCGCGGCGTT
T I M s G v ¢ T K p DT P D G V I L R K A R A A F
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ACTCTGCGACAAACTGCGGGTACACGCTTTCCTGGATGAAGATGCGGCTGCCGGCGGTGCAGCGCTCGCCGTTCA
TGAGACGCTGTTTGACGCCCATGTGCGAAAGGACCTACTTCTACGCCGACGGCCGCCACGTCGCGAGCGGCAAGT
E AV F QP Y V S E QQ I F I R S GG A T C R E G N L

GCGAGAAGATGGTGAACAGCGCGGCGTCCAGCGCACGCTCAAGGTCTGCGTCTTCGAAGATCAGCACGGGCGACT
CGCTCTTCTACCACTTGTCGCGCCGCAGGTCGCGTGCGAGTTCCAGACGCAGAAGCTTCTAGTCGTGCCCGCTGA
s ¥ I T F L A A DL A R E L DA D E F I L V P S K

TGCCGCCCAGTTCCATCGAGTACTTTTTAAGGCCTGCGGTCTGCATGATCTTCTTGCCGGTGGCGGTACCGCCGG
ACGGCGGGTCAAGGTAGCTCATGAAAAATTCCGGACGCCAGACGTACTAGAAGAACGGCCACCGCCATGGCGGLC
G G L EM S Y K KL GAT M I KK GTAT G G T

TGAAGGAAATGGCGCGCACATCGGGGTGGCGGACCAGGGCATCGCCGGCGGTAGCGCCGTAACCCTGGATCACGT
ACTTCCTTTACCGCGCGTGTAGCCCCACCGCCTGGTCCCGTAGCGGCCGCCATCGCGGCATTGGGACCTAGTGCA
¥F S I A R V D P HR VL A D GATAGY G Q I V N

TCAGCACCCCGTTGGGGATGCCGGCTTCTACCGCCAGGCGGCCCAGTTCGTTGGCGGTCAGAGGCGACAGCTCGC
AGTCGTGGGGCAACCCCTACGGCCGAAGATGGCGGTCCGCCGGGTCAAGCAACCGCCAGTCTCCGCTGTCGAGCG
L v NP I GAEVATLRGUL EDNA AT L P S L E S

TCATCTTCAGCACGGCGGTGTTGCCCAGCGCCAGGCACGGCGCAGTCTTCCAGGTAGCCGTCATGAACGGCACGT
AGTAGAAGTCGTGCCGCCACAACGGGTCGCGGTCCGTGCCGCGTCAGAAGGTCCATCGGCAGTACTTGCCGTGCA
M K L v.A T NGILAULCUPATI KMWTATMT F P V N

TCCATGGGCTTACCAGGCCGCACACACCCACCGGCTGGTACAGGGTGTAGTTGAGCATCTGGTCGTCGACCGGGT
AGGTACCCGAATGGTCCGGCGTGTGTGGGTGGCCGACCATGTCCCACATCAACTCGTAGACCAGCAGCTGGCCCA
W p S Vv L G C V GV P QY L T Y NTLM QD D V P Y

AGGTATGGCCGTCCATGCGCGTGCACACTTCGGCGAAGAAGTCGAAGTTGTGCGAGGCACGCGGGATCAGCACGT
TCCATACCGGCAGGTACGCGCACGTGTGAAGCCGCTTCTTCAGCTTCAACACGCTCCGTGCGCCCTAGTCGTGCA
T H G DM R T C V E A F F D F N H S A R P I L V N

TCTTGGTCTGGTGGATCGGCAGGCCGGTGTCGAGGGTTTCCAGCTCGGCGAGTTTCGGCACGTTCTGCTCAATCA
AGAACCAGACCACCTAGCCGTCCGGCCACAGCTCCCAAAGGTCGAGCCGCTCAAAGCCGTGCAAGACGAGTTAGT
Kk T ¢ H I P L G T D L T E L E A L K P V N Q E I L

GCTCACCCAGCTTGCGCATCAGCCGGGCACGTTCCTTGGCCGGGGTGTTGGCCCACTTGGGGAAGGCTTCCTTGG
CGAGTGGGTCGAACGCGTAGTCGGCCCGTGCAAGGAACCGGCCCCACAACCGGGTGAACCCCTTCCGAAGGAACC
E G L K R ML R A REK AP TN AWK P F A E K A

CCGCAGCCACAGCCTGGGCCACTTCCTCGGCGCCGCCGCTGGCGACTTCGCAGATGGCGTCGCCGGTGGCCGGGET
GGCGTCGGTGTCGGACCCGGTGAAGGAGCCGCGGCGGCGACCGCTGAAGCGTCTACCGCAGCGGCCACCGGCCCA
A AV A Q AV EEASGG S AV ECTIADGTA P N

TGTAGTTGACGAAGGTGTCTTTGCTCTCGACCTCACGGCCGTTGATCCAGTGCTTGATCATGCTGCTCATGCCTT
ACATCAACTGCTTCCACAGAAACGAGAGCTGGAGTGCCGGCAACTAGGTCACGAACTAGTACGACGAGTACGGAA
Y NV F T DX K S E V EUR G N I WHI K IM
<— hpaE

A K
GTTGTTCTTGAAGAAGTCAGCTTCGCTGACGATACGGTTGACCAGGCGACCGACGCCTTCCACTTCCACCACCAC
CAACAAGAACTTCTTCAGTCGAAGCGACTGCTATGCCAACTGGTCCGCTGGCTGCGGAAGGTGAAGGTGGTGGTG
N N K F FDbDAES SV IU RNV VILZRGVGEVE V V V

TTCGTCACCCGGCACCACATCGGCCAGGCCTTCTGGCGTGCCGGTGGCGATCATGTCGCCCGGTTGCAGGGTCAT
AAGCAGTGGGCCGTGGTGTAGCCGGTCCGGAAGACCGCACGGCCACCGCTAGTACAGCGGGCCAACGTCCCAGTA
E DG P VVDAILGE?PTGTATIMT DG P Q L T M

GAAGCTGGAGAAGTATTCGATGAGGTGCGGGATGTCGAAGATCATGTCCGCGGTGGTGCCTTCCTGCTTCAGCTC
CTTCGACCTCTTCATAAGCTACTCCACGCCCTACAGCTTCTAGTACAGGCGCCACCACGGAAGGACGAAGTCGAG
¥F S s F Y E I L H P I D F I M D AT T G E Q K L E

ACCGTTGATCCAGGTGCGCAGCTTCAGGTTGCTGACGTCTGGCACATCGGCCGCATCGACGATCCACGGGCCGAC
TGGCAACTAGGTCCACGCGTCGAAGTCCAACGACTGCAGACCGTGTAGCCGGCGTAGCTGCTAGGTGCCCGGCTG
G N I W T R L K L NS v b Pp VvV DA A D V I W P G V

CGGGGTGGTGGCATCGCGGTTTTTCACCCGCAGGTTGGGGCGGTAGTAGTTTTCCAGGTAGTCGCGGATGGCGTA
GCCCCACCACCGTAGCGCCAAAAAGTGGGCGTCCAACCCCGCCATCATCAAAAGGTCCATCAGCGCCTACCGCAT
p T T A D RN K V R L N P R Y Y N E L Y D R I A Y
GTCGTTGCACACGGTGTAGCCGGCAACGTAGGCCAGGGCGTCCTCACGCTTGACGTTCTTCGCCGCTTTGCCGAT
CAGCAACGTGTGCCACATCGGCCGTTGCATCCGGTCCCGCAGGAGTGCGAACTGCAAGAAGCGGCGAAACGGCTA
b N C VT Y G AV Y AL ADEI R KV N KA A K G I

CACCGCCACCAGCTCGCACTCGTAGTGCATGTATTCGACGTTGTCCGGGCGCCAGGTGACCTGGATGTGGCCGGT
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GTGGCGGTGGTCGAGCGTGAGCATCACGTACATAAGCTGCAACAGGCCCGCGGTCCACTGGACCTACACCGGCCA
-2 VvV AV L E C E Y H M Y E V N D P R W T V QQ I H G T

22576 GTAGGTGCCTGGCGACTTGATGAAAGCCAACGGTTCGGTGGGCGGCGCGAAGGCCAGCTCCCTGGCGTGGTCGGL
CATCCACGGACCGCTGAACTACTTTCGGTTGCCAAGCCACCCGCCGCGCTTCCGGTCGAGGGACCGCACCAGCCG
-2y T 6 P $ K I F A L P E T P P A F A L E R A H D A

22651 GTAGTTCAGGCCCAGGGCGAACATGCTGCCGGTGGCGGGTGGCAGCCAGGTGACCTGGTCCTGATGGACCAGGCG
CATCAAGTCCGGGTCCCGCTTGTACGACGGCCACCGCCCACCGTCGGTCCACTGGACCAGGACTACCTGGTCCGC
-2 Yy N L 6 L A F M S G T AP PIL W TV Q D QO H V L R

22726 GCCGTCGGCAAGGCGCAGGTGATCGTCTTCGACCGTGACATCGTGGGCCTGGCCGTCGAACTGGATACGGGCGTG
CGGCAGCCGTTCCGCGTCCACTAGCAGAAGCTGGCACTGTAGCACCCGGACCGGCAGCTTGACCTATGCCCGCAC
-2 6 bA L RL HDDE V TV D HA A QG D F O I R A H

22801 TTTCACAGGTAATTCCTCACTCGGCGACGATGTGGTTGGTCAGCTTGCCCAGGCCGTCGATCTCGATGTCGACGC
AAAGTGTCCATTAAGGAGTGAGCCGCTGCTACACCAACCAGTCGAACGGGTCCGGCAGCTAGAGCTACAGCTGCG
-1 B £E2viIiseENTILEKGTILOGDTITETITDV R

-2 K ¥

<+— hpaG2

22876 GGTCACCTGGCTGTACATCGACGCGGCCCTCGGGGGTTCCGGTGATCAGGATGTCGCCGGCGTGCAGGGTCATGA
CCAGTGGACCGACATGTAGCTGCGCCGGGAGCCCCCAAGGCCACTAGTCCTACAGCGGCCGCACGTCCCAGTACT
-1 D G P Q VDV RGEZ?PTGTTIULTIDGH AUHTLTMTF

22951 ACTCGCTGATTTCGGCAATCAGCTGCGCCACCGTGCGTACGCAGTTGGCGGTGTTGTTGTGCTGGCGCAGTTCGC
TGAGCGACTAAAGCCGTTAGTCGACGCGGTGGCACGCATGCGTCAACCGCCACAACAACACGACCGCGTCAAGCG
-1 E s I E A I L Q A V T R V CNATNNH Q R L E G

23026 CGTTCACATACAGGCGCAGGCCCAGGGCATCGGGGTTGGCCACTTGGCTGGCGGGCACCAGTTCAGGGCCGACCG
GCAAGTGTATGTCCGCGTCCGGGTCCCGTAGCCCCAACCGGTGAACCGACCGCCCGTGGTCAAGTCCCGGCTGGC
-1 N Vv Yy L R L G L A D PN AV Q S A P V L E P G V P

23101 GGCAAAAACCATCACGGCACTTGGCCTTGACTGCAGGGCGGTAGTAGCTGGCTTCGGGCAGGCTCACTTCGTTGA
CCGTTTTTGGTAGTGCCGTGAACCGGAACTGACGTCCCGCCATCATCGACCGAAGCCCGTCCGAGTGAAGCAACT
-1 c ¥ G D RCI KA AIZ KV APIRY Y S A E P L S V E N V

23176 CGATGGTGTAGCCCGCCACATGCTCCAGGGCATCGGCCACGCTGACGCGGCTGGCGTCCTTGCCAATCACCACTC
GCTACCACATCGGGCGGTGTACGAGGTCCCGTAGCCGGTGCGACTGCGCCGACCGCAGGAACGGTTAGTGGTGAG
-1 I Ty G AV HELADA AV S V R S A D K G I V V G

23251 CCAGCGCCGGGCCGGGTTGCACGCGCTGCACGCCGGCCGGGAATACCACCTGGCCTTCATGCTGGTTGCGGGTGT
GGTCGCGGCCCGGCCCAACGTGCGCGACGTGCGGCCGGCCCTTATGGTGGACCGGAAGTACGACCAACGCCCACA
-1 L AP G P QV R QV GA P F VV Q G E H QN R T N

23326 TCGGGGTCTTGACGAACAACACCGGCTTGACCGGCAGTTGCTTGTACGGTGCTTCCACGAACGCCGCTTGGTGCT
AGCCCCAGAACTGCTTGTTGTGGCCGAACTGGCCGTCAACGAACATGCCACGAAGGTGCTTGCGGCGAACCACGA
-1 P T K Vv F L V P K V P L Q0 K Y P A E V F A A Q H Q

23401 GCTGCAGCAAACCCTGGTAGTTCAGCGCGACGCCGAACAGGGTGCCGCTGGCAACGTCARGCAGGGCATGGCTCA

CGACGTCGTTTGGGACCATCAAGTCGCGCTGCGGCTTGTCCCACGGCGACCGTTGCAGT TCGTCCCGTACCGAGT

-1 9 L L G QY NUILAVYV G F L TG SAVDTILTILAEHSM
hpaGl <+—

23476 TGCTCTTCTCCTGGCAGTGCAGGGCGGTGGCCGTCCTGCGGATTTCGTTAATGTGTTAATGTTATAGTTAATATG

ACGAGAAGAGGACCGTCACGTCCCGCCACCGGCAGGACGCCTAAAGCAATTACACAATTACAATATCAATTATAC

23551 TTAACGATGGTCAAGGGGTGGCCAGTGGCGCCTGCCGGCAAGGCAAGGCACCATGGGCCATCGTCAACAGGGTCA
AATTGCTACCAGTTCCCCACCGGTCACCGCGGACGGCCGTTCCGTTCCGTGGTACCCGGTAGCAGTTGTCCCAGT

hpaA —»p
+2 M s popRrRHPTIPNTINTITGU QV Y DQ

23626 AGCGATTTGCGAGCAAGCAGCCATGAGCGACCGGCATCCGATACCGAACATCAACATTGGCCAGGTTTACGACCA
TCGCTAAACGCTCGTTCGTCGGTACTCGCTGGCCGTAGGCTATGGCTTGTAGTTGTAACCGGTCCAAATGCTGGT

+2 R Yy s b s E VvV H Y D R L G N L A G F F G R NM P V
23701 GCGCTACAGCGACAGCGAGGTGCATTACGACCGGCTGGGCAACCTGGCGGGCTTTTTCGGGCGCAACATGCCGGT
CGCGATGTCGCTGTCGCTCCACGTAATGCTGGCCGACCCGTTGGACCGCCCGAAAAAGCCCGCGTTGTACGGCCA

+2 H R H DR F F Q V HY V K S G T V R V Y L D D Q Q
23776 GCACCGGCATGACCGGTTTTTCCAGGTGCATTACGTGAAGTCGGGCACAGTACGGGTGTATCTGGATGACCAGCA

+2 y I £ A G P M F F L T P P TV A HA F V T E A D S
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GTACATCGAGGCCGGGCCGATGTTCTTCCTCACGCCACCCACGGTGGCGCACGCGTTCGTCACCGAAGCTGACAG
CATGTAGCTCCGGCCCGGCTACAAGAAGGAGTGCGGTGGGTGCCACCGCGTGCGCAAGCAGTGGCTTCGACTGTC

b G H®H VL T VROQOQUL VW QL I EAUDAS L L P A
CGACGGGCATGTGCTGACGGTGCGCCAGCAACTGGTGTGGCAATTGATCGAAGCCGACGCCAGCCTGCTGCCGGL
GCTGCCCGTACACGACTGCCACGCGGTCGTTGACCACACCGTTAACTAGCTTCGGCTGCGGTCGGACGACGGCCG

G M Q V. Q P A CV AL G N L P A E Y KA E A Q R L
GGGCATGCAGGTGCAGCCAGCCTGTGTGGCGCTGGGCAACCTGCCGGCCGAATACAAGGCCGAGGCGCAGCGCCT
CCCGTACGTCCACGTCGGTCGGACACACCGCGACCCGTTGGACGGCCGGCTTATGTTCCGGCTCCGCGTCGCGGA

G w L DAL S DEVFATOQ QP G R EA AL Q S L
GCAAGGCTGGCTGGACGCGTTGAGTGACGAGTTTGCCACGCAGCAACCGGGTCGCGAGGCGGCGTTGCAGTCGCT
CGTTCCGACCGACCTGCGCAACTCACTGCTCAAACGGTGCGTCGTTGGCCCAGCGCTCCGCCGCAACGTCAGCGA

T R L I M I s L L R L C P N S L E S T P A R H E D
GACCCGCCTGATCATGATCAGCCTGCTGCGGCTGTGCCCCAACTCGCTGGAATCGACCCCGGCGCGGCATGAAGA
CTGGGCGGACTAGTACTAGTCGGACGACGCCGACACGGGGTTGAGCGACCTTAGCTGGGGCCGCGCCGTACTTCT

L K I F H R F NA L I EA HY L E HW P L A R Y A
CCTGAAGATCTTCCACCGTTTCAATGCCCTGATCGAAGCGCATTACCTTGAGCATTGGCCGCTGGCCCGCTACGC
GGACTTCTAGAAGGTGGCAAAGTTACGGGACTAGCTTCGCGTAATGGAACTCGTAACCGGCGACCGGGCGATGCG

Q ¢ 1 GV T EAIRL N DV C R R I A DL P S K R L
GCAGCAGATTGGCGTGACCGAGGCACGGCTGAACGATGTGTGCCGGCGCATCGCCGACTTGCCATCCAAGCGCCT
CGTCGTCTAACCGCACTGGCTCCGTGCCGACTTGCTACACACGGCCGCGTAGCGGCTGAACGGTAGGTTCGCGGA

v L E R L M Q E A K RL L L F S G S T AN E I C Y
GGTGCTGGAACGGCTGATGCAGGAGGCCAAGCGTTTGCTGTTGTTTTCCGGCAGCACGGCCAACGAAATCTGTTA
CCACGACCTTGCCGACTACGTCCTCCGGTTCGCAAACGACAACAAAAGGCCGTCGTGCCGGTTGCTTTAGACAAT

Q L G F K b P AY F S R FFNIRY A KL T P G E Y
CCAGCTCGGCTTCAAGGATCCGGCCTATTTCAGCCGCTTCTTCAACCGCTACGCCAAGCTCACACCCGGGGAGTA
GGTCGAGCCGAAGTTCCTAGGCCGGATAAAGTCGGCGAAGAAGTTGGCGATGCGGTTCGAGTGTGGGCCCCTCAT

R 0 R Q A E L Q
CCGCCAGCGGCAGGCAGAATTGCAGTGAAATGGCCATGGCGGCTCACCCGGGTGCTGTTGTTGTTTACAGCGGAT
GGCGGTCGCCGTCCGTCTTAACGTCACTTTACCGGTACCGCCGAGTGGGCCCACGACAACAACAAATGTCGCCTA

GGTCGCAGCCCGCGCGCCGGGCTTGAATGGGTTTTCCGTGGAACAGATTGCACTTTCCATCGTGCATGCCCTTAA

CCAGCGTCGGGCGCGCGGCCCGAACTTACCCARAAGGCACCTTGTCTAACGTGAAAGGTAGCACGTACGGGAATT
hpaR —»

M T K T Q P S L T L S L L Q

ATTCGTGAATTGAGAAAAAGCCACAGGTTTGACCATGACCAAGACGCAACCTTCGCTCACGCTAAGCCTGTTGCA

TAAGCACTTAACTCTTTTTCGGTGTCCAAACTGGTACTGGTTCTGCGTTGGAAGCGAGTGCGATTCGGACAACGT

AR EA A M A F F R P L L N Q H DL T E Q Q W R V
GGCCCGAGAAGCCGCGATGGCATTTTTCAGGCCGCTGTTGAACCAGCACGACCTGACCGAGCAGCAATGGCGGGT
CCGGGCTCTTCGGCGCTACCGTAAAAAGTCCGGCGACAACTTGGTCGTGCTGGACTGGCTCGTCGTTACCGCCCA

I R I L. XK Q H G E L E N Y Q L A E L A C I L K P S
AATCCGCATCCTCAAGCAGCACGGCGAGCTGGAGAATTATCAGTTGGCGGAACTGGCCTGCATCCTCAAGCCGAG
TTAGGCGTAGGAGTTCGTCGTGCCGCTCGACCTCTTAATAGTCAACCGCCTTGACCGGACGTAGGAGTTCGGCTC

M T G v L 6 R L E R D G L V R R Q K A A Q D QO R R
CATGACCGGGGTACTGGGGCGCCTGGAGCGAGACGGGCTGGTGCGGCGGCAGAAGGCCGCGCAGGACCAGCGACG
GTACTGGCCCCATGACCCCGCGGACCTCGCTCTGCCCGACCACGCCGCCGTCTTCCGGCGCGTCCTGGTCGCTGC

v ¥ VS L T E R G E A CF A S M K E G M E A N Y Q
GGTGTTCGTCAGCCTGACCGAAAGAGGGGAGGCGTGCTTTGCCTCGATGAAGGAAGGCATGGAGGCCAACTACCA
CCACAAGCAGTCGGACTGGCTTTCTCCCCTCCGCACGAAACGGAGCTACTTCCTTCCGTACCTCCGGTTGATGGT

K I ¢ A Q F G E E K L 0 9 L. M G L L N D L K R I A
GAAGATTCAGGCGCAGTTTGGTGAAGAGAAGCTGCAGCAGCTGATGGGGTTGTTGAATGACCTGAAGCGCATCGC
CTTCTAAGTCCGCGTCAAACCACTTCTCTTCGACGTCGTCGACTACCCCAACAACTTACTGGACTTCGCGTAGCG

> 1
GCCATAA
CGGTATT
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<110>

<120>

FUENTES

<130>

<160> 45

<170>

<210> 1
<211>
<212>
<213>

DNA

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

<400> 1

tcaggcgaaa
caggtctgcc
ggtggccagg
ggtgacgtca
ggccgcttte
tacccgtaca
gtccttgaag
gggcaggtaa
gcgctgggtyg
cacggcgatg
caaggtcggc
cagcaacacc
ggctgcggtyg
cgccgcccgg
gaagatgcca
gctcagcagg
gcccatctge
gctgccaacc
gtcatgggcg
agcgatgcgce
ggcggtgagg
ggtgctggtt
agggggagtyg
cgcttgcccecc
cagcggcggg
gtccatgacc
ggccaggctyg
ctgttcgatg
gacgtgaatc
ggagccggtt
ggatcagctg
cgccttgcgg
catcaggatg
gatgtcttcc
acctaccagc

P-101089

25132

misc feature
(1) .
Secuencia que contiene los cluster tyn y hpa

. (25132)

cgctcgaagc
gccagctggce
gtcaggcccg
atcgtgccgg
aggttgcgca
cgctcgaagg
aagtacttgc
cgcttgcecca
atgatgtagc
tcggttggcece
aggttgatgc
tggtcgcagce
accagcgtgce
gcgatggcgce
cctgcccaat
cgcgaatcca
gtgtcgttac
cgtgcgggca
tggcggttgg
cccttctceca
ccgataatgc
tgcacagggg
ttcagcgcca
gcaccgcggt
caggtgaccg
cgtggtacat
gcatcgactg
acgtcctctg
cagttgtcca
ttcagtttga
agaacggggg
tacaccacgg
atttcgtcgt
acctgctcgg

ggtacgtggt

ES 2380530 Al

LISTADO DE SECUENCIAS

BIOGES STARTERS S.A.

PatentIn version 3.3

Pseudomonas putida U

ggtacggtga
cagcagcagg
gaatactggc
cccaggcgcet
tggcctecgtce
gggttacatc
caaagctgat
gcagcaggtg
cgccgtectt
cgtccatggg
ccaggttgcc
ggatttcacc
gcaccgcgca
tggcggccag
ccgcccgacce
ggcccagcgce
ggccgatgaa
tctcggcecca
tcttgcgcac
gcaccaccac
cgccaccgat
cgatcgtggg
gccagcagcce
aggcggtgac
tggtggccgg
cggcagggtc
cggccagcgce
gaatgacctg
ccgccaccag
tgatctgtgt
tttcccagag
tgccccaggce
catgcaggcg
cggccagcgt
tgtgcgcagg

cgggtcgatc
cgaggtgccg
caccgggccg
ggcgatacgg
gttgagggcc
cgttgccttce
gcgcaaaaag
atcgagggtg
gtgcttgcgg
ctctgtgcgce
gaggaacttg
ttgctcggtg
gttctccact
ggtcggtteg
acccggcacc
ctcgacgctt
catgatgccg
cagccgatca
ccagcccagg
cggtatgttg
gatcaccacg
agacatggct
tcactggcca
ctccagctcg
gtcgatgccg
ctggatgaac
ggtttcgatg
ggtctgcggg
gcgggagtag
catgggcttt
gttgagcttt
cacgtcttcg
gccecggtgeg
gccttcggca
cttgggcagc

agcggggtgg
aagccatgcc
atgaccgggt
gcctgttcga
gggttggegt
cagcgccggg
tccegetggg
aggaaggcgt
aaggaaaaat
agcacggaac
cgcgaccaca
accaccccgce
accactgcac
gcgcgggegt
atccgggtga
ttcagccagc
gcttgccgat
gccgccagtg
ttgcgcgacg
cgttcggcga
gtagtggcgt
ttactctttg
aggcggatca
accttgtaaa
cggaacttct
acgcgcgagt
ttggcgaaca
ttgcgtccgg
ctggccatgg
gccttgttat
acgccgatgce
acgggcatgc
tcgccgcectga
atcatgtcca
tcttcgaacc

PROCEDIMIENTO PARA ELIMINAR DOPAMINA DE DIFERENTES

cctgggccac
cggaaaagcc
tggagtcggg
acaccggcca
gcgggtcttyg
ccagggccag
cacgcagctg
ccagcgcgcce
ctggtgcgcece
aggtcagcgg
ggccaccggce
tgacacggcc
ctttggcgat
cggagggggt
tttccecgegt
cttcatgcat
agccaacgtc
ccaggggaat
actgctcccc
ggctcagtgc
cggggtggcg
ttgtgcgtgce
gggtcacttg
cggtggagcc
cgccgatcac
tgatgacatc
cctggtgggt
cggtgttgga
cttcgaactt
ccggttgcgg
cttgctcgag
cgcccaccga
tgatcttgcc
tgaagcgcac
aggcctcgta

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



gaggccggtyg
gcacggggct
gtactggctg
taccacttct
cacccaggcg
gatcagcggg
ggccaggcecg
ggcgccggtyg
gtcggcatcg
gatgttcgag
catcgccatc
ggggaaggta
ctggtacagc
gccggcacgg

catggcgggt
tttcgctaac

ccagggcttc
gtcagcaggc
tggttgagta
cccagcagcg
agcgtcgact
ggcagcccca
agcacgccca
atggcgccga
ctcaggccgt
aagaataccg
aggtaggtgc
tcgggcaggt
attactgcac
ggtgcgacgc
ctcacatcac
aaaaagcgca
aggatgaaca
gggccgaaga
acgcgggtga
tcgacggcgg
atgggagggg
gtaggtttgc
gattcctgtg
cttcttcgecg
cagaacggca
ttgccgecegt
aggtgctcgt
ctttcgcggg
agcggtgtcg
tagttggcag
agcgcgtccc
aggtcggcga
tcctgceccagg
cgcacgctat
gtgacgtcga
agcgtgccgg
aggctgccat
tggcgggcegy
cccaggttcg
ccggcggaaa
ccgaggaagg
tcgccatcgce
ccggccaggce
ccccecectgtgg

ttgtccacca
ggcatggcca
gggtcgccga
tccagggttt
acgaaggcat
cagacggcca
atcaccttgg
cggtaggccg
ttgagggtga
ccgtaccact
atgcgccggt
atcatcgcgce
aggccgaaca
atcatgtcct
ctcgcagggce
gactggtagg
aatggcccgce
acaccaccag
ccactgcggce
ctgcggtgga
cggctatccc
ggccggtcag
cccgagtcaa
gcaggatcga
agtgggcctyg
cagcaaccgc
tgcaggcgtyg
tcagcaggct
gccagccgaa
cttcgatggt
gcaccatgct
gcatgatcag
gcagcaggcc
tcagctggcecce
agctagcctg
aagggccgag
agggattggc
gaatattatt
gggagcgggce
ggcatgcccg
cagccacggt
tgctctegtce
tgactgccca
tgcgtacggt
ccttcacgcec
cgacttcacc
agcctgccga
aggtgtagcc
cgtattcgaa
acacgtccat
tgccgtgaat
cggccagttc
gcaggccatc
ccaggtagta
ggccgtcecgtce
cgtccactcc
cgtcttcgat
cccaggtggce
cctggtcacc
tgccgtcgta
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ccttgcgcac
ggaacgcgcce
cttcgcccga
ccaccacctg
ccaggttctt
tgaacgcagc
cgtccttgcg
acagcaggtt
acatcaggat
tggcgcctgce
cggcggtggg
cgtgcgagtc
tttcttccat
gctcggacag
tggctgccgt
tcgtcttgtg
gagcgagaag
ggtgcacagg
cagcggggcg
acccagtgcec
caggccgaac
tgcaccgagc
ggtattgagg
caccccggtg
gtacaccagg
cagggtcggg
gcccaggcgce
gttgaccagc
atgtgcgtcg
catcagcagg
catgatcacc
ggtgtcgagg
ggccagcagc
ggcgcccatg
atagtggctg
ggcgccgatce
ttgcatggtt
cgccgagtcg
atgcccgcga
ctcccacatt
cagctggcta
cttgcgcecggce
ttccacatac
gtcgaagtcg
cacatggtgg
ctggaaccag
gtagcgggtyg
ggcctgcagg
ggcgaaactg
gccttcgcgg
ccaggtcagc
ggtttcggcce
gctgcccecece
ggccccgcecg
gttgatcaaa
atccttgccce
cttggtggtg
cgagctcacc
gctgaggcca
gttcttgcgg

gtcgtcctge
aggcttgacc
gctgcagtag
gacatgagtg
ctggccacgg
gaccgtggtce
cgccaggtgg
ggccgacatg
cgagcggggce
ggtctggaag
cttgggcatg
gctgttcggg
ggtgtcgaca
gtagatgaag
cggatttgtt
tctgcctgcece
ctggccgggg
gccagcagcg
gcgccggcag
ttttcttgcg
agggctatca
aggctgatgc
cccagccggce
gcgccaaaca
gtggcaccgc
cgcaggaagc
aggggttcge
accgtcacgce
atcacgccgce
gcgaacagtt
accagggtca
ctgggggctg
ggcttgcgcc
gccagcagga
gcgatttccg
aggcctaggc
ttctctggcet
gccaaggtca
acaccggcaa
gaccgcagag
tacacattgg
tggtaaaggc
aggtccagct
aagtacagcg
atacccgtgt
gtgccgtaac
tagcggtagg
taccaggctt
gcattgtcga
gctttctgaa
ccgagggtgce
tgggcgeggt
aggcgcagca
cggtccagcg
aaaccactgc
agcaccggga
cgttcggagce
cagttcaggc
tacttgataa
ctgttgaaca

tccatgccgg
cactcgcggce
ctgaccaggt
atttgcggga
cccttgacct
ttgcccatca
cgggcgccga
tgtgccagtg
aggcctttcet
ttgccgceccga
ttggggaatg
ccggccatgce
caggccggca
tcaattctgg
gttggtttcg
agccgagttg
tgtggcgcag
cggcccatgce
acgccgacag
aggccatcac
ccatgccgcece
aggcaccgcc
tgatcaggtg
gcaggccgaa
cgatgtaggc
ggcggtcggce
gtttgctggg
ccatgccggce
ccagggcagg
tggtcgegge
gcgcactgcc
cggctgcecgcece
ggccataagce
agaaggtcag
gcaggctcga
ccagggcgaa
gatttttcgce
aacccttccg
agccggtgcece
gttggttacc
taccattccc
ccaccagcgg
cccgcegceatce
ccccgactgt
tgctgttgaa
cgctggacag
taacctgcgg
gctcggggcec
tgccagcgtt
agtcgctggc
ccaaggcttg
tgtcggattt
ttgcggtgcg
caccgtcggce
ccaggcgaat
acaggtcggc
catcggtgtt
tgccgtacag
agccttcacg
tgccccatac

cgtcgatact
gcaccagcgg
cggaaccgcg
agctggtttt
tgagggtgtc
cccccgggcece
cgcccgggat
gcgcgccggt
cacggttggce
ggtacgccgg
gcgagtgctc
ggtagtcacc
tgtcggtgac
tatcgagggt
aggcaaccag
accgtcagtg
gctgagggcg
ggtcgggcceg
ctggatggcg
cagcgacatc
ggccacacct
ggccatgcac
gctggccgtce
ggcctgggeg
gaacaggaag
gaggatggcc
cggcagggtt
gagtaccagc
tgccaggatc
cacgccctgg
caggccctgg
cagcgagcac
gtcgacgatg
tgtcagctgt
caggtacatg
gctgaagggt
ctaccgaccg
caaggccact
accgagtcgc
gtggttgegt
gcccacctgg
gctgattatc
gaggttgagg
gagattttcc
ggggccggcg
gccgctgaac
tgcccacggce
gtcggtcttg
gccttecgeecg
ccattggtcg
ggtgtagtcc
cagccacagc
gtcgaaggcg
gacgccgttg
ggtctggcgg
cgagcgccag
gccggccgcea
cgtgccgttg
ccaggtcgaa
cgccagcatg

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



tcggecgttceca
gccagcaagg
ctcgtttgtt
ggcgaggggce
tcttgttcgt
tcatcaccga
tgccggaagce
cccacagggt
tccacaggcet
cgtcgtcata
cgcaggctga
gggtgccgcc
gcttctgctg
agccgatttt
agcggtgcac
cctcgatgat
tcttgccgcece
cggcgatgcec
tcagtgcctt
ctgcttcggt
tgaggataat
tggcgaagtt
cgctgtageg
tggtcgccca
gggaaatgcc
tggcttccag
gcgaccaggc
tggcgtcggce
acgacgactg
aggccgtgac
aagtttgcag
ctgtggctgce
cgcagagcgg
cctatcgcga
gcaggcagca
agtaatcact
agctcaccga
tcgggctgat
gcagcgcctt
cctttgccga
gtggcatggg
tgttcgccgg
acctcaatac
tggcgtttgce
tcaccttcgg
ccgcagtgga
tccteteget
ttgccceccga
ttggcgtggce
tggtgctgga
tcgccgagcea
ccggcgceggce
cggtggacgg
tgctgtgcat
acccggacaa
tgctggtgac
accgctcgcecce
tggcgttcat
tgcttggcgce
cgttcaagcc

ggtggctgtc
ttgccagggc
ctcggccacc
catcgcggtt
ggctgccaag
cttgagctcg
cttgatgccc
accggcctgg
ggcgctgagg
aggcaggaag
ccgggcgagg
gtgaatgatc
gtgcggcttyg
cagttggccc
atagaagcgc
gccgtccaca
cagttccagt
agtgggcacg
gcccaccagg
ggccagttcg
gctgcagccg
ccacggcacg
ctcaccggcg
gccggcegtag
gatgagcttg
caggtcggcc
ggtaaagcct
gatgtgggcg
gctggcgagg
ggcaggtagg
cttaataagc
caaccgcact
ccccecggegat
cgcaaggccg
acaagcccgg
cgttcaacgc
gcacctcaac
catggccagc
cgccgtggcec
ggctgcgteg
ccgtttcectte
taccgccgaa
cctggcggaa
ggtgctcaat
catgtggacc
actggacggc
ggtcggcatg
actgcgtcgce
cagctgcatg
tgccgccagt
ggtgatgggt
caccatcaac
cgcgttgceccec
cctggtggtyg
catcctgcac
cctgtcggtg
gctgttceccg
cacaccgccg
cactgcggcc

ggcgcgggtce
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atcgtcggcecg
caggctggac
ttcacagggg
ggcggcgatg
gcgcttgcac
gtgaagtcat
ccaaacggta
atttgcggga
ccgtagggceg
gtcgccacag
attaccgtgg
tggctgcctt
ttggccacgg
aggcgctggg
tcgcccgcgg
gccttgtcgg
gtcgcacggg
gagccggtga
ccaccaccgg
gcaatgcgca
gttgtcaggg
atgcccacca
aacgagggca
tagcgcagga
ccggattgceca
agcttgaaca
tggcgcgagg
atggtctggce
tgctggccgt
agggtgatgt
ggggcagtgc
gggtaagcct
gttggcggeg
ctcccacaaa
cggcagccat
cacaaaaaca
cgcggcactg
ccggtgatcc
atggtcatcg
atcctgccga
gccattaccg
accatcctgt
tccgeccggeg
gcctttggceg
accttgatgg
ccgttcggcg
gccatgttca
tcggcectggg
ttcatctacg
ggcgtgcacc
gatattggcc
acgctgatgg
aaggtgttca
gcgttgatcc
ctggtgctgg
gtgatattgc
ttgccgcaga
ggcatgaacc
tatgcattgt

gaggatgtgc

tacagctcaa
agcgtctgtg
cctttgttgt
gcctattagg
gccttggcca
cgatgaaggc
cagccgggtce
tcatgcgcat
aggcgttcat
ggccgaaggt
gttcgacgaa
cggcgcggge
ggccgaactg
acagggcgtc
cgcagatttg
ttgccacgtc
tcagcttggc
acgagacctt
tcagcacgtt
gcagcgtcag
ccgaggccag
ccacgccaat
gcgacggggt
agtgcgcggce
aggtttccag
gcactgcggc
agctgacggc
cgttggccgg
ggatgaacac
cgctcatgceca
ggtgcttgtg
tgtgggagcg
aagctgaaaa
aaaagcgagc
cggcaagacg
agccggggca
tcggtttccce
tcaccgcgac
ccgcactgat
ccacgggctc
gcacgctgtc
cgggggtgat
gttcgtggcect
tcagcgcectt
tgttcggcgt
tgtcgctggt
tgttcgttgg
tgctgccgeg
gagcggcgat
tgctggacac
cagtgtggct
ccggtgtgcece
cctacctgceca
cttgcctgca
ccgccgtgtg
gcatccgceccg
tattctccag
ctgccgatgt
tctggacgct
tcgagaaaga

cggccggege
gtttgaccat
tcgggggcac
gcgtgtgegg
caggcgcggt
cgagccgaac
gagcagggtg
ggccttgeccce
caggtgcagc
ttcctgggtg
acagccgggg
gatggcgaac
ggtggcctceg
cagcagcggg
ccccgagtgce
gggcaggaag
gcccatggca
gtcggtacct
cagtgcaccg
cggggtgaat
cttccagatg
cggctcgcegce
gatggtctgg
ctgctgtact
ctgcgccagt
gcgggcggcg
atggtcgaca
gttgaccacg
gccatgctcg
gactccgggg
cctgcgtgac
gccttgtgtce
tgctggggcce

gtaggccggg
ccatgccacc

tacgatgtca
caccgcactg
catgggcttt
gatgctggeg
ggtatacgac
ggcctacctg
ggcgctggtg
gctgggggtyg
cagccgcgcg
gcttggcctg
gggcaccgac
ctgcgagttc
ggccatggeg
gaagcgccag
gcccatggcece
gggtatcggc
acgcattctt
cccgegcettce
tgcctggtac
cgcctggagce
cccagacctg
tagcggtatc
ctacgtgccg
gtgggtgcag
gtttgctgcce

ggcctggcetg
ttgcacatcc

cctcggttcet
tggggcgggg
cagtagcgga
tcgcggccaa
tgcatgttga
aggtcgttgg
agttcgtctt
agcagggtgt
ccgtcgceccca
agttcggcca
tccagtggcg
tcgatgcgcecg
aggaagccgg
gccaccgcgt
gcctggccta
gcgtgctcga
gccggecaggce
tcgctgggcet
gcgatcatgce
agggtgaagg
ccggtgatcet
tcgaacgcac
tcttcgeggt
gggctggtgt
tcggcctggt
gcaatgttcg
cgggccagga
cagttggcca
aggtgcatga
gcgatagggc
gcttcgcgcecce
ctgattgctg
ggcagcgcac
ctcaataaca
gccagcactg
ggcatcggeg
cagtccacca
tacatcaact
atcgtgcatg
aacttcgagc
tgcttcgtgg
gaagtggtcc
atcgccgcac
ctgatgacca
gtcacgccgce
ctgggcctgt
gtggaaaacg
atcccgeget
ttcctgttecg
tacggcatgg
aagacgccgce
ctgggcggca
accgcctacc
ccgcgtgect
ctcatcggca
ttcgccatca
aaggtcaacc
gagcctggcc

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300



acgccgtgga
gcgccttcag
cagaacctgg
cacgaacgcg
ttgcctgcetce
cgtgccggcec
gaccggttgce
ctgaccttgg
gaagtggtca
gcgcacctga
ctggcatacg
atgttaacaa
aatccaaccg
tcgagacgga
gtgccggcett
aaaacccgac
ccaccgtgtc
attcggtcgg
tgtcgcgtga
cctcgagcaa
gcaatgtaag
tggagccagg
ccaacctgcg
ccccgtcecaa
aggaggaggyg
atgacctggc
ggtttaccga
aggactaccg
gccggcaagt
cacggtcttg
atgcttgacc
tatcttgcaa
agcgttgggg
cgggccgcecce
cagcgcgcgg
gccaaacagc
gctgtaggcc
catcatctgg
gaggaagctg
taccgtgatg
accatggccc
accgcccatg
gctgccaccg
tttgcgcagg
gtcggcgtcg
gatttcgaaa
gtggccgatg
acggccctcg
aatgccggag
tgggaagctc
catgacgccg
gtgcactggc
cgagaccctc
gcccggcegcet
gccagcaagg
gtatgagcgg
cggaggacca
cgatgagcga
agctgcagca
ggcgtcagcg

gcacgtgctg
gctatcgccc
tggcggccgg
tcgaggccca
cgcaaggggyg
tggcctgtgt
tgcagcaggc
cctggcgcga
accgcatgcc
tggccagcct
ccttgctgta
tgtgcgcata
tcaggggctg
acttgcgtcc
gccgctggcece
ccttgacgat
ccaggggggce
gcgctgcgaa
gcaggtacgc
cgcctgeggg
cggtgatggg
cttcgagcgce
gggctacgtg
cctggccggt
cgatagtgtg
caacccgttc
ctcggcgcecat
ggcgcaggcg
cacttggcgg
ccggcagtga
gagctgacca
atgatgtggc
cggttgtcga
caggccaggt
ttccacgcecct
aggcggttct
ccgcgtatcg
aaggcatagg
tcgcacgccc
cgctcgecgt
accagtgcct
tgcatcaggg
agaaaacgga
gtctgttcct
atggcgtagce
atatccctca
cccgcecatga
agcacgacga
aaaccgccac
aggttgtact
cctgctgact
atactcgccg
cctgaccctg
gaatgcccat
cgagctggaa
ggtgctcaag
gcgcegggtyg
ggagatgacc
gctgatgcag
gttgagtgac
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catgatcaga
aggcgccacg
ggtgatccac
cctgctgatg
cgaggtcagc
gtaccgcaag
cgcactggtg
cggccaatgg
agcgtttcgce
ggcccagttce
tcaagcgacg
acaacaaatc
gaacgctgga
aatcactcgc
aacctgcgca
gaccagcatt
atgcaggtca
atcaccccca
aagtatgtgc
cgcatgctgce
gcccagggcg
catggcgaag
cagcaggtga
cgcctgaaca
tgccgctaca
ttcaggagcg
ttcagccgcect
atggtttgag
cggttcagcg
gcagcagcgg
ggtcatagcg
tgggcgtgac
gggtgcctat
cgatgcgcac
tcaggtccag
cgcgggtgac
ggctgatgcg
tgtttatagt
acagcagctt
aggtcacttc
gcgcttcgcece
cgctgctgta
tctcgtcgeg
ggcggcggtt
gggcgatgeg
cgccctgatce
tctgccegece
tattggtcac
cgatcaccac
tcttggtcgce
ggaaatgggt
gtttgctatt
accttgctgce
gacctgaccg
agccatcagt
cgcctggagce
ttcatcagcc
cgcaactacg
ctgctgggtyg
agcgagtctt

aatttgcgtg
ctggcatgcc
gacccggccce
cacatcgtca
ctggagctgce
ggcgaccggg
gcggcgctga
ttgctgaccc
cgctacatcc
aacactttgc
aatgatgaca
ctgcgtcgag
ccacggccat
tgttcatcgg
ccaatgccgg
gtttcctggt
gcctggcgcece
gtgggttgat
aaggcagcgg
atgtgctgat
acgcgctgca
cgctgggcaa
tcgacgagtc
tctcggtgceg
ttcagcgggce
agtcgattac
cgttcaagaa
tgtgatggtg
acggccgttg
gcggaaatgg
cttcgatccc
gccaaagccg
ctgcggaaac
gtctttcagg
cgggaagtgc
ccggtagtag
ctcgatcagc
gcgtgecgtge
gctggcgegt
cagggccggg
cagcagcagg
ggcgttgctg
ggtattgatc
gaagcccatg
gtccttgatg
accgacgctg
gttgcgcccg
gccttgttcecce
gacatcggcc
cgagtagtag
agaaatcatt
tccagcecctcce
aggcgcgcga
agcagcaatg
tggcggagct
gtgacggcat
tgaccgaggc
acaagatcct
aaatgaagaa
ccagcacttt

aacgcttgcet
tggcgcgcaa
agggttggca
cctgtgagtt
gccataccgg
cgcgcttege
tgccgctgga
tggagcacat
ccatcagccc
tacctaacct
gttgtgcgca
ggcagccatg
gcaacagatc
cgaggtttct
caacatccgc
cagccagcgt
gggtgagctg
cgaacatgtc
cccgatgttt
ggaccaactg
gaccgccttce
ccttggggcece
cctgtcacag
tcacctgtac
gcgcctgaag
ctcgattgcc
acagttcgaa
ctgcttgtgce
aagtagcccg
tccttgccga
tcctgcatac
gagtagccct
aggttggcac
taggggaaaa
tcgacgaagg
tcgatcaccg
tcatccggca
agctgcggcet
accgagccac
ctgtgttcga
ttcagggaat
ccgatgatct
gccttgaacg
tagccatagc
atgccggcegce
ctgcggatct
ctaccgccegt
gccagctcca
tcgatgtcgce
gtggggctct
ctattaatgt
ttgagcccge
agccaccatg
gcgggtaatc
ggcctgtatc
cgtagcgcgg
cggccagcaa
cgcccagttt
gatcaaaccc
cagcagtgct

ggcgccccga
cctggggcag
ggccacggtg
ccagctgcag
tgcgcttcecge
ccgactgcgce
tttcaagcgce
gggcggtagce
gcaacagcgg
ttgacgcaaa
catagataac
catactcaac
tgtggccgtt
accttttccc
cggctgggcg
gcggggcatt
ctgctgatgg
tcgctggcecce
ggcaagatct
tgcaaggacg
attgccctgce
ttgaacgggg
cccgggctga
cggctgttcg
cgcagtgcgg
tacaagtggg
cgctcgccca
gggcctcatc
acagctggtg
ggatgcgcgce
cctcggcgag
gcacatagaa
tggtggccat
tcttcagcat
gcgtggcggce
ggcggatgtc
atggctcggt
ccagcttgtt
ggccggtgeg
agatgcgcgc
gcacatggcc
ggcgcacttc
ccttctccca
cgtggcagaa
ccagttcgcet
tctccaggtce
agcccagata
gggcggtgtt
gttccagggt
cgagggtgat
attaatgatt
atgaccacac
gcgttcecttcee
cgtatcctgce
ctcaaaccca
cgcaagtcgce
gcgtttcectgg
ggcgatgaca
tgacgcgcca
gccgcgcgcece

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900



gctcataggc
ggtaggcatc
cttgcagggc
tgacaatcgg
gggccgagtce
cgtcgcgggce
gctggaacac
tgcgcatgcece
cgaagtggcc
gcatcactcc
cgaaaatgca
tgttccceccte
cgaatccaat
agtccgtcct
cggcagagaa
acttcggcgg
gggcctgcgce
caatgttctc
gcagcagtat
gcgaaatggg
gcaagaatgc
aaatccgtga
tgcgtgatgce
agtcggcggg
attttgccag
tccgcgagaa
ccccggcegcet
tggaaaagag
gcacgctggc
tcgaccgect
ggctgttccg
cgcaaatcct
ccacttgttt
gcccgggagt
ggcaacttcg
ggcgttaccg
atcgacaagc
attctggctg
tttgccggta
gcgcgctttg
ggcaaggtag
tattcaatgg
agccacttcc
gcctaccagg
cgcatgctga
gtggcgatgc
attgccgatg
ttgtggacca
ctggagactt
gcaccggctg
aggtccagcg
accggcaaag
gactaccact
ggtatccaca
ctcgtccgeg
ttcaatcgcecce
caggtctgca
gttggccagg
gtccaggtaa
gcgaatgccc

gtcggggcect
ggcatacagc

cacgctgaac
cttgatgccc
gcgataacgt
ttcctgegea
ctccacgaac
cgccaactgg
gacggcggca
gtcaggggcg
cgggtcaatg
gtaacgtgca
aagaaagaga
gccgaccatt
tatcgccttg
catggaaatc
cagcacagcc
gcccaagcta
cgcgcecgttce
ctggagttcc
cgaaggcgct
tgactggtat
cttcgtgccecc
ctttggtttg
cggcttctcecc
aacccgcaac
gatgcgcctg
ctgggacgag
gttctggcgt
gatggaagcg
cgattcgcac
cggccgegag
tcacccatcc
cttgcatgtc
ccaccggcgt
ccaacagctt
gctccaccag
cggaccagat
tcgactacga
agtgtgaaaa
tggcctttga
tgctgccgcea
agggccgcect
ctgactacca
tggtgctgga
cggcgcggga
acgaagggcg
ttgcccggcea
tcaagaccgt
ttttggatgg
ccagtagcaa
ccggtgceccat
gtatccttga
cccaccgcca
ctgagaatgc
gcctgcacct
ggcccgatga
cctteccttgt
ccggggaggg
ttgggcgggt
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gcgtacatca
gccaggcggce
ccttcgcegta
gccgggggcea
tcggccaggt
aagccgtgcet
aaggcgtcct
gcgatttcgt
tcgcacacac
cggcgggccg
cttgtcgcaa
ttcctccacc
ccgctcatga
gccgccaatg
ctgaaaagca
accctgccgg
tgggccatga
caacaggagg
ggccgcactg
ggttgcgacc
caggattact
gccgtgggcea
gagcaccgca
taccccgaca
acggtcagct
cgcgtgcgtg
gccgagtcga
attgccgagce
accaaccagg
gccggtggtyg
atgaccggtg
ctgatgggcc
cctacaagca
caaagaaacc
gaccgtggtyg
caactcggtg
ccatgaagtg
cgacctgtcc
gaccggcact
gtaccagcag
tgactttggc
tacccgcatg
gcagcacaac
gccacgccag
gaacgatgcg
gatcgaggaa
agtgcggcta
acagcaggac
gctcaaggcc
caccggctgt
cttcggcgcg
ccaaccagaa
acttccccgce
caaacgccgce
cggcggcttt
ccgggtgcecce
acacgccatc
tctcgatctg
tgttccagcg
aatgcatggc

gctctacata
tgtgctgctc
tgccgtccag
ggaacgccgt
gcagggccag
cgacaaaggc
tgttggcgaa
tcagcgaaga
gcaccgcaga
cgcgcegtcett
ggcaatttcc
caatcgccgce
aaaagccaaa
ccatgcgtgce
tcggcatgceca
agttcgccca
gcctgctgtg
tgtggggtag
aagaggttga
acgccgaatg
gcttcgccat
tgcgcggcag
tccagaaggc
gcaagatttt
tgggcgttgce
cctacaccgg
cccatcaggt
acagtgcccg
gctacgccgt
gcgcctggtt
cccatgccta
tggagcctga
caacaacaaa
ttcgattcac
actgccgccg
tcgctggacc
ttcgaagagg
aacaactttg
ggcggcgege
ctggacggtyg
cgctcgceccgce
acccaaggcg
ctgtactacc
ctgtgtaccg
ggcctgagcc
gcggttgcca
tcggtgaagg
aaggtgttcg
cttatcaaca
gccggtgtte
gtacctgtgg
gcctcagtag
cagctcgcgce
acccagctcg
gcccgcecttg
ggggttgcceg
cacaccttcc
caccagcagg
cgaagcccgce
cttgaccagt

caggctgtcg
atgcgcccag
gtactgttca
gcgcaacacg
ccagtgcccc
cgtttcctgce
atgcgcatac
ggcgtcataa
aggggaaagg
gagggtggga
gggcgccatg
tcacatactg
cccectgetg
agagcaggac
ccgcgcttte
gtgcatcgcc
cacccacagc
cgacccggat
gggtggcgtyg
ggcgattctc
cctgcctege
cggcagcaag
caaggacatg
cttcgcceccecg
cgagcgcatg
tgctgccgtg
ggccgctgcece
tcacgaatac
gaagatgtgc
cgagagcaac
caccgattac
cccggcgatg
cagggcaggce
gtgcctteccg
gccccagtgg
cggcgctgat
cctcgcactt
cccgcccgaa
cgttgttcgce
gcgatcactg
tgctgtatca
cagaggggca
tgatgaccca
gcctgcgcac
tgaacgacct
acctcaagcg
gcgtggacga
ggcagttcag
tctgaacacg
gcggatgaac
gagcggcttt
gcaccacccc
agcccgcgcea
atgtagcgtc
ccaatgcgca
cgatgcccca
actgcaacga
cacatttgct
gccagcgcgce
tgccgcgcect

atgatgccca
ccgtggcgag
aagcccgaag
aagcgcagtt
gccgccaggce
acaagcgcac
agcgatgcct
ccgtactcgg
tctttcaaca
ttgtggtgat
gaaagtgcaa
atcgcgtctt
gaagacctga
cgcagtgtgc
ttgcccaaac
ttgctggcgg
caccagatgg
gctaccgcca
tcgttcagceg
ggtttccgcecce
agtgactatg
accctgatcg
atggagggca
tatcgccegt
ctggaggtgt
ggcgccgceca
cgggcattgc
ccgtcgegtg
atccaggccg
gaactgcagc
gacgtgtgtg
gtctgagccg
tgccaggcect
ccgcgccecctg
ccgcaaggtc
cctgtggagce
tgccgtgaac
ggaagatcgc
cgattgcgcg
gatcctggtg
ccagggcgcc
ggcaccgagc
ggcgctgegt
cagcgaggca
gcaacgcgaa
caaagggctg
gaccgaggcg
tgaacagcag
ctttgggatg
ccgctcccac
agccgcgaac
cggcactggg
tcagcaccgt
gcgccagttt
cgattgcgtc
tggccgcact
tctcgtccag
catcggcgtg
tgcccacccce
gttcggcagt

12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500



ttccaccatc
ggtatcgccg
ctgggcgagce
gaaaccggca
gatttgcggt
caggtcctta
tgtcacctgg
gctgcaaggt
ggtggttgag
ccgccggceac
cgccggceatt
gcgggtccac
tggcgtccag
acgccaactc
cgtcgaacag
cctgcatggce
tcttttttgce
gctccagcga
cggcgtgctg
gatggcagcc
gtacagagca
gaagaacgag
ggcgttgagg
gccggccagce
agcgatgccg
gcggtcgcetyg
gctgagcagg
ccagaacgca
cagcgcacgg
accgaattgc
gtgctccggce
caggaacatc
cccggacact
gacctgggcg
gaacccggcce
gatcagcagc
gcgtgggcecea
gaagaacagc
ctgcatcttg
cagcagcggc
tgcctcgcegce
gtcggggagg
gtgcttggcg
gcgctgttgce
tgttttgtgce
gtattcgcct
accgccagtg
cagggcgcgg
aaccaggtgt
cagccgcgaa
ctgggcagcg
gccggtgceceg
ccagcccagce
ggcggcgtac
caccacacgg
cgcctggecg
gccgtcecgtag
caggtagtgc
catgtagcgc
catggtttcg

ggcaccagca
atcaccgggce
atgccgcgca
ttggccgcca
tcaccgctgt
aacgaagcgg
gcgagcggcg
gacgtcgtac
cacggcagcg
tttgcgcagg
ggcggcgttyg
ctgctggatg
cacatcaaac
cacttcaacc
catgtcgtcg
gcgcgaggtce
cacccaggcg
gaactggcgc
gatgaaagcg
tgggtgcgca
aggctggcege
gcgatgctgc
aacgccggcg
accaggccgg
atggcagcca
gagcggccgce
ccgacactgg
agggtattca
cttgcgaaaa
gcgcgcagcg
aaaacggcca
cactgccagc
ggcccgcecga
cggcgcccgg
tcggccgcegce
atgctggtcg
acgcggtcga
ccggcaccca
gcgaagccaa
atcagccgcc
ggcgaggctt
gcgtggtttyg
tcgtagacct
agcagtgggt
acctcggcgce
ttgccgtcgg
gggaacacgg
cacaggccgg
ggcatggggg
cgggtgggtt
gggatggcac
gaagagccga
gcacccagca
tccggcagcea
tggtcgaggg
ttctgcgcga
tggtcttcta
gaggtgcaca
atgggcacca
acgttgaagc
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aggtttgtgc
ggatcactgc
ggtcgttggg
gctcggcgceca
gcaggcgtcg
caggcgatgg
accgggcggg
ggcgccagtt
ctgaccccgg
tcgatttcgg
tcggagatgg
cgcgcgtcaa
acggtgatgt
cgcggcacga
agcaaggcgce
aggccgatct
cgctggatgg
acttgctcgce
ttgtctagca
acaccagcag
tgtgggtggt
ccagcgagct
gcagttgcca
ccattaccgg
tcagcagcgg
acgccagcat
cgtcgctggce
ccgccagcat
tggcgccgaa
tggctttctg
gtaccaccag
cacgcagccc
ccactccggce
ccgggtacca
ccagggcaaa
acaacagccc
gcatcaggtt
ggccatagac
tgttgatgcg
aggtgactgc
gttcgagtgt
agccggcgcg
gggcggtgcet
ccaggcgcgce
tacggccggt
ccaccgcgca
ctttgccttce
ggatgtcggce
cctccteggt
acaggcggct
caccgtcctg
agtagggcgt
gcattgccgt
tcccgcagaa
tttcgaggaa
agcggtgcga
ctgccttgeg
gggccgagac
gggtgccgta
ggttgcactc

gccgatatcce
ctggctgggg
cgcgtgttcg
gtaggcatcg
cttgaagtgg
agccgagcat
tgaacgaacc
tgttggccag
attcctcgat
tggggcgcac
tgtcgaacac
tgatttccag
tcgggccectt
tgaagcgctc
cgtagtcggg
tgtggcccac
cgtaggcgtc
gggagcgttc
tgggggcggt
gccgcccagg
gtcgcgcacc
gatcagggca
gaacatcggc
cagcgcctgce
tacgcacagg
gaacacgcag
cacaccggca
caccgcgcaa
cgaggttacg
ctgctcatcc
gcccagcaac
gcccgtgtceg
caacggcacg
gcggttgagg
gcgcaacagg
ccacaccacc
gctggggacg
cgtgtcggac
gtccaggtgg
ccgatgggta
gctcatgttt
ctagcggttg
gtggtcgatc
tttcaacact
agccatgcgc
atgggcggcg
ggcatcgcgce
gtcggtttcce
gaggggcggce
ggtgggcacc
cggggtgacc
gaccacttcg
gtcgtgcatg
cgcttcccac
cgggctccac
cagcgagccg
catggcccag
cgagaccact

ttccggggcg
ctcggccagce

agcacctgcect
tagggtgcca
ccgtcgatca
gccaggccga
ttgatgggca
gtcgtagtcg
cccaaggatg
ccaggcaacg
cacgccattg
ggcccgcccg
cttgcgggtyg
cgccgggatc
cagcggcttg
gaaggggatg
ctcggtgatg
cagcttgcgc
ttcgatggtg
ggcctggtceg
ctcttgattc
gcgatgaaga
cagccgatga
atgccggcgg
agcgcagcgce
tcgggggcaa
tgccagcggce
ccggccacgt
ctgtgaatca
tacacggcca
ggcttgcgct
agccagctca
accaccggcg
tgcatgaagg
gcaatggcga
taaaccagaa
tagaacgcgc
atcaggcagg
ccgaacagcg
aaatgcaggt
gcgaacaggt
ctgtcggccc
ttgtacttat
aacagtgggt
tgcacggtga
gccagcaagc
aggttggcgt
gggtaggcca
tgttcgagca
aggtcggggg
tggccacccg
acggcggcecg
gggaagatcg
gccttgcecgt
aagccttcac
tcgcecgtect
accttggtgg
ctggccagga
cccaggcggg
ttgaagtgct
agggtggtgg
agcttgccca

tgatcagcgc
ccgcctgcaa
gcagccagtc
gccacaggcc
tgtccatgag
acgtggaagg
atctggccgg
cctttggccg
cggtagagca
cccatcacca
gcctgggttt
acccactcgg
ccgaggatga
tcgctgectt
ttcgacgata
ccggcggcga
attgccggtt
aggcggtcgg
aagggttgac
cggcgagtac
agtagggcgt
cctgggtacg
tggcgcccat
tggccgcaat
gttcgecgttg
acggcacagc
ggctgggcat
ccaacagcca
gttcttccte
cccgctcgaa
ccccttecgag
ccagtatggc
acagcgcggt
tgcccgggaa
tgctgctttc
cgatccagcg
cataggcaat
cctggctcat
agcacaccag
gttcaacgtg
tctgtaatga
gcaaggtgct
tgccgatcgg
tgtcgcccac
acagaaagcc
gcacgcgtgt
tggtgtcggce
tatagagcag
ccagggcgac
ggttggcggc
cgttgatctg
cgtaatcgga
cgtggccttt
gccacatttg
caaagtccgg
acgccacggt
cactgtcggc
ggtcctggtt
cgtggtgggce
gctcgggatt

16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
183900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100



gccggggaat
gccctcgaaa

gaacacgacg
gtcgatggcc
cggtacatgg
gctgttgttg
gcgcacagcg
ccatcgcggg
tgccccageg
agacctcgaa
acggctggeg
cacgggccag
actcggtgtc
ccaccgggcce
cggtgggctg
ggcccececgge
tgtcatagtg
ctacgatcag
cctggatgaa
acagcgcggce
tgccgecccag
tggcggtacc
cggcggtagc
ccgccaggcg
cggtgttgcec
tccatgggcect
ggtcgtcgac
agttgtgcga
cgagggtttc
gcatcagccg
ccgcagccac
cgccggtggce
tccagtgctt
gatacggttg
cacatcggcc
gaagctggag
ttcctgette
atcggccgca
caggttgggg
gtagccggca
caccgccacc
ctggatgtgg
cgcgaaggcc
ggtggcgggt
caggtgatcg
tttcacaggt
tctcgatgtc
tcaggatgtc
ccgtgcgtac
gcaggcccag
ggcaaaaacc
ggctcacttc
cgcggctgge
cgccggecgg
acaacaccgg
gctgcagcaa
gcagggcatg
cgttaatgtg
cctgccggcea
agcagccatg

gcgtagggca
tgcggcccgce
atggtgtcca
gcctggcgaa
gtaatcttgg
ttttggggct
gccccggcga
cacaaggccg
aggaatgtgg
gctgtactgce
caggtcgcgt
gcgatgggcet
gttggccagt
aaagatttct
gatgaactgc
gaccaggcgt
ctgctgggtyg
gcgcttggeg
gatgcggctyg
gtccagcgca
ttccatcgag
gccggtgaag
gccgtaaccc
gcccagttcg
cagcgccagg
taccaggccg
cgggtaggta
ggcacgcggg
cagctcggcg
ggcacgttcc
agcctgggcec
cgggttgtag
gatcatgctg
accaggcgac
aggccttctg
aagtattcga
agctcaccgt
tcgacgatcc
cggtagtagt
acgtaggcca
agctcgcact
ccggtgtagg
agctccctgg
ggcagccagg
tcttcgaccg
aattcctcac
gacgcggtca
gccggegtge
gcagttggeg
ggcatcgggg
atcacggcac
gttgacgatg
gtccttgcca
gaataccacc
cttgaccggc
accctggtag
gctcatgctc
ttaatgttat
aggcaaggca
agcgaccggce
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tgttgctgat
acagcacgtg
cgcccagcetce
agccttggcg
cagtgagagc
gacccggtcce
tatctgcggce
ctcctacacc
tgattaccca
ccgccctcac
acgttctggc
ttgccgatgt
tgcagcgcct
tcctgggcaa
cccttggceca
gcaccttctt
atcatcgaac
cgcgccgcaa
ccggcggtge
cgctcaaggt
tactttttaa
gaaatggcgc
tggatcacgt
ttggcggtca
cacggcgcag
cacacaccca
tggccgtcca
atcagcacgt
agtttcggca
ttggccgggg
acttcctcgg
ttgacgaagg
ctcatgcctt
cgacgccttc
gcgtgecggt
tgaggtgcgg
tgatccaggt
acgggccgac
tttccaggta
gggcgtcctce
cgtagtgcat
tgcctggcga
cgtggtecggce
tgacctggtc
tgacatcgtg
tcggcgacga
cctggctgta
agggtcatga
gtgttgttgt
ttggccactt
ttggccttga
gtgtagcccg
atcaccactc
tggccttcat
agttgcttgt
ttcagcgcga
ttctecctgge
agttaatatg
ccatgggcca
atccgatacc

gaagtgcggc
gtagttggcg
acggcaacgg
cgggcctggce
gagtttgccc
cttgtaggag
gaggctgaaa
cgggcggtgt
tggaaataca
gcccggtacce
tgttgatgaa
cctgggtcca
cggcttcecgtce
tgcgcatctt
ggtgcgcagg
cgatgccaat
cgacctgggt
actctgcgac
agcgctcgcece
ctgcgtcttc
ggcctgcggt
gcacatcggg
tcagcacccc
gaggcgacag
tcttccaggt
ccggctggta
tgcgcgtgca
tcttggtctg
cgttctgctc
tgttggccca
cgccgccecgcet
tgtctttgct
gttgttcttg
cacttccacc
ggcgatcatg
gatgtcgaag
gcgcagcttc
cggggtggtyg
gtcgcggatg
acgcttgacg
gtattcgacg
cttgatgaaa
gtagttcagg
ctgatggacc
ggcctggeceg
tgtggttggt
catcgacgcg
actcgctgat
gctggcgcag
ggctggcggg
ctgcagggcyg
ccacatgctc
ccagcgccgg
gctggttgcg
acggtgcttc
cgccgaacag
agtgcagggc
ttaacgatgg
tcgtcaacag
gaacatcaac

agttcgttgc
ttgaccagcc
cggctgattt
agttcggaca
atgggggtct
cggccttgtt
tccaggggcece
aaaccgcaca
cacgttcttg
ggaacctttc
caccatgccg
gatgtacgag
cttgaacggg
gttgttcacg
caggttggcc
gcggatgtac
tttcgggtcg
aaactgcggg
gttcagcgag
gaagatcagc
ctgcatgatc
gtggcggacc
gttggggatg
ctcgctcatc
agccgtcatg
cagggtgtag
cacttcggcg
gtggatcggc
aatcagctca
cttggggaag
ggcgacttcg
ctcgacctca
aagaagtcag
accacttcgt
tcgccecggtt
atcatgtccg
aggttgctga
gcatcgcggt
gcgtagtcgt
ttcttcgecg
ttgtccgggce
gccaacggtt
cccagggcga
aggcggecgt
tcgaactgga
cagcttgccc
gccctcegggg
ttcggcaatc
ttcgcecgtte
caccagttca
gtagtagctg
cagggcatcg
gccgggttge
ggtgttcggg
cacgaacgcc
ggtgccgcetg
ggtggccgtce
tcaaggggtyg
ggtcaagcga
attggccagg

tggtgtacac
agtgcgtgtc
cgtgatgccc
tgtacatgga
ccgataagac
ccgggatggg
gctgcgcgcece
gagggttaga
atctctgcaa
acgccgcecga
gcctcgatgce
gccaggccat
atcaggcaca
tcggcgaata
gggcgctcca
ccggtgacct
gtcgggtcac
tacacgcttt
aagatggtga
acgggcgact
ttcttgccgg
agggcatcgc
ccggcttcta
ttcagcacgg
aacggcacgt
ttgagcatct
aagaagtcga
aggccggtgt
cccagcttgce
gcttccttgg
cagatggcgt
cggccgttga
cttcgctgac
cacccggceac
gcagggtcat
cggtggtgcc
cgtctggcac
ttttcacccg
tgcacacggt
ctttgccgat
gccaggtgac
cggtgggcgg
acatgctgcc
cggcaaggcg
tacgggcgtyg
aggccgtcga
gttccggtga
agctgcgcca
acatacaggc
gggccgaccg
gcttcgggca
gccacgctga
acgcgctgca
gtcttgacga
gcttggtgct
gcaacgtcaa
ctgcggattt
gccagtggeg
tttgcgagca
tttacgacca

20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700



gcgctacagce
gcgcaacatg
cacagtacgg
cacgccaccc
gacggtgcgce
gggcatgcag
cgaggcgcag
accgggtcgce
gctgtgcccce
ccgtttcaat
gcagcagatt
gccatccaag
ttccggcagce
cagccgcttce
agaattgcag
ggtcgcagcc
cgtgcatgcc
gcaaccttcg
gccgctgttg
gcagcacggc
catgaccggg
gcaggaccag
gatgaaggaa
gctgcagcag

<210> 2
<211>
<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
222>
<223>

<400> 2

tcaggcgaaa
caggtctgcc
ggtggccagg
ggtgacgtca
ggccgcttte
tacccgtaca
gtccttgaag
gggcaggtaa
gcgctgggtg
cacggcgatg
caaggtcggc
cagcaacacc
ggctgcggtyg
cgccgcccgg
gaagatgcca
gctcagcagg
gcccatctgce
gctgccaacc
gtcatgggcg
agcgatgcgce
ggcggtgagg
ggtgctggtt
agggggagtg

gacagcgagg
ccggtgcacc
gtgtatctgg
acggtggcgce
cagcaactgg
gtgcagccag
cgcctgcaag
gaggcggcgt
aactcgctgg
gccctgatcg
ggcgtgaccyg
cgcctggtgce
acggccaacg
ttcaaccgcet
tgaaatggcc
cgcgcgccgyg
cttaaattcg
ctcacgctaa
aaccagcacg
gagctggaga
gtactggggc
cgacgggtgt
ggcatggagg
ctgatggggt

12339

misc feature
(1) .
Cluster tyn

. (12339)

cgctcgaagc
gccagctggce
gtcaggcccg
atcgtgccgg
aggttgcgca
cgctcgaagg
aagtacttgc
cgcttgccca
atgatgtagc
tcggttggcece
aggttgatgce
tggtcgcagc
accagcgtgce
gcgatggcgce
cctgcccaat
cgcgaatcca
gtgtcgttac
cgtgcgggca
tggcggttgg
cccttctcecca
ccgataatgc

tgcacagggg
ttcagcgcca
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tgcattacga
ggcatgaccg
atgaccagca
acgcgttcegt
tgtggcaatt
cctgtgtggce
gctggctgga
tgcagtcgcet
aatcgacccc
aagcgcatta
aggcacggct
tggaacggct
aaatctgtta
acgccaagct
atggcggcectc
gcttgaatgg
tgaattgaga
gcctgttgca
acctgaccga
attatcagtt
gcctggageg
tcgtcagcect
ccaactacca
tgttgaatga

Pseudomonas putida U

ggtacggtga
cagcagcagg
gaatactggc
cccaggcgct
tggcctecgtce
gggttacatc
caaagctgat
gcagcaggtyg
cgccgtectt
cgtccatggg
ccaggttgcecc
ggatttcacc
gcaccgcgca
tggcggccag
ccgcccgacce
ggcccagcgce
ggccgatgaa
tctcggccca
tcttgcgcac
gcaccaccac
cgccaccgat
cgatcgtggg
gccagcagcce

ccggctgggce
gtttttccag

gtacatcgag
caccgaagct
gatcgaagcc
gctgggcaac
cgcgttgagt
gacccgcctg
ggcgcggceat
ccttgagcat
gaacgatgtg
gatgcaggag
ccagctcggce
cacacccggg
acccgggtgce
gttttccgtg
aaaagccaca
ggcccgagaa
gcagcaatgg
ggcggaactg
agacgggctg
gaccgaaaga
gaagattcag
cctgaagcgc

cgggtcgatc
cgaggtgccg
caccgggccg
ggcgatacgg
gttgagggcc
cgttgccttce
gcgcaaaaag
atcgagggtg
gtgcttgcgg
ctctgtgcgce
gaggaacttg
ttgctcggtg
gttctccact
ggtcggttcg
acccggcacc
ctcgacgctt
catgatgccg
cagccgatca
ccagcccagg
cggtatgttg
gatcaccacg
agacatggct
tcactggcca

aacctggcgg
gtgcattacg
gccgggecga
gacagcgacg
gacgccagcc
ctgccggcecg
gacgagtttg
atcatgatca
gaagacctga
tggccgetgg
tgccggcgca
gccaagcgtt
ttcaaggatc
gagtaccgcc
tgttgttgtt
gaacagattg
ggtttgacca
gccgcgatgg
cgggtaatcc
gcctgcatcce
gtgcggcggc
ggggaggcgat
gcgcagtttg
atcgcgccat

agcggggtgg
aagccatgcc
atgaccgggt
gcctgttcga
gggttggcgt
cagcgccggg
tccecgectggg
aggaaggcgt
aaggaaaaat
agcacggaac
cgcgaccaca
accaccccgce
accactgcac
gcgcgggcegt
atccgggtga
ttcagccagc
gcttgccgat
gccgccagtg
ttgcgcgacg
cgttcggcga
gtagtggcgt
ttactctttg
aggcggatca

gctttttcgg
tgaagtcggg
tgttcttcct
ggcatgtgcect
tgctgccgge
aatacaaggc
ccacgcagca
gcctgcectgceg
agatcttcca
cccgctacgce
tcgccgactt
tgctgttgtt
cggcctattt
agcggcaggce
tacagcggat
cactttccat
tgaccaagac
catttttcag
gcatcctcaa
tcaagccgag
agaaggccgce
gctttgcctce
gtgaagagaa
aa

cctgggccac
cggaaaagcc
tggagtcggg
acaccggcca
gcgggtcttg
ccagggccag
cacgcagctg
ccagcgcgcce
ctggtgcgcece
aggtcagcgg
ggccaccggce
tgacacggcc
ctttggcgat
cggagggggt
tttccecgegt
cttcatgcat
agccaacgtc
ccaggggaat
actgctcccce
ggctcagtgce
cggggtggcg
ttgtgcgtgc
gggtcacttg

23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25132

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



cgcttgeccecce
cagcggcggg
gtccatgacc
ggccaggctyg
ctgttcgatg
gacgtgaatc
ggagccggtt
ggatcagctg
cgccttgcgg
catcaggatg
gatgtcttcc
acctaccagc
gaggccggtg
gcacggggct
gtactggctg
taccacttct
cacccaggcg
gatcagcggg
ggccaggcecg
ggcgccggtyg
gtcggcatcg
gatgttcgag
catcgccatc
ggggaaggta
ctggtacagc
gccggcacgg
catggcgggt
tttcgctaac
ccagggcttc
gtcagcaggc
tggttgagta
cccagcagcg
agcgtcgact
ggcagcccca
agcacgccca
atggcgccga
ctcaggccgt
aagaataccg
aggtaggtgce
tcgggecaggt
attactgcac
ggtgcgacgc
ctcacatcac
aaaaagcgca
aggatgaaca
gggccgaaga
acgcgggtga
tcgacggcgg
atgggagggg
gtaggtttgc
gattcctgtg
cttcttcgcg
cagaacggca
ttgccgececgt
aggtgctcgt
ctttcgcggg
agcggtgtcg
tagttggcag
agcgcgtccce
aggtcggcga

gcaccgcggt
caggtgaccg
cgtggtacat
gcatcgactg
acgtcctctg
cagttgtcca
ttcagtttga
agaacggggg
tacaccacgg
atttcgtcgt
acctgctcgg
ggtacgtggt
ttgtccacca
ggcatggcca
gggtcgccga
tccagggttt
acgaaggcat
cagacggcca
atcaccttgg
cggtaggccg
ttgagggtga
ccgtaccact
atgcgccggt
atcatcgcgce
aggccgaaca
atcatgtcct
ctcgcagggc
gactggtagg
aatggcccgce
acaccaccag
ccactgcggce
ctgcggtgga
cggctatccc
ggccggtcag
cccgagtcaa
gcaggatcga
agtgggcctg
cagcaaccgc
tgcaggcgtg
tcagcaggct
gccagccgaa
cttcgatggt
gcaccatgct
gcatgatcag
gcagcaggcc
tcagctggcce
agctagcctg
aagggccgag
agggattggc
gaatattatt
gggagcgggce
ggcatgcccg
cagccacggt
tgctctcgtc
tgactgccca
tgcgtacggt
ccttcacgcec
cgacttcacc
agcctgccga
aggtgtagcc
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aggcggtgac
tggtggccgg
cggcagggtc
cggccagcgce
gaatgacctg
ccgccaccag
tgatctgtgt
tttcccagag
tgccccaggce
catgcaggcg
cggccagcgt
tgtgcgcagg
ccttgcgcac
ggaacgcgcc
cttcgcceccga
ccaccacctg
ccaggttctt
tgaacgcagc
cgtccttgeg
acagcaggtt
acatcaggat
tggcgcctgce
cggcggtggg
cgtgcgagtc
tttcttccat
gctcggacag
tggctgcecgt
tcgtcttgtg
gagcgagaag
ggtgcacagg
cagcggggceg
acccagtgcece
caggccgaac
tgcaccgagc
ggtattgagg
caccccggtg
gtacaccagg
cagggtcggg
gcccaggcgce
gttgaccagc
atgtgcgtcg
catcagcagg
catgatcacc
ggtgtcgagg
ggccagcagce
ggcgcccatg
atagtggctg
ggcgccgatc
ttgcatggtt
cgccgagtcg
atgcccgcega
ctcccacatt
cagctggcta
cttgcgcggce
ttccacatac
gtcgaagtcg
cacatggtgg
ctggaaccag
gtagcgggtg
ggcctgcagg

ctccagctcg
gtcgatgccg
ctggatgaac
ggtttcgatg
ggtctgcggg
gcgggagtag
catgggcttt
gttgagcttt
cacgtcttcg
gcccggtgeg
gccttcggceca
cttgggcagc
gtcgtcctge
aggcttgacc
gctgcagtag
gacatgagtg
ctggccacgg
gaccgtggtc
cgccaggtgg
ggccgacatg
cgagcggggce
ggtctggaag
cttgggcatg
gctgttcggg
ggtgtcgaca
gtagatgaag
cggatttgtt
tctgcctgcece
ctggccgggg
gccagcagcg
gcgccggcag
ttttcttgcg
agggctatca
aggctgatgc
cccagccggce
gcgccaaaca
gtggcaccgc
cgcaggaagc
aggggttcgce
accgtcacgc
atcacgccgce
gcgaacagtt
accagggtca
ctgggggctyg
ggcttgcgcce
gccagcagga
gcgatttccg
aggcctaggc
ttctctggcet
gccaaggtca
acaccggcaa
gaccgcagag
tacacattgg
tggtaaaggc
aggtccagct
aagtacagcg
atacccgtgt
gtgccgtaac
tagcggtagg
taccaggctt
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accttgtaaa
cggaacttct
acgcgcgagt
ttggcgaaca
ttgcgtccgg
ctggccatgg
gccttgttat
acgccgatgce
acgggcatgc
tcgccgcetga
atcatgtcca
tcttcgaacc
tccatgcecgg
cactcgcggce
ctgaccaggt
atttgcggga
cccttgacct
ttgcccatca
cgggcgccga
tgtgccagtg
aggcctttct
ttgccgceccga
ttggggaatg
ccggccatgce
caggccggca
tcaattctgg
gttggtttcg
agccgagttg
tgtggcgcag
cggcccatgce
acgccgacag
aggccatcac
ccatgccgcec
aggcaccgcc
tgatcaggtg
gcaggccgaa
cgatgtaggc
ggcggtcggce
gtttgctggg
ccatgccggce
ccagggcagg
tggtcgeggce
gcgcactgcc
cggctgcgcece
ggccataagc
agaaggtcag
gcaggctcga
ccagggcgaa
gatttttcgce
aacccttccg
agccggtgcec
gttggttacc
taccattccc
ccaccagcgg
cccgcgceatce
ccccgactgt
tgctgttgaa
cgctggacag
taacctgcgg
gctcggggcec

cggtggagcc
cgccgatcac
tgatgacatc
cctggtgggt
cggtgttgga
cttcgaactt
ccggttgcgg
cttgctcgag
cgcccaccga
tgatcttgcc
tgaagcgcac
aggcctcgta
cgtcgatact
gcaccagcgg
cggaaccgcg
agctggtttt
tgagggtgtc
cccccgggcec
cgcccgggat
gcgcgcecggt
cacggttggc
ggtacgccgg
gcgagtgctce
ggtagtcacc
tgtcggtgac
tatcgagggt
aggcaaccag
accgtcagtg
gctgagggceg
ggtcgggccg
ctggatggcg
cagcgacatc
ggccacacct
ggccatgcac
gctggccgtce
ggcctgggceg
gaacaggaag
gaggatggcc
cggcagggtt
gagtaccagc
tgccaggatc
cacgccctgg
caggccctgg
cagcgagcac
gtcgacgatg
tgtcagctgt
caggtacatg
gctgaagggt
ctaccgaccg
caaggccact
accgagtcgc
gtggttgcgt
gcccacctgg
gctgattatc
gaggttgagg
gagattttcc
ggggccggcg
gccgctgaac
tgcccacggce
gtcggtcttg

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



tcctgccagg
cgcacgctat
gtgacgtcga
agcgtgccgg
aggctgccat
tggcgggcgg
cccaggttcg
ccggcggaaa
ccgaggaagg
tcgccatcgce
ccggccaggce
cccceccetgtgg
tcggcecgttca
gccagcaagg
ctcgtttgtt
ggcgaggggc
tcttgttcgt
tcatcaccga
tgccggaagce
cccacagggt
tccacaggct
cgtcgtcata
cgcaggctga
gggtgccgcce
gcttctgctg
agccgatttt
agcggtgcac
cctcgatgat
tcttgcecgece
cggcgatgcec
tcagtgcctt
ctgcttcggt
tgaggataat
tggcgaagtt
cgctgtagcg
tggtcgccca
gggaaatgcc
tggcttccag
gcgaccaggc
tggcgtcggce
acgacgactg
aggccgtgac
aagtttgcag
ctgtggctgc
cgcagagcgg
cctatcgcga
gcaggcagca
agtaatcact
agctcaccga
tcgggctgat
gcagcgcctt
cctttgccga
gtggcatggg
tgttcgccgg
acctcaatac
tggcgtttgce
tcaccttcgg
ccgcagtgga
tcctcteget
ttgcccceccga

cgtattcgaa
acacgtccat
tgccgtgaat
cggccagttc
gcaggccatc
ccaggtagta
ggccgtcecgtce
cgtccactcc
cgtcttcgat
cccaggtggce
cctggtcacc
tgccgtcgta
ggtggctgtc
ttgccagggc
ctcggccacc
catcgcggtt
ggctgccaag
cttgagctcg
cttgatgccc
accggcctgg
ggcgctgagg
aggcaggaag
ccgggcgagyg
gtgaatgatc
gtgcggcttyg
cagttggccc
atagaagcgc
gccgtccaca
cagttccagt
agtgggcacg
gcccaccagg
ggccagttcg
gctgcagccg
ccacggcacg
ctcaccggcg
gccggegtag
gatgagcttg
caggtcggcecc
ggtaaagcct
gatgtgggcg
gctggcgagg
ggcaggtagg
cttaataagc
caaccgcact
ccccggcegat
cgcaaggccg
acaagcccgg
cgttcaacgc
gcacctcaac
catggccagc
cgccgtggcec
ggctgcgtcg
ccgtttettce
taccgccgaa
cctggcggaa
ggtgctcaat
catgtggacc
actggacggc

ggtcggcatg
actgcgtcgce
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ggcgaaactg
gccttcgegg
ccaggtcagc
ggtttcggcecce
gctgcccccce
ggccccgcecg
gttgatcaaa
atccttgccce
cttggtggtg
cgagctcacc
gctgaggcca
gttcttgcgg
atcgtcggcecg
caggctggac
ttcacagggg
ggcggcgatg
gcgcttgcac
gtgaagtcat
ccaaacggta
atttgcggga
ccgtagggeg
gtcgccacag
attaccgtgg
tggctgcctt
ttggccacgg
aggcgctggg
tcgcccgegg
gccttgtcgg
gtcgcacggg
gagccggtga
ccaccaccgg
gcaatgcgca
gttgtcaggg
atgcccacca
aacgagggca
tagcgcagga
ccggattgcea
agcttgaaca
tggcgcgagg
atggtctggc
tgctggccgt
agggtgatgt
ggggcagtgc
gggtaagcct
gttggcggeg
ctcccacaaa
cggcagccat
cacaaaaaca
cgcggcactg
ccggtgatcce
atggtcatcg
atcctgccga
gccattaccg
accatcctgt
tccgccggeg
gcctttggceg
accttgatgg
ccgttcggceg
gccatgttca
tcggectggg

gcattgtcga
gctttctgaa
ccgagggtge
tgggcgeggt
aggcgcagca
cggtccagcg
aaaccactgc
agcaccggga
cgttcggagce
cagttcaggc
tacttgataa
ctgttgaaca
tacagctcaa
agcgtctgtg
cctttgttgt
gcctattagg
gccttggcca
cgatgaaggc
cagccgggtce
tcatgcgcat
aggcgttcat
ggccgaaggt
gttcgacgaa
cggcgcgggce
ggccgaactg
acagggcgtc
cgcagatttg
ttgccacgtc
tcagcttggce
acgagacctt
tcagcacgtt
gcagcgtcag
ccgaggccag
ccacgccaat
gcgacggggt
agtgcgcggce
aggtttccag
gcactgcggc
agctgacggc
cgttggccgg
ggatgaacac
cgctcatgcea
ggtgcttgtg
tgtgggagcg
aagctgaaaa
aaaagcgagc
cggcaagacg
agccggggca
tcggtttccce
tcaccgcgac
ccgcactgat
ccacgggctc
gcacgctgtc
cgggggtgat
gttcgtggct
tcagcgcectt
tgttcggcgt
tgtcgctggt
tgttcgttgg
tgctgccgcg
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tgccagcgtt
agtcgctggce
ccaaggcttg
tgtcggattt
ttgcggtgceg
caccgtcggce
ccaggcgaat
acaggtcggce
catcggtgtt
tgccgtacag
agccttcacg
tgccccatac
cggcecggege
gtttgaccat
tcgggggcac
gcgtgtgegg
caggcgceggt
cgagccgaac
gagcagggtg
ggccttgecce
caggtgcagc
ttcctgggtg
acagccgggg
gatggcgaac
ggtggcctceg
cagcagcggg
ccccgagtgce
gggcaggaag
gcccatggca
gtcggtacct
cagtgcaccg
cggggtgaat
cttccagatg
cggctcgcgce
gatggtctgg
ctgctgtact
ctgcgccagt
gcgggcggcg
atggtcgaca
gttgaccacg
gccatgctcg
gactccgggg
cctgcgtgac
gccttgtgtce
tgctggggcce

gtaggccggg
ccatgccacc

tacgatgtca
caccgcactg
catgggcttt
gatgctggcg
ggtatacgac
ggcctacctg
ggcgctggtg
gctgggggtyg
cagccgcgcg
gcttggcctg
gggcaccgac
ctgcgagttc
ggccatggcg

gccttegecg
ccattggtcg
ggtgtagtcc
cagccacagc
gtcgaaggcg
gacgccgttg
ggtctggcgg
cgagcgccag
gccggccgcea
cgtgccgttg
ccaggtcgaa
cgccagcatg
ggcctggcetg
ttgcacatcc
cctcggttcet
tggggcgggg
cagtagcgga
tcgcggccaa
tgcatgttga
aggtcgttgg
agttcgtctt
agcagggtgt
ccgtcgcecca
agttcggcca
tccagtggcg
tcgatgcgcg
aggaagccgg
gccaccgcgt
gcctggcecta
gcgtgctcga
gccggecaggce
tcgctgggcet
gcgatcatgce
agggtgaagg
ccggtgatct
tcgaacgcac
tcttcgecggt
gggctggtgt
tcggcctggt
gcaatgttcg
cgggccagga
cagttggcca
aggtgcatga
gcgatagggce
gcttcgcgcecc
ctgattgctg
ggcagcgcac
ctcaataaca
gccagcactg
ggcatcggcg
cagtccacca
tacatcaact
atcgtgcatg
aacttcgagc
tgcttcgtgg
gaagtggtcc
atcgccgcac
ctgatgacca
gtcacgccgce
ctgggcctgt

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580



ttggcgtgge
tggtgctgga
tcgccgagcea
ccggcegegge
cggtggacgg
tgctgtgcat
acccggacaa
tgctggtgac
accgctcgcecc
tggcgttcat
tgcttggcgce
cgttcaagcc
acgccgtgga
gcgccttecag
cagaacctgg
cacgaacgcg
ttgcctgctc
cgtgccggcec
gaccggttgce
ctgaccttgg
gaagtggtca
gcgcacctga
ctggcatacg
atgttaacaa
aatccaaccg
tcgagacgga
gtgccggcectt
aaaacccgac
ccaccgtgtc
attcggtcgg
tgtcgcgtga
cctcgagcaa
gcaatgtaag
tggagccagg
ccaacctgcg
ccccgtceccaa
aggaggaggg
atgacctggce
ggtttaccga
aggactaccg
gccggcaagt
cacggtcttg
atgcttgacc
tatcttgcaa
agcgttgggg
cgggccgcecce
cagcgcgcgg
gccaaacagc
gctgtaggcc
catcatctgg
gaggaagctg
taccgtgatg
accatggccc
accgcccatg
gctgccaccg
tttgcgcagg
gtcggcgtceg
gatttcgaaa
gtggccgatg
acggccctcg

cagctgcatg
tgccgccagt
ggtgatgggt
caccatcaac
cgcgttgccce
cctggtggtyg
catcctgcac
cctgtcggtg
gctgttcccg
cacaccgccg
cactgcggcc
ggcgcgggtce
gcacgtgctg
gctatcgccce
tggcggecgg
tcgaggccca
cgcaaggggg
tggcctgtgt
tgcagcaggc
cctggcgcga
accgcatgcc
tggccagcect
ccttgctgta
tgtgcgcata
tcaggggctg
acttgcgtcc
gccgctggcec
ccttgacgat
ccaggggggce
gcgctgcgaa
gcaggtacgc
cgcctgcggg
cggtgatggg
cttcgagcgc
gggctacgtyg
cctggccggt
cgatagtgtg
caacccgttc
ctcggcgcat
ggcgcaggcg
cacttggcgg
ccggcagtga
gagctgacca
atgatgtggc
cggttgtcga
caggccaggt
ttccacgcecct
aggcggttct
ccgcgtatcg
aaggcatagg
tcgcacgcecc
cgctcgcecegt
accagtgcct
tgcatcaggg
agaaaacgga
gtctgttcct
atggcgtagce
atatccctca
cccgccatga
agcacgacga
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ttcatctacg
ggcgtgcacc
gatattggcc
acgctgatgg
aaggtgttca
gcgttgatcc
ctggtgctgg
gtgatattgc
ttgccgcaga
ggcatgaacc
tatgcattgt
gaggatgtgc
catgatcaga
aggcgccacg
ggtgatccac
cctgctgatg
cgaggtcagc
gtaccgcaag
cgcactggtg
cggccaatgg
agcgtttcgce
ggcccagttce
tcaagcgacg
acaacaaatc
gaacgctgga
aatcactcgc
aacctgcgca
gaccagcatt
atgcaggtca
atcaccccca
aagtatgtgc
cgcatgctgce
gcccagggcg
catggcgaag
cagcaggtga
cgcctgaaca
tgccgctaca
ttcaggagcg
ttcagccgcet
atggtttgag
cggttcagcg
gcagcagcgg
ggtcatagcg
tgggcgtgac
gggtgcctat
cgatgcgcac
tcaggtccag
cgcgggtgac
ggctgatgcg
tgtttatagt
acagcagctt
aggtcacttc
gcgcttcgcecce
cgctgctgta
tctcgtcgeg
ggcggcggtt
gggcgatgeg
cgccctgatce
tctgcccecgece
tattggtcac

gagcggcgat
tgctggacac
cagtgtggct
ccggtgtgcece
cctacctgca
cttgcctgcea
ccgccgtgtg
gcatccgccg
tattctccag
ctgccgatgt
tctggacgct
tcgagaaaga
aatttgcgtg
ctggcatgcc
gacccggccce
cacatcgtca
ctggagctgc
ggcgaccggg
gcggcgctga
ttgctgaccc
cgctacatcc
aacactttgc
aatgatgaca
ctgcgtcgag
ccacggccat
tgttcatcgg
ccaatgccgg
gtttcctggt
gcctggcgcece
gtgggttgat
aaggcagcgg
atgtgctgat
acgcgctgceca
cgctgggcaa
tcgacgagtc
tctcggtgcg
ttcagcgggce
agtcgattac
cgttcaagaa
tgtgatggtyg
acggccgttg
gcggaaatgg
cttcgatccc
gccaaagccg
ctgcggaaac
gtctttcagg
cgggaagtgc
ccggtagtag
ctcgatcagc
gcgtgcgtgce
gctggcgcgt
cagggccggg
cagcagcagg
ggcgttgctg
ggtattgatc
gaagcccatg
gtccttgatg
accgacgctg
gttgcgcccg
gccttgttcce
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gaagcgccag
gcccatggcec
gggtatcggc
acgcattctt
cccgcgcettce
tgcctggtac
cgcctggagce
cccagacctg
tagcggtatc
ctacgtgccg
gtgggtgcag
gtttgctgcce
aacgcttgcet
tggcgcgcaa
agggttggca
cctgtgagtt
gccataccgg
cgcgcecttege
tgccgctgga
tggagcacat
ccatcagccc
tacctaacct
gttgtgcgca
ggcagccatg
gcaacagatc
cgaggtttct
caacatccgc
cagccagcgt
gggtgagctyg
cgaacatgtc
cccgatgttt
ggaccaactg
gaccgcctte
ccttggggcece
cctgtcacag
tcacctgtac
gcgcctgaag
ctcgattgcecce
acagttcgaa
ctgcttgtgc
aagtagcccg
tccttgecga
tcctgcatac
gagtagccct
aggttggcac
taggggaaaa
tcgacgaagg
tcgatcaccg
tcatccggceca
agctgcggct
accgagccac
ctgtgttcga
ttcagggaat
ccgatgatct
gccttgaacg
tagccatagc
atgccggcgce
ctgcggatct
ctaccgccgt
gccagctcca

gtggaaaacg
atcccgegcet
ttcctgttecg
tacggcatgg
aagacgccgce
ctgggcggcea
accgcctacc
ccgcgtgect
ctcatcggca
ttcgccatca
aaggtcaacc
gagcctggcc
ggcgccccga
cctggggcag
ggccacggtg
ccagctgcag
tgcgcttcgce
ccgactgcgce
tttcaagcgc
gggcggtagce
gcaacagcgg
ttgacgcaaa
catagataac
catactcaac
tgtggccgtt
accttttccc
cggctgggcg
gcggggcatt
ctgctgatgg
tcgctggcecc
ggcaagatct
tgcaaggacg
attgccctgce
ttgaacgggg
cccgggctga
cggctgttcg
cgcagtgcgg
tacaagtggg
cgctcgccca
gggcctcatc
acagctggtg
ggatgcgcgce
cctcggcgag
gcacatagaa
tggtggccat
tcttcagcat
gcgtggcggce
ggcggatgtc
atggctcggt
ccagcttgtt
ggccggtgceg
agatgcgcgce
gcacatggcc
ggcgcacttc
ccttctccca
cgtggcagaa
ccagttcgcet
tctccaggtc
agcccagata

gggcggtgtt

8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180



aatgccggag aaaccgccac cgatcaccac gacatcggcc tcgatgtcge gttccagggt
tgggaagctc aggttgtact tcttggtcgc cgagtagtag gtggggctct cgagggtgat

ES 2380530 Al

catgacgccg cctgctgact ggaaatgggt agaaatcat

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

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

<400>
atg tct
Met Ser
1

gcc act
Ala Thr

gca ctg
Ala Leu

ggg cgc
Gly Arg
50

aag acc
Lys Thr
65

cgg ctg
Arg Leu

cgg caa
Arg Gln

atg cat
Met His

cgc ctg
Arg Leu
130

gcg gat
Ala Asp
145

ccg acc
Pro Thr

3
1296
DNA

Pseudomonas putida U

CDS

(1)..(1296)
Secuencia codificante de

3
ccc acg
Pro Thr

acc gtg
Thr Val
20

agc ctc
Ser Leu
35

atc gct
Ile Ala

aac cgc
Asn Arg

tgg gcc
Trp Ala

gcc ggce
Ala Gly
100

gaa ggc
Glu Gly
115

ctg agc

Leu Ser

tgg gca
Trp Ala

ctg gcc
Leu Ala

atc
Ile

gtg
Val

gcc
Ala

999
Gly

cac
His

gag
Glu
85

atc
Ile

tgg
Trp

acg
Thr

ggt
Gly

gcc
Ala
165

gcc
Ala

atc
Ile

gaa
Glu

gag
Glu

gcc
Ala
70

atg
Met

atg
Met

ctg
Leu

cgg
Arg

ggc
Gly
150

agc
Ser

cct
Pro

atc
Ile

cgc
Arg

cag
Gln
55

cat
His

ccc
Pro

ttc
Phe

aaa
Lys

gaa
Glu
135

atc
Ile

gcc
Ala

gtg
Val

ggt
Gly

aac
Asn
40

tcg
Ser

gac
Asp

gca
Ala

atc
Ile

agc
Ser
120

atc
Ile

ttc
Phe

atc
Ile

TynA

caa
Gln

ggc
Gly
25

ata
Ile

tcg
Ser

att
Ile

cgg
Arg

ggc
Gly
105

gtc
Val

acc
Thr

acc
Thr

gcc
Ala

acc
Thr
10

ggc
Gly

ccg
Pro

cgc
Arg

ccc
Pro

gtt
Val
90

cgt

Arg

gag
Glu

cgg
Arg

ccc
Pro

cgg
Arg
170

13

agc
Ser

att
Ile

gtg
Val

aac
Asn

ctg
Leu
75

ggc
Gly

aac
Asn

gcg
Ala

atg
Met

tcc
Ser
155

gcg
Ala

acc
Thr

atc
Ile

gtg
Val

ctg
Leu
60

gca
Ala

agc
Ser

gac
Asp

ctg
Leu

gtg
Val
140

gac

Asp

gcg
Ala

cgc
Arg

ggc
Gly

gtg
Val
45

ggc
Gly

ctg
Leu

gac
Asp

acg
Thr

ggc
Gly
125

ccg
Pro

gcc
Ala

atc
Ile

cac
His

ctc
Leu
30

ctg
Leu

tgg
Trp

gcg
Ala

gtt
Val

cag
Gln
110

ctg

Leu

ggt
Gly

cgc
Arg

gcc
Ala

ccc
Pro
15

acc
Thr

gag
Glu

gtg
Val

gct
Ala

ggc
Gly
95

atg
Met

gat
Asp

ggt
Gly

gcc
Ala

aaa
Lys
175

gac
Asp

gcc
Ala

aag
Lys

cgc
Arg

gat
Asp
80

tat
Tyr

ggc
Gly

tcg
Ser

cgg
Arg

gaa
Glu
160

ggt
Gly

12240
12300
12339

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



gca
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

ctg
Leu
225

aca
Thr

ttt
Phe

ggc
Gly

cgt
Arg

ttt
Phe
305

gca
Ala

gcc
Ala

tgg
Trp

att
Ile

att
Ile
385

acc
Thr

gtg
Val

cgt
Arg

gtg
vVal
210

ggc
Gly

gag
Glu

tcc
Ser

gcg
Ala

tac
Tyr
290

ggc
Gly

acg
Thr

aac
Asn

ccg
Pro

gac
Asp
370

ccg
Pro

tcg
Ser

gta
Val

gtc
vVal
195

ttg
Leu

atc
Ile

ccc
Pro

ttc
Phe

ctg
Leu
275

ctg
Leu

aag
Lys

gat
Asp

ccg
Pro

gtg
Val
355

gtc
Val

ggc
Gly

cct
Pro

gtg
Val
180

agc
Ser

ctg
Leu

aac
Asn

atg
Met

cgc
Arg
260

gac
Asp

ccc
Pro

tac
Tyr

gta
Val

gcc
Ala
340

ttc
Phe

acc
Thr

ctg
Leu

gct
Ala

gag
Glu

999
Gly

gcc
Ala

ctg
Leu

gac
Asp
245

aag
Lys

gcc
Ala

cag
Gln

ttc
Phe

acc
Thr
325

ctc
Leu

gaa
Glu

ccc
Pro

acc
Thr

gct
Ala
405

aac
Asn

gtg
Val

ggt
Gly

ccg
Pro
230

999
Gly

cac
His

ttc
Phe

ctg
Leu

ttc
Phe
310

ccc
Pro

aac
Asn

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu
390

ggc
Gly

tgc
Cys

gtc
vVal

ggc
Gly
215

acc
Thr

cca
Pro

aag
Lys

ctc
Leu

cgt
Arg
295

aag
Lys

ttc
Phe

gac
Asp

gcc
Ala

tcc
Ser
375

gcc
Ala

cag
Gln

ES 2380530 Al

gcg
Ala

acc
Thr
200

ctg
Leu

ttg
Leu

acc
Thr

gac
Asp

acc
Thr
280

gcc
Ala

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu

cgt
Arg
360

aac
Asn

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val
185

gag
Glu

tgg
Trp

ccg
Pro

gac
Asp

ggc
Gly
265

ctc
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cgt
Arg

gcc
Ala
345

atc
Ile

ccg
Pro

ggc
Gly

gcg
Ala

cgc
Arg

caa
Gln

tcg
Ser

ctg
Leu

atc
Ile
250

ggc
Gly

gat
Asp

cgg
Arg

gcc
Ala

gta
Val
330

atg
Met

gcc
Ala

gtc
Val

ttt
Phe

gca
Ala
410

14

acg
Thr

ggt
Gly

cgc
Arg

acc
Thr
235

gcc
Ala

tac
Tyr

cac
His

gac
Asp

ctg
Leu
315

cgg
Arg

cgc
Arg

agc
Ser

atc
Ile

tcc
Ser
395

gac
Asp

ctg
Leu

gaa
Glu

aag
Lys
220

tgt
Cys

gtg
Val

atc
Ile

ctg
Leu

ttt
Phe
300

gcc
Ala

gta
Val

aac
Asn

gcc
Ala

ggc
Gly
380

999
Gly

ctg
Leu

gtc
Val

atc
Ile
205

ttc
Phe

tcc
Ser

ggc
Gly

atc
Ile

ctg
Leu
285

ttg
Leu

cgg
Arg

caa
Gln

ctg
Leu

tgg
Trp
365

ccg
Pro

cat
His

gtg
Val

acc
Thr
190

cgc
Arg

ctc
Leu

gtg
Val

gca
Ala

acc
Thr
270

ctg
Leu

cgc
Arg

cgc
Arg

gac
Asp

aaa
Lys
350

gcc

Ala

gtg
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

gca
Ala

tgc
Cys

ggc
Gly

ctg
Leu

cca
Pro
255

cag
Gln

ggc
Gly

atc
Ile

tgg
Trp

ccg
Pro
335

gcg
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

ttc
Phe

cag
Gln
415

gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn

cgc
Arg
240

gat
Asp

cgc
Arg

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys
320

cac
His

gcc
Ala

acg
Thr

agt
Ser

ggc
Gly
400

gcc
Ala

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



acc ccg ctg atc gac ccg tca
Thr Pro Leu Ile Asp Pro Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Ser
1

Ala Thr

Ala Leu

Gly Arg

50

Lys Thr
65

Arg Leu

Arg Gln

Met His

Arg Leu
130

Ala Asp
145

Pro Thr

Ala Val

Gly Arg

Gln Val
210

Leu Gly
225

Thr Glu

420

4
431
PRT

Pseudomonas putida U

4

Pro Thr

Thr Val
20

Ser Leu
35

Ile Ala

Asn Arg

Trp Ala

Ala Gly

100

Glu Gly
115

Leu Ser

Trp Ala

Leu Ala

Val Val

180
Val Ser
195
Leu Leu

Ile Asn

Pro Met

Ile

Val

Ala

Gly

His

Glu

85

Ile

Trp

Thr

Gly

Ala

165

Glu

Gly

Ala

Leu

Asp
245

Ala

Ile

Glu

Glu

Ala

70

Met

Met

Leu

Arg

Gly

150

Ser

Asn

Val

Gly

Pro

230

Gly

Pro

Ile

Arg

Gln

55

His

Pro

Phe

Lys

Glu

135

Ile

Ala

Cys

Val

Gly

215

Thr

Pro

ES 2380530 Al

ccg tac cgc ttc gag cgt ttc gcc tga
Pro Tyr Arg Phe Glu Arg Phe Ala

Val

Gly

Asn

40

Ser

Asp

Ala

Ile

Ser

120

Ile

Phe

Ile

Ala

Thr

200

Leu

Leu

Thr

425

Gln

Gly

25

Ile

Ser

Ile

Arg

Gly

105

Val

Thr

Thr

Ala

Val

185

Glu

Trp

Pro

Asp

Thr

10

Gly

Pro

Arg

Pro

Val

90

Arg

Glu

Arg

Pro

Arg

170

Arg

Gln

Ser

Leu

Ile
250

15

Ser

Ile

Val

Asn

Leu

75

Gly

Asn

Ala

Met

Ser

155

Ala

Thr

Gly

Arg

Thr

235

Ala

Thr

Ile

Val

Leu

60

Ala

Ser

Asp

Leu

Val

140

Asp

Ala

Leu

Glu

Lys

220

Cys

Val

Arg

Gly

Val

45

Gly

Leu

Asp

Thr

Gly

125

Pro

Ala

Ile

Val

Ile

205

Phe

Ser

Gly

430

His

Leu

30

Leu

Trp

Ala

Val

Gln

110

Leu

Gly

Arg

Ala

Thr

190

Arg

Leu

Val

Ala

Pro

15

Thr

Glu

Val

Ala

Gly

95

Met

Asp

Gly

Ala

Lys

175

Ala

Cys

Gly

Leu

Pro
255

Asp

Ala

Lys

Arg

Asp

80

Tyr

Gly

Ser

Arg

Glu

160

Gly

Ala

Asp

Asn

Arg

240

Asp

1296



Phe Ser

Gly Ala

Arg Tyr
290

Phe Gly
305

Ala Thr

Ala Asn

Trp Pro

Ile Asp
370

Ile Pro
385

Thr Ser

Thr Pro

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

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

<400>
atg acc
Met Thr
1

atg atc
Met TIle

gaa gaa
Glu Glu

ccg aac
Pro Asn
50

Phe Arg
260

Leu Asp
275

Leu Pro

Lys Tyr

Asp Val

Pro Ala

340

Val Phe
355

Val Thr

Gly Leu

Pro Ala

Leu Ile
420

5
1140
DNA

Lys

Ala

Gln

Phe

Thr

325

Leu

Glu

Pro

Thr

Ala

405

Asp

His

Phe

Leu

Phe

310

Pro

Asn

Gln

Asp

Leu

390

Gly

Pro

Lys

Leu

Arg

295

Lys

Phe

Asp

Ala

Ser

375

Ala

Gln

Ser

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..(1140)

TynB

5
ctc gat
Leu Asp

cgt gcc
Arg Ala
20

atg ttc
Met Phe
35

agc gac
Ser Asp

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

tcg
Ser

aga
Arg

gtc
Val

ctg
Leu

cac
His

att
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

ggc
Gly
55

ES 2380530 Al

Asp

Thr

280

Ala

Asp

Glu

Glu

Arg

360

Asn

Thr

Leu

Pro

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr
40

gcg
Ala

Gly

265

Leu

Gln

Leu

Arg

Ala

345

Ile

Pro

Gly

Ala

Tyr
425

ttc
Phe

atg
Met
25

cag
Gln

atg
Met

Gly

Asp

Arg

Ala

Val

330

Met

Ala

Val

Phe

Ala

410

Arg

atc
Ile
10

ccg
Pro

ggt
Gly

att
Ile

16

Tyr

His

Asp

Leu

315

Arg

Arg

Ser

Ile

Ser

395

Asp

Phe

tac
Tyr

gcc
Ala

gac
Asp

acc
Thr

Ile

Leu

Phe

300

Ala

Val

Asn

Ala

Gly

380

Gly

Leu

Glu

ctg
Leu

tgt
Cys

tac
Tyr

ttc
Phe
60

Ile

Leu

285

Leu

Arg

Gln

Leu

Trp

365

Pro

His

Val

Arg

tcc
Ser

gtc
Val

cgc
Arg
45

ccc
Pro

Thr

270

Leu

Arg

Arg

Asp

Lys

350

Ala

Val

Gly

Ala

Phe
430

gag
Glu

gac
Asp
30

atg
Met

gag
Glu

Gln

Gly

Ile

Trp

Pro

335

Ala

Gly

Ala

Phe

Gln

415

Ala

cag
Gln
15

acc
Thr

gcc
Ala

cac
His

Arg

Lys

Ser

Lys

320

His

Ala

Thr

Ser

Gly

400

Ala

gac
Asp

atg
Met

ggc
Gly

tcg
Ser

48

96

144

192



cca
Pro
65

atg
Met

tac
Tyr

ctg
Leu

atg
Met

gtc
Val
145

gcc
Ala

gtc
Val

aac
Asn

act
Thr

gac
Asp
225

tac

Tyr

atg
Met

cgc
Arg

ctg
Leu

ttc
Phe

ccg
Pro

ggc
Gly

atg
Met

tcg
Ser
130

ggc
Gly

ggc
Gly

tgc
Cys

ctg
Leu

cat
His
210

ctg
Leu

ccg
Pro

cca
Pro

aag
Lys

ccc
Pro
290

ccc
Pro

gcg
Ala

tcg
Ser

ttc
Phe
115

gcc
Ala

gcc
Ala

ccg
Pro

ccg
Pro

gat
Asp
195

gtc
Val

gtc
Val

ctg
Leu

gcc
Ala

gtg
Val
275

aag
Lys

aac
Asn

tac
Tyr

aac
Asn
100

acc
Thr

aac
Asn

cgc
Arg

gg99
Gly

ctg
Leu
180

gcc
Ala

cag
Gln

agc
Ser

gtg
Val

ccg
Pro
260

gtg
Val

cct
Pro

atg
Met

ctc
Leu
85

atc
Ile

ctc
Leu

ctg
Leu

cac
His

gtg
Val
165

atc
Ile

ttc
Phe

gtg
Val

tac
Tyr

cgc
Arg
245

tgc
Cys

gac
Asp

gcg
Ala

ccc
Pro
70

ggc
Gly

gcc
Ala

aac
Asn

ctg
Leu

ctg
Leu
150

atg
Met

gac
Asp

gtc
Val

gtg
Val

tgc
Cys
230

cgc

Arg

agt
Ser

aac
Asn

cac
His

aag
Lys

ggc
Gly

aac
Asn

gat
Asp

tcg
Ser
135

gcg
Ala

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala

gaa
Glu
215

agc
Ser

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

aac
Asn
295

ES 2380530 Al

ccc
Pro

aac
Asn

cgt
Arg

gcc
Ala
120

gcc
Ala

cgc
Arg

aag
Lys

ctc
Leu

tgg
Trp
200

acc
Thr

tcg
Ser

tag
Trp

gac
Asp

ggc
Gly
280

cac
His

acc
Thr

ttc
Phe

gag
Glu
105

gac
Asp

tac
Tyr

aag
Lys

acc
Thr

aag
Lys
185

gtg
Val

ctg
Leu

ggc
Gly

gtc
Val

gcc
Ala
265

ctc
Leu

gta
Val

gcc
Ala

cag
Gln
90

aaa
Lys

acc
Thr

cgc
Arg

gac
Asp

acg
Thr
170

gtc
Val

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

aag
Lys
250

ggc
Gly

tac
Tyr

ccg
Pro

17

gac
Asp
75

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala
155

gtc
Val

aag
Lys

acc
Thr

gaa
Glu

gtc
Val
235

cct
Pro

atg
Met

gag
Glu

ctg
Leu

cgg
Arg

gca
Ala

ctg
Leu

gcg
Ala

ggc
Gly
140

aag
Lys

gct
Ala

ggc
Gly

agc
Ser

gtg
Val
220

ggc
Gly

ggc
Gly

gag
Glu

gcc
Ala

gta
Val
300

cgc
Arg

ggc
Gly

ccc
Pro

cca
Pro
125

gcc
Ala

gtg
Val

gcg
Ala

cgt
Arg

ttc
Phe
205

gta
Val

gac
Asp

gcg
Ala

cag
Gln

tag
Trp
285

ggt
Gly

atg
Met

gcc
Ala

cgc
Arg
110

ctg
Leu

atc
Ile

atc
Ile

ttc
Phe

ggc
Gly
190

ccg
Pro

cgc
Arg

ccc
Pro

ttc
Phe

gac
Asp
270

ttc

Phe

gtg
Val

atg
Met

aag
Lys
95

tcg
Ser

gca
Ala

ccg
Pro

ggc
Gly

atg
Met
175

cag
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

agc
Ser

ctg
Leu
255

gac
Asp

gaa
Glu

cgc
Arg

gcg
Ala
80

tgg
Trp

atc
Ile

cac
His

ggc
Gly

ctg
Leu
160

gcc
Ala

aag
Lys

atc
Ile

tcc
Ser

cag
Gln
240

gcc

Ala

gtg
Val

gag
Glu

ttc
Phe

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912



atg gac
Met Asp
305

atc ggc
Ile Gly

gaa atc
Glu Ile

tgg ggc
Trp Gly

aag ctc
Lys Leu
370

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Thr
1

Met Ile

Glu Glu

Pro Asn

50

Pro Phe
65

Met Pro

Tyr Gly

Leu Met

Met Ser
130

Val Gly
145

Ala Gly

atg att
Met Ile

aag atc
Lys Ile

atc ctg
Ile Leu
340

acc gtg
Thr Val
355

aac ctc
Asn Leu

6
379
PRT

gcc
Ala

atc
Ile
325

atg
Met

gtg
Val

tgg
Trp

gaa
Glu
310

agc

Ser

tcg
Ser

tac
Tyr

gaa
Glu

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
vVal

cgc
Arg

acc
Thr
375

Pseudomonas putida U

6

Leu Asp

Arg Ala
20

Met Phe
35

Ser Asp

Pro Asn

Ala Tyr

Ser Asn

100
Phe Thr
115
Ala Asn

Ala Arg

Pro Gly

Thr

Gly

Gly

Ser

Met

Leu

85

Ile

Leu

Leu

His

Val

Arg

Val

Leu

His

Pro

70

Gly

Ala

Asn

Leu

Leu

150

Met

Ile

Thr

Leu

Gly

55

Lys

Gly

Asn

Asp

Ser

135

Ala

Gly

ES 2380530 Al

acg
Thr

gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys
360

ccc
Pro

Asp

Asp

Tyr

40

Ala

Pro

Asn

Arg

Ala

120

Ala

Arg

Lys

ctg
Leu

gca
Ala

ggc
Gly
345

gcg
Ala

gtt
Val

Phe

Met

25

Gln

Met

Thr

Phe

Glu

105

Asp

Tyr

Lys

Thr

gcc
Ala

ccg
Pro
330

atg
Met

ctc
Leu

ctc
Leu

Ile

10

Pro

Gly

Ile

Ala

Gln

90

Lys

Thr

Arg

Asp

Thr

18

gcc
Ala
315

ggc
Gly

ccc
Pro

gag
Glu

agc
Ser

Tyr

Ala

Asp

Thr

Asp

75

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

155

Val

gag
Glu

cgc
Arg

gtc
Val

caa
Gln

tga

Leu

Cys

Tyr

Phe

60

Arg

Ala

Leu

Ala

Gly

140

Lys

Ala

cag
Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

ggc
Gly
365

Ser

Val

Arg

45

Pro

Arg

Gly

Pro

Pro

125

Ala

Val

Ala

gtg
Val

cat
His

gac
Asp
350

atc
Ile

Glu

Asp

30

Met

Glu

Met

Ala

Arg

110

Leu

Ile

Ile

Phe

gaa
Glu

gac
Asp
335

gtg
Val

ggc
Gly

Gln

15

Thr

Ala

His

Met

Lys

95

Ser

Ala

Pro

Gly

Met

gac
Asp
320

gac

Asp

gcc
Ala

gta
Val

Asp

Met

Gly

Ser

Ala

80

Trp

Ile

His

Gly

Leu

160

Ala

960

1008

1056

1104

1140



Val Cys

Asn Leu

Thr His

210

Asp Leu
225

Tyr Pro

Met Pro

Arg Lys

Leu Pro

290

Met Asp
305

Ile Gly

Glu Ile

Trp Gly

Lys Leu
370

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>
atg agc
Met Ser
1

gag cat

Glu His Gly

Pro

Asp

195

Val

Val

Leu

Ala

Val

275

Lys

Met

Lys

Ile

Thr

355

Asn

7
1488
DNA

Leu

180

Ala

Gln

Ser

Val

Pro

260

Val

Pro

Ile

Ile

Leu

340

Val

Leu

165

Ile

Phe

vVal

Tyr

Arg

245

Cys

Asp

Ala

Ala

Ile

325

Met

Val

Trp

Asp

Val

vVal

Cys

230

Arg

Ser

Asn

His

Glu

310

Ser

Ser

Tyr

Glu

Thr

Ala

Glu

215

Ser

Glu

Ile

Thr

Asn

295

Gly

Gly

Val

Arg

Thr
375

Pseudomonas putida U

CDS

(1)..(1488)

TynC
7

gac
Asp

ggc

atc
Ile

gtg
Val
20

acc
Thr

ttc
Phe

ctc
Leu

atc
Ile

cta
Leu

cac
His

ES 2380530 Al

Leu

Trp

200

Thr

Ser

Trp

Asp

Gly

280

His

Thr

Asp

Gly

Lys

360

Pro

cct
Pro

ggc
Gly

Lys

185

Val

Leu

Gly

Val

Ala

265

Leu

vVal

Leu

Ala

Gly

345

Ala

Val

gcc
Ala

cag
Gln
25

170

Val

Lys

Glu

Glu

Lys

250

Gly

Tyr

Pro

Ala

Pro

330

Met

Leu

Leu

gtc
Val
10

cac
His

19

Lys

Thr

Glu

Val

235

Pro

Met

Glu

Leu

Ala

315

Gly

Pro

Glu

Ser

acg
Thr

ctc
Leu

Gly

Ser

Val

220

Gly

Gly

Glu

Ala

Val

300

Glu

Arg

Val

Gln

gcc
Ala

gcc
Ala

Arg

Phe

205

Val

Asp

Ala

Gln

Trp

285

Gly

Gln

Leu

Glu

Gly
365

ttc
Phe

agc
Ser

Gly

190

Pro

Arg

Pro

Phe

Asp

270

Phe

Val

Val

His

Asp

350

Ile

ctg
Leu

cag
Gln
30

175

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

255

Asp

Glu

Arg

Glu

Asp

335

Val

Gly

gcc
Ala
15

tcg
Ser

Lys

Ile

Ser

Gln

240

Ala

Val

Glu

Phe

Asp

320

Asp

Ala

Val

cgc
Arg

tcg
Ser

48

96



tcg
Ser

atc
Ile

cgc
Arg
65

gca
Ala

ctg
Leu

cgt
Arg

ggc
Gly

tcg
Ser
145

ggc
Gly

atc
Ile

aag
Lys

gcc
Ala

ggt
Gly
225

gtc
vVal

gcc
Ala

aac
Asn

gcc
Ala
50

caa
Gln

gtg
Val

gcg
Ala

gcg
Ala

tag
Trp
130

ttc
Phe

gtg
Val

tgg
Trp

ccc
Pro

acc
Thr
210

ggc
Gly

tcg
Ser

atg
Met

att
Ile
35

gac
Asp

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

ttc
Phe
115

gcg
Ala

gcc
Ala

gtg
Val

aag
Lys

agc
Ser
195

gaa

Glu

ctg
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly

gcc
Ala

gcc
Ala

ttt
Phe

ttc
Phe

ctg
Leu
100

gaa
Glu

acc
Thr

ggt
Gly

gtg
Val

ctg
Leu
180

gaa
Glu

gca
Ala

gtg
Val

acc
Thr

gcc
Ala
260

gtg
Val

aac
Asn

acc
Thr

aag
Lys
85

gaa
Glu

gta
Val

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly
165

gcc
Ala

ttc
Phe

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly
245

aag
Lys

gtc
Val

cag
Gln

gcc
Ala
70

ctg
Leu

acc
Thr

cag
Gln

atc
Ile

cgc
Arg
150

atc
Ile

tcg
Ser

acc
Thr

ctg
Leu

aag
Lys
230

tcc
Ser

ctg
Leu

aac
Asn

gcc
Ala
55

tgg
Trp

gcc
Ala

ttg
Leu

cag
Gln

acc
Thr
135

tac
Tyr

gtg
Val

gcc
Ala

ccg
Pro

ccg
Pro
215

gca

Ala

gtg
Val

acc
Thr

ES 2380530 Al

ccg
Pro
40

gat
Asp

tcg
Ser

gac
Asp

caa
Gln

gcc
Ala
120

ggc
Gly

agc
Ser

ccg
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu
200

gcc
Ala

ctg
Leu

ccc
Pro

cgt
Arg

gcc
Ala

gtc
Val

cac
His

ctg
Leu

tcc
Ser
105

gcg
Ala

cag
Gln

gcc
Ala

tgg
Trp

aca
Thr
185

acg
Thr

ggt
Gly

atc
Ile

act
Thr

gcg
Ala
265

aac
Asn

gac
Asp

acc
Thr

ctg
Leu
90

ggc
Gly

cac
His

acc
Thr

ttc
Phe

aac
Asn
170

acc

Thr

ctg
Leu

gca
Ala

gag
Glu

ggc
Gly
250

aca
Thr

20

ggc
Gly

cat
His

agc
Ser
75

gaa
Glu

aag
Lys

ttc
Phe

atc
Ile

acc
Thr
155

ttc
Phe

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu

cac
His
235

atc
Ile

ctg
Leu

cag
Gln

gcc
Ala
60

ccc
Pro

gcc
Ala

ctc
Leu

ctg
Leu

acc
Thr
140

ctg
Leu

gcc
Ala

tgc
Cys

cgc
Arg

aac
Asn
220

gca
Ala

gcc
Ala

gaa
Glu

acc
Thr
45

gtc
Val

gcc
Ala

aac
Asn

atc
Ile

cgc
Arg
125

ccg
Pro

cgc
Arg

agc
Ser

agc
Ser

att
Ile
205

gtg
Val

ggt
Gly

gta
Val

ctg
Leu

atc
Ile

agc
Ser

gcc
Ala

cgc
Arg

ggc
Gly
110

tac
Tyr

tcg
Ser

gag
Glu

atg
Met

att
Ile
190

gcc
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly
270

gcc
Ala

tcc
Ser

cgc
Arg

gaa
Glu
95

att
Ile

tac
Tyr

ctg
Leu

ccg
Pro

atc
Ile
175

atc
Ile

gaa
Glu

acc
Thr

gac
Asp

cag
Gln
255

ggc
Gly

cac
His

tcg
Ser

gcc
Ala
80

gaa
Glu

tcc
Ser

gcc
Ala

ccc
Pro

att
Ile
160

gcc
Ala

ctc
Leu

ctg
Leu

ggt
Gly

aag
Lys
240

gct
Ala

aag
Lys

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



aac gcg
Asn Ala

ggc atc
Gly Ile
290

ggc gag
Gly Glu
305

gcc ctg
Ala Leu

gag gcc
Glu Ala

ctg gcc
Leu Ala

cac ggc
His Gly
370

gta atc
vVal Ile
385

ttc ggc
Phe Gly

ctg cac
Leu His

acc aac
Thr Asn

ggt acc
Gly Thr
450

ttt ggg
Phe Gly
465

ttc atc
Phe Ile

<210> 8
<211> 4

gtg
Val
275

atc
Ile

cgc
Arg

tcc
Ser

acc
Thr

gaa
Glu
355

ggc
Gly

ctc
Leu

cct
Pro

ctg
Leu

gac
Asp
435

ctg
Leu

ggc
Gly

gat
Asp

95

gcc
Ala

gag
Glu

ttc
Phe

cag
Gln

cag
Gln
340

ctg
Leu

acc
Thr

gcc
Ala

gtg
Val

atg
Met
420

ctg

Leu

tag
Trp

atc
Ile

gac
Asp

ttc
Phe

gcc
Ala

tat
Tyr

cgc
Arg
325

ttc
Phe

ttc
Phe

ctg
Leu

cgg
Arg

gcg
Ala
405

aac
Asn

ggc
Gly

gtc
vVal

aag
Lys

ttc
Phe
485

ctg
Leu

ggc
Gly

gtg
Val
310

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

tca
Ser
390

acc
Thr

gcc
Ala

aag
Lys

aac
Asn

gct
Ala
470

acc
Thr

ccc
Pro

ttc
Phe
295

cac
His

ggc
Gly

ccc
Pro

atc
Ile

gac
Asp
375

gcc
Ala

ttc
Phe

tcg
Ser

gcc
Ala

atg
Met
455

tcc

Ser

gag
Glu

ES 2380530 Al

gac
Asp
280

ctg
Leu

cgc
Arg

caa
Gln

gtg
vVal

gcc
Ala
360

ggc
Gly

tgc
Cys

ctg
Leu

ccc
Pro

atg
Met
440

cac

His

ggc
Gly

ctc
Leu

gtg
Val

cac
His

tcg
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala
345

cgc
Arg

ccc
Pro

gac
Asp

cct
Pro

tac
Tyr
425

cgc

Arg

acc
Thr

att
Ile

aag
Lys

gca
Ala

tcg
Ser

cgc
Arg

aaa
Lys
330

aac
Asn

gcc
Ala

ggc
Gly

acc
Thr

tat
Tyr
410

ggc
Gly

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly

tcg
Ser
490

21

acc
Thr

999
Gly

atc
Ile
315

atc
Ile

aag
Lys

gaa
Glu

tgt
Cys

ctg
Leu
395

gac
Asp

ctc
Leu

atc
Ile

ctc
Leu

cgc
Arg
475

gtg
Val

gac
Asp

caa
Gln
300

gac
Asp

ggc
Gly

ccg
Pro

ggc
Gly

ttc
Phe
380

ctc
Leu

gac
Asp

agc
Ser

ccg
Pro

gac
Asp
460

gag
Glu

atg
Met

aag
Lys
285

atc
Ile

ccg
Pro

tcg
Ser

cac
His

agc
Ser
365

gtc
Val

acc
Thr

gaa
Glu

gcc
Ala

caa
Gln
445

ccg

Pro

ttc
Phe

atc
Ile

gct
Ala

tgc
Cys

ctg
Leu

cca
Pro

cag
Gln
350

cag
Gln

gaa
Glu

cag
Gln

gac
Asp

agc
Ser
430

atc
Ile

gct
Ala

ggc
Gly

cgc
Arg

gtg
Val

gcc
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
335

cag
Gln

atc
Ile

ccc
Pro

gaa
Glu

gaa
Glu
415

ctg
Leu

cag
Gln

gta
val

tcg
Ser

tac
Tyr
495

gac
Asp

gcg
Ala

gac
Asp
320

gac
Asp

aag
Lys

att
Ile

acg
Thr

acc
Thr
400

ctg

Leu

tgg
Trp

gcc
Ala

ccg
Pro

gcc
Ala
480

tga

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488



<212>
<213>

<400>

PRT
Pseudomonas putida U

Met Ser Asp

1

Glu

Ser

Ile

Arg

65

Ala

Leu

Arg

Gly

Ser

145

Gly

Ile

Lys

Ala

Gly

225

Val

Ala

Asn

Gly

His

Asn

Ala

50

Gln

Val

Ala

Ala

Trp

130

Phe

Val

Trp

Pro

Thr

210

Gly

Ser

Met

Ala

Ile

Gly

Ile

35

Asp

Gly

Leu

Gln

Phe

115

Ala

Ala

Val

Lys

Ser

195

Glu

Leu

Phe

Gly

vVal

275

Ile

Ile

vVal

20

Ala

Ala

Phe

Phe

Leu

100

Glu

Thr

Gly

Val

Leu

180

Glu

Ala

Val

Thr

Ala

260

Ala

Glu

Thr

Phe

Val

Asn

Thr

Lys

85

Glu

Val

Lys

Glu

Gly

165

Ala

Phe

Gly

Gly

Gly

245

Lys

Phe

Ala

Leu

Ile

Val

Gln

Ala

70

Leu

Thr

Gln

Ile

Arg

150

Ile

Ser

Thr

Leu

Lys

230

Ser

Leu

Leu

Gly

Leu

His

Asn

Ala

55

Trp

Ala

Leu

Gln

Thr

135

Tyr

Val

Ala

Pro

Pro

215

Ala

Val

Thr

Pro

Phe

ES 2380530 Al

Pro

Gly

Pro

40

Asp

Ser

Asp

Gln

Ala

120

Gly

Ser

Pro

Leu

Leu

200

Ala

Leu

Pro

Arg

Asp

280

Leu

Ala

Gln

25

Ala

Val

His

Leu

Ser

105

Ala

Gln

Ala

Trp

Thr

185

Thr

Gly

Ile

Thr

Ala

265

Val

His

Val

10

His

Asn

Asp

Thr

Leu

90

Gly

His

Thr

Phe

Asn

170

Thr

Leu

Ala

Glu

Gly

250

Thr

Ala

Ser

22

Thr

Leu

Gly

His

Ser

75

Glu

Lys

Phe

Ile

Thr

155

Phe

Gly

Leu

Leu

His

235

Ile

Leu

Thr

Gly

Ala

Ala

Gln

Ala

60

Pro

Ala

Leu

Leu

Thr

140

Leu

Ala

Cys

Arg

Asn

220

Ala

Ala

Glu

Asp

Gln

Phe

Ser

Thr

45

Val

Ala

Asn

Ile

Arg

125

Pro

Arg

Ser

Ser

Ile

205

Val

Gly

Val

Leu

Lys

285

Ile

Leu

Gln

30

Ile

Ser

Ala

Arg

Gly

110

Tyr

Ser

Glu

Met

Ile

190

Ala

Leu

Thr

Gly

Gly

270

Ala

Cys

Ala

15

Ser

Ala

Ser

Arg

Glu

95

Ile

Tyr

Leu

Pro

Ile

175

Ile

Glu

Thr

Asp

Gln

255

Gly

Val

Ala

Arg

Ser

His

Ser

Ala

80

Glu

Ser

Ala

Pro

Ile

160

Ala

Leu

Leu

Gly

Lys

240

Ala

Lys

Asp

Ala



Gly

305

Ala

Glu

Leu

His

Val

385

Phe

Leu

Thr

Gly

Phe

465

Phe

290

Glu

Leu

Ala

Ala

Gly

370

Ile

Gly

His

Asn

Thr

450

Gly

Ile

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

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

<400>
atg cat act
Met His Thr

1

Arg

Ser

Thr

Glu

355

Gly

Leu

Pro

Leu

Asp

435

Leu

Gly

Asp

9
942
DNA

Phe

Gln

Gln

340

Leu

Thr

Ala

Val

Met

420

Leu

Trp

Ile

Asp

Tyr

Arg

325

Phe

Phe

Leu

Arg

Ala
405

Asn

Gly

Val

Lys

Phe
485

Val

310

Leu

Gly

Ala

Gly

Ser

390

Thr

Ala

Lys

Asn

Ala

470

Thr

295
His

Gly

Pro

Ile

Asp

375

Ala

Phe

Ser

Ala

Met

455

Ser

Glu

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..

TynR

9

gcc atg caa
Ala Met Gln

cac tcg ctg

(942)

caa
Gln

cag
Gln
20

ttc

caa
Gln

atc
Ile

atc

tcc
Ser

tgt
Cys

ggc

aac
Asn

ggc
Gly

gag

ES 2380530 Al

Arg

Gln

Val

Ala

360

Gly

Cys

Leu

Pro

Met

440

His

Gly

Leu

cgt
Arg

cgt
Arg

gtt

Ser

Leu

Ala

345

Arg

Pro

Asp

Pro

Tyr
425

Arg

Thr

Ile

Lys

cag
Gln

ttc
Phe
25

tct

Arg

Lys

330

Asn

Ala

Gly

Thr

Tyr
410

Gly

Met

Leu

Gly

Ser
490

999
Gly
10

gag
Glu

acc

23

Ile

315

Ile

Lys

Glu

Cys

Leu

395

Asp

Leu

Ile

Leu

Arg

475

Val

ctg
Leu

acg
Thr

ttt

300

Asp

Gly

Pro

Gly

Phe

380

Leu

Asp

Ser

Pro

Asp

460

Glu

Met

gaa
Glu

gaa
Glu

tcc

Pro

Ser

His

Ser

365

Val

Thr

Glu

Ala

Gln

445

Pro

Phe

Ile

cgc
Arg

ctt
Leu

cgt

Leu

Pro

Gln

350

Gln

Glu

Gln

Asp

Ser
430

Ile

Ala

Gly

Arg

tgg
Trp

gcg
Ala
30

gcc

Leu

Leu

335

Gln

Ile

Pro

Glu

Glu
415

Leu

Gln

Val

Ser

Tyr
495

acc
Thr
15

tcc
Ser

ggc

Asp

320

Asp

Lys

Ile

Thr

Thr

400

Leu

Trp

Ala

Pro

Ala
480

acg
Thr

aat
Asn

ttg

48

96

144



His

ccg
Pro

gaa
Glu
65

cgt
Arg

gcg
Ala

acc
Thr

cag
Gln

tcc
Ser
145

ctg

Leu

ctg
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr
225

tac
Tyr

cgg
Arg

agg

Ser

ctg
Leu
50

aac
Asn

gcg
Ala

ccg
Pro

ccc
Pro

gta
Val
130

tcg

Ser

tgc
Cys

cag
Gln

gaa
Glu

tac
Tyr
210

ccg
Pro

cgg
Arg

gcg
Ala

agc

Leu
35

gcc
Ala

ccg
Pro

999
Gly

ggt
Gly

agt
Ser
115

cgc

Arg

agc
Ser

aag
Lys

acc
Thr

gcg
Ala
195

gtg
Val

tcc
Ser

ctg
Leu

cgc
Arg

gag

Phe

aac
Asn

acc
Thr

cat
His

gag
Glu
100

gg99
Gly

aag
Lys

aac
Asn

gac
Asp

gcc
Ala
180

ctg

Leu

cag
Gln

aac
Asn

ttc
Phe

ctg
Leu
260

tcg

Ile

ctg
Leu

ctt
Leu

tcc
Ser
85

ctg
Leu

ttg
Leu

tat
Tyr

gcc
Ala

ggc
Gly
165

ttc
Phe

ggc
Gly

cag
Gln

ctg
Leu

gag
Glu
245

aag
Lys

att

Gly

cgc
Arg

gac
Asp
70

acc
Thr

ctg
Leu

atc
Ile

gtg
vVal

tgc
Cys
150

aat
Asn

att
Ile

aac
Asn

gtg
Val

gcc
Ala
230

gag
Glu

cgc
Arg

acc

Glu

acc
Thr
55

gat
Asp

gtg
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

caa
Gln
135

999
Gly

gta
Val

gcc
Ala

ctt
Leu

atc
Ile
215

ggt
Gly

gag
Glu

agt
Ser

tcg

ES 2380530 Al

Val
40

aat
Asn

gac
Asp

tcc
Ser

atg
Met

cat
His
120

ggc
Gly

cgc
Arg

agc
Ser

ctg
Leu

gg99
Gly
200

gac
Asp

cgc
Arg

ggc
Gly

gcg
Ala

att

Ser

gcc
Ala

cag
Gln

cag
Gln

gat
Asp
105

gtc
Val

agc
Ser

atg
Met

ggt
Gly

ctg
Leu
185

gcc

Ala

gag
Glu

ctg
Leu

gat
Asp

gat
Asp
265

gcc

Thr

ggc
Gly

cat
His

999
Gly
90

tcg

Ser

tcg
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

gat
Asp
170

gag
Glu

ttg
Leu

tcc
Ser

aac
Asn

agt
Ser
250
gac
Asp

tac

24

Phe

aac
Asn

tgt
Cys
75

ggc
Gly

gtc
Val

ctg
Leu

ccg
Pro

cat
His
155

999
Gly

cca
Pro

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile
235

gtg
Val

ctg
Leu

aag

Ser

atc
Ile
60

ttc
Phe

atg
Met

999
Gly

gcc
Ala

atg
Met
140

gtg
Val

gcc
Ala

ggc
Gly

gg99
Gly

tca
Ser
220

tcg
Ser

tgc
Cys

gcc
Ala

tagg

Arg
45

cgc
Arg

ctg
Leu

cag
Gln

cgc
Arg

ctg
Leu
125

ttt
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

ttc
Phe

gcc
Ala
205

cag
Gln

gtg
Val

cgc
Arg

aac
Asn

999

Ala

cgg
Arg

gtc
Val

gtc
Val

tgc
Cys
110

tcg
Ser

ggc
Gly

atg
Met

ggc
Gly

gag
Glu
190

aac

Asn

ccc
Pro

cgt
Arg

tac
Tyr

ccg
Pro
270

ttt

Gly

ctg
Leu

agc
Ser

agc
Ser
95

gaa
Glu

cgt
Arg

aag
Lys

gac
Asp

gac
Asp
175

cgc

Arg

ctg
Leu

999
Gly

cac
His

att
Ile
255

ttc
Phe

acc

Leu

ggc
Gly

cag
Gln
80

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu

atc
Ile

caa
Gln
160

gcg
Ala

cat
His

cgg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu
240

cag
Gln

ttc
Phe

gac

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



Arg

tcg
Ser

aag
Lys
305

Ser

gcg
Ala
290

gac
Asp

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

<400>

Glu Ser
275

cat ttc
His Phe

tac cgg
Tyr Arg

10
313
PRT

Ile

agc
Ser

gcg
Ala

Thr

cgc
Arg

cag
Gln
310

Ser

tcg
Ser
295

gcg
Ala

Pseudomonas putida U

10

Met His Thr Gln

1

Ala

His

Pro

Glu

65

Arg

Ala

Thr

Gln

Ser

145

Leu

Leu

Gly

Gly

Met

Ser

Leu

50

Asn

Ala

Pro

Pro

Val

130

Ser

Cys

Gln

Glu

Tyr
210

Gln Gln
20

Leu Phe
35

Ala Asn

Pro Thr

Gly His

Gly Glu

100

Ser Gly
115

Arg Lys

Ser Asn

Lys Asp

Thr Ala
180

Ala Leu
195

Val Gln

Gln

Ile

Ile

Leu

Leu

Ser

85

Leu

Leu

Tyr

Ala

Gly

165

Phe

Gly

Gln

Ser

Cys

Gly

Arg

Asp

70

Thr

Leu

Ile

Val

Cys

150

Asn

Ile

Asn

Val

Asn

Gly

Glu

Thr

55

Asp

Val

Leu

Glu

Gln

135

Gly

Val

Ala

Leu

Ile
215

ES 2380530 Al

Ile
280

ttc
Phe

atg
Met

Arg

Arg

Val

40

Asn

Asp

Ser

Met

His

120

Gly

Arg

Ser

Leu

Gly

200

Asp

Ala

aag
Lys

gtt
Val

Gln

Phe

25

Ser

Ala

Gln

Gln

Asp

105

Val

Ser

Met

Gly

Leu

185

Ala

Glu

Tyr

aaa
Lys

tga

Gly

10

Glu

Thr

Gly

His

Gly

90

Ser

Ser

Gly

Leu

Asp

170

Glu

Leu

Ser

25

Lys

cag
Gln

Leu

Thr

Phe

Asn

Cys

75

Gly

Val

Leu

Pro

His

155

Gly

Pro

Asn

Leu

Trp

ttc
Phe
300

Glu

Glu

Ser

Ile

60

Phe

Met

Gly

Ala

Met

140

Val

Ala

Gly

Gly

Ser
220

Gly
285

gaa
Glu

Arg

Leu

Arg

45

Arg

Leu

Gln

Arg

Leu

125

Phe

Leu

Gln

Phe

Ala

205

Gln

Phe Thr Asp

cgc tcg ccc
Arg Ser Pro

Trp

Ala

30

Ala

Arg

Val

Val

Cys

110

Ser

Gly

Met

Gly

Glu

190

Asn

Pro

Thr

15

Ser

Gly

Leu

Ser

Ser

95

Glu

Arg

Lys

Asp

Asp

175

Arg

Leu

Gly

Thr

Asn

Leu

Gly

Gln

80

Leu

Ile

Glu

Ile

Gln

160

Ala

His

Arg

Leu

912

942



Thr

225

Tyr

Arg

Arg

Ser

Lys
305

Pro

Arg

Ala

Ser

Ala

290

Asp

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

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

<400>
atg att tct
Met Ile Ser

1

gag
Glu

cca
Pro

ggt
Gly

acc
Thr
65

999
Gly

aag
Lys

atc

agc
Ser

acc
Thr

ttc
Phe
50

aat
Asn

cgc
Arg

atc
Ile

agc

Ser

Leu

Arg

Glu

275

His

Tyr

11

1335
DNA

Asn

Phe

Leu

260

Ser

Phe

Arg

Leu

Glu

245

Lys

Ile

Ser

Ala

Ala

230

Glu

Arg

Thr

Arg

Gln
310

Gly

Glu

Ser

Ser

Ser

295

Ala

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..(1335)

TynD

11

ccc
Pro

ctg
Leu
35

tcc
Ser

atc
Ile

aac
Asn

cgc
Arg

gaa

acc
Thr

acc
Thr
20

gaa

Glu

ggc
Gly

gtc
Val

ggc
Gly

agc
Ser
100

ctg

cat
His

tac
Tyr

cgc
Arg

att
Ile

gtg
Val

999
Gly
85

agc
Ser

ggc

ttc
Phe

tac
Tyr

gac
Asp

aac
Asn

ctc
Leu
70

cag
Gln

gtc
Val

gcc

cag
Gln

tcg
Ser

atc
Ile

acc
Thr
55

gag
Glu

atc
Ile

ggt
Gly

ggc

ES 2380530 Al

Arg

Gly

Ala

Ile

280

Phe

Met

tca
Ser

gcg
Ala

gag
Glu
40

gcc
Ala

ggc
Gly

atg
Met

gat
Asp

atc

Leu

Asp

Asp
265

Ala

Lys

Val

gca
Ala

acc
Thr
25

gcc

Ala

ctg
Leu

cgt
Arg

gcg
Ala

cag
Gln
105

atc

Asn

Ser
250

Asp

Tyr

Lys

ggc
Gly
10

aag
Lys

gat
Asp

gag
Glu

tat
Tyr

ggc
Gly
90

ggc
Gly

aag

26

Ile
235

Val

Leu

Lys

Gln

ggc
Gly

aag
Lys

gtc
Val

ctg
Leu

ctg
Leu
75

atc
Ile

gtg
Val

gac

Ser

Cys

Ala

Trp

Phe
300

gtc
Val

tac
Tyr

gtg
Val

gcg
Ala
60

ggc
Gly

ggc
Gly

agg
Arg

cgc

Val

Arg

Asn

Gly
285

Glu

atg
Met

aac
Asn

gtg
Val
45

gaa
Glu

tac
Tyr

cac
His

gat
Asp

atc

Arg

Tyr

Pro

270

Phe

Arg

atc
Ile

ctg
Leu
30

atc

Ile

caa
Gln

ggc
Gly

gac
Asp

att
Ile
110

gcc

His
Ile
255

Phe

Thr

Ser

acc
Thr
15

agc

Ser

ggt
Gly

ggc
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu
95

ttc
Phe

cgc

Leu
240

Gln

Phe

Asp

Pro

ctc
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly

gtg
Val

agc
Ser
80

gag
Glu

gaa
Glu

tac

48

96

144

192

240

288

336

384



Ile

gcc
Ala

cgc
Arg
145

atc
Ile

cag
Gln

ggt
Gly

ctg
Leu

gtg
Val
225

cgc

Arg

gag
Glu

atg
Met

cgc
Arg

acc
Thr
305

cac
His

att
Ile

ccg

Ser

atc
Ile
130

cgc
Arg

aat
Asn

atc
Ile

ggc
Gly

gtg
Val
210

acc

Thr

gcc
Ala

ccg
Pro

acc
Thr

999
Gly
290

cgc
Arg

ttc
Phe

ttc
Phe

atg

Glu
115

gac
Asp

cag
Gln

acc
Thr

atc
Ile

cat
His
195

ggc
Gly

tac
Tyr

agc
Ser

cag
Gln

gag
Glu
275

gcc
Ala

gag
Glu

ccg
Pro

ccc
Pro

gcc

Leu

gcc
Ala

gaa
Glu

cgc
Arg

ggc
Gly
180

gtg
Val

cat
His

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu
260

cca

Pro

tac
Tyr

aac
Asn

ctg
Leu

tac
Tyr
340

acc

Gly

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp
165

agc
Ser

cat
His

ggt
Gly

gag
Glu

ctg
Leu
245

cac

His

ttg
Leu

agc
Ser

cgc
Arg

gac
Asp
325

ctg
Leu

agt

Ala

ttc
Phe

acc
Thr
150

gag
Glu

aac
Asn

tcc
Ser

gcg
Ala

cgc
Arg
230

ctg

Leu

gca
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

ctg
Leu
310

ctg
Leu

aaa
Lys

gcc

Gly

tgc
Cys
135

ctg
Leu

atc
Ile

gcc
Ala

ctg
Leu

cgc
Arg
215

atc

Ile

tgg
Trp

cgc
Arg

gat
Asp

atc
Ile
295

ctg
Leu

aag
Lys

gac
Asp

aac

ES 2380530 Al

Ile
120

cac
His

cgc
Arg

cgt
Arg

tac
Tyr

aac
Asn
200

atc

Ile

acg
Thr

gcg
Ala

act
Thr

gag
Glu
280

cgc
Arg

ttt
Phe

gcg
Ala

gtg
Val

ctg

Ile

ggc
Gly

aaa
Lys

ttt
Phe

agc
Ser
185

ctg
Leu

ttc
Phe

gta
Val

tgc
Cys

ata
Ile
265

ctg

Leu

ccg
Pro

ggc
Gly

tgg
Trp

cgc
Arg
345

ttt

Lys

tat
Tyr

tgg
Trp

ctc
Leu
170

agc
Ser

ctg
Leu

gaa
Glu

cgc
Arg

gac
Asp
250

aac

Asn

atc
Ile

gtg
Val

gcc
Ala

aac
Asn
330

atc
Ile

ccg

27

Asp

ggc
Gly

gag
Glu
155

ggt
Gly

gcc
Ala

ctg
Leu

cac
His

acc
Thr
235

agc

Ser

acc
Thr

gag
Glu

atc
Ile

gcc
Ala
315

cgc
Arg

gac
Asp

cag

Arg

tac
Tyr
140

aag
Lys

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser
220

ggc
Gly

ttc
Phe

tat
Tyr

cgc
Arg

gac
Asp
300

acg
Thr

gcg
Ala

ctg
Leu

ata

Ile
125

atg
Met

gcg
Ala

agc
Ser

atg
Met

gaa
Glu
205

ccg

Pro

cgt
Arg

ctc
Leu

gcc
Ala

atc
Ile
285

tac
Tyr

ccc
Pro

ctg
Leu

gcc
Ala

ggc

Ala

ggc
Gly

ttc
Phe

gaa
Glu

cac
His
190

gcg
Ala

gcc
Ala

ggc
Gly

aac
Asn

ttc
Phe
270

agc

Ser

tac
Tyr

ttc
Phe

atg
Met

tgg
Trp
350

acc

Arg

ttc
Phe

aag
Lys

gtg
Val
175

atg
Met

cag
Gln

ctg
Leu

tcg
Ser

aag
Lys
255

cag

Gln

ccg
Pro

cgg
Arg

gtc
Val

ctg
Leu
335

ggc
Gly

ctc

Tyr

aac
Asn

gcg
Ala
160

cgc
Arg

ggc
Gly

gca
Ala

gaa
Glu

gta
Val
240

ctg

Leu

atg
Met

ata
Ile

gtc
Val

gag
Glu
320

aag
Lys

ggc
Gly

gac

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104



Pro Met

aac cgc
Asn Arg

370
acg ccc
Thr Pro
385

gga tcg
Gly Ser

ctc ggc
Leu Gly

gtg cac
Val His

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

<400>
Met Ile

1

Glu Ser

Pro Thr

Gly Phe

50

Thr Asn

65

Gly Arg

Lys Ile

Ile Ser

Ala Thr
355

ccc aac
Pro Asn

agc cac
Ser His

aag cgc
Lys Arg

aag gac
Lys Asp
420

cag ctg
Gln Leu
435

12
444
PRT

Ser

gct
Ala

atc
Ile

tat
Tyr
405

cat

His

tcg
Ser

Ala

ttc
Phe

att
Ile
390

gac
Asp

ttc
Phe

ggc
Gly

Asn

tat
Tyr
375

tgc

Cys

ctg
Leu

cgc
Arg

tac
Tyr

Pseudomonas putida U

12

Ser Thr

Pro Thr
20

Leu Glu
35

Ser Gly

Ile Val

Asn Gly

Arg Ser

100

Glu Leu

His

Tyr

Arg

Ile

vVal

Gly

85

Ser

Gly

Phe

Tyr

Asp

Asn

Leu

70

Gln

Val

Ala

Gln

Ser

Ile

Thr

55

Glu

Ile

Gly

Gly

ES 2380530 Al

Leu
360

gtg
Val

aag
Lys

gtc
Val

ccg
Pro

ttc
Phe
440

Ser

Ala

Glu

40

Ala

Gly

Met

Asp

Ile

Phe

cag
Gln

ata
Ile

agc
Ser

ctg
Leu
425

aac
Asn

Ala

Thr

25

Ala

Leu

Arg

Ala

Gln

105

Ile

Pro Gln

ggc tac
Gly Tyr

ctc gcc
Leu Ala
395

tcg gtc
Ser Val
410

ctg ctc
Leu Leu

ggc cgt
Gly Arg

Gly Gly
10

Lys Lys

Asp Val

Glu Leu

Tyr Leu
75

Gly Ile
90

Gly Vval

Lys Asp

28

Ile

tcc
Ser
380

gag
Glu

aag
Lys

act
Thr

cgc
Arg

Val

Tyr

Val

Ala

60

Gly

Gly

Arg

Arg

Gly
365

ggc
Gly

ggt
Gly

cat
His

gcc
Ala

tga

Met

Asn

Val

45

Glu

Tyr

His

Asp

Ile

Thr

ttt
Phe

atg
Met

gcg
Ala

ggc
Gly
430

Ile

Leu

30

Ile

Gln

Gly

Asp

Ile

110

Ala

Leu

ggc
Gly

cag
Gln

cgc
Arg
415

aag
Lys

Thr

15

Ser

Gly

Gly

Gly

Leu

95

Phe

Arg

Asp

gtc
Val

gag
Glu
400

atc
Ile

acc
Thr

Leu

Phe

Gly

Val

Ser

80

Glu

Glu

Tyr

1152

1200

1248

1296

1335



Ala

Arg

145

Ile

Gln

Gly

Leu

Val

225

Arg

Glu

Met

Arg

Thr

305

His

Ile

Pro

Ile

130

Arg

Asn

Ile

Gly

Val

210

Thr

Ala

Pro

Thr

Gly

290

Arg

Phe

Phe

Met

115

Asp

Gln

Thr

Ile

His

195

Gly

Tyr

Ser

Gln

Glu

275

Ala

Glu

Pro

Pro

Ala

Ala

Glu

Arg

Gly

180

Val

His

Gly

Lys

Leu

260

Pro

Tyr

Asn

Leu

Tyr

340

Thr

Asp

Gln

Asp

165

Ser

His

Gly

Glu

Leu

245

His

Leu

Ser

Arg

Asp

325

Leu

Ser

Phe

Thr

150

Glu

Asn

Ser

Ala

Arg

230

Leu

Ala

Pro

Asp

Leu

310

Leu

Lys

Ala

Cys

135

Leu

Ile

Ala

Leu

Arg

215

Ile

Trp

Arg

Asp

Ile

295

Leu

Lys

Asp

Asn

ES 2380530 Al

120

His

Arg

Arg

Tyr

Asn

200

Ile

Thr

Ala

Thr

Glu

280

Arg

Phe

Ala

Val

Leu

Gly

Lys

Phe

Ser

185

Leu

Phe

Val

Cys

Ile

265

Leu

Pro

Gly

Trp

Arg

345

Phe

Tyr Gly

Trp Glu
155

Leu Gly
170

Ser Ala

Leu Leu

Glu His

Arg Thr
235

Asp Ser
250

Asn Thr

Ile Glu

Val Ile

Ala Ala
315

Asn Arg
330

Ile Asp

Pro Gln

29

Tyr

140

Lys

Gly

Leu

Gly

Ser

220

Gly

Phe

Tyr

Arg

Asp

300

Thr

Ala

Leu

Ile

125

Met

Ala

Ser

Met

Glu

205

Pro

Arg

Leu

Ala

Ile

285

Tyr

Pro

Leu

Ala

Gly

Gly

Phe

Glu

His

190

Ala

Ala

Gly

Asn

Phe

270

Ser

Tyr

Phe

Met

Trp

350

Thr

Phe

Lys

Val

175

Met

Gln

Leu

Ser

Lys

255

Gln

Pro

Arg

Val

Leu

335

Gly

Leu

Asn

Ala

160

Arg

Gly

Ala

Glu

Val

240

Leu

Met

Ile

Val

Glu

320

Lys

Gly

Asp



Asn Arg
370

Thr Pro
385

Gly Ser

Leu Gly

Val His

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

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

<400>
atg caa
Met Gln
1

cta ggc
Leu Gly

tcg agc
Ser Ser

gta cag
Val Gln
50

ctg atc
Leu Ile
65

ctg gcc
Leu Ala

gcc ccc

355

Pro

Ser

Lys

Lys

Gln

435

13
1218
DNA

Asn

His

Arg

Asp

420

Leu

Ala

Ile

Tyr

405

His

Ser

Phe

Ile

390

Asp

Phe

Gly

Tyr

375

Cys

Leu

Arg

Tyr

Pseudomonas putida U

CDS

(1)..(1218)

TynF

13
gcc
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
35

ctg
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly

agc

aat
Asn

atc
Ile
20

ccg
Pro

aca
Thr

ggc
Gly

ctg
Leu

ctc

ccc
Pro

ggc
Gly

gaa
Glu

ctg
Leu

ccc
Pro

ctg
Leu
85

gac

tcc
Ser

gcc
Ala

atc
Ile

acc
Thr

atc
Ile
70

ctg
Leu

acc

cct
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala

ttc
Phe
55

gtc
vVal

ttc
Phe

ctg

ES 2380530 Al

360

vVal

Lys

Val

Pro

Phe
440

ccc
Pro

ggc
Gly

agc
Ser
40

ttc
Phe

gac
Asp

atc
Ile

atc

Gln

Ile

Ser

Leu
425

Asn

ata
Ile

cct
Pro
25

cac
His

ctg
Leu

gct
Ala

ctg
Leu

atg

Gly Tyr

Leu Ala
395

Ser Val
410

Leu Leu

Gly Arg

ccc ttc
Pro Phe
10

tcc gcc

Ser Ala

tat cag
Tyr Gln

ctg gcc
Leu Ala

tat ggc
Tyr Gly
75

tgc tcg
Cys Ser
90

ctg cgc

30

Ser
380

Glu

Lys

Thr

Arg

agc
Ser

gtc
Val

gct
Ala

atg
Met
60

cgg
Arg

ctg
Leu

ttt

365

Gly

Gly

His

Ala

ttc
Phe

gac
Asp

agc
Ser
45

ggc
Gly

cgc
Arg

ggc
Gly

ttc

Phe

Met

Ala

Gly
430

gcc
Ala

atg
Met
30

ttc
Phe

gcc
Ala

aag
Lys

gca
Ala

cag

Gly

Gln

Arg
415

Lys

ctg
Leu
15

tac

Tyr

acc
Thr

ggc
Gly

ccg
Pro

gcc
Ala
95

ggc

Val

Glu
400

Ile

Thr

ggc
Gly

ctg
Leu

cgc
Arg

cag
Gln

ctg
Leu
80

gca
Ala

ctg

48

96

144

192

240

288

336



Ala

ggc
Gly

agc
Ser

gaa
Glu
145

gca
Ala

gtg
Val

ccc
Pro

ctg
Leu

gct
Ala
225

gtg
Val

ttt
Phe

cac
His

ctg
Leu

ggc
Gly
305

ggc
Gly

caa

Pro

agt
Ser

cag
Gln
130

ggc
Gly

cat
His

acg
Thr

agc
Ser

gcc
Ala
210

gcg
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly

ctg
Leu

tgc
Cys
290

ctg
Leu

ctg
Leu

gaa

Ser

gcg
Ala
115

ggc
Gly

gtc
Val

ttc
Phe

gtg
Val

aaa
Lys
195

atc

Ile

gta
Val

cag
Gln

gcc
Ala

atc
Ile
275

atg
Met

999
Gly

999
Gly

aag

Leu
100

ctg
Leu

gtg
vVal

gca
Ala

ggc
Gly

ctg
Leu
180

cgc

Arg

ctc
Leu

ttc
Phe

gcc
Ala

acc
Thr
260

agc
Ser

gcc
Ala

ctg
Leu

ata
Ile

gca

Asp

acc
Thr

gcc
Ala

ccg
Pro

tgg
Trp
165

gtc
Val

gaa
Glu

gcc
Ala

ttc
Phe

cac
His
245
999
Gly

cgg
Arg

ggc
Gly

cca
Pro

gcc
Ala
325

ctg

Thr

ctg
Leu

gcg
Ala

atc
Ile
150

cgt
Arg

aac
Asn

ccc
Pro

gac
Asp

ttc
Phe
230

tac

Tyr

gtg
Val

ctg
Leu

ggt
Gly

ggt
Gly
310

gag
Glu

ggt

Leu

gtg
Val

acc
Thr
135

ctg
Leu

gca
Ala

agc
Ser

ctg
Leu

cgc
Arg
215

ctg

Leu

ggc
Gly

tcg
Ser

ggc
Gly

gcc
Ala
295

gtg
vVal

tcg
Ser

tcc

ES 2380530 Al

Ile

gtg
Val
120

aaa
Lys

gca
Ala

gta
vVal

ctg
Leu

cgc
Arg
200

cgc

Arg

ttc
Phe

ctg
Leu

atc
Ile

ctc
Leu
280

tgc
Cys

gcc
Ala

acg
Thr

acc

Met
105

atc
Ile

ctg
Leu

cct
Pro

atg
Met

ctg
Leu
185

ctg

Leu

ttc
Phe

gcc
Ala

agc
Ser

ctg
Leu
265

aat
Asn

atc
Ile

ggc
Gly

ctg
Leu

gca

Leu

atg
Met

ttc
Phe

gcc
Ala

ctg
Leu
170

aac
Asn

ggc
Gly

ctg
Leu

tac
Tyr

gcc
Ala
250

ctc
Leu

acc
Thr

agc
Ser

ggc
Gly

atg
Met
330

gcg

31

Arg

agc
Ser

gcc
Ala

ctg
Leu
155

gta
Val

ctg
Leu

cac
His

cgc
Arg

atc
Ile
235

cag

Gln

ggc
Gly

ttg
Leu

ctg
Leu

atg
Met
315

tcg
Ser

ctg

Phe

atg
Met

ctg
Leu
140

ggc
Gly

ctc
Leu

ccc
Pro

gcc
Ala

ccg
Pro
220

ggc
Gly

gcc
Ala

gcc
Ala

act
Thr

ctc
Leu
300

gtg
Val

ctg
Leu

ctg

Phe

gtg
Val
125

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

gaa
Glu

tgc
Cys
205

acc

Thr

ggt
Gly

ttc
Phe

atg
Met

cgg
Arg
285

ggt
Gly

ata
Ile

gtg
Val

ggc

Gln
110

cgt
Arg

atg
Met

gtg
Val

ggc
Gly

acc
Thr
190

agc

Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly

acg
Thr
270

gtg
Val

gca
Ala

gcc
Ala

atg
Met

gcc

Gly

gat
Asp

acc
Thr

atc
Ile

atg
Met
175

ctg
Leu

acc
Thr

gcg
Ala

acc
Thr

ctg
Leu
255

gcc

Ala

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu

gcc
Ala
335

atc

Leu

gtg
Val

atc
Ile

gac
Asp
160

ggc
Gly

ccg
Pro

tac
Tyr

gtt
Val

ctg
Leu
240

ctg

Leu

agc
Ser

gtg
Val

acc
Thr

ttc
Phe
320

tcg
Ser

cag

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056



Gln Glu

ctg tcg
Leu Ser

cac ggc
His Gly
370

gtg tgc
Val Cys
385

tcg ctc
Ser Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Gln
1

Leu Gly

Ser Ser

Val Gln
50

Leu Ile
65

Leu Ala

Ala Pro

Gly Ser

Ser Gln
130

Glu Gly
145

Ala His

Lys Ala
340

gcg tct
Ala Ser
355

ccg acc
Pro Thr

ctg ctg
Leu Leu

gcg ggc
Ala Gly

14
405
PRT

Leu

gcc
Ala

gca
Ala

acc
Thr

cat
His
405

Gly

ggc
Gly

tgg
Trp

gcc
Ala
390

tga

Ser

gcc
Ala

gcc
Ala
375

ctc
Leu

Pseudomonas putida U

14

Ala Asn

Leu Ile
20

Leu Pro
35

Leu Thr

Phe Gly

Gly Leu

Ser Leu

100
Ala Leu
115
Gly Vval

Val Ala

Phe Gly

Pro

Gly

Glu

Leu

Pro

Leu

85

Asp

Thr

Ala

Pro

Trp
165

Ser

Ala

Ile

Thr

Ile

70

Leu

Thr

Leu

Ala

Ile

150

Arg

Pro

Leu

Ala

Phe

55

Val

Phe

Leu

Val

Thr

135

Leu

Ala

ES 2380530 Al

Thr

gcc
Ala
360

gcg
Ala

agc
Ser

Pro

Gly

Ser

40

Phe

Asp

Ile

Ile

Val

120

Lys

Ala

Val

Ala
345

ccg

Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

Ile

Pro

25

His

Leu

Ala

Leu

Met

105

Ile

Leu

Pro

Met

Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

cgc
Arg

Pro

10

Ser

Tyr

Leu

Tyr

Cys

90

Leu

Met

Phe

Ala

Leu
170

32

Leu

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His
395

Phe

Ala

Gln

Ala

Gly

75

Ser

Arg

Ser

Ala

Leu

155

Val

Leu

gca
Ala

ctg
Leu
380

acc
Thr

Ser

Val

Ala

Met

60

Arg

Leu

Phe

Met

Leu

140

Gly

Leu

Gly

gtg
Val
365

tgc

Cys

ccg
Pro

Phe

Asp

Ser

45

Gly

Arg

Gly

Phe

Val

125

Leu

Gly

Ala

Ala
350

gta
Val

acc
Thr

gcc
Ala

Ala

Met

30

Phe

Ala

Lys

Ala

Gln

110

Arg

Met

Val

Gly

Ile

ctc
Leu

ctg
Leu

agc
Ser

Leu

15

Tyr

Thr

Gly

Pro

Ala

95

Gly

Asp

Thr

Ile

Met
175

Gln

aac
Asn

gtg
Val

ttc
Phe
400

Gly

Leu

Arg

Gln

Leu

80

Ala

Leu

Val

Ile

Asp

160

Gly

1104

1152

1200

1218



ES 2380530 Al

Val Thr Val Leu Val Asn Ser Leu Leu Asn Leu Pro Glu Thr Leu Pro
180 185 190

Pro Ser Lys Arg Glu Pro Leu Arg Leu Gly His Ala Cys Ser Thr Tyr
195 200 205

Leu Ala Ile Leu Ala Asp Arg Arg Phe Leu Arg Pro Thr Leu Ala Val
210 215 220

Ala Ala Val Phe Phe Phe Leu Phe Ala Tyr Ile Gly Gly Ala Thr Leu
225 230 235 240

Val Tyr Gln Ala His Tyr Gly Leu Ser Ala Gln Ala Phe Gly Leu Leu
245 250 255

Phe Gly Ala Thr Gly Val Ser Ile Leu Leu Gly Ala Met Thr Ala Ser
260 265 270

His Leu Ile Ser Arg Leu Gly Leu Asn Thr Leu Thr Arg Val Gly Val
275 280 285

Leu Cys Met Ala Gly Gly Ala Cys Ile Ser Leu Leu Gly Ala Leu Thr
290 295 300

Gly Leu Gly Leu Pro Gly Val Ala Gly Gly Met Val Ile Ala Leu Phe
305 310 315 320

Gly Leu Gly Ile Ala Glu Ser Thr Leu Met Ser Leu Val Met Ala Ser
325 330 335

Gln Glu Lys Ala Leu Gly Ser Thr Ala Ala Leu Leu Gly Ala Ile Gln
340 345 350

Leu Ser Ala Ser Ala Gly Ala Ala Pro Leu Ala Ala Val Val Leu Asn
355 360 365

His Gly Pro Thr Ala Trp Ala Ala Leu Leu Ala Leu Cys Thr Leu Val
370 375 380

Val Cys Leu Leu Thr Ala Leu Ser Leu Arg His Thr Pro Ala Ser Phe
385 390 395 400

Ser Leu Ala Gly His
405

<210> 15
<211> 1311
<212> DNA

<213> Pseudomonas putida U

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1311)

<223> TynE

<400> 15

atg gtc aaa cca cag acg ctg tcc agc ctg gcc ctg gca acc ttg ctg 48
Met Val Lys Pro Gln Thr Leu Ser Ser Leu Ala Leu Ala Thr Leu Leu

1 5 10 15

33



gcc
Ala

cac
His

aag
Lys

atc
Ile
65

ctg
Leu

gat
Asp

gac
Asp

aag
Lys

agt
Ser
145

gcc
Ala

cac
His

ctg
Leu

gaa
Glu

acc
Thr
225

gcc
Ala

agc
Ser

ctg
Leu

aac
Asn
50

aag
Lys

tac
Tyr

gcg
Ala

gcc
Ala

gat
Asp
130

ggt
Gly

gac
Asp

gcc
Ala

cat
His

acc
Thr
210

ctc
Leu

agc
Ser

cag
Gln

aac
Asn
35

tac
Tyr

tat
Tyr

ggc
Gly

gcc
Ala

ttc
Phe
115

gga
Gly

ttt
Phe

ggt
Gly

ttc
Phe

ggc
Gly
195

gaa

Glu

999
Gly

gac
Asp

gcc
Ala
20

gcc
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

agc
Ser

ggc
Gly
100

ctc
Leu

gtg
Val

ttg
Leu

gcg
Ala

gac
Asp
180

agc

Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

ttt
Phe

gcg
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

ctc
Leu

ctg
Leu
85

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

atc
Ile

ctg
Leu
165

cgc
Arg

ctg
Leu

gcc
Ala

acc
Thr

cag
Gln
245

ccg
Pro

atg
Met

acc
Thr

agc
Ser
70

aac
Asn

acc
Thr

tgg
Trp

gtt
Val

aac
Asn
150

gac
Asp

acc
Thr

ctg
Leu

gcc
Ala

tag
Trp
230

aaa
Lys

gcc
Ala

ctg
Leu

aca
Thr
55

ggt
Gly

tgg
Trp

gat
Asp

cgc
Arg

tcc
Ser
135

gac
Asp

cgc
Arg

gca
Ala

tag
Trp

ggc
Gly
215

att

Ile

gcc
Ala

ES 2380530 Al

gtt
Val

gcg
Ala
40

999
Gly

gac
Asp

gtg
vVal

ggc
Gly

tcg
Ser
120

gcc
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

atg
Met

ctg
Leu
200

acg
Thr

cac
His

cgc
Arg

gag
Glu
25

gta
Val

ggt
Gly

cag
Gln

agc
Ser

tcc
Ser
105

gcc
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

999
Gly

ctg
Leu
185

aaa

Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

gaa
Glu

ctg
Leu

tgg
Trp

tcg
Ser

ggc
Gly

tcg
Ser
90

gaa
Glu

gac
Asp

cgc
Arg

ccg
Pro

gcc
Ala
170

cgc

Arg

tcc
Ser

gac
Asp

atc
Ile

ggc
Gly
250

34

tac
Tyr

ggc
Gly

acc
Thr

ctg
Leu
75

gcc
Ala

cgc
Arg

ctg
Leu

cag
Gln

aac
Asn
155

tac
Tyr

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
235

atg
Met

gcc
Ala

atg
Met

tgg
Trp
60

gcc
Ala

acc
Thr

acc
Thr

ttc
Phe

acc
Thr
140

ctg
Leu

tac
Tyr

999
Gly

aac
Asn

acc
Thr
220

gtc
Val

gac
Asp

gac
Asp

ttc
Phe
45

cgt
Arg

ggc
Gly

tgg
Trp

acc
Thr

ccg
Pro
125

att
Ile

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg
205

caa
Gln

acc
Thr

gtg
Val

gat
Asp
30

aac
Asn

gaa
Glu

aac
Asn

ggc
Gly

aag
Lys
110

gtg
Val

cgc
Arg

aac
Asn

gcc
Ala

agc
Ser
190

gcc
Ala

gcc
Ala

gac
Asp

tat
Tyr

gac
Asp

agc
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

gat
Asp
95

atc
Ile

ctg
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala
175

gat
Asp

cag
Gln

ttg
Leu

caa
Gln

agc
Ser
255

agc
Ser

cgc
Arg

ttt
Phe

acg
Thr
80

ggc
Gly

gaa
Glu

ggc
Gly

ggc
Gly

gtc
Vval
160

cgc
Arg

ggc
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

tgg
Trp
240

gtg
Val

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



cgc
Arg

tac
Tyr

cag
Gln

tac
Tyr
305

ctg
Leu

tac
Tyr

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu
385

ccg
Pro

aac
Asn

gct
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

gcc
Ala
290

cgc
Arg

tcc
Ser

gcc
Ala

gcg
Ala

gac
Asp
370

gac
Asp

ctg
Leu

cag
Gln

gtg
Val

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

<400>

gaa
Glu

tgg
Trp
275

ggc
Gly

tac
Tyr

agc
Ser

ggc
Gly

aca
Thr
355

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val

gtg
Val

ccg
Pro
435

16
436
PRT

ggc
Gly
260

cag
Gln

tac
Tyr

acc
Thr

ggt
Gly

ccc
Pro
340

ccg
Pro

gta
Val

tat
Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly
420

ttc
Phe

aac
Asn

gac
Asp

acc
Thr

cgc
Arg

tac
Tyr
325

ttc

Phe

ctg
Leu

cgc
Arg

gtg
vVal

ctt
Leu
405

999
Gly

tga

gct
Ala

aag
Lys

ttc
Phe

tac
Tyr
310

ggc
Gly

aac
Asn

gaa
Glu

acc
Thr

gaa
Glu
390

tac

Tyr

aat
Asn

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala
295

tcg
Ser

acc
Thr

agc
Ser

aat
Asn

cgc
Arg
375

tgg
Trp

cag
Gln

ggt
Gly

Pseudomonas putida U
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ES 2380530 Al

atc
Ile

gac
Asp
280

gac
Asp

gca
Ala

tgg
Trp

aac
Asn

ctc
Leu
360

gaa
Glu

gca
Ala

ccg
Pro

acc
Thr

gac
Asp
265

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

ttc
Phe

acg
Thr
345

aca
Thr

agc
Ser

gtc
Val

cgc
Arg

aat
Asn
425

aat
Asn

ccc
Pro

ccg
Pro

tgg
Trp

cag
Gln
330

ggt
Gly

gtc
Val

ctc
Leu

aac
Asn

aag
Lys
410

gtg
vVal

gcc
Ala

gag
Glu

tgg
Trp

gac
Asp
315

ggt
Gly

atc
Ile

gg99
Gly

aac
Asn

gag
Glu
395

gac
Asp

tat
Tyr

agt
Ser

caa
Gln

gca
Ala
300

gcg
Ala

gaa
Glu

cac
His

gcg
Ala

ctc
Leu
380

cac

His

gag
Glu

agc
Ser

ttc
Phe

gcc
Ala
285

ccg
Pro

ctg
Leu

gtc
Val

cat
His

ctg
Leu
365

gat
Asp

ctg
Leu

agc
Ser

cag
Gln

gcc
Ala
270

tgg
Trp

cag
Gln

ttc
Phe

gct
Ala

gtg
Val
350

tac
Tyr

gcg
Ala

ata
Ile

aac
Asn

ctg
Leu
430

ttc
Phe

tac
Tyr

gtt
Val

agc
Ser

gcc
Ala
335

ggc
Gly

ttc
Phe

cgg
Arg

atc
Ile

ggc
Gly
415

acc
Thr

gaa
Glu

ctg
Leu

acc
Thr

ggc
Gly
320

aac
Asn

gtg
Val

gac
Asp

gag
Glu

agc
Ser
400

ggc
Gly

gtg
Val

Met Val Lys Pro Gln Thr Leu Ser Ser Leu Ala Leu Ala Thr Leu Leu

1

5

10

35

15

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1311



Ala

His

Lys

Ile

65

Leu

Asp

Asp

Lys

Ser

145

Ala

His

Leu

Glu

Thr

225

Ala

Arg

Tyr

Gln

Tyr

305

Leu

Ser

Leu

Asn

50

Lys

Tyr

Ala

Ala

Asp

130

Gly

Asp

Ala

His

Thr

210

Leu

Ser

Gly

Ala

Ala

290

Arg

Ser

Gln

Asn

35

Tyr

Tyr

Gly

Ala

Phe

115

Gly

Phe

Gly

Phe

Gly

195

Glu

Gly

Asp

Glu

Trp

275

Gly

Tyr

Ser

Ala

20

Ala

Asp

Gly

Ser

Gly

100

Leu

Val

Leu

Ala

Asp

180

Ser

Leu

Leu

Phe

Gly

260

Gln

Tyr

Thr

Gly

Ala

Asp

Gly

Leu

Leu

85

Asn

Gly

Asp

Ile

Leu

165

Arg

Leu

Ala

Thr

Gln

245

Asn

Asp

Thr

Arg

Tyr
325

Pro

Met

Thr

Ser

70

Asn

Thr

Trp

Val

Asn

150

Asp

Thr

Leu

Ala

Trp

230

Lys

Ala

Lys

Phe

Tyr

310

Gly

Ala

Leu

Thr

55

Gly

Trp

Asp

Arg

Ser

135

Asp

Arg

Ala

Trp

Gly

215

Ile

Ala

Gly

Thr

Ala

295

Ser

Thr

ES 2380530 Al

Val

Ala

40

Gly

Asp

Val

Gly

Ser

120

Ala

Asp

Gly

Met

Leu

200

Thr

His

Arg

Ile

Asp

280

Asp

Ala

Trp

Glu

25

Val

Gly

Gln

Ser

Ser

105

Ala

Gly

Gly

Gly

Leu

185

Lys

Leu

Gly

Glu

Asp

265

Gly

Leu

Gly

Phe

Leu

Trp

Ser

Gly

Ser

90

Glu

Asp

Arg

Pro

Ala

170

Arg

Ser

Asp

Ile

Gly

250

Asn

Pro

Pro

Trp

Gln
330

36

Tyr

Gly

Thr

Leu

75

Ala

Arg

Leu

Gln

Asn

155

Tyr

Leu

Asp

Tyr

Asp

235

Met

Ala

Glu

Trp

Asp

315

Gly

Ala

Met

Trp

60

Ala

Thr

Thr

Phe

Thr

140

Leu

Tyr

Gly

Asn

Thr

220

Val

Asp

Ser

Gln

Ala

300

Ala

Glu

Asp

Phe

45

Arg

Gly

Trp

Thr

Pro

125

Ile

Gly

Leu

Gly

Arg

205

Gln

Thr

Val

Phe

Ala

285

Pro

Leu

Val

Asp

30

Asn

Glu

Asn

Gly

Lys

110

Val

Arg

Asn

Ala

Ser

190

Ala

Ala

Asp

Tyr

Ala

270

Trp

Gln

Phe

Ala

Asp

Ser

Gly

Gly

Asp

95

Ile

Leu

Leu

Gly

Ala

175

Asp

Gln

Leu

Gln

Ser

255

Phe

Tyr

Val

Ser

Ala
335

Ser

Arg

Phe

Thr

80

Gly

Glu

Gly

Gly

Val

160

Arg

Gly

Ala

Gly

Trp

240

Val

Glu

Leu

Thr

Gly

320

Asn



Tyr Ala

Lys Ala

Phe Asp
370

Leu Asp
385

Pro Leu

Asn Gln

Ala Val

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

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

<400>
atg tca
Met Ser
1

ggt ttc
Gly Phe

ccg gtg
Pro Val

ttc gcc
Phe Ala
50

acc acc
Thr Thr
65

tac gac

Tyr Asp

acg ctg
Thr Leu

Gly Pro
340

Thr Pro
355

Thr Val

Leu Tyr

Val Gly

Val Gly
420

Pro Phe
435

17
1497
DNA

Phe

Leu

Arg

Val

Leu

405

Gly

Asn

Glu

Thr

Glu

390

Tyr

Asn

Ser

Asn

Arg

375

Trp

Gln

Gly

Pseudomonas putida U

CDS

(1)..(1497)

TynG

17
ctc aat
Leu Asn

ccc acc
Pro Thr
20

atc ctc
Ile Leu
35

gtg gcc
Val Ala

ttt gcc
Phe Ala

tac atc
Tyr Ile

tcg gcc
Ser Ala
100

aac
Asn

gca
Ala

acc
Thr

atg
Met

gag
Glu

aac
Asn
85

tac
Tyr

aag
Lys

ctg
Leu

gcg
Ala

gtc
vVal

gct
Ala
70

tgt

Cys

ctg
Leu

ctc
Leu

gcc
Ala

acc
Thr

atc
Ile
55

gcg
Ala

ggc
Gly

atc
Ile

ES 2380530 Al

Asn

Leu
360

Glu

Ala

Pro

Thr

acc
Thr

agc
Ser

atg
Met
40

gcc

Ala

tcg
Ser

atg
Met

gtg
Val

Thr
345

Thr

Ser

Val

Arg

Asn
425

gag
Glu

act
Thr
25

ggc
Gly

gca
Ala

atc
Ile

ggc
Gly

cat
His
105

Gly

Val

Leu

Asn

Lys
410

Val

cac
His
10

gtc
Val

ttt
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu

cgt
Arg
90

gtg
Val

37

Ile

Gly

Asn

Glu
395

Asp

Tyr

ctc
Leu

999
Gly

ggc
Gly

atg
Met

ccg
Pro
75

ttc

Phe

ttc
Phe

His

Ala

Leu
380

His

Glu

Ser

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

atg
Met
60

acc
Thr

ttc
Phe

gcc
Ala

His

Leu
365

Asp

Leu

Ser

Gln

cgc
Arg

atc
Ile

ggc
Gly
45

ctg

Leu

acg
Thr

gcc
Ala

ggt
Gly

Val
350

Tyr

Ala

Ile

Asn

Leu
430

ggc
Gly

atg
Met
30

ggc
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

att
Ile

acc
Thr
110

Gly

Phe

Arg

Ile

Gly

415

Thr

act
Thr
15

gcc
Ala

agc
Ser

cag
Gln

tcg
Ser

acc
Thr
95

gcc
Ala

Val

Asp

Glu

Ser
400

Gly

Val

gtc
Vval

agc
Ser

gcc
Ala

tcc
Ser

gta
Vval
80

ggc
Gly

gaa
Glu

48

96

144

192

240

288

336



acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val
145

cgc
Arg

ttc
Phe

ccg
Pro

ctg
Leu

ccg
Pro
225

atg
Met

gcg
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

ttc
Phe
305

att
Ile

tac
Tyr

atc
Ile

ctg
Leu
130

gtg
Val

gcg
Ala

ggc
Gly

ttc
Phe

gtc
Val
210

ctt
Leu

gcg
Ala

gcg
Ala

gtg
Val

gtg
Val
290

gcc
Ala

ctt
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
115

gcg
Ala

gcg
Ala

gaa
Glu

gtg
vVal

ggc
Gly
195

ggc
Gly

gcc
Ala

ctg
Leu

atg
Met

cac
His
275
atg
Met

ggc
Gly

tac
Tyr

cac
His

tcg
Ser

gaa
Glu

ttt
Phe

gtg
Val

ctt
Leu
180

gtg
Val

atg
Met

ccc
Pro

ggc
Gly

aag
Lys
260

ctg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

ccg
Pro
340

gg99
Gly

tcc
Ser

gcg
Ala

gtc
Val
165

ggc
Gly

tcg
Ser

gcc
Ala

gaa
Glu

ctg
Leu
245

cgc
Arg

ctg
Leu

gat
Asp

gcc
Ala

atg
Met
325

cgc
Arg

gtg
Val

gcc
Ala

gtg
Val
150

ctc
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met

ctg
Leu
230

ttt
Phe

cag
Gln

gac
Asp

att
Ile

acc
Thr
310

gcg
Ala

ttc
Phe

atg
Met

ggc
Gly
135

ctc
Leu

acc
Thr

atc
Ile

gtg
Val

ttc
Phe
215

cgt
Arg

ggc
Gly

gtg
Val

acg
Thr

ggc
Gly
295

atc

Ile

gtg
Val

aag
Lys

ES 2380530 Al

gcg
Ala
120

ggt
Gly

aat
Asn

ttc
Phe

gcc
Ala

ggc
Gly
200

atg
Met

cgc
Arg

gtg
Val

gaa
Glu

ccc
Pro
280

cca
Pro

aac
Asn

gac
Asp

acg
Thr

ctg
Leu

tcg
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

gca
Ala
185

acc
Thr

ttc
Phe

tcg
Ser

gcc
Ala

aac
Asn
265

atg
Met

gtg
Val

acg
Thr

ggc
Gly

ccg
Pro
345

gtg
Val

tgg
Trp

ttt
Phe

atg
Met
170

ccc
Pro

gac
Asp

gtt
Val

gcc
Ala

agc
Ser
250

gtg
Val

gcc
Ala

tgg
Trp

ctg
Leu

gcg
Ala
330

ctg
Leu

38

aac
Asn

ctg
Leu

ggc
Gly
155

tgg
Trp

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

tgg
Trp
235

tgc
Cys

gtg
Val

atc
Ile

ctg
Leu

atg
Met
315

ttg

Leu

ctg
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu
140

gtc
Val

acc
Thr

gtg
Val

atg
Met

tgc
Cys
220

gtg
Val

atg
Met

ctg
Leu

ccg
Pro

ggt
Gly
300

gcc
Ala

ccc
Pro

tgc
Cys

gag
Glu
125

999
Gly

agc
Ser

acc
Thr

gaa
Glu

acc
Thr
205

gag
Glu

ctg
Leu

ttc
Phe

gat
Asp

cgc
Arg
285

atc

Ile

ggt
Gly

aag
Lys

atc
Ile

cac
His

gtg
Val

gcc
Ala

ttg
Leu

ctg
Leu
190

atc
Ile

ttc
Phe

ccg
Pro

atc
Ile

gcc
Ala
270

ttc
Phe

ggc
Gly

gtg
Val

gtg
Val

ctg
Leu
350

ctc
Leu

tgc
Cys

ttc
Phe

atg
Met
175

gac
Asp

ctc
Leu

gtc
Val

cgg
Arg

tac
Tyr
255

gcc
Ala

gcc
Ala

ttc
Phe

cca
Pro

ttc
Phe
335

gtg
Val

aat
Asn

ttc
Phe

agc
Ser
160

gtg
Val

ggc
Gly

tcg
Ser

acg
Thr

gcc
Ala
240

gga
Gly

agt
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

cgc
Arg
320

acc

Thr

gtg
Val

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056



gcg ttg
Ala Leu

aac atc
Asn Ile
370

tac ctg
Tyr Leu
385

gac ctg
Asp Leu

ttc tcc
Phe Ser

ggc atg
Gly Met

gcc act
Ala Thr
450

aac ccg
Asn Pro
465

gct gcc
Ala Ala

ttt gcg
Phe Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Ser
1

Gly Phe

Pro Val

Phe Ala
50

atc cct
Ile Pro
355

ctg cac
Leu His

ctg gtg
Leu Val

ccg cgt
Pro Arg

agt agc
Ser Ser
420

aac cct
Asn Pro
435

gcg gcc
Ala Ala

ttc aag
Phe Lys

gag cct
Glu Pro

tga

18

498
PRT

tgc
Cys

ctg
Leu

acc
Thr

gcc
Ala
405

ggt
Gly

gcc
Ala

tat
Tyr

ccg
Pro

ggc
Gly
485

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu
390

tac
Tyr

atc
Ile

gat
Asp

gca
Ala

gcg
Ala
470

cac
His

cat
His

ctg
Leu
375

tcg
Ser

cgc
Arg

ctc
Leu

gtc
val

ttg
Leu
455

cgg
Arg

gcc
Ala

Pseudomonas putida U

18

Leu Asn

Pro Thr

20

Ile Leu
35

Val Ala

Asn

Ala

Thr

Met

Lys

Leu

Ala

Val

Leu

Ala

Thr

Ile
55

ES 2380530 Al

gcc
Ala
360
gcc
Ala

gtg
Val

tcg
Ser

atc
Ile

tac
Tyr
440
ttc
Phe

gtc
Val

gtg
Val

Thr

Ser

Met

40

Ala

tgg
Trp

gcc
Ala

gtg
Val

ccg
Pro

ggc
Gly
425

gtg
Val

tgg
Trp

gag
Glu

gag
Glu

Glu
Thr
25

Gly

Ala

tac
Tyr

gtg
Val

ata
Ile

ctg
Leu
410
atg
Met

ccg
Pro

acg
Thr

gat
Asp

cac
His
490

His
10
Val

Phe

Leu

39

ctg
Leu

tgc
Cys

ttg
Leu
395
ttc
Phe

gcg
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

gtg
Val
475

gtg
Val

Leu

Gly

Gly

Met

ggc
Gly

gcc
Ala
380
cgc
Arg

ccg
Pro

ttc
Phe

gcc
Ala

tgg
Trp
460

ctc

Leu

ctg
Leu

Asn

Leu

Ile

Met
60

ggc
Gly
365

tgg
Trp

atc
Ile

ttg
Leu

atc
Ile

atc
Ile
445

gtg
Val

gag
Glu

cat
His

Arg

Ile

Gly

45

Leu

aac
Asn

agc
Ser

cgc
Arg

ccg
Pro

aca
Thr
430
atg
Met

cag
Gln

aaa
Lys

gat
Asp

Gly
Met
30

Gly

Ala

ccg
Pro

acc
Thr

cgc
Arg

cag
Gln
415
ccg
Pro

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

cag
Gln
495

Thr
15
Ala

Ser

Gln

gac
Asp

gcc
Ala

cca
Pro
400

ata
Ile

ccg
Pro

ggc
Gly

gtc
Val

ttt
Phe
480

aaa
Lys

Val

Ser

Ala

Ser

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1497



Thr

65

Tyr

Thr

Thr

Thr

Val

145

Arg

Phe

Pro

Leu

Pro

225

Met

Ala

Gly

Gln

Phe

305

Ile

Tyr

Ala

Asn

Thr

Asp

Leu

Ile

Leu

130

Val

Ala

Gly

Phe

Val

210

Leu

Ala

Ala

Val

Val

290

Ala

Leu

Leu

Leu

Ile
370

Phe

Tyr

Ser

Leu

115

Ala

Ala

Glu

Val

Gly

195

Gly

Ala

Leu

Met

His

275

Met

Gly

Tyr

His

Ile

355

Leu

Ala

Ile

Ala

100

Ser

Glu

Phe

Val

Leu

180

Val

Met

Pro

Gly

Lys

260

Leu

Gly

Ala

Gly

Pro

340

Pro

His

Glu

Asn

85

Tyr

Gly

Ser

Ala

Val

165

Gly

Ser

Ala

Glu

Leu

245

Arg

Leu

Asp

Ala

Met

325

Arg

Cys

Leu

Ala

70

Cys

Leu

Val

Ala

Val

150

Leu

Leu

Leu

Met

Leu

230

Phe

Gln

Asp

Ile

Thr

310

Ala

Phe

Leu

Val

Ala

Gly

Ile

Met

Gly

135

Leu

Thr

Ile

Val

Phe

215

Arg

Gly

vVal

Thr

Gly

295

Ile

Val

Lys

His

Leu
375

ES 2380530 Al

Ser

Met

Val

Ala

120

Gly

Asn

Phe

Ala

Gly

200

Met

Arg

Val

Glu

Pro

280

Pro

Asn

Asp

Thr

Ala

360

Ala

Ile

Gly

His

105

Leu

Ser

Ala

Gly

Ala

185

Thr

Phe

Ser

Ala

Asn

265

Met

Val

Thr

Gly

Pro

345

Trp

Ala

Leu

Arg

90

Val

Val

Trp

Phe

Met

170

Pro

Asp

Val

Ala

Ser

250

Val

Ala

Trp

Leu

Ala

330

Leu

Tyr

Val

40

Pro

75

Phe

Phe

Asn

Leu

Gly

155

Trp

Ala

Leu

Gly

Trp

235

Cys

Val

Ile

Leu

Met

315

Leu

Leu

Leu

Cys

Thr

Phe

Ala

Phe

Leu

140

Val

Thr

Val

Met

Cys

220

Val

Met

Leu

Pro

Gly

300

Ala

Pro

Cys

Gly

Ala
380

Thr

Ala

Gly

Glu

125

Gly

Ser

Thr

Glu

Thr

205

Glu

Leu

Phe

Asp

Arg

285

Ile

Gly

Lys

Ile

Gly

365

Trp

Gly

Ile

Thr

110

His

Val

Ala

Leu

Leu

190

Ile

Phe

Pro

Ile

Ala

270

Phe

Gly

Val

Val

Leu

350

Asn

Ser

Ser

Thr

95

Ala

Leu

Cys

Phe

Met

175

Asp

Leu

Val

Arg

Tyr

255

Ala

Ala

Phe

Pro

Phe

335

Val

Pro

Thr

Val

80

Gly

Glu

Asn

Phe

Ser

160

Val

Gly

Ser

Thr

Ala

240

Gly

Ser

Glu

Leu

Arg

320

Thr

Val

Asp

Ala



Tyr Leu
385

Asp Leu

Phe Ser

Gly Met

Ala Thr
450

Asn Pro
465

Ala Ala

Phe Ala

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>
atg aaa
Met Lys
1

acc att
Thr Ile

gca gag
Ala Glu

ttg ccc
Leu Pro
50

cag tgc
Gln Cys
65

atg agc
Met Ser

Leu

Pro

Ser

Asn

435

Ala

Phe

Glu

19
1170
DNA

Val

Arg

Ser

420

Pro

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala

405

Gly

Ala

Tyr

Pro

Gly
485

Leu

390

Tyr

Ile

Asp

Ala

Ala

470

His

Ser

Arg

Leu

vVal

Leu

455

Arg

Ala

Pseudomonas putida U

CDS

(1)..(1170)

HpaB

19
aag
Lys

gcc
Ala

aat
Asn
35

aaa

Lys

atc
Ile

ctg
Leu

cca
Pro

gcc
Ala
20

atc
Ile

cac
His

gcc
Ala

ctg
Leu

aac
Asn

aat
Asn

gcc
Ala

ttc
Phe

ttg
Leu

tgc
Cys
85

ccc
Pro

gcc
Ala

ttg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu
70

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly
55

gcg
Ala

cac
His

ES 2380530 Al

Val

Ser

Ile

Tyr

440

Phe

Val

Val

ctg
Leu

cgt
Arg

aaa
Lys
40

atg
Met

999
Gly

agc
Ser

Val

Pro

Gly
425

Val

Trp

Glu

Glu

gaa
Glu

gca
Ala
25

agc

Ser

gaa
Glu

gcc
Ala

cac
His

I1

Le
41

Me

e

u
0

t

Pro

Thr

Asp

Hi
49

S
0

gac

As
10

p

gag

Gl

u

atc

Il

e

atc

Il

e

tgc
Cys

cag

Gl
90

n

41

Leu
395

Phe

Ala

Phe

Leu

Val
475

Val

ctg
Leu

cag
Gln

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala
75

atg
Met

Arg

Pro

Phe

Ala

Trp

460

Leu

Leu

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

ctg
Leu
60

agc

Ser

gca
Ala

Ile

Leu

Ile

Ile

445

Val

Glu

His

tcc
Ser

cgc
Arg

cac
His
45

ccg
Pro

aca
Thr

atg
Met

Arg

Pro

Thr

430

Met

Gln

Lys

Asp

gtc
Val

agt
Ser
30

cgc

Arg

gag
Glu

gcc
Ala

ttc
Phe

Arg

Gln
415

Pro

Leu

Lys

Glu

Gln
495

ctg
Leu
15

gtg
Val

gct
Ala

ttc
Phe

tgg
Trp

tcg
Ser
95

Pro
400

Ile

Pro

Gly

Val

Phe
480

Lys

ccg
Pro

ccg
Pro

ttc
Phe

gcc
Ala

gcc
Ala
80

ccc
Pro

48

96

144

192

240

288



aag
Lys

agc
Ser

tcg
Ser

tgg
Trp
145

tac
Tyr

tgg
Trp

cgt
Arg

atg
Met

ttc
Phe
225

agc
Ser

cgc
Arg

ccg
Pro

cgg
Arg

cgt
Arg
305

cag
Gln

cta
Leu

agt
Ser

ttc
Phe
130

gcg
Ala

tgc
Cys

tat
Tyr

gat
Asp

gag
Glu
210

ttc
Phe

ttg
Leu

aac
Asn

gcg
Ala

gca
Ala
290

cac

His

ggc
Gly

caa
Gln

atc
Ile
115

agc
Ser

att
Ile

ttc
Phe

gcc
Ala

gcc
Ala
195

ggc
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

cgc
Arg

ctg
Leu
275

ttg

Leu

gaa
Glu

tac
Tyr

cag
Gln
100

gcg
Ala

ggc
Gly

ctc
Leu

gcc
Ala

gtg
Val
180

ttc
Phe

aag
Lys

ccg
Pro

gtt
Val

gtg
Val
260

atg
Met

ctg
Leu

tac
Tyr

gcc
Ala

gag
Glu

ccg
Pro

gaa
Glu

ggt
Gly

atc
Ile
165

ggc
Gly

gtg
Val

tcg
Ser

tat
Tyr

gcc
Ala
245

cgt
Arg

cgc
Arg

gaa
Glu

ccg
Pro

gtg
Val
325

gtg
Val

ttc
Phe

atg
Met

ttc
Phe
150

ctg
Leu

atg
Met

ccc
Pro

gcg
Ala

cgc
Arg
230

gag
Glu

gcc
Ala

ctg
Leu

aag
Lys

tcg
Ser
310

aag
Lys

tgg
Trp

ggc
Gly

ggc
Gly
135

cgc
Arg

cct
Pro

cgc
Arg

gag
Glu

ggc
Gly
215

ccg
Pro

cgc
Arg

tac
Tyr

gcc
Ala

agc
Ser
295

cgt

Arg

atg
Met

ES 2380530 Al

ggt
Gly

cgc
Arg
120

tgg
Trp

cgc
Arg

cgc
Arg

ggc
Gly

cac
His
200

ttt
Phe

tat
Tyr

atg
Met

acc
Thr

gag
Glu
280

tgg
Trp

ggc
Gly

tgc
Cys

agc
Ser
105

act
Thr

agt
Ser

aag
Lys

agt
Ser

agc
Ser
185

cgc
Arg

ggt
Gly

ttt
Phe

ctg
Leu

ggt
Gly
265

tcg

Ser

gac
Asp

acg
Thr

atc
Ile

gac
Asp

gaa
Glu

tcc
Ser

aat
Asn

gac
Asp
170

ggc
Gly

atc
Ile

ttg
Leu

gcc
Ala

gag
Glu
250

gct
Ala

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

cag
Gln
330

42

ccg
Pro

gag
Glu

ggt
Gly

gcc
Ala
155

tat
Tyr

agc
Ser

cag
Gln

tac
Tyr

agc
Ser
235

gtg
Val

gcc
Ala

cat
His

att
Ile

gcg
Ala
315

gcc
Ala

gat
Asp

gtt
Val

tgc
Cys
140

gaa
Glu

gaa
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ccc
Pro
220

ggc
Gly

ttc
Phe

gtg
Val

cag
Gln

gcc
Ala
300

ttc

Phe

gtc
Val

gct
Ala

gag
Glu
125

gac
Asp

ggc
Gly

atc
Ile

acc
Thr

gcc
Ala
205

gac
Asp

ttc
Phe

cgc
Arg

ggc
Gly

gtg
Val
285

gag
Glu

tag
Trp

gac
Asp

acc
Thr
110

ggt
Gly

cac
His

gct
Ala

cgt
Arg

ctg
Leu
190

aag
Lys

agc
Ser

tcc
Ser

gag
Glu

gcc
Ala
270

gcc

Ala

cac
His

cgt
Arg

cgc
Arg

gcc
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

gat
Asp
175

atc
Ile

gac
Asp

aag
Lys

acg
Thr

aaa
Lys
255

gcc
Ala

gct
Ala

agt
Ser

acc
Thr

ctg
Leu
335

agc
Ser

gtg
Val

gaa
Glu

gat
Asp
160

gac
Asp

gtg
Val

atg
Met

att
Ile

gtc
Vval
240

acc
Thr

acc
Thr

gcc
Ala

gcc
Ala

aac
Asn
320

atg
Met

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008



gaa gcg
Glu Ala

ctg ttc
Leu Phe

gac gtg
Asp Val

370
gac ccg

Asp Pro
385

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Lys
1

Thr Ile

Ala Glu

Leu Pro
50

Gln Cys
65

Met Ser

Lys Leu

Ser Ser

Ser Phe

130

Trp Ala
145

Tyr Cys

Trp Tyr

gcc
Ala

cgc
Arg
355

tgt
Cys

gcg
Ala

20
389
PRT

ggt
Gly
340

gat
Asp

gcg
Ala

atg
Met

ggt
Gly

tcg
Ser

caa
Gln

gtc
Val

ggc
Gly

cac
His

atc
Ile

tga

gcc
Ala

atg
Met

ctc
Leu
375

Pseudomonas putida U

20

Lys

Ala

Asn

35

Lys

Ile

Leu

Gln

Ile

115

Ser

Ile

Phe

Ala

Pro

Ala

20

Ile

His

Ala

Leu

Gln

100

Ala

Gly

Leu

Ala

Val
180

Asn

Asn

Ala

Phe

Leu

Cys

85

Glu

Pro

Glu

Gly

Ile

165

Gly

Pro

Ala

Leu

Gly

Leu

70

Thr

Val

Phe

Met

Phe

150

Leu

Met

Leu

Met

Leu

Gly

55

Ala

His

Trp

Gly

Gly

135

Arg

Pro

Arg

ES 2380530 Al

tgg
Trp

acc
Thr
360

ggc
Gly

Leu

Arg

Lys

40

Met

Gly

Ser

Gly

Arg

120

Trp

Arg

Arg

Gly

ttc
Phe
345

ggt
Gly

cgc
Arg

Glu

Ala

25

Ser

Glu

Ala

His

Ser

105

Thr

Ser

Lys

Ser

Ser
185

gag
Glu

gcc
Ala

gag
Glu

Asp

10

Glu

Ile

Ile

Cys

Gln

90

Asp

Glu

Ser

Asn

Asp

170

Gly

43

agc
Ser

cat
His

ctg
Leu

Leu

Gln

Gly

Thr

Ala

75

Met

Pro

Glu

Gly

Ala

155

Tyr

Ser

aac
Asn

gcc
Ala

atg
Met
380

Lys

Asp

Met

Leu

60

Ser

Ala

Asp

Val

Cys

140

Glu

Glu

Lys

gaa
Glu

tac
Tyr
365

ggc
Gly

Ser

Arg

His

45

Pro

Thr

Met

Ala

Glu

125

Asp

Gly

Ile

Thr

ctg
Leu
350

acc

Thr

ctg
Leu

Val

Ser

30

Arg

Glu

Ala

Phe

Thr

110

Gly

His

Ala

Arg

Leu
190

cag
Gln

gat
Asp

gag
Glu

Leu

15

Val

Ala

Phe

Trp

Ser

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Asp

175

Ile

cgg
Arg

tac
Tyr

cct
Pro

Pro

Pro

Phe

Ala

Ala

80

Pro

Ser

Val

Glu

Asp

160

Asp

Val

1056

1104

1152

1170



Arg

Met

Phe

225

Ser

Arg

Pro

Arg

Arg

305

Gln

Glu

Leu

Asp

Asp
385

Asp

Glu

210

Phe

Leu

Asn

Ala

Ala

290

His

Gly

Ala

Phe

Val

370

Pro

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

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

<400>
atg tcc aaa
Met Ser Lys

1

Ala

195

Gly

Ala

Gly

Arg

Leu

275

Leu

Glu

Tyr

Ala

Arg

355

Cys

Ala

21
930
DNA

Phe

Lys

Pro

Val

vVal

260

Met

Leu

Tyr

Ala

Gly

340

Asp

Ala

Met

Val

Ser

Tyr

Ala

245

Arg

Arg

Glu

Pro

Val

325

Gly

Ser

Gln

Val

Pro

Ala

Arg

230

Glu

Ala

Leu

Lys

Ser

310

Lys

Gly

His

Ile

Glu

Gly

215

Pro

Arg

Tyr

Ala

Ser

295

Arg

Met

Ala

Met

Leu
375

Pseudmonas putida U

CDS

(1) ..(930)

hpaC

21

aac ttc gcc
Asn Phe Ala

gaa
Glu

acc
Thr
20

acc
Thr

ggc
Gly

ttc
Phe

gtg
Val

gat
Asp

acc
Thr

ES 2380530 Al

His

200

Phe

Tyr

Met

Thr

Glu

280

Trp

Gly

Cys

Trp

Thr

360

Gly

tca
Ser

gtg
Val

Arg

Gly

Phe

Leu

Gly

265

Ser

Asp

Thr

Ile

Phe

345

Gly

Arg

cgt
Arg

gtg
Val
25

Ile Gln

Leu Tyr

Ala Ser
235

Glu Val
250

Ala Ala

Thr His

Glu Ile

Leu Ala
315

Gln Ala
330

Glu Ser

Ala His

Glu Leu

gcc ttc
Ala Phe
10

act gcc
Thr Ala

44

Lys Ala
205

Pro Asp
220

Gly Phe

Phe Arg

Val Gly

Gln Val
285

Ala Glu
300

Phe Trp

Val Asp

Asn Glu

Ala Tyr

365

Met Gly
380

cgc cgc
Arg Arg

gcc ggc
Ala Gly

Lys

Ser

Ser

Glu

Ala

270

Ala

His

Arg

Arg

Leu

350

Thr

Leu

gcc
Ala

ccc
Pro
30

Asp Met

Lys Ile

Thr Val
240

Lys Thr
255

Ala Thr

Ala Ala

Ser Ala

Thr Asn
320

Leu Met
335

Gln Arg

Asp Tyr

Glu Pro

ctg ggc
Leu Gly

15

agt ggc
Ser Gly

48

96



cgc
Arg

ccg
Pro

gtg
Val
65

cag
Gln

gcc
Ala

gat
Asp

ggc
Gly

ggc
Gly
145

ccg
Pro

cac
His

gcg
Ala

ggc
Gly

gcg
Ala
225

cgg
Arg

gcc
Ala

aag
Lys

gcg
Ala
50

ttc
Phe

atc
Ile

ggt
Gly

tgc
Cys

gat
Asp
130

cgc
Arg

cat
His

ttc
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu
210

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp

gtc
Val
35

ctg
Leu

gaa
Glu

gac
Asp

atc
Ile

gcg
Ala
115

cac
His

tcg
Ser

acc
Thr

cag
Gln

cgt
Arg
195

cgc

Arg

ctg
Leu

atc
Ile

gac
Asp

ggc
Gly

atc
Ile

gag
Glu

ctg
Leu

gac
Asp
100

gcg
Ala

tgg
Trp

ccg
Pro

cgc
Arg

ggc
Gly
180

gcc
Ala

acc
Thr

agc
Ser

gag
Glu

gaa
Glu
260

gtt
Val

ctg
Leu

gcc
Ala

tcc
Ser
85

tac
Tyr

cgc
Arg

atc
Ile

ctg
Leu

atg
Met
165

cgc
Arg

tac
Tyr

agc
Ser

ctg
Leu

gaa
Glu
245

999
Gly

acc
Thr

tgg
Trp

tcg
Ser
70

aac
Asn

gag
Glu

ttt
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu
150

acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

aac
Asn
230

gcg
Ala

cga
Arg

gcc
Ala

agc
Ser
55

cac
His

aac
Asn

acc
Thr

gag
Glu

gtg
Val
135

tat
Tyr

caa
Gln

cag
Gln

gct
Ala

gca
Ala
215

gac
Asp

gtt
Val

gtg
Val

ES 2380530 Al

aac
Asn
40

atc
Ile

ttt
Phe

ttt
Phe

ggc
Gly

tgt
Cys
120

ggc
Gly

cac
His

ggc
Gly

cac
His

gac
Asp
200

cgc

Arg

ctg
Leu

gcc
Ala

cgg
Arg

agc
Ser

gac
Asp

gcc
Ala

gcc
Ala

act
Thr
105

gaa
Glu

aag
Lys

cag
Gln

gca
Ala

aac
Asn
185

tac
Tyr

atg
Met

caa
Gln

aac
Asn

cta
Leu
265

ttc
Phe

aag
Lys

gtg
Val

cgc
Arg
90

ggc
Gly

aag
Lys

gta
Val

ggc
Gly

gag
Glu
170

ctg

Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cgc
Arg

ctc
Leu
250

tcg
Ser

45

aac
Asn

cgc
Arg

aac
Asn
75

ccg
Pro

ggc
Gly

tac
Tyr

gtg
Val

gcc
Ala
155

999
Gly

tac
Tyr

cca
Pro

atg
Met

gaa
Glu
235

aag

Lys

gtg
Val

tcg
Ser

tcc
Ser
60

att
Ile

aag
Lys

gcg
Ala

cag
Gln

gcc
Ala
140

tat
Tyr

cag
Gln

tac
Tyr

cgc
Arg

gtg
Val
220

gtg
Val

cgc
Arg

aag
Lys

gtg
Val
45

acc
Thr

ctg
Leu

gaa
Glu

ccg
Pro

cag
Gln
125

ttt
Phe

tca
Ser

gca
Ala

ctg
Leu

cag
Gln
205

ctg

Leu

gcg
Ala

aaa
Lys

ggc
Gly

tcg
Ser

agc
Ser

gct
Ala

gat
Asp

ttg
Leu
110

ctg
Leu

gat
Asp

atg
Met

ccg
Pro

atg
Met
190

ctg
Leu

gag
Glu

atg
Met

999
Gly

gtg
Val
270

ctg
Leu

cat
His

gcg
Ala

cgc
Arg
95

ttc
Phe

gac
Asp

gac
Asp

gtg
Val

agc
Ser
175

acc
Thr

tgt
Cys

aac
Asn

ccg
Pro

ctg
Leu
255

gac
Asp

gac
Asp

gaa
Glu

gac
Asp
80

ttt
Phe

gcc
Ala

ggt
Gly

ttt
Phe

ctg
Leu
160

agc
Ser

cag
Gln

acc
Thr

gat
Asp

gcg
Ala
240

att
Ile

gag
Glu

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



acc gag
Thr Glu

ggg cag
Gly Gln

290
gcc ctt

Ala Leu
305

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ser
1

Asn Phe

Arg Lys

Pro Ala
50

Val Phe
65

Gln Ile

Ala Gly

Asp Cys

Gly Asp

130
Gly Arg

145

Pro His

His Phe

Ala Leu

Gly Leu
210

gcg ttg
Ala Leu
275

ttc agt
Phe Ser

atc aac
Ile Asn

22
309
PRT

tgg
Trp

gaa
Glu

atc
Ile

acc
Thr

cag
Gln

tga

att
Ile

cag
Gln
295

Pseudmonas putida U

22
Lys Glu

Ala Thr
20

Val Gly
35

Leu Ile

Glu Glu

Asp Leu

Ile Asp
100

Ala Ala
115

His Trp

Ser Pro

Thr Arg

Gln Gly
180

Arg Ala
195

Arg Thr

Thr

Gly

Val

Leu

Ala

Ser

85

Tyr

Arg

Ile

Leu

Met

165

Arg

Tyr

Ser

Phe

Val

Thr

Trp

Ser

70

Asn

Glu

Phe

Leu

Leu

150

Thr

Leu

Gln

Glu

Asp

Thr

Ala

Ser

55

His

Asn

Thr

Glu

Val

135

Tyr

Gln

Gln

Ala

Ala
215

ES 2380530 Al

gcc
Ala
280

ctg
Leu

Ser

Val

Asn

40

Ile

Phe

Phe

Gly

Cys

120

Gly

His

Gly

His

Asp

200

Arg

cgg
Arg

gag
Glu

Arg

Val

25

Ser

Asp

Ala

Ala

Thr

105

Glu

Lys

Gln

Ala

Asn

185

Tyr

Met

caa
Gln

act
Thr

Ala

10

Thr

Phe

Lys

Val

Arg

90

Gly

Lys

Val

Gly

Glu

170

Leu

Gln

Leu

46

cag
Gln

ttc
Phe

Phe

Ala

Asn

Arg

Asn

75

Pro

Gly

Tyr

Val

Ala

155

Gly

Tyr

Pro

Met

cag
Gln

aag
Lys
300

Arg

Ala

Ser

Ser

60

Ile

Lys

Ala

Gln

Ala

140

Tyr

Gln

Tyr

Arg

Val
220

gac
Asp
285

acc
Thr

Arg

Gly

Val

45

Thr

Leu

Glu

Pro

Gln

125

Phe

Ser

Ala

Leu

Gln

205

Leu

aag
Lys

gtg
Val

Ala

Pro

30

Ser

Ser

Ala

Asp

Leu

110

Leu

Asp

Met

Pro

Met

190

Leu

Glu

gtg
Val

ctc
Leu

Leu

15

Ser

Leu

His

Ala

Arg

95

Phe

Asp

Asp

Val

Ser

175

Thr

Cys

Asn

ttc
Phe

aag
Lys

Gly

Gly

Asp

Glu

Asp

80

Phe

Ala

Gly

Phe

Leu

160

Ser

Gln

Thr

Asp

864

912

930



Ala

225

Arg

Ala

Thr

Gly

Ala
305

Gly

Glu

Asp

Glu

Gln
290

Leu

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

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

<400>
atg ggc aaa
Met Gly Lys

1

tac
Tyr

atc
Ile

gac
Asp

cac
His
65

ctg

Leu

gag
Glu

atg
Met

gac
Asp

acc
Thr
50

gtg
Val

ccg
Pro

ctg
Leu

Leu

Ile

Asp

Ala

275

Phe

Ile

23
924
DNA

Ser

Glu

Glu

260

Leu

Ser

Asn

Leu

Glu

245

Gly

Trp

Glu

Ile

Asn

230

Ala

Arg

Thr

Gln

Asp

Val

Val

Ile

Gln
295

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..

hpaD

23

tcc
Ser

999
Gly
35

atc
Ile

ctg
Leu

cac
His

ggc
Gly

(924)

ctc
Leu

gaa
Glu
20

cat
His

gtc
Val

tgc
Cys

ttc
Phe

aag
Lys
100

gct
Ala

ctg
Leu

cac
His

gtg
Val

gg99
Gly

atc
Ile
85

ctg
Leu

ctc
Leu

cca
Pro

gaa
Glu

ttc
Phe

ccg
Pro
70

agc

Ser

ctg
Leu

act
Thr

ggc
Gly

atc
Ile

gac
Asp
55

cat

His

aac
Asn

gcc
Ala

ES 2380530 Al

Leu

Ala

Arg

Ala
280

Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

agc
Ser
40

acg

Thr

ttc
Phe

atg
Met

gag
Glu

Gln

Asn

Leu
265

Arg

Glu

aag
Lys

cgc
Arg
25

cgc
Arg

cac
His

gag
Glu

ccc
Pro

gag
Glu
105

Arg

Leu
250

Ser

Gln

Thr

att
Ile
10

caa

Gln

cgt
Arg

tgg
Trp

ggc
Gly

tac
Tyr
90

tgc
Cys

47

Glu
235

Lys

Val

Gln

Phe

acc
Thr

ggc
Gly

tgc
Cys

ctg
Leu

gtg
Val
75

gca
Ala

aac
Asn

Val

Arg

Lys

Gln

Lys
300

cat
His

ttt
Phe

cgt
Arg

gtc
Val
60

tac

Tyr

ttc
Phe

cgc
Arg

Ala

Lys

Gly

Asp
285

Thr

gta
Val

cgc
Arg

gag
Glu
45

aac
Asn

acc
Thr

ccc
Pro

ttc
Phe

Met

Gly

Val
270

Lys

Val

ccg
Pro

cag
Gln
30

ctg
Leu

gcc
Ala

agc
Ser

ggc
Gly

aac
Asn
110

Pro

Leu
255

Asp

Val

Leu

tcc
Ser
15

gcg
Ala

ggc
Gly

aac
Asn

aac
Asn

aat
Asn
95

gtc
Val

Ala
240

Ile

Glu

Phe

Lys

atg
Met

gcc
Ala

gtg
Val

tac
Tyr

gaa
Glu
80

ccc
Pro

gaa
Glu

48

96

144

192

240

288

336



acc atg
Thr Met

gtg ccc
Val Pro
130

gtc tcg
Val Ser
145

ggc tgg
Gly Trp

gcg ttc
Ala Phe

cag gcg
Gln Ala

ctc gac
Leu Asp
210

ttc tgc
Phe Cys
225

ttc atg
Phe Met

tac gac
Tyr Asp

acc ggc
Thr Gly

gcc atc
Ala Ile
290

agc cgc
Ser Arg
305

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

<400>

ES 2380530 Al

gcc cac cac gcc acc acc ctc gcc
Ala His His Ala Thr Thr Leu Ala
115 120

atg cgc tac atg aac cag gac cag
Met Arg Tyr Met Asn Gln Asp Gln
135

gcc ctg tgc acc tcg cac tac ctg
Ala Leu Cys Thr Ser His Tyr Leu
150

gcc atg cgc aag gca gta gaa gac
Ala Met Arg Lys Ala Val Glu Asp
165 170

ctg gcc agc ggc tcg ctg tcg cac
Leu Ala Ser Gly Ser Leu Ser His
180 185

Ccg gac ttt gcc acc aag gtg tgg
Pro Asp Phe Ala Thr Lys Val Trp
195 200

cac cgt gtg gtg caa atg tgg cag
His Arg Val Val Gln Met Trp Gln
215

ggg atg ctg ccg gag tac gcc gcc
Gly Met Leu Pro Glu Tyr Ala Ala
230

cac gac acg gca atg ctg ctg ggt
His Asp Thr Ala Met Leu Leu Gly
245 250

ggc aag gcc gaa gtg gtc acg ccc
Gly Lys Ala Glu Val Val Thr Pro
260 265

cag atc aac gcg atc ttc ccg gtc
Gln Ile Asn Ala Ile Phe Pro Val
275 280

ccc gct gcc cag gcc gcc aac ccg
Pro Ala Ala Gln Ala Ala Asn Pro
295

ctg taa
Leu

24

307

PRT

Pseudomonas putida U

24

48

ccg
Pro

cac
His

gcc
Ala
155

cac
His

cgc
Arg

agc
Ser

gac
Asp

aaa
Lys
235

gcg
Ala

tac
Tyr

acc
Thr

gcc
Ala

gaa
Glu

ttc
Phe
140

gac
Asp

tac
Tyr

ttc
Phe

ccg
Pro

ggc
Gly
220

ggc
Gly

ctg
Leu

ttc
Phe

ccg
Pro

gcc
Ala
300

tac
Tyr
125

aaa
Lys

agt
Ser

gac
Asp

gcg
Ala

ttc
Phe
205

gag
Glu

cac
His

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln
285

gtg
Val

ggc
Gly

gtg
Val

gcc
Ala

ggc
Gly

cag
Gln
190

ctc
Leu

tgg
Trp

ggt
Gly

tgg
Trp

tct
Ser
270

gac

Asp

gtg
Val

acc
Thr

gtc
Val

cgc
Arg

acc
Thr
175

aac
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

tcc
Ser
255

tcc

Ser

ggt
Gly

ccc
Pro

ctg
Leu

tcg
Ser

ctg
Leu
160

gtg
Val

ggc
Gly

acc
Thr

gcg
Ala

ggc
Gly
240

gat
Asp

ggc
Gly

ggt
Gly

acc
Thr

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

924



Met

Tyr

Ile

Asp

His

65

Leu

Glu

Thr

Val

Val

145

Gly

Ala

Gln

Leu

Phe

225

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ser
305

Gly

Met

Asp

Thr

50

Val

Pro

Leu

Met

Pro

130

Ser

Trp

Phe

Ala

Asp

210

Cys

Met

Asp

Gly

Ile

290

Arg

Lys

Ser

Gly

35

Ile

Leu

His

Gly

Ala

115

Met

Ala

Ala

Leu

Pro

195

His

Gly

His

Gly

Gln

275

Pro

Leu

Leu

Glu

20

His

vVal

Cys

Phe

Lys

100

His

Arg

Leu

Met

Ala

180

Asp

Arg

Met

Asp

Lys

260

Ile

Ala

Ala

Leu

His

Val

Gly

Ile

85

Leu

His

Tyr

Cys

Arg

165

Ser

Phe

Val

Leu

Thr

245

Ala

Asn

Ala

Leu

Pro

Glu

Phe

Pro

70

Ser

Leu

Ala

Met

Thr

150

Lys

Gly

Ala

Val

Pro

230

Ala

Glu

Ala

Gln

Thr

Gly

Ile

Asp

55

His

Asn

Ala

Thr

Asn

135

Ser

Ala

Ser

Thr

Gln

215

Glu

Met

Val

Ile

Ala
295

ES 2380530 Al

Ala

Pro

Ser

40

Thr

Phe

Met

Glu

Thr

120

Gln

His

Val

Leu

Lys

200

Met

Tyr

Leu

Val

Phe

280

Ala

Lys

Arg

25

Arg

His

Glu

Pro

Glu

105

Leu

Asp

Tyr

Glu

Ser

185

Val

Trp

Ala

Leu

Thr

265

Pro

Asn

Ile
10
Gln

Arg

Trp

Gly

Tyr

90

Cys

Ala

Gln

Leu

Asp

170

His

Trp

Gln

Ala

Gly

250

Pro

vVal

Pro

49

Thr

Gly

Cys

Leu

Val

75

Ala

Asn

Pro

His

Ala

155

His

Arg

Ser

Asp

Lys

235

Ala

Tyr

Thr

Ala

His
Phe

Arg

Val

60

Tyr

Phe

Arg

Glu

Phe

140

Asp

Tyr

Phe

Pro

Gly

220

Gly

Leu

Phe

Pro

Ala
300

Val

Arg

Glu

45

Asn

Thr

Pro

Phe

Tyr

125

Lys

Ser

Asp

Ala

Phe

205

Glu

His

Gly

Gly

Gln

285

Val

Pro

Gln

30

Leu

Ala

Ser

Gly

Asn

110

Gly

Val

Ala

Gly

Gln

190

Leu

Trp

Gly

Trp

Ser

270

Asp

Val

Ser
15
Ala

Gly

Asn

Asn

Asn

95

Val

Thr

Val

Arg

Thr

175

Asn

Glu

Glu

Glu

Ser

255

Ser

Gly

Pro

Met

Ala

Val

Tyr

Glu

80

Pro

Glu

Leu

Ser

Leu

160

Val

Gly

Thr

Ala

Gly

240

Asp

Gly

Gly

Thr



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

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

<400>
atg atc
Met Ile
1

ttc gtc
Phe Val

agc ggc
Ser Gly

gcc ttc
Ala Phe
50

atg cgc
Met Arg
65

gag ctg
Glu Leu

gtg ctg
Val Leu

tgc acg
Cys Thr

aac tac
Asn Tyr
130

tgg aac
Trp Asn
145

gcg ctg
Ala Leu

acc gcc
Thr Ala

25
1461
DNA

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..(14061)

hpaE

25
aag
Lys

aac
Asn

ggc
Gly
35

ccc
Pro

aag
Lys

gaa
Glu

atc
Ile

cgc
Arg
115

acc

Thr

gtg
Val

ggc
Gly

aac
Asn

cac
His

tac
Tyr
20

gcc
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

ccg
Pro
100

atg
Met

ctg
Leu

ccg
Pro

aac
Asn

gaa
Glu
180

tgg
Trp

aac
Asn

gag
Glu

tgg
Trp

ggt
Gly

ctc
Leu
85

cgt
Arg

gac
Asp

tac
Tyr

ttc
Phe

acc
Thr
165

ctg
Leu

atc
Ile

ccg
Pro

gaa
Glu

gcc
Ala

gag
Glu
70

gac
Asp

gcc
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

atg
Met
150

gcc

Ala

ggc
Gly

aac
Asn

gcc
Ala

gtg
Val

aac
Asn
55

ctg
Leu

acc
Thr

tcg
Ser

cat
His

ccg
Pro
135

acg

Thr

gtg
Val

cgc
Arg

ES 2380530 Al

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala
40

acc
Thr

att
Ile

ggc
Gly

cac
His

acc
Thr
120

gtg
Val

gct
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

cgt
Arg

ggc
Gly
25

cag
Gln

ccg
Pro

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn
105

tac
Tyr

ggt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

gcg
Ala
185

gag
Glu
10

gac
Asp

gct
Ala

gcc
Ala

cag
Gln

ccg
Pro
90

ttc

Phe

ccg
Pro

gtg
Val

tag
Trp

atg
Met
170

gta
Val

50

gtc
Val

gcc
Ala

gtg
Val

aag
Lys

aac
Asn
75

atc
Ile

gac
Asp

gtc
Val

tgc
Cys

aag
Lys
155

agc

Ser

gaa
Glu

gag
Glu

atc
Ile

gct
Ala

gaa
Glu
60

gtg
Val

cac
His

ttc
Phe

gac
Asp

ggc
Gly
140

act

Thr

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

tgc
Cys

gcg
Ala
45

cgt
Arg

ccg
Pro

cag
Gln

ttc
Phe

gac
Asp
125

ctg

Leu

gcg
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu
30

gcc
Ala

gcc
Ala

aaa
Lys

acc
Thr

gcc
Ala
110

cag
Gln

gta
Val

ccg
Pro

tcg
Ser

atc
Ile
190

gac
Asp
15

gtc
Val

aag
Lys

cgg
Arg

ctc
Leu

aag
Lys
95

gaa
Glu

atg
Met

agc
Ser

tgc
Cys

cct
Pro
175

ccc
Pro

acc
Thr

gcc
Ala

gaa
Glu

ctg
Leu

gcc
Ala
80

aac
Asn

gtg
Val

ctc
Leu

cca
Pro

ctg
Leu
160

ctg
Leu

aac
Asn

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



999
Gly

ctg
Leu

gcc
Ala
225

atg
Met

ctt
Leu

ggc
Gly

tac
Tyr

gta
Val
305

cag
Gln

gaa
Glu

cct
Pro

gac
Asp

gtg
Val
385

gcc
Ala

atc
Ile

gtg
Val

gtc
Val
210

acc
Thr

gaa
Glu

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro
290

ggt
Gly

cag
Gln

ggt
Gly

gcg
Ala

gtg
Val
370

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

ctg
Leu
195

cgc
Arg

ggc
Gly

ctg
Leu

cgt
Arg

cgc
Arg
275

cag
Gln

gac
Asp

cac
His

gca
Ala

cac
His
355

aac
Asn

tgc
Cys

gac
Asp

aaa
Lys

aac
Asn

cac
His

aag
Lys

ggc
Gly

gcg
Ala
260

tgc
Cys

ttt
Phe

ccg
Pro

tat
Tyr

cgc
Arg
340

ctg
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

acc
Thr

gcc
Ala
420

gtg
Val

ccc
Pro

aag
Lys

ggc
Gly
245

ctg
Leu

acc
Thr

gtc
Val

acc
Thr

gac
Asp
325

ctg
Leu

gcc
Ala

aag
Lys

atc
Ile

gag
Glu
405

cat
His

atc
Ile

gat
Asp

atc
Ile
230

aag
Lys

gac
Asp

gcc
Ala

gca
Ala

gac
Asp
310

aag
Lys

gtc
Val

aag
Lys

atg
Met

ccg
Pro
390

tat

Tyr

cgc
Arg

cag
Gln

gtg
vVal
215

atg
Met

tcg
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

gag
Glu
295

ccg
Pro

gtc
Val

gcc
Ala

999
Gly

cgc
Arg
375

ttc

Phe

ggc
Gly

ctg
Leu

ES 2380530 Al

ggt
Gly
200

cgc
Arg

cag
Gln

ccc
Pro

gcg
Ala

agc
Ser
280

ttt
Phe

aaa
Lys

acc
Thr

999
Gly

cag
Gln
360

att
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

gcc
Ala

tac
Tyr

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
vVal

ctg
Leu
265

cgc
Arg

gcg
Ala

acc
Thr

999
Gly

ggc
Gly
345

ttc
Phe

gcc
Ala

gac
Asp

gcc
Ala

cgt
Arg
425

ggc
Gly

att
Ile

gca
Ala

ctg
Leu
250

ttc
Phe

atc
Ile

gcg
Ala

cag
Gln

tac
Tyr
330

ctg
Leu

atc
Ile

cag
Gln

gaa
Glu

tcg
Ser
410

ggc
Gly

51

gct
Ala

tcc
Ser

ggc
Gly
235

atc
Ile

acc
Thr

ttc
Phe

cgc
Arg

gtc
Val
315

atc
Ile

gag
Glu

cag
Gln

gaa
Glu

gcc
Ala
395

tac

Tyr

atc
Ile

acc
Thr

ttc
Phe
220

ctt
Leu

ttc
Phe

atc
Ile

atc
Ile

gcc
Ala
300

ggt
Gly

cgc
Arg

cgc
Arg

ccc
Pro

gaa
Glu
380

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

gcc
Ala
205

acc
Thr

aaa
Lys

gaa
Glu

ttc
Phe

cag
Gln
285

aag
Lys

tcg
Ser

att
Ile

ccg
Pro

acc
Thr
365

atc

Ile

gcg
Ala

tgg
Trp

gcc
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

gac
Asp

tcg
Ser
270

gaa
Glu

cgc
Arg

atg
Met

ggc
Gly

gcc
Ala
350

gta
val

ttt
Phe

ctg
Leu

acc
Thr

ggc
Gly
430

gat
Asp

ggt
Gly

tac
Tyr

gca
Ala
255

ctg
Leu

agc
Ser

ctg
Leu

atc
Ile

atc
Ile
335

aac
Asn

ttc
Phe

ggc
Gly

caa
Gln

cag
Gln
415

atg
Met

gcc
Ala

acc
Thr

tcg
Ser
240

gac
Asp

aac
Asn

gtg
Val

atc
Ile

acc
Thr
320

gaa
Glu

ctg
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

ctg
Leu
400

gac

Asp

gtg
Val

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296



ttc atc
Phe Ile

gtg aaa
Val Lys

450
gtc ttt
Val Phe
465

att cct
Ile Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ile
1

Phe Val

Ser Gly

Ala Phe
50

Met Arg
65

Glu Leu

Val Leu

Cys Thr

Asn Tyr

130

Trp Asn
145

Ala Leu

Thr Ala

aac
Asn
435

ggt
Gly

gca
Ala

cgc
Arg

26
486
PRT

agc
Ser

tcc
Ser

gag
Glu

tgg
Trp

cag
Gln

ggt
Gly

atc
Ile

ggc
Gly
485

aac
Asn

acc
Thr

aag
Lys
470

atc
Ile

gta
Val

999
Gly
455

aac
Asn

taa

Pseudomonas putida U

26
Lys

Asn

Gly

35

Pro

Lys

Glu

Ile

Arg

115

Thr

Val

Gly

Asn

His

Tyr

20

Ala

Lys

Leu

Thr

Pro

100

Met

Leu

Pro

Asn

Glu
180

Trp

5

Asn

Glu

Trp

Gly

Leu

85

Arg

Asp

Tyr

Phe

Thr
165

Leu

Ile

Pro

Glu

Ala

Glu

70

Asp

Ala

Gly

Gln

Met

150

Ala

Gly

Asn

Ala

Val

Asn

55

Leu

Thr

Ser

His

Pro

135

Thr

Val

Arg

ES 2380530 Al

cgc
Arg
440

cgt
Arg

gtg
Val

Gly

Thr

Ala

40

Thr

Ile

Gly

His

Thr

120

Val

Ala

Leu

Leu

gac
Asp

gag
Glu

tgt
Cys

Arg

Gly

25

Gln

Pro

Glu

Leu

Asn

105

Tyr

Gly

Thr

Lys

Ala
185

ctg
Leu

ggc
Gly

att
Ile

Glu

10

Asp

Ala

Ala

Gln

Pro

90

Phe

Pro

vVal

Trp

Met
170

Val

52

cgc
Arg

999
Gly

tcc
Ser
475

Val

Ala

vVal

Lys

Asn

75

Ile

Asp

Val

Cys

Lys

155

Ser

Glu

cag
Gln

cag
Gln
460

atg
Met

Glu

Ile

Ala

Glu

60

Val

His

Phe

Asp

Gly

140

Thr

Glu

Ala

ccg
Pro
445

tac

Tyr

ggt
Gly

Ser

Cys

Ala

45

Arg

Pro

Gln

Phe

Asp

125

Leu

Ala

Leu

Gly

ttc
Phe

agc
Ser

aat
Asn

Lys

Glu

30

Ala

Ala

Lys

Thr

Ala

110

Gln

Val

Pro

Ser

Ile
190

ggc
Gly

ttc
Phe

cac
His

Asp

15

Val

Lys

Arg

Leu

Lys

95

Glu

Met

Ser

Cys

Pro
175

Pro

ggc
Gly

gag
Glu

cac
His
480

Thr

Ala

Glu

Leu

Ala

80

Asn

Val

Leu

Pro

Leu

160

Leu

Asn

1344

1392

1440

1461



Gly

Leu

Ala

225

Met

Leu

Gly

Tyr

Val

305

Gln

Glu

Pro

Asp

Val

385

Ala

Ile

Phe

Val

Val

465

Ile

Val

Val

210

Thr

Glu

Glu

Glu

Pro

290

Gly

Gln

Gly

Ala

Val

370

Val

Asn

Gly

Ile

Lys

450

Phe

Pro

<210>
<211>

Leu

195

Arg

Gly

Leu

Arg

Arg

275

Gln

Asp

His

Ala

His

355

Asn

Cys

Asp

Lys

Asn

435

Gly

Ala

Arg

27
405

Asn

His

Lys

Gly

Ala

260

Cys

Phe

Pro

Tyr

Arg

340

Leu

Asn

Leu

Thr

Ala

420

Ser

Ser

Glu

Trp

Val

Pro

Lys

Gly

245

Leu

Thr

Val

Thr

Asp

325

Leu

Ala

Lys

Ile

Glu

405

His

Gln

Gly

Ile

Gly
485

Ile

Asp

Ile

230

Lys

Asp

Ala

Ala

Asp

310

Lys

vVal

Lys

Met

Pro

390

Tyr

Arg

Asn

Thr

Lys

470

Ile

Gln

Val

215

Met

Ser

Ala

Gly

Glu

295

Pro

vVal

Ala

Gly

Arg

375

Phe

Gly

Leu

Val

Gly

455

Asn

ES 2380530 Al

Gly

200

Arg

Gln

Pro

Ala

Ser

280

Phe

Lys

Thr

Gly

Gln

360

Ile

Lys

Leu

Ala

Arg

440

Arg

Val

Tyr

Ala

Thr

vVal

Leu

265

Arg

Ala

Thr

Gly

Gly

345

Phe

Ala

Asp

Ala

Arg

425

Asp

Glu

Cys

Gly

Ile

Ala

Leu

250

Phe

Ile

Ala

Gln

Tyr

330

Leu

Ile

Gln

Glu

Ser

410

Gly

Leu

Gly

Ile

53

Ala

Ser

Gly

235

Ile

Thr

Phe

Arg

Val

315

Ile

Glu

Gln

Glu

Ala

395

Tyr

Ile

Arg

Gly

Ser
475

Thr

Phe

220

Leu

Phe

Ile

Ile

Ala

300

Gly

Arg

Arg

Pro

Glu

380

Glu

Ile

Glu

Gln

Gln

460

Met

Ala

205

Thr

Lys

Glu

Phe

Gln

285

Lys

Ser

Ile

Pro

Thr

365

Ile

Ala

Trp

Ala

Pro

445

Tyr

Gly

Gly

Gly

Lys

Asp

Ser

270

Glu

Arg

Met

Gly

Ala

350

Val

Phe

Leu

Thr

Gly

430

Phe

Ser

Asn

Asp

Gly

Tyr

Ala

255

Leu

Ser

Leu

Ile

Ile

335

Asn

Phe

Gly

Gln

Gln

415

Met

Gly

Phe

His

Ala

Thr

Ser

240

Asp

Asn

Val

Ile

Thr

320

Glu

Leu

Ala

Pro

Leu

400

Asp

Val

Gly

Glu

His
480



<212>
<213>

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

<400>
atg cca
Met Pro
1

gac atc
Asp Ile

cgc gat
Arg Asp

ctg gcc
Leu Ala
50

tac ggc
Tyr Gly
65

gag gtg
Glu Val

cgc ctg
Arg Leu

atc gac
Ile Asp

cac cca
His Pro
130

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

<400>

DNA

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..

hpaF

27
cac
His

ccc
Pro

gcc
Ala
35

tac
Tyr

ttt
Phe

cac
His

gac
Asp

cac
His
115

ctg
Leu

28
134
PRT

(405)

ctg
Leu

ggc
Gly
20

gaa
Glu

ccc
Pro

ctg
Leu

aaa
Lys

cca
Pro
100

agc

Ser

ttc
Phe

gtt
Val

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

tac
Tyr

aca
Thr
85

ctg
Leu

acc
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

tgc
Cys

aaa
Lys

gcc
Ala

gcc
Ala
70

gtg
Val

ctg
Leu

gcc
Ala

cgc
Arg

ctc
Leu

cgc
Arg

gcc
Ala

cat
His
55

aac
Asn

ggc
Gly

caa
Gln

cag
Gln

tag

Pseudomonas putida U

28

Met Pro His Leu Val Leu Leu

1

5

Asp Ile Pro Gly Leu Cys Arg

20

Arg Asp Ala Glu Gly Lys Ala

35

ES 2380530 Al

tat acc ccc
Tyr Thr Pro
10

gcc ctg gcc
Ala Leu Ala
25

gtg ttc ccc
Val Phe Pro
40

tgc gcg gtg
Cys Ala Val

ctg cgc atg
Leu Arg Met

gac agc ttg
Asp Ser Leu
90

cag cgc ccg
Gln Arg Pro
105

gtc tac gac
Val Tyr Asp
120

gac
Asp

gac
Asp

act
Thr

gcc
Ala

gct
Ala
75

ctg
Leu

atc
Ile

gcc
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

ggc
Gly

gac
Asp
60

acc
Thr

gca
Ala

ggc
Gly

aag
Lys

Tyr Thr Pro Asp Leu

10

Ala Leu Ala Asp Thr

25

Val Phe Pro Thr Gly

40

54

gaa
Glu

atg
Met

ggt
Gly
45

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

atc
Ile

cac
His
125

Glu

Met

Gly
45

acc
Thr

ctc
Leu
30

aca

Thr

aaa
Lys

cgt
Arg

ttg
Leu

acc
Thr
110

agc
Ser

Thr

Leu
30

Thr

gac
Asp
15

gaa

Glu

cgc
Arg

ggc
Gly

agc
Ser

aaa
Lys
95

gtg
Val

acc
Thr

Asp
15

Glu

Arg

gcc
Ala

cag
Gln

gtg
Val

gaa
Glu

gcc
Ala
80

gcg
Ala

cag
Gln

ttg
Leu

Ala

Gln

Val

48

96

144

192

240

288

336

384

405



Leu Ala
50

Tyr Gly
65

Glu Val

Arg Leu

Ile Asp

His Pro
130

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

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

<400>

Tyr

Phe

His

Asp

His

115

Leu

29
660
DNA

Pro

Leu

Lys

Pro

100

Ser

Phe

Ala

Tyr

Thr

85

Leu

Thr

Asn

Ala

Ala

70

Val

Leu

Ala

Arg

His

55

Asn

Gly

Gln

Gln

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..(660)

hpaGl

29

atg agc cat gcc

Met Ser
1

gcg ctg
Ala Leu

gaa gca
Glu Ala

acc ccg
Thr Pro
50

ggc gtg
Gly Val
65

aag gac

Lys Asp

ggc tac
Gly Tyr

His

aac
Asn

ccg
Pro
35

aac
Asn

cag
Gln

gcc
Ala

acc
Thr

Ala

tac
Tyr
20

tac
Tyr

acc
Thr

cgc
Arg

agc
Ser

atc
Ile
100

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

cgc
Arg

gtg
Val

cgc
Arg
85

gtc
Val

ctt
Leu

ggt
Gly

caa
Gln

aac
Asn

caa
Gln
70

gtc
Val

aac
Asn

gac
Asp

ttg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln
55

ccc
Pro

agc
Ser

gaa
Glu

ES 2380530 Al

Cys

Leu

Asp

Gln

Val
120

gtt
Val

ctg
Leu

ccg
Pro
40

cat

His

ggc
Gly

gtg
Val

gtg
Val

Ala

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

gcc
Ala

cag
Gln
25

gtc
Val

gaa
Glu

ccg
Pro

gcc
Ala

agc
Ser
105

Val

Met

Leu
90

Pro

Asp

agc
Ser
10

cag

Gln

aag
Lys

ggc
Gly

gcg
Ala

gat
Asp
90

ctg
Leu

55

Ala

Ala
75

Leu

Ile

Ala

ggc
Gly

cac
His

ccg
Pro

cag
Gln

ctg
Leu
75

gcc
Ala

ccc
Pro

Asp
60

Thr

Ala

Gly

Lys

acc
Thr

caa
Gln

gtg
Val

gtg
Val
60

gga
Gly

ctg
Leu

gaa
Glu

Gly

Gly

Val

Ile

His
125

ctg
Leu

gcg
Ala

ttg
Leu
45

gta
Val

gtg
Val

gag
Glu

gcc
Ala

Lys

Arg

Leu

Thr
110

Ser

ttc
Phe

gcg
Ala
30

ttc
Phe

ttc
Phe

gtg
Val

cat
His

agc
Ser
110

Gly

Ser

Lys

95

Val

Thr

ggc
Gly
15

ttc
Phe

gtc
Val

ccg
Pro

att
Ile

gtg
Val
95

tac
Tyr

Glu

Ala
80

Ala

Gln

Leu

gtc
Val

gtg
Val

aag
Lys

gcc
Ala

ggc
Gly
80

gcg
Ala

tac
Tyr

48

96

144

192

240

288

336



cgc cct
Arg Pro

cct gaa

Pro Glu
130

ctg cgc

Leu Arg

145

aac tgc

Asn Cys

atg acc
Met Thr

cgc gtc
Arg Val

ctg ggc
Leu Gly

210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Ser
1

Ala Leu

Glu Ala

Thr Pro

50
Gly Val
65
Lys Asp

Gly Tyr

Arg Pro

gca
Ala
115

ctg
Leu

ctg
Leu

gta
Val

ctg
Leu

gat
Asp
195

aag
Lys

30
219
PRT

gtc
Val

gtg
Val

tat
Tyr

cgc
Arg

cac
His
180

gta
Val

ctg
Leu

aag
Lys

ccc
Pro

gtg
Val

acg
Thr
165

gcc
Ala

cag
Gln

acc
Thr

gcc
Ala

gcc
Ala

aac
Asn
150

gtg
Val

ggc
Gly

cca
Pro

aac
Asn

aag
Lys

agc
Ser
135

ggc
Gly

gcg
Ala

gac
Asp

ggt
Gly

cac
His
215

Pseudomonas putida U

30

His

Asn

Pro

35

Asn

Gln

Ala

Thr

Ala
115

Ala

Tyr

20

Tyr

Thr

Arg

Ser

Ile

100

vVal

Leu

Gln

Lys

Arg

Val

Arg

85

Val

Lys

Leu

Gly

Gln

Asn

Gln

70

vVal

Asn

Ala

Asp

Leu

Leu

Gln

55

Pro

Ser

Glu

Lys

ES 2380530 Al

tgc
Cys
120

caa
Gln

gaa
Glu

cag
Gln

atc
Ile

gac
Asp
200

atc
Ile

Val

Leu

Pro

40

His

Gly

Val

Val

Cys
120

cgt
Arg

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
185

cgc

Arg

gtc
Val

Ala

Gln

25

Val

Glu

Pro

Ala

Ser

105

Arg

gat
Asp

gcc
Ala

cgc
Arg

att
Ile
170

atc

Ile

gtc
Val

gcc
Ala

Ser

10

Gln

Lys

Gly

Ala

Asp

90

Leu

Asp

56

ggt
Gly

aac
Asn

cag
Gln
155

gcc

Ala

acc
Thr

gac
Asp

gag
Glu

Gly

His

Pro

Gln

Leu

75

Ala

Pro

Gly

ttt
Phe

ccc
Pro
140

cac

His

gaa
Glu

gga
Gly

atc
Ile

tga

Thr

Gln

Val

Val

60

Gly

Leu

Glu

Phe

tgc
Cys
125

gat
Asp

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

gag
Glu
205

Leu

Ala

Leu

45

Val

Val

Glu

Ala

Cys
125

ccg
Pro

gcc
Ala

aac
Asn

agc
Ser

ccc
Pro
190

atc
Ile

Phe

Ala

30

Phe

Phe

Val

His

Ser

110

Pro

gtc
Val

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu
175

gag
Glu

gac
Asp

Gly

15

Phe

Val

Pro

Ile

Val

95

Tyr

Val

ggc
Gly

ggc
Gly

gcc
Ala
160

ttc
Phe

ggc
Gly

ggc
Gly

Val

Val

Lys

Ala

Gly

80

Ala

Tyr

Gly

384

432

480

528

576

624

660



Pro Glu
130

Leu Arg
145

Asn Cys

Met Thr

Arg Val

Leu Gly
210

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

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

<400>
gtg aaa
Val Lys
1

gtc gaa
Val Glu

gac cag
Asp Gln

ggc ctg
Gly Leu

50

acc gaa
Thr Glu
65

atc cag

Ile Gln

tgc gag
Cys Glu

gag gac
Glu Asp

Leu Val

Leu Tyr

Val Arg

Leu His
180

Asp Val
195

Lys Leu

31
765
DNA

Pro

Val

Thr

165

Ala

Gln

Thr

Ala

Asn

150

Val

Gly

Pro

Asn

Ser

135

Gly

Ala

Asp

Gly

His
215

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..(765)

hpaG2

31
cac gcc
His Ala

gac gat
Asp Asp
20

gtc acc
Val Thr
35

aac tac
Asn Tyr

ccg ttg
Pro Leu

gtc acc
Val Thr

ctg gtg
Leu Val
100

gcc ctg
Ala Leu

cgt
Arg

cac
His

tgg
Trp

gcc
Ala

gct
Ala

tag
Trp
85

gcg
Ala

gcc
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

ttc
Phe
70

cgc

Arg

gtg
Val

tac
Tyr

cag
Gln

cgc
Arg

cca
Pro

cac
His
55

atc
Ile

ccg
Pro

atc
Ile

gtt
Val

ES 2380530 Al

Gln

Glu

Gln

Ile

Asp
200

Ile

ttc
Phe

ctt
Leu

ccc
Pro
40

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ggc
Gly

gcc
Ala

Val

Leu

Leu

Leu
185

Arg

Val

gac
Asp

gcc
Ala
25

gcc
Ala

agg
Arg

tcg
Ser

aac
Asn

aaa
Lys
105

ggc
Gly

Ala

Arg

Ile
170

Ile

Val

Ala

ggc
Gly
10

gac

Asp

acc
Thr

gag
Glu

cca
Pro

gtc
Val
90

gcg
Ala

tac
Tyr

57

Asn

Gln
155

Ala

Thr

Asp

Glu

cag
Gln

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly
75

gaa

Glu

gcg
Ala

acc
Thr

Pro
140

His

Glu

Gly

Ile

gcc
Ala

cgc
Arg

agc
Ser

gcc
Ala
60

acc
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

gtg
Val

Asp

Asn

Ile

Thr

Glu
205

cac
His

ctg
Leu

atg
Met
45

ttc
Phe

tac
Tyr

atg
Met

aac
Asn

tgc
Cys

Ala

Asn

Ser

Pro

190

Ile

gat
Asp

gtc
Val
30

ttc
Phe

gcg
Ala

acc
Thr

cac
His

gtc
Val
110

aac
Asn

Leu

Thr

Glu

175

Glu

Asp

gtc
Val
15

cat
His

gcc
Ala

ccg
Pro

ggc
Gly

tac
Tyr
95

aag

Lys

gac
Asp

Gly

Ala
160

Phe

Gly

Gly

acg
Thr

cag
Gln

ctg
Leu

ccc
Pro

cac
His
80

gag
Glu

cgt
Arg

tac
Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384



gcc atc
Ala Ile
130

aaa aac
Lys Asn
145

gcc gat
Ala Asp

ggt gag
Gly Glu

ccg cac
Pro His

gac atg
Asp Met
210

ggt gac
Gly Asp
225

cgt atc
Arg Ile

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Val Lys
1

Val Glu

Asp Gln

Gly Leu

50

Thr Glu
65

Ile Gln

115

cgc gac
Arg Asp

cgc gat
Arg Asp

gtg cca
Val Pro

ctg aag
Leu Lys
180

ctc atc
Leu Ile
195

atc gcc
Ile Ala

gaa gtg
Glu Val

gtc agc
Val Ser

32
254
PRT

tac
Tyr

gcc
Ala

gac
Asp
165

cag
Gln

gaa
Glu

acc
Thr

gtg
vVal

gaa
Glu
245

ctg
Leu

acc
Thr
150

gtc
Val

gaa
Glu

tac
Tyr

ggc
Gly

gtg
vVal
230

gct
Ala

gaa
Glu
135

acc
Thr

agc
Ser

ggc
Gly

ttc
Phe

acg
Thr
215

gaa
Glu

gac
Asp

Pseudomonas putida U

32

His Ala

Asp Asp
20

Val Thr
35
Asn Tyr

Pro Leu

Val Thr

Arg

His

Trp

Ala

Ala

Trp
85

Ile

Leu

Leu

Asp

Phe

70

Arg

Gln

Arg

Pro

His

55

Ile

Pro

ES 2380530 Al

120

aac
Asn

ccg
Pro

aac
Asn

acc
Thr

tcc
Ser
200

cca
Pro

gtg
vVal

ttc
Phe

Phe

Leu

Pro

40

Ala

Lys

Asp

tac
Tyr

gtc
val

ctg
Leu

acc
Thr
185

agc

Ser

gaa
Glu

gaa
Glu

ttc
Phe

Asp

Ala

25

Ala

Arg

Ser

Asn

tac
Tyr

ggc

Gl

Yy

aag
Lys

17

0

gcg

Al

a

ttc
Phe

ggc

Gl

Yy

ggc

Gl

Yy

aag
Lys

25

Gl
10

0

Yy

Asp

Thr

Gl

u

Pro

Val

90

58

cgc
Arg

ccg
Pro
155
ctg
Leu

gac
Asp

atg
Met

ctg
Leu

gtc
Val
235

aac
Asn

Gln

Gly

Gly

Leu

Gly

75

Glu

ccc
Pro
140

tag
Trp

cgc
Arg

atg
Met

acc
Thr

gcc
Ala
220

ggt
Gly

aac
Asn

Ala

Arg

Ser

Ala

60

Thr

Tyr

125

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

atc
Ile

ctg
Leu
205

gat

Asp

cgc
Arg

aag
Lys

His

Leu

Met

45

Phe

Tyr

Met

ctg
Leu

gtc
Val

tgg
Trp

ttc
Phe
190

caa
Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gca
Ala

Asp

Val

30

Phe

Ala

Thr

His

cgg
Arg

gat
Asp

atc
Ile
175

gac

Asp

ccg
Pro

gtg
Val

gtc
val

tga

Val

15

His

Ala

Pro

Gly

Tyr
95

gtg
Val

gcg
Ala
160

aac
Asn

atc
Ile

ggc
Gly

ccg
Pro

aac
Asn
240

Thr

Gln

Leu

Pro

His

80

Glu

432

480

528

576

624

672

720

765



Cys

Glu

Ala

Lys

145

Ala

Gly

Pro

Asp

Gly

225

Arg

Glu

Asp

Ile

130

Asn

Asp

Glu

His

Met

210

Asp

Ile

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>
atg cta gac

Met
1

gcc
Ala

gca
Ala

aaa
Lys

acc
Thr

Leu

gaa
Glu

atc
Ile

aag
Lys
50

tcg
Ser

Leu

Ala

115

Arg

Arg

Val

Leu

Leu

195

Ile

Glu

Val

33
804
DNA

vVal

100

Leu

Asp

Asp

Pro

Lys

180

Ile

Ala

Val

Ser

Ala

Ala

Tyr

Ala

Asp

165

Gln

Glu

Thr

Val

Glu
245

Val

Tyr

Leu

Thr

150

Val

Glu

Tyr

Gly

vVal

230

Ala

Ile

Val

Glu

135

Thr

Ser

Gly

Phe

Thr

215

Glu

Asp

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..(804)

hpaH

33

Asp

cgc
Arg

acc
Thr
35

atc
Ile

cgc
Arg

aac
Asn

tcc
Ser
20

atc
Ile

gcc
Ala

gcc
Ala

gct
Ala

cgc
Arg

gaa
Glu

gcc
Ala

atg
Met

ttc
Phe

gag
Glu

gac
Asp

999
Gly

cag
Gln

atc
Ile

caa
Gln

gcc
Ala

cgc
Arg
55

gta
Val

ES 2380530 Al

Gly

Ala

120

Asn

Pro

Asn

Thr

Ser
200

Pro

Val

Phe

cag
Gln

gtg
Val

tac
Tyr
40

aag

Lys

tcg
Ser

Lys

105

Gly

Tyr

vVal

Leu

Thr
185

Ser

Glu

Glu

Phe

cac
His

cgc
Arg
25

gcc

Ala

ctg
Leu

tcg
Ser

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Lys

170

Ala

Phe

Gly

Gly

Lys
250

gcc
Ala
10

cag
Gln

atc
Ile

gtg
Val

aac
Asn

59

Ala

Thr

Arg

Pro

155

Leu

Asp

Met

Leu

Val

235

Asn

gcc
Ala

ttc
Phe

cag
Gln

ggc
Gly

atc
Ile

Lys

Val

Pro

140

Trp

Arg

Met

Thr

Ala
220

Gly

Asn

gac
Asp

tcg
Ser

cgc
Arg

cac
His
60

acc
Thr

Asn

Cys

125

Asn

Ile

Thr

Ile

Leu

205

Asp

Arg

Lys

cgc
Arg

ctg
Leu

gcc
Ala
45

aag

Lys

gag
Glu

Val

110

Asn

Leu

Val

Trp

Phe
190

Gln

Val

Leu

Ala

ctc
Leu

gag
Glu
30

tgg
Trp

atc
Ile

ccc
Pro

Lys

Asp

Arg

Asp

Ile

175

Asp

Pro

Val

Val

gac
Asp
15

caa

Gln

gtg
Val

ggc
Gly

gac
Asp

Arg

Tyr

Val

Ala

160

Asn

Ile

Gly

Pro

Asn
240

cag
Gln

ccg
Pro

gca
Ala

ctg
Leu

tac
Tyr

48

96

144

192

240



65

ggc gcc
Gly Ala

ttc gag
Phe Glu

ctc ggc
Leu Gly

gac gcc
Asp Ala
130

atc cag
Ile Gln
145

acc atc
Thr Ile

gcc gtg
Ala Val

tac cgc
Tyr Arg

aac cac
Asn His
210

tac gac
Tyr Asp
225

acc cgc
Thr Arg

gac atg
Asp Met

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

<400>

ttg
Leu

cgc
Arg

aag
Lys
115

acc
Thr

cag
Gln

tcc
Ser

cgc
Arg

aat
Asn
195

ccg
Pro

gtc
Val

ccg
Pro

ctc
Leu

34
267
PRT

ctc
Leu

ttc
Phe
100

ccg
Pro

gag
Glu

gtg
Val

gac
Asp

ccc
Pro
180

ggc
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

gtc
Val

ggc
Gly
260

gac
Asp
85

atc
Ile

ctg
Leu

tgg
Trp

gac
Asp

aac
Asn
165

acc
Thr

gtg
Val

aaa
Lys

ttg
Leu

gcc
Ala
245

tcc
Ser

70

gac
Asp

gtg
Val

aag
Lys

gtg
Val

ccg
Pro
150

gcc
Ala

gaa
Glu

atc
Ile

ggc
Gly

cag
Gln
230

gct
Ala

atc
Ile

atg
Met

ccg
Pro

ggc
Gly

atc
Ile
135

caa
Gln

gcc
Ala

atc
Ile

gag
Glu

gtt
Val
215

ccc
Pro

cgc
Arg

gcc
Ala

Pseudomonas putida U

34

Met Leu Asp Asn Ala Phe Ile

1

5

ES 2380530 Al

ctg
Leu

cgg
Arg

ccg
Pro
120

ccg
Pro

acc
Thr

aat
Asn

gac
Asp

gaa
Glu
200

gcc

Ala

ggc
Gly

cca
Pro

tgc
Cys

ttc
Phe

gtt
Val
105

aac
Asn

gcg
Ala

cag
Gln

gcc
Ala

ctg
Leu
185

tcc
Ser

tgg
Trp

cag
Gln

ggt
Gly

cgc
Arg
265

gac
Asp
90

gaa
Glu

atc
Ile

ctg
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly
170

cgc
Arg

999
Gly

ctg
Leu

atc
Ile

gac
Asp
250

ttc
Phe

75

gaa
Glu

gtg
Val

acc
Thr

gaa
Glu

acc
Thr
155

gtg
Val

aaa
Lys

gtc
Val

gcc
Ala

atc
Ile
235

acc
Thr

gtt
Val

ggc
Gly

gag
Glu

gtg
Val

atc
Ile
140

cgc

Arg

gtg
vVal

gtg
Val

agc
Ser

aac
Asn
220

ctt
Leu

ttc
Phe

taa

agc
Ser

ttg
Leu

ttt
Phe
125

att
Ile

aag
Lys

atg
Met

ccg
Pro

gct
Ala
205

aaa

Lys

999
Gly

cac
His

gac
Asp

gcg
Ala
110

gat
Asp

gac
Asp

gtg
Val

ggc
Gly

gcg
Ala
190

gcc
Ala

ctg
Leu

ggt
Gly

gtc
Val

atc
Ile
95

ttc
Phe

gtg
Val

gcg
Ala

ttc
Phe

999
Gly
175

gtg
Val

gtg
Val

gcg
Ala

tcg
Ser

gac
Asp
255

80

ccc
Pro

atc
Ile

ctg
Leu

cgc
Arg

gac
Asp
160

cgg
Arg

ctc
Leu

ctc
Leu

ccg
Pro

ttc
Phe
240

tac
Tyr

Gln His Ala Ala Asp Arg Leu Asp Gln

10

60

15

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

804



Ala

Ala

Lys

Thr

65

Gly

Phe

Leu

Asp

Ile

145

Thr

Ala

Tyr

Asn

Tyr

225

Thr

Asp

Glu

Ile

Lys

50

Ser

Ala

Glu

Gly

Ala

130

Gln

Ile

Val

Arg

His

210

Asp

Arg

Met

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

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

<400>

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Lys

115

Thr

Gln

Ser

Arg

Asn

195

Pro

Val

Pro

Leu

35
804
DNA

Ser

20

Ile

Ala

Ala

Leu

Phe

100

Pro

Glu

Val

Asp

Pro

180

Gly

Ala

Thr

Val

Gly
260

Arg

Glu

Ala

Met

Asp

85

Ile

Leu

Trp

Asp

Asn

165

Thr

Val

Lys

Leu

Ala

245

Ser

Glu

Asp

Gly

Gln

70

Asp

Val

Lys

Val

Pro

150

Ala

Glu

Ile

Gly

Gln

230

Ala

Ile

Gln

Ala

Arg

55

Val

Met

Pro

Gly

Ile

135

Gln

Ala

Ile

Glu

Val

215

Pro

Arg

Ala

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..(804)

hpaT

35

ES 2380530 Al

Val

Tyr

40

Lys

Ser

Leu

Arg

Pro

120

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

200

Ala

Gly

Pro

Cys

Arg

25

Ala

Leu

Ser

Phe

Val

105

Asn

Ala

Gln

Ala

Leu

185

Ser

Trp

Gln

Gly

Arg
265

Gln

Ile

Val

Asn

Asp

90

Glu

Ile

Leu

Ala

Gly

170

Arg

Gly

Leu

Ile

Asp

250

Phe

61

Phe

Gln

Gly

Ile

75

Glu

Val

Thr

Glu

Thr

155

Val

Lys

vVal

Ala

Ile

235

Thr

Val

Ser

Arg

His

60

Thr

Gly

Glu

Val

Ile

140

Arg

Val

Val

Ser

Asn

220

Leu

Phe

Leu

Ala

45

Lys

Glu

Ser

Leu

Phe

125

Ile

Lys

Met

Pro

Ala

205

Lys

Gly

His

Glu

30

Trp

Ile

Pro

Asp

Ala

110

Asp

Asp

Val

Gly

Ala

190

Ala

Leu

Gly

Val

Gln

Val

Gly

Asp

Ile

95

Phe

Val

Ala

Phe

Gly

175

Val

Val

Ala

Ser

Asp
255

Pro

Ala

Leu

Tyr

80

Pro

Ile

Leu

Arg

Asp

160

Arg

Leu

Leu

Pro

Phe

240

Tyr



atg
Met

ccg
Pro

ctg
Leu

gcg
Ala

ccc
Pro
65

ctg
Leu

atg
Met

tac
Tyr

tcg
Ser

atg
Met
145

gac
Asp

gca
Ala

gag
Glu

ggc
Gly

tac
Tyr
225

gac
Asp

caa
Gln

gcg
Ala

ccc
Pro
50

tac
Tyr

atc
Ile

gtg
Val

ccg
Pro

cgc
Arg
130

tgc
Cys

gag
Glu

gac
Asp

gtg
Val

aaa
Lys
210

atc
Ile

atg
Met

atc
Ile

gcc
Ala
35

aac
Asn

ccc
Pro

aag
Lys

gaa
Glu

ccc
Pro
115

tgg
Trp

ctg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu

cag
Gln
195

gcc

Ala

gag
Glu

ccc
Pro

ggc
Gly
20

aat
Asn

gac
Asp

agc
Ser

cag
Gln

act
Thr
100

aag
Lys

aac
Asn

ctg
Leu

gtt
Val

agt
Ser
180

gcg
Ala

gcc
Ala

ctg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

gtg
Val
85

gcc
Ala

ggc
Gly

acc
Thr

gtg
Val

gca
Ala
165

gcg
Ala

gcg
Ala

ggc
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

ggt
Gly

cgc
Arg

gca
Ala
70

ctg
Leu

gaa
Glu

att
Ile

ctc
Leu

cag
Gln
150

gtg
Val

gcc
Ala

att
Ile

att
Ile

gcg
Ala
230

cac
His

ctc
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly
55

gtg
Val

gat
Asp

cag
Gln

cgc
Arg

ccc
Pro
135

atc
Ile

gaa
Glu

atg
Met

gaa
Glu

ctc
Leu
215

gcg
Ala

ES 2380530 Al

ttc
Phe

ggc
Gly

gac
Asp
40

atg
Met

atc
Ile

atc
Ile

gcg
Ala

999
Gly
120

ggt
Gly

gag
Glu

ggt
Gly

gg99
Gly

gac
Asp
200

agc

Ser

ttt
Phe

aag
Lys

ctg
Leu
25

tgg
Trp

ctc
Leu

cgc
Arg

ggc
Gly

cgg
Arg
105

gtg
vVal

tac
Tyr

aac
Asn

gtg
Val

cat
His
185
gca

Ala

gcg
Ala

gtg
Val

cga
Arg
10

gcc
Ala

ctg
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

gca
Ala
90

caa

Gln

ggc
Gly

ctg
Leu

aag
Lys

gat
Asp
170

cgc
Arg

atc
Ile

gac
Asp

gcg
Ala

62

cgc
Arg

gat
Asp

ctg
Leu

cag
Gln

gtg
Val
75

caa
Gln

ctg
Leu

agc
Ser

gac
Asp

gaa
Glu
155

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

gag
Glu

gtg
Val
235

ctg
Leu

gcc
Ala

atc
Ile

ttg
Leu
60

atc
Ile

acc
Thr

gtc
Val

gcg
Ala

cac
His
140

ggc
Gly

gtg
Val

aac
Asn

cgc
Arg

aaa
Lys
220

ggt
Gly

cac
His

tac
Tyr

gac
Asp
45

cag
Gln

ggc
Gly

ttg
Leu

aag
Lys

ctg
Leu
125

gcc
Ala

ctg
Leu

ttc
Phe

ccc
Pro

att
Ile
205

ctg

Leu

gtg
Val

agc
Ser

tgc
Cys
30

ggc
Gly

gcg
Ala

gat
Asp

ctg
Leu

gcc
Ala
110

gcg
Ala

gat
Asp

gcc
Ala

atc
Ile

999
Gly
190

ggc
Gly

gcg
Ala

gat
Asp

ggt
Gly
15

gcc
Ala

gaa
Glu

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val
95

atg
Met

cgg
Arg

gag
Glu

aac
Asn

999
Gly
175

cac

His

aag
Lys

cga
Arg

acc
Thr

gaa
Glu

gag
Glu

cac
His

gca
Ala

gcg
Ala
80

ccg
Pro

cat
His

gct
Ala

caa
Gln

ctg
Leu
160

cct
Pro

ccg
Pro

gcg
Ala

cgc
Arg

acg
Thr
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



gtg ctg atg

Val

gtg
Val

Leu

gta
Val

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

<400>
Met Asp Met

1

Pro

Leu

Ala

Pro

65

Leu

Met

Tyr

Ser

Met

145

Asp

Ala

Glu

Gly

Tyr
225

Gln

Ala

Pro

50

Tyr

Ile

Val

Pro

Arg

130

Cys

Glu

Asp

Val

Lys

210

Ile

Met

gtc
vVal

36
267
PRT

cgc
Arg

ccc
Pro
260

ggg ctg cgc

Gly
245

agt
Ser

Leu

gcc
Ala

Arg

999
Gly

Pseudomonas putida U

36

Ile

Ala

35

Asn

Pro

Lys

Glu

Pro

115

Trp

Leu

Ile

Leu

Gln

195

Ala

Glu

Pro

Gly

20

Asn

Asp

Ser

Gln

Thr

100

Lys

Asn

Leu

Val

Ser

180

Ala

Ala

Leu

Ile

Leu

Ala

Leu

Gln

Val

85

Ala

Gly

Thr

Val

Ala

165

Ala

Ala

Gly

Gly

Asn

Trp

Gly

Arg

Ala

70

Leu

Glu

Ile

Leu

Gln

150

Val

Ala

Ile

Ile

Ala
230

His

Leu

Phe

Gly

55

Val

Asp

Gln

Arg

Pro

135

Ile

Glu

Met

Glu

Leu

215

Ala

ES 2380530 Al

gag
Glu

ggt
Gly

Phe

Gly

Asp

40

Met

Ile

Ile

Ala

Gly

120

Gly

Glu

Gly

Gly

Asp

200

Ser

Phe

ctg
Leu

ggt
Gly
265

Lys

Leu

25

Trp

Leu

Arg

Gly

Arg

105

Val

Tyr

Asn

Val

His

185

Ala

Ala

Val

gcg
Ala
250

gcc
Ala

Arg

10

Ala

Leu

Ala

Pro

Ala

90

Gln

Gly

Leu

Lys

Asp

170

Arg

Ile

Asp

Ala

63

999

tac
Tyr

Arg

Asp

Leu

Gln

Val

75

Gln

Leu

Ser

Asp

Glu

155

Gly

Gly

Val

Glu

Val
235

aag ttc aag gat aca
Gly Lys Phe Lys Asp Thr

tga

Leu

Ala

Ile

Leu

60

Ile

Thr

Val

Ala

His

140

Gly

Val

Asn

Arg

Lys

220

Gly

His

Tyr

Asp

45

Gln

Gly

Leu

Lys

Leu

125

Ala

Leu

Phe

Pro

Ile

205

Leu

Val

Ser

Cys

30

Gly

Ala

Asp

Leu

Ala

110

Ala

Asp

Ala

Ile

Gly

190

Gly

Ala

Asp

255

Gly

15

Ala

Glu

Val

Thr

Val

95

Met

Arg

Glu

Asn

Gly

175

His

Lys

Arg

Thr

Glu

Glu

His

Ala

Ala

80

Pro

His

Ala

Gln

Leu

160

Pro

Pro

Ala

Arg

Thr
240

768

804



Val Leu Met Arg Gly Leu Arg

245

Val Val Val Pro Ser Ala Gly

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

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

<400>
atg agc gac

Met
1

gac
Asp

ctg
Leu

ttt
Phe

gat
Asp
65

ccc
Pro

gtg
Val

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
145

cgc
Arg

Ser

cag
Gln

gcg
Ala

ttc
Phe
50

gac
Asp

acg
Thr

ctg
Leu

agc
Ser

ggc
Gly
130

tgg
Trp

gag
Glu

37
906
DNA

260

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..

hpaaA

37

Asp

cgc
Arg

ggc
Gly
35

cag
Gln

cag
Gln

gtg
Val

acg
Thr

ctg
Leu
115

aac

Asn

ctg
Leu

gcg
Ala

(906)

cgg
Arg

tac
Tyr
20

ttt
Phe

gtg
Val

cag
Gln

gcg
Ala

gtg
Val
100

ctg
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

gcg
Ala

cat
His

agc
Ser

ttc
Phe

cat
His

tac
Tyr

cac
His
85

cgc

Arg

ccg
Pro

ccg
Pro

gcg
Ala

ttg
Leu

ccg
Pro

gac
Asp

999
Gly

tac
Tyr

atc
Ile
70

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

gcc
Ala

ttg
Leu
150

cag
Gln

ata
Ile

agc
Ser

cgc
Arg

gtg
Val
55

gag
Glu

ttc
Phe

caa
Gln

ggc
Gly

gaa
Glu
135

agt

Ser

tcg
Ser

ES 2380530 Al

Glu Leu Ala Gly Lys Phe Lys Asp Thr

250

Gly Gly Ala Tyr

ccg
Pro

gag
Glu

aac
Asn
40

aag
Lys

gcc
Ala

gtc
Val

ctg
Leu

atg
Met
120

tac

Tyr

gac
Asp

ctg
Leu

265

aac
Asn

gtg
vVal
25

atg
Met

tcg
Ser

999
Gly

acc
Thr

gtg
Val
105

cag

Gln

aag
Lys

gag
Glu

acc
Thr

atc
Ile
10

cat

His

ccg
Pro

ggc
Gly

ccg
Pro

gaa
Glu
90

tgg
Trp

gtg
vVal

gcc
Ala

ttt
Phe

cgc
Arg

64

aac
Asn

tac
Tyr

gtg
Val

aca
Thr

atg
Met
75

gct
Ala

caa
Gln

cag
Gln

gag
Glu

gcc
Ala
155

ctg
Leu

att
Ile

gac
Asp

cac
His

gta
Val
60

ttc
Phe

gac
Asp

ttg
Leu

cca
Pro

gcg
Ala
140

acg
Thr

atc
Ile

ggc
Gly

cgg
Arg

cgg
Arg
45

cgg
Arg

ttc
Phe

agc
Ser

atc
Ile

gcc
Ala
125

cag

Gln

cag
Gln

atg
Met

cag
Gln

ctg
Leu
30

cat
His

gtg
Val

ctc
Leu

gac
Asp

gaa
Glu
110

tgt

Cys

cgc
Arg

caa
Gln

atc
Ile

255

gtt
Val
15

ggc
Gly

gac
Asp

tat
Tyr

acg
Thr

999
Gly
95

gcc

Ala

gtg
Val

ctg
Leu

ccg
Pro

agc
Ser

tac
Tyr

aac
Asn

cgg
Arg

ctg
Leu

cca
Pro
80

cat
His

gac
Asp

gcg
Ala

caa
Gln

ggt
Gly
160

ctg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



ctg cgg
Leu Arg

gac ctg
Asp Leu

ctt gag
Leu Glu
210

gag gca
Glu Ala
225

aag cgc

Lys Arg

ttg ttt
Leu Phe

aag gat
Lys Asp

aca ccc
Thr Pro
290

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Ser
1

Asp Gln

Leu Ala

Phe Phe
50

Asp Asp
65

Pro Thr

ctg tgc
Leu Cys
180

aag atc
Lys Ile
195

cat tgg
His Trp

cgg ctg
Arg Leu

ctg gtg
Leu Val

tcec ggce
Ser Gly
260

ccg gcc
Pro Ala
275

999 gag
Gly Glu

38
301
PRT

165

ccc
Pro

ttc
Phe

ccg
Pro

aac
Asn

ctg
Leu
245

agc

Ser

tat
Tyr

tac
Tyr

aac
Asn

cac
His

ctg
Leu

gat
Asp
230

gaa
Glu

acg
Thr

ttc
Phe

cgc
Arg

tcg
Ser

cgt
Arg

gcc
Ala
215

gtg
Val

cgg
Arg

gcc
Ala

agc
Ser

cag
Gln
295

Pseudomonas putida U

38

Asp Arg

Arg Tyr
20

Gly Phe
35
Gln Val

Gln Gln

Val Ala

His

Ser

Phe

His

Tyr

His
85

Pro

Asp

Gly

Tyr

Ile

70

Ala

Ile

Ser

Arg

vVal

55

Glu

Phe

ES 2380530 Al

ctg
Leu

ttc
Phe
200

cgc
Arg

tgc
Cys

ctg
Leu

aac
Asn

cgc
Arg
280

cgg
Arg

Pro

Glu

Asn

40

Lys

Ala

Val

gaa
Glu
185
aat
Asn

tac
Tyr

cgg
Arg

atg
Met

gaa
Glu
265

ttc

Phe

cag
Gln

Asn

Val

25

Met

Ser

Gly

Thr

17

0

tcg

Se

gc
Al

r

C
a

gcg

Al

a

cgc
Arg

cag

Gl
25

n
0

atc

Il

e

ttc
Phe

gca

Al

Il
10

Hi

a

e

S

Pro

Gl

Yy

Pro

Gl
90

u

65

acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

atc
Ile
235

gag
Glu

tgt
Cys

aac
Asn

gaa
Glu

Asn

Tyr

Val

Thr

Met

75

Ala

ccg
Pro

atc
Ile

cag
Gln
220

gcc
Ala

gcc
Ala

tac
Tyr

cgc
Arg

ttg
Leu
300

Ile

Asp

His

Val

60

Phe

Asp

gcg
Ala

gaa
Glu
205
att
Ile

gac
Asp

aag
Lys

cag
Gln

tac
Tyr
285

cag
Gln

Gly

Arg

Arg

45

Arg

Phe

Ser

cgg
Arg
190

gcg
Ala

ggc
Gly

ttg
Leu

cgt
Arg

ctc
Leu
270

gcc

Ala

tga

Gln

Leu

30

His

Val

Leu

Asp

175

cat
His

cat
His

gtg
Val

cca
Pro

ttg
Leu
255

ggc
Gly

aag
Lys

Val

15

Gly

Asp

Tyr

Thr

Gly
95

gaa
Glu

tac
Tyr

acc
Thr

tcc
Ser
240

ctg

Leu

ttc
Phe

ctc
Leu

Tyr

Asn

Arg

Leu

Pro

80

His

576

624

672

720

768

816

864

906



Val

Ala

Leu

Gly

145

Arg

Leu

Asp

Leu

Glu

225

Lys

Leu

Lys

Thr

Leu

Ser

Gly

130

Trp

Glu

Arg

Leu

Glu

210

Ala

Arg

Phe

Asp

Pro
290

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

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

<400>
atg agc aca

Met
1

gcc
Ala

ctg

Ser

gac
Asp

gtg

Thr

Leu

115

Asn

Leu

Ala

Leu

Lys

195

His

Arg

Leu

Ser

Pro

275

Gly

39
1308
DNA

vVal

100

Leu

Leu

Asp

Ala

Cys

180

Ile

Trp

Leu

vVal

Gly

260

Ala

Glu

Arg

Pro

Pro

Ala

Leu

165

Pro

Phe

Pro

Asn

Leu

245

Ser

Tyr

Tyr

Gln

Ala

Ala

Leu

150

Gln

Asn

His

Leu

Asp

230

Glu

Thr

Phe

Arg

Gln

Gly

Glu

135

Ser

Ser

Ser

Arg

Ala

215

vVal

Arg

Ala

Ser

Gln
295

Pseudomonas putida U

CDS

(1) ..

hpaX
39

Thr

agt
Ser

tgc

(1308)

ctc
Leu

acc
Thr
20

tac

gaa
Glu

cat
His

ctg

caa
Gln

cgg
Arg

ttc

gcc
Ala

gca
Ala

gcc

ES 2380530 Al

Leu

Met

120

Tyr

Asp

Leu

Leu

Phe

200

Arg

Cys

Leu

Asn

Arg

280

Arg

tcg
Ser

gtc
Val

cac

Val

105

Gln

Lys

Glu

Thr

Glu

185

Asn

Tyr

Arg

Met

Glu

265

Phe

Gln

ccg
Pro

acc
Thr
25

ctg

Trp

Val

Ala

Phe

Arg

170

Ser

Ala

Ala

Arg

Gln

250

Ile

Phe

Ala

cgc
Arg
10

tgg
Trp

gac

66

Gln

Gln

Glu

Ala

155

Leu

Thr

Leu

Gln

Ile

235

Glu

Cys

Asn

Glu

gag
Glu

cgg
Arg

cgc

Leu

Pro

Ala

140

Thr

Ile

Pro

Ile

Gln

220

Ala

Ala

Tyr

Arg

Leu
300

gca
Ala

ctg
Leu

atc

Ile

Ala

125

Gln

Gln

Met

Ala

Glu

205

Ile

Asp

Lys

Gln

Tyr

285

Gln

cac
His

atg
Met

aac

Glu

110

Cys

Arg

Gln

Ile

Arg

190

Ala

Gly

Leu

Arg

Leu

270

Ala

gtt
Val

ccg
Pro
30

att

Ala

Val

Leu

Pro

Ser

175

His

His

Val

Pro

Leu

255

Gly

Lys

gaa
Glu
15

ctg
Leu

ggc

Asp

Ala

Gln

Gly

160

Leu

Glu

Tyr

Thr

Ser

240

Leu

Phe

Leu

cgg
Arg

ctg
Leu

ttc

48

96

144



Leu

gcc
Ala

ggc
Gly
65

ccc
Pro

tgc
Cys

gaa
Glu

gag
Glu

ccg
Pro
145

ccg

Pro

ttc
Phe

ctc
Leu

ttg
Leu

gcc
Ala
225

acc
Thr

gcc
Ala

atg

Val

aag
Lys
50

ctg
Leu

agc
Ser

ctg
Leu

agc
Ser

gcc
Ala
130

gcc

Ala

ttg
Leu

atg
Met

gaa
Glu

ccg
Pro
210

acg
Thr

tcg
Ser

gtg
Val

ccc

Cys
35

atg
Met

ggt
Gly

aac
Asn

atg
Met

agc
Ser
115

999
Gly

999
Gly

gcc
Ala

cac
His

ggg9
Gly
195

gag
Glu

ctg
Leu

ttc
Phe

tat
Tyr

agc

Tyr

cag
Gln

gcc
Ala

ctg
Leu

gtg
Val
100

agc
Ser

ttc
Phe

cgc
Arg

gga
Gly

gac
Asp
180

gcg
Ala

cac
His

cgc
Arg

ggc
Gly

tgc
Cys
260

ctg

Leu

atg
Met

999
Gly

atg
Met
85

gtg
Val

gcg
Ala

ttc
Phe

cgc
Arg

gtg
Val
165

acg

Thr

ccg
Pro

ttc
Phe

gcg
Ala

gcc
Ala
245

gcg
Ala

att

Phe

agc
Ser

ctg
Leu
70

ctc
Leu

tgg
Trp

ttc
Phe

ccg
Pro

gcc
Ala
150

gtc
Val

ggc
Gly

gtg
Val

gag
Glu

caa
Gln
230

att
Ile

gtg
vVal

cac

Ala

cag
Gln
55

ttc
Phe

gac
Asp

999
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly
135

cag

Gln

ggc
Gly

999
Gly

gtg
Val

cgg
Arg
215

ttc
Phe

ttc
Phe

atg
Met

agt

ES 2380530 Al

His
40

gac
Asp

ttc
Phe

cgc
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu
120

att
Ile

gtc
vVal

999
Gly

ctg
Leu

ttg
Leu
200

gtg
Val

ggt
Gly

gca
Ala

ctg
Leu

gcc

Leu

ctg
Leu

att
Ile

gtt
Val

ttg
Leu
105

ttg
Leu

ctg
Leu

acc
Thr

cca
Pro

cgt
Arg
185

ctg

Leu

agc
Ser

gag
Glu

agc
Ser

gcg
Ala
265

ggt

Asp

cat
His

gcc
Ala

ggc
Gly
90

tcg

Ser

cgc
Arg

gtt
Val

gcg
Ala

gtg
Val
170

ggc
Gly

ggc
Gly

tag
Trp

gaa
Glu

cgt
Arg
250

gtg
Val

gtg

67

Arg

ttg
Leu

tat
Tyr
75

cca
Pro

acc
Thr

ttt
Phe

tac
Tyr

ctg
Leu
155

tcc

Ser

tag
Trp

ctg
Leu

ctg
Leu

gaa
Glu
235

gcg
Ala

aat
Asn

gcc

Ile

tcc
Ser
60

gcg
Ala

cgc
Arg

agc
Ser

gcc
Ala

ctc
Leu
140

ttc
Phe

999
Gly

cag
Gln

gtg
Val

gat
Asp
220

cag
Gln

ctg
Leu

acc
Thr

agc

Asn
45

gac
Asp

ctg
Leu

cgc
Arg

atg
Met

ctg
Leu
125

aac
Asn

gcc
Ala

gcc
Ala

tgg
Trp

gta
Val
205

gag
Glu

cgc
Arg

tgg
Trp

ctt
Leu

gac

Ile

acg
Thr

ttc
Phe

tgg
Trp

ctg
Leu
110

ggc
Gly

cgc
Arg

att
Ile

ata
Ile

atg
Met
190

ctg

Leu

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

gcg
Ala
270

gcc

Gly

gtc
Val

ggc
Gly

atc
Ile
95

ctg
Leu

gcg
Ala

tgg
Trp

gcc
Ala

ctg
Leu
175

ttc

Phe

gcc
Ala

cag
Gln

ccc
Pro

ttg
Leu
255

ttc
Phe

agt

Phe

tat
Tyr

gtc
Val
80

gcc
Ala

atc
Ile

gcc
Ala

tac
Tyr

gtg
Val
160

gcc

Ala

ctg
Leu

gtt
Val

aaa
Lys

gta
Val
240

gtg
Val

tgg
Trp

gtc

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



Met

ggc
Gly

gcg
Ala
305

tgc
Cys

gcc
Ala

atg
Met

ttc
Phe

ctg
Leu
385

cgc

Arg

ttc
Phe

gtc
Val

Pro

ctg
Leu
290

tgc
Cys

gta
Val

ccc
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu
370

ggc
Gly

gac
Asp

atc
Ile

aac
Asn

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

<400>

Ser
275

ctc
Leu

ggc
Gly

ccg
Pro

gag
Glu

gcc
Ala
355

aac
Asn

agc
Ser

acc
Thr

gcc
Ala

cct
Pro
435

40
435
PRT

Leu

agc
Ser

cgc
Arg

ctg
Leu

cag
Gln
340

agc

Ser

gcc
Ala

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu
420

tga

Ile

gct
Ala

tcc
Ser

ctg
Leu
325

gcg
Ala

gct
Ala

cgt
Arg

gcc
Ala

cac
His
405

ggc
Gly

His

gtg
vVal

agc
Ser
310

atg
Met

ctg
Leu

gcg
Ala

acc
Thr

tcg
Ser
390

agc

Ser

ggc
Gly

Ser

ccg
Pro
295

gac
Asp

gct
Ala

ccg
Pro

ctg
Leu

cag
Gln
375

ttc
Phe

gcc
Ala

ctg
Leu

Pseudomonas putida U

40

Met Ser Thr

1

Ala Asp Ser

Leu Val Cys

35

Leu Glu Gln Ala

5

Thr His Arg Ala

20

Tyr Leu Phe Ala

ES 2380530 Al

Ala
280

tac

Tyr

cgc
Arg

gcc
Ala

gta
vVal

ccg
Pro
360

gcc

Ala

ttc
Phe

agc
Ser

ctg
Leu

Ser

Val

His
40

Gly Vval

gtg gcc
Val Ala

caa cgc
Gln Arg

atc ggc
Ile Gly
330

atg gcc
Met Ala

345

atg ttc
Met Phe

gcc ggc

Ala G1

Yy

acg ccc
Thr Pro

ctt gct

Leu Al
41

a
0

gtg ttg
Val Leu

425

Ala

ggc
Gly

gaa
Glu
315

atc
Ile

ggc
Gly

tgg
Trp

att
Ile

tac
Tyr
395

ctg
Leu

cgc
Arg

Ser

tgc
Cys
300

cgc
Arg

gct
Ala

ctg
Leu

caa
Gln

gcc
Ala
380

ttc
Phe

tac
Tyr

acc
Thr

Pro Arg Glu Ala

10

Thr Trp Arg Leu

25

Leu Asp Arg Ile

68

Asp
285

gtg
Val

cgc
Arg

att
Ile

gtg
Val

ctg
Leu
365

ctg
Leu

atc
Ile

gta
Val

cag
Gln

His

Met

Asn
45

Ala

ttc
Phe

tgg
Trp

gcg
Ala

ctg
Leu
350

ccg
Pro

atc
Ile

ggc
Gly

ctc
Leu

gct
Ala
430

Val

Ser

atg
Met

cac
His

gcc
Ala
335

gcc
Ala

ccg
Pro

agc
Ser

tgg
Trp

gcc
Ala
415

gcc
Ala

Glu
15

Val

ctg
Leu

ctg
Leu
320

att
Ile

ggc
Gly

gcg
Ala

tcg
Ser

gtg
Val
400

gtc
Val

atc
Ile

Arg

Pro Leu Leu

30

Ile Gly Phe

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1308



Ala

Gly

65

Pro

Cys

Glu

Glu

Pro

145

Pro

Phe

Leu

Leu

Ala

225

Thr

Ala

Met

Gly

Ala

305

Cys

Ala

Met

Lys

50

Leu

Ser

Leu

Ser

Ala

130

Ala

Leu

Met

Glu

Pro

210

Thr

Ser

Val

Pro

Leu

290

Cys

Val

Pro

Gly

Met

Gly

Asn

Met

Ser

115

Gly

Gly

Ala

His

Gly

195

Glu

Leu

Phe

Tyr

Ser

275

Leu

Gly

Pro

Glu

Ala
355

Gln

Ala

Leu

Val

100

Ser

Phe

Arg

Gly

Asp

180

Ala

His

Arg

Gly

Cys

260

Leu

Ser

Arg

Leu

Gln

340

Ser

Met

Gly

Met

85

Val

Ala

Phe

Arg

Val

165

Thr

Pro

Phe

Ala

Ala

245

Ala

Ile

Ala

Ser

Leu

325

Ala

Ala

Ser

Leu

70

Leu

Trp

Phe

Pro

Ala

150

Val

Gly

vVal

Glu

Gln

230

Ile

Val

His

Val

Ser

310

Met

Leu

Ala

Gln

55

Phe

Asp

Gly

Tyr

Gly

135

Gln

Gly

Gly

Val

Arg

215

Phe

Phe

Met

Ser

Pro

295

Asp

Ala

Pro

Leu

ES 2380530 Al

Asp

Phe

Arg

Leu

Leu

120

Ile

vVal

Gly

Leu

Leu

200

Val

Gly

Ala

Leu

Ala

280

Tyr

Arg

Ala

Val

Pro
360

Leu

Ile

Val

Leu

105

Leu

Leu

Thr

Pro

Arg

185

Leu

Ser

Glu

Ser

Ala

265

Gly

Val

Gln

Ile

Met

345

Met

His

Ala

Gly

90

Ser

Arg

Val

Ala

Val

170

Gly

Gly

Trp

Glu

Arg

250

Val

Val

Ala

Arg

Gly

330

Ala

Phe

69

Leu

Tyr

75

Pro

Thr

Phe

Tyr

Leu

155

Ser

Trp

Leu

Leu

Glu

235

Ala

Asn

Ala

Gly

Glu

315

Ile

Gly

Trp

Ser

60

Ala

Arg

Ser

Ala

Leu

140

Phe

Gly

Gln

Val

Asp

220

Gln

Leu

Thr

Ser

Cys

300

Arg

Ala

Leu

Gln

Asp

Leu

Arg

Met

Leu

125

Asn

Ala

Ala

Trp

Val

205

Glu

Arg

Trp

Leu

Asp

285

Val

Arg

Ile

Val

Leu
365

Thr

Phe

Trp

Leu

110

Gly

Arg

Ile

Ile

Met

190

Leu

Gln

Lys

Leu

Ala

270

Ala

Phe

Trp

Ala

Leu

350

Pro

Val

Gly

Ile

95

Leu

Ala

Trp

Ala

Leu

175

Phe

Ala

Gln

Pro

Leu

255

Phe

Ser

Met

His

Ala

335

Ala

Pro

Tyr

Val

80

Ala

Ile

Ala

Tyr

Val

160

Ala

Leu

Val

Lys

Val

240

Val

Trp

Val

Leu

Leu

320

Ile

Gly

Ala



Phe

Leu

385

Arg

Phe

Val

Leu

370

Gly

Asp

Ile

Asn

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

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

<400>
atg acc aca

Met
1

gaa

Glu

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met
65

cgc
Arg

gcc
Ala

tac
Tyr

atg

Thr

gcc
Ala

gag
Glu

gaa
Glu
50

agc
Ser

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

cag

Asn

Ser

Thr

Ala

Pro
435

41
423
DNA

Ala

Ile

Thr

Leu
420

Arg

Ala

His

405

Gly

Thr
Ser
390

Ser

Gly

Gln

375

Phe

Ala

Leu

Pseudpmonas putida U

CDS

(1) ..(423)

hpaR1

41

Thr

acc
Thr

cag
Gln
35

agc

Ser

999
Gly

tcg
Ser

cag
Gln

aag
Lys
115

ctg

ccg
Pro

atg
Met
20

caa

Gln

cat
His

gtg
Val

ccg
Pro

caa
Gln
100

atc
Ile

ctg

aga
Arg

gcg
Ala

tag
Trp

cag
Gln

ctc
Leu

gag
Glu
85

gcg
Ala

ctc
Leu

ggt

ccc
Pro

ttc
Phe

cgg
Arg

ttg
Leu

aag
Lys
70

gac
Asp

ttt
Phe

gcc
Ala

gaa

tcc
Ser

ttc
Phe

gta
Val

gcg
Ala
55

cgc
Arg

cag
Gln

ctg
Leu

cag
Gln

atg

ES 2380530 Al

Ala

Phe

Ser

Leu

ctg
Leu

cgc
Arg

atc
Ile
40

gag
Glu

ctg
Leu

cgc
Arg

gcg
Ala

ttt
Phe
120

aag

Ala

Thr

Leu

Val
425

acc
Thr

ccg
Pro
25

cgt

Arg

ctg
Leu

gag
Glu

cgg
Arg

atg
Met
105

ggc
Gly

aag

Gly

Pro

Ala
410

Ile

Tyr
395

Leu

Ala
380

Phe

Tyr

Leu

Ile

Val

Leu Arg Thr Gln

ctg
Leu
10

gcg
Ala

atc
Ile

gcc
Ala

cgt
Arg

gtg
Val
90

agc
Ser

gat
Asp

atc

70

acc
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu

tgt
Cys

gac
Asp
75

ttc
Phe

gag
Glu

gac
Asp

aaa

ttg
Leu

aat
Asn

cgc
Arg

atc
Ile
60

ggc
Gly

atc
Ile

gag
Glu

aag
Lys

ccc

ctg
Leu

gcc
Ala

cag
Gln
45

ctc

Leu

atc
Ile

agc
Ser

atg
Met

ctg
Leu
125

tga

Ile

Gly

Leu

Ala
430

cag
Gln

cat
His
30

caa
Gln

aaa
Lys

gta
Val

ctg
Leu

acc
Thr
110

cag
Gln

Ser

Trp

Ala

415

Ala

gcg
Ala
15

gac
Asp

ggc
Gly

ccc
Pro

gcg
Ala

acc
Thr
95

cgc

Arg

cag
Gln

Ser

Val
400

Val

Ile

cgc
Arg

ctg
Leu

gag
Glu

agt
Ser

cgg
Arg
80

gag
Glu

aac
Asn

ctg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

423



Met Gln
130

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

<400>

Met Thr
1

Glu Ala

Thr Glu

Glu
50

Leu

Met
65

Ser

Arg Lys

Ala Gly

Tyr Asp

Met Gln

130

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

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

<400>
atg acc
Met Thr
1

gaa
Glu

gcc
Ala

acc
Thr

gag
Glu

Leu Leu Gly Glu Met
135

42

140

PRT

Pseudpmonas putida U

42

Thr Pro Arg Pro Ser

Thr Met

20

Ala Phe Phe

Gln
35

Gln Trp Arg Val

Gln Ala

55

Ser His Leu

Gly Val Leu Lys

70

Arg

Glu
85

Ser Pro Asp Gln

Gln Gln

100

Ala Phe Leu

Lys Ile Leu Ala Gln

115
Glu Met
135

Leu Leu Gly

43

423

DNA

Pseudomonas putida U

CDS
(1) ..(423)
hpaR2

43
aag acg
Lys Thr

cct
Pro

caa
Gln

tcg
Ser

ttt
Phe

ttc
Phe

atg
Met
20

gcg
Ala

gca
Ala

caa
Gln

gta
Val

tag
Trp

cag
Gln

cgg
Arg

ES 2380530 Al

Lys Lys Ile Lys Pro
140

Thr Leu Thr Leu

10

Leu

Pro Ala Leu Asn

25

Arg

Ile
40

Arg Ile Leu Arg

Glu Ala Ile

60

Leu Cys

Leu Glu Arg Asp

75

Gly

Val
90

Arg Arg Phe Ile

Ala Met Glu Glu

105

Ser

Phe
120

Gly Asp Asp Lys

Ile Pro

140

Lys Lys Lys

cta
Leu
10

ctc
Leu

acg
Thr

agc
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

ttg
Leu

aac
Asn

agg
Arg

ccg
Pro
25

ctc
Leu

atc
Ile

atc
Ile

cgc
Arg

aag
Lys

71

Leu

Ala

Gln

45

Leu

Ile

Ser

Met

Leu
125

ttg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

Gln
His
30

Gln

Lys

Val

Leu

Thr
110

Gln

cag
Gln

cac
His
30

cac
His

Ala
15

Asp

Gly

Pro

Ala

Thr
95

Arg

Gln

gcc
Ala
15

gac

Asp

ggc
Gly

Arg

Leu

Glu

Ser

Arg

80

Glu

Asn

Leu

cga
Arg

ctg
Leu

gag
Glu

48

96

144



ctg gag

Leu Glu
50

atg acc

Met Thr

65

cag aag

Gln Lys

aga ggg
Arg Gly

tac cag
Tyr Gln

atg ggg
Met Gly

130

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Thr
1

Glu Ala

Thr Glu

Leu Glu

50

Met Thr

65

Gln Lys

Arg Gly

Tyr Gln

Met Gly
130

35

aat tat
Asn Tyr

ggg gta
Gly Vval

gcc gcg
Ala Ala

gag gcg
Glu Ala
100

aag att
Lys Ile
115

ttg ttg
Leu Leu

44
140
PRT

cag
Gln

ctg
Leu

cag
Gln
85

tgc
Cys

cag
Gln

aat
Asn

ttg
Leu

999
Gly
70

gac
Asp

ttt
Phe

gcg
Ala

gac
Asp

gcg
Ala
55

cgc
Arg

cag
Gln

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu
135

Pseudomonas putida U

44

Lys Thr

Ala Met
20

Gln Gln
35

Asn Tyr

Gly Vval

Ala Ala

Glu Ala
100

Lys Ile
115

Leu Leu

Gln

Ala

Trp

Gln

Leu

Gln

85

Cys

Gln

Asn

Pro

Phe

Arg

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ala

Asp

Ser

Phe

Val

Ala

55

Arg

Gln

Ala

Gln

Leu
135

ES 2380530 Al

40

gaa
Glu

ctg
Leu

cga
Arg

tcg
Ser

ttt
Phe
120

aag
Lys

Leu

Arg

Ile

40

Glu

Leu

Arg

Ser

Phe

120

Lys

ctg
Leu

gag
Glu

cgg
Arg

atg
Met
105

ggt
Gly

cgc
Arg

Thr

Pro

25

Arg

Leu

Glu

Arg

Met

105

Gly

Arg

gcc
Ala

cga
Arg

gtg
Val
90

aag

Lys

gaa
Glu

atc
Ile

Leu

10

Leu

Ile

Ala

Arg

Val

90

Lys

Glu

Ile

72

tgc
Cys

gac
Asp
75

ttc
Phe

gaa
Glu

gag
Glu

gcg
Ala

Ser

Leu

Leu

Cys

Asp

75

Phe

Glu

Glu

Ala

atc
Ile
60

999
Gly

gtc
Val

ggc
Gly

aag
Lys

cca
Pro
140

Leu

Asn

Lys

Ile

60

Gly

Val

Gly

Lys

Pro
140

45

ctc
Leu

ctg
Leu

agc
Ser

atg
Met

ctg
Leu
125

taa

Leu

Gln

Gln

45

Leu

Leu

Ser

Met

Leu
125

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu
110

cag
Gln

Gln

His

30

His

Lys

Val

Leu

Glu

110

Gln

ccg
Pro

cgg
Arg

acc
Thr
95

gcc
Ala

cag
Gln

Ala

15

Asp

Gly

Pro

Arg

Thr

95

Ala

Gln

agc
Ser

cgg
Arg
80

gaa

Glu

aac
Asn

ctg
Leu

Arg

Leu

Glu

Ser

Arg

80

Glu

Asn

Leu

192

240

288

336

384

423



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

45

DNA

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

<400> 45

atgaccacac
gcgttcttcecce
cgtatcctgc
ctcaaaccca
cgcaagtcgce
gcgtttctgg
ggcgatgaca
tgacgcgcca
gccgcgcgcece
atgatgccca
ccgtggcgag
aagcccgaag
aagcgcagtt
gccgccaggce
acaagcgcac
agcgatgcecct
ccgtactcgg
tctttcaaca
ttgtggtgat
gaaagtgcaa
atcgcgtctt
gaagacctga
cgcagtgtgc
ttgcccaaac
ttgctggcgg
caccagatgg
gctaccgcca
tcgttcagcg
ggtttccgcce
agtgactatg
accctgatcg
atggagggca
tatcgccegt
ctggaggtgt
ggcgccgcca
cgggcattgc
ccgtcgcgtg
atccaggccg
gaactgcagc
gacgtgtgtg
gtctgagccg
tgccaggcct
ccgcgccecctg
ccgcaaggtc
cctgtggagc
tgccgtgaac
ggaagatcgc

12722

misc feature
(1) .
cluster hpa

. (12722)

cgagaccctc
gcccggcegcet
gccagcaagg
gtatgagcgg
cggaggacca
cgatgagcga
agctgcagca
ggcgtcageg
gctcataggc
ggtaggcatc
cttgcagggc
tgacaatcgg
gggccgagtc
cgtcgcgggce
gctggaacac
tgcgcatgcec
cgaagtggcc
gcatcactcc
cgaaaatgca
tgttccectce
cgaatccaat
agtccgtcct
cggcagagaa
acttcggcgg
gggcctgege
caatgttctc
gcagcagtat
gcgaaatggg
gcaagaatgc
aaatccgtga
tgcgtgatgce
agtcggcggg
attttgccag
tccgcgagaa
ccccggegcet
tggaaaagag
gcacgctggc
tcgaccgcect
ggctgttccg
cgcaaatcct
ccacttgttt
gccecgggagt
ggcaacttcg
ggcgttaccg
atcgacaagc
attctggctg
tttgccggta

ES 2380530 Al

Pseudomonas putida U

cctgaccctg
gaatgcccat
cgagctggaa
ggtgctcaag
gcgcecgggtyg
ggagatgacc
gctgatgcag
gttgagtgac
gtcggggcecet
ggcatacagc
cacgctgaac
cttgatgccc
gcgataacgt
ttcctgcgcea
ctccacgaac
cgccaactgg
gacggcggca
gtcaggggcg
cgggtcaatg
gtaacgtgca
aagaaagaga
gccgaccatt
tatcgccttg
catggaaatc
cagcacagcc
gcccaagcta
cgcgceccgttce
ctggagttcc
cgaaggcgct
tgactggtat
cttcgtgccc
ctttggtttg
cggcttctcce
aacccgcaac
gatgcgcctg
ctgggacgag
gttctggcgt
gatggaagcg
cgattcgcac
cggccgcgag
tcacccatcce
cttgcatgtc
ccaccggcegt
ccaacagctt
gctccaccag
cggaccagat
tcgactacga

accttgctgce
gacctgaccg
agccatcagt
cgcctggagce
ttcatcagcc
cgcaactacg
ctgctgggtyg
agcgagtctt
gcgtacatca
gccaggcgge
ccttcgegta
gccgggggca
tcggccaggt
aagccgtgcet
aaggcgtcct
gcgatttecgt
tcgcacacac
cggcgggcceg
cttgtcgcaa
ttcctccacce
ccgctcatga
gccgccaatg
ctgaaaagca
accctgcecgg
tgggccatga
caacaggagg
ggccgcactg
ggttgcgacc
caggattact
gccgtgggca
gagcaccgca
taccccgaca
acggtcagct
cgcgtgcegtg
gccgagtcga
attgccgagce
accaaccagg
gccggtggtg
atgaccggtg
ctgatgggcc
cctacaagca
caaagaaacc
gaccgtggtg
caactcggtg
ccatgaagtg
cgacctgtcc
gaccggcact

73

aggcgcgcga
agcagcaatg
tggcggagct
gtgacggcat
tgaccgaggce
acaagatcct
aaatgaagaa
ccagcacttt
gctctacata
tgtgctgctc
tgccgtccag
ggaacgccgt
gcagggccag
cgacaaaggc
tgttggcgaa
tcagcgaaga
gcaccgcaga
cgcgcgtcett
ggcaatttcc
caatcgccgce
aaaagccaaa
ccatgcgtgc
tcggcatgca
agttcgccca
gcctgcectgtg
tgtggggtag
aagaggttga
acgccgaatg
gcttcgccat
tgcgcggceag
tccagaaggc
gcaagatttt
tgggcgttge
cctacaccgg
cccatcaggt
acagtgcccg
gctacgccgt
gcgcctggtt
cccatgceccta
tggagcctga
caacaacaaa
ttcgattcac
actgccgcecg
tcgctggacc
ttcgaagagg
aacaactttg
ggcggcgege

agccaccatg
gcgggtaatc
ggcctgtatc
cgtagcgcgg
cggccagcaa
cgcccagttt
gatcaaaccc
cagcagtgct
caggctgtcg
atgcgcccag
gtactgttca
gcgcaacacg
ccagtgcccc
cgtttcctgce
atgcgcatac
ggcgtcataa
aggggaaagg
gagggtggga
gggcgccatg
tcacatactg
cccceccectgetg
agagcaggac
ccgcgcetttce
gtgcatcgcc
cacccacagc
cgacccggat
gggtggcgtyg
ggcgattctc
cctgcecctcege
cggcagcaag
caaggacatg
cttcgcceccecg
cgagcgcatg
tgctgccgtg
ggccgctgcece
tcacgaatac
gaagatgtgc
cgagagcaac
caccgattac
cccggcgatg
cagggcaggce
gtgccttcecg
gccccagtgg
cggcgctgat
cctcgcactt
cccgcccgaa
cgttgttcgce

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



cgattgcgcg
gatcctggtg
ccagggcgcc
ggcaccgagc
ggcgctgcgt
cagcgaggca
gcaacgcgaa
caaagggctg
gaccgaggcg
tgaacagcag
ctttgggatg
ccgctcecccac
agccgcgaac
cggcactggg
tcagcaccgt
gcgccagttt
cgattgcgtc
tggccgcact
tctcgtccag
catcggcgtg
tgcccacccce
gttcggcagt
tgatcagcgc
ccgcctgcaa
gcagccagtc
gccacaggcc
tgtccatgag
acgtggaagg
atctggccgg
cctttggccg
cggtagagca
cccatcacca
gcctgggttt
acccactcgg
ccgaggatga
tcgctgcectt
ttcgacgata
ccggcggcga
attgccggtt
aggcggtcgg
aagggttgac
cggcgagtac
agtagggcgt
cctgggtacg
tggcgcccat
tggccgcaat
gttcgcgttg
acggcacagc
ggctgggcat
ccaacagcca
gttcttcctce
cccgctcgaa
ccccttecgag
ccagtatggc
acagcgcggt
tgcccgggaa
tgctgctttce
cgatccagcg
cataggcaat
cctggctcat

gcgcgcectttg
ggcaaggtag
tattcaatgg
agccacttcc
gcctaccagg
cgcatgctga
gtggcgatgc
attgccgatg
ttgtggacca
ctggagactt
gcaccggctg
aggtccagcg
accggcaaag
gactaccact
ggtatccaca
ctcgtccgeg
ttcaatcgcc
caggtctgca
gttggccagg
gtccaggtaa
gcgaatgccc
ttccaccatc
ggtatcgccg
ctgggcgagc
gaaaccggca
gatttgcggt
caggtcctta
tgtcacctgg
gctgcaaggt
ggtggttgag
ccgccggceac
cgccggceatt
gcgggtccac
tggcgtccag
acgccaactc
cgtcgaacag
cctgcatggce
tcttttttgce
gctccagcga
cggcgtgctg
gatggcagcc
gtacagagca
gaagaacgag
ggcgttgagg
gccggccagce
agcgatgccg
gcggtcgcetg
gctgagcagg
ccagaacgca
cagcgcacgg
accgaattgce
gtgctccggce
caggaacatc
cccggacact
gacctgggcg
gaacccggcc
gatcagcagc
gcgtgggceca
gaagaacagc
ctgcatcttg
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agtgtgaaaa
tggcctttga
tgctgccgca
agggccgcect
ctgactacca
tggtgctgga
cggcgcggga
acgaagggcg
ttgcccggcea
tcaagaccgt
ttttggatgg
ccagtagcaa
ccggtgcecat
gtatccttga
cccaccgcca
ctgagaatgc
gcctgcacct
ggcccgatga
cctteccttgt
ccggggaggg

ttgggcgggt
ggcaccagca

atcaccgggc
atgccgcgcea
ttggccgcca
tcaccgctgt
aacgaagcgg
gcgagcggcg
gacgtcgtac
cacggcagcg
tttgcgcagg
ggcggcgttyg
ctgctggatg
cacatcaaac
cacttcaacc
catgtcgtcg
gcgcgaggtce
cacccaggcg
gaactggcgc
gatgaaagcg
tgggtgcgca
aggctggcgc
gcgatgctgce
aacgccggcg
accaggccgg
atggcagcca
gagcggccge
ccgacactgg
agggtattca
cttgcgaaaa
gcgcgecagceg
aaaacggcca
cactgccagc
ggcccgccga
cggcgcccgg
tcggccgcegce
atgctggtcg
acgcggtcga
ccggcaccca
gcgaagccaa

gtaccagcag
tgactttggc
tacccgcatg
gcagcacaac
gccacgccag
gaacgatgcg
gatcgaggaa
agtgcggcta
acagcaggac
gctcaaggcc
caccggctgt
cttcggcgcg
ccaaccagaa
acttccccgce
caaacgccgce
cggcggcettt
ccgggtgcecc
acacgccatc
tctcgatctg
tgttccagcg
aatgcatggc
aggtttgtgc
ggatcactgc
ggtcgttggg
gctcggcgca
gcaggcgtcg
caggcgatgg
accgggcggg
ggcgccagtt
ctgaccccgg
tcgatttcgg
tcggagatgg
cgcgcgtcaa
acggtgatgt
cgcggcacga
agcaaggcgc
aggccgatct
cgctggatgg
acttgctcgc
ttgtctagca
acaccagcag
tgtgggtggt
ccagcgagct
gcagttgcca
ccattaccgg
tcagcagcgg
acgccagcat
cgtcgctggce
ccgccagcat
tggcgccgaa
tggctttctg
gtaccaccag
cacgcagccc
ccactccggce
ccgggtacca
ccagggcaaa
acaacagccc
gcatcaggtt
ggccatagac
tgttgatgcg

74

ctggacggtyg
cgctcgceccgce
acccaaggcg
ctgtactacc
ctgtgtaccg
ggcctgagcc
gcggttgcca
tcggtgaagg
aaggtgttcg
cttatcaaca
gccggtgtte
gtacctgtgg
gcctcagtag
cagctcgcgce
acccagctcg
gcccgecttg
ggggttgccg
cacaccttcc
caccagcagg
cgaagcccgce
cttgaccagt
gccgatatcce
ctggctgggg
cgcgtgttcg
gtaggcatcg
cttgaagtgg
agccgagcat
tgaacgaacc
tgttggccag
attcctcgat
tggggcgcac
tgtcgaacac
tgatttccag
tcgggccectt
tgaagcgctc
cgtagtcggg
tgtggcccac
cgtaggcgtc
gggagcgttce
tgggggcggt
gccgcccagg
gtcgcgcacc
gatcagggca
gaacatcggc
cagcgcctgce
tacgcacagg
gaacacgcag
cacaccggca
caccgcgcaa
cgaggttacg
ctgctcatcc
gcccagcaac
gccecgtgteg
caacggcacg
gcggttgagg
gcgcaacagg
ccacaccacc
gctggggacyg
cgtgtcggac
gtccaggtgg

gcgatcactg
tgctgtatca
cagaggggca
tgatgaccca
gcctgcgcac
tgaacgacct
acctcaagcg
gcgtggacga
ggcagttcag
tctgaacacg
gcggatgaac
gagcggcttt
gcaccacccc
agcccgcegcea
atgtagcgtc
ccaatgcgca
cgatgcccca
actgcaacga
cacatttgct
gccagcgcgce
tgccgcgcect
agcacctgct
tagggtgcca
ccgtcgatca
gccaggccga
ttgatgggca
gtcgtagtcg
cccaaggatg
ccaggcaacg
cacgccattg
ggcccgceccg
cttgcgggtg
cgccgggatce
cagcggcttg
gaaggggatg
ctcggtgatg
cagcttgcgce
ttcgatggtg
ggcctggteg
ctcttgattc
gcgatgaaga
cagccgatga
atgccggcgg
agcgcagcgce
tcgggggcaa
tgccagcggce
ccggccacgt
ctgtgaatca
tacacggcca
ggcttgcgcet
agccagctca
accaccggcg
tgcatgaagg
gcaatggcga
taaaccagaa
tagaacgcgc
atcaggcagg
ccgaacagcg
aaatgcaggt
gcgaacaggt

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420



agcacaccag
gttcaacgtg
tctgtaatga
gcaaggtgct
tgccgatcgg
tgtcgcccac
acagaaagcc
gcacgcgtgt
tggtgtcggce
tatagagcag
ccagggcgac
ggttggcggc
cgttgatctg
cgtaatcgga
cgtggceccettt
gccacatttg
caaagtccgg
acgccacggt
cactgtcggc
ggtcctggtt
cgtggtgggce
gctcgggatt
tggtgtacac
agtgcgtgtc
cgtgatgccc
tgtacatgga
ccgataagac
ccgggatggg
gctgcgcgcce
gagggttaga
atctctgcaa
acgccgccga
gcctcgatge
gccaggccat
atcaggcaca
tcggcgaata
gggcgctcca
ccggtgacct
gtcgggtcac
tacacgcttt
aagatggtga
acgggcgact
ttcttgccgg
agggcatcgc
ccggcttcta
ttcagcacgg
aacggcacgt
ttgagcatct
aagaagtcga
aggccggtgt
cccagcttgce
gcttccttgg
cagatggcgt
cggccgttga
cttcgctgac
cacccggcac
gcagggtcat
cggtggtgcecc
cgtctggcac
ttttcacccg

cagcagcggce
tgcctcgegce
gtcggggagg
gtgcttggcg
gcgctgttgce
tgttttgtgc
gtattcgcct
accgccagtg
cagggcgcgg
aaccaggtgt
cagccgcgaa
ctgggcagcg
gccggtgceceg
ccagcccagce
ggcggcgtac
caccacacgg
cgcctggcecg
gccgtcecgtag
caggtagtgc
catgtagcgc
catggtttcg
gccggggaat
gccctcgaaa
gaacacgacg
gtcgatggcc
cggtacatgg
gctgttgttg
gcgcacagcg
ccatcgcggg
tgccccageg
agacctcgaa
acggctggceg
cacgggccag
actcggtgtc
ccaccgggcce
cggtgggctg
ggcccccggce
tgtcatagtg
ctacgatcag
cctggatgaa
acagcgcggce
tgccgcccag
tggcggtacc
cggcggtage
ccgccaggcg
cggtgttgcc
tccatgggcet
ggtcgtcgac
agttgtgcga
cgagggtttc
gcatcagccg
ccgcagcecac
cgccggtgge
tccagtgctt
gatacggttg
cacatcggcc
gaagctggag
ttcctgettce
atcggccgca

caggttgggg
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atcagccgcec
ggcgaggctt
gcgtggtttg
tcgtagacct
agcagtgggt
acctcggcgce
ttgccgtcgg
gggaacacgg
cacaggccgg
ggcatggggg
cgggtgggtt
gggatggcac
gaagagccga
gcacccagca
tccggcagcea
tggtcgaggg
ttctgcgcga
tggtcttcta
gaggtgcaca
atgggcacca
acgttgaagc
gcgtagggca
tgcggcceccgce
atggtgtcca
gcctggcgaa
gtaatcttgg
ttttggggct
gccccggcga
cacaaggccg
aggaatgtgg
gctgtactgc
caggtcgcgt
gcgatgggcet
gttggccagt
aaagatttct
gatgaactgc
gaccaggcgt
ctgctgggtg
gcgcttggeg
gatgcggctyg
gtccagcgca
ttccatcgag
gccggtgaag
gccgtaaccc
gcccagttcg
cagcgccagg
taccaggccg
cgggtaggta
ggcacgcggyg
cagctcggcg
ggcacgttcc
agcctgggcec
cgggttgtag
gatcatgctg
accaggcgac
aggccttctg
aagtattcga
agctcaccgt
tcgacgatcc
cggtagtagt

aggtgactgc
gttcgagtgt
agccggcgcyg
gggcggtgcet
ccaggcgcgce
tacggccggt
ccaccgcgca
ctttgccttce
ggatgtcggc
cctccecteggt
acaggcggct
caccgtcctg
agtagggcgt
gcattgccgt
tcccgcagaa
tttcgaggaa
agcggtgcga
ctgccttgceg
gggccgagac
gggtgccgta
ggttgcactc
tgttgctgat
acagcacgtg
cgcccagctce
agccttggcecg
cagtgagagc
gacccggtcce
tatctgcggce
ctcctacacc
tgattaccca
ccgccctcac
acgttctggce
ttgccgatgt
tgcagcgcct
tcctgggcaa
cccttggceca
gcaccttctt
atcatcgaac
cgcgccgcaa
ccggeggtge
cgctcaaggt
tactttttaa
gaaatggcgc
tggatcacgt
ttggcggtca
cacggcgcag
cacacaccca
tggccgtcca
atcagcacgt
agtttcggca
ttggccgggg
acttcctcgg
ttgacgaagg
ctcatgcctt
cgacgccttc
gcgtgccggt
tgaggtgcgg
tgatccaggt

acgggccgac
tttccaggta
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ccgatgggta
gctcatgttt
ctagcggttg
gtggtcgatc
tttcaacact
agccatgcgc
atgggcggcg
ggcatcgcgce
gtcggtttcce
gaggggcggce
ggtgggcacc

cggggtgacc
gaccacttcg

gtcgtgcatg
cgcttcccac
cgggctccac
cagcgagccg
catggcccag
cgagaccact
ttccggggeg
ctcggccagce
gaagtgcggc
gtagttggcg
acggcaacgg
cgggcctgge
gagtttgccc
cttgtaggag
gaggctgaaa
cgggcggtgt
tggaaataca
gcccggtacce
tgttgatgaa
cctgggtcca
cggcttecgtce
tgcgcatctt
ggtgcgcagg
cgatgccaat
cgacctgggt
actctgcgac
agcgctcgcece
ctgcgtcttce
ggcctgcggt
gcacatcggg
tcagcacccc
gaggcgacag
tcttccaggt
ccggctggta
tgcgcgtgcea
tcttggtctg
cgttctgctce
tgttggccca
cgccgcecgcet
tgtctttgct
gttgttcttg
cacttccacc
ggcgatcatg
gatgtcgaag
gcgcagcttce
cggggtggtyg
gtcgcggatg

ctgtcggccc
ttgtacttat
aacagtgggt
tgcacggtga
gccagcaagc
aggttggcgt
gggtaggcca
tgttcgagca
aggtcggggg
tggccacccg
acggcggcecg
gggaagatcg
gccttgecegt
aagccttcac
tcgcecgtect
accttggtgg
ctggccagga
cccaggcggg
ttgaagtgct
agggtggtgg
agcttgccca
agttcgttgc
ttgaccagcc
cggctgattt
agttcggaca
atgggggtct
cggccttgtt
tccaggggcec
aaaccgcaca
cacgttcttg
ggaacctttc
caccatgccg
gatgtacgag
cttgaacggg
gttgttcacg
caggttggcce
gcggatgtac
tttcgggtcg
aaactgcggg
gttcagcgag
gaagatcagc
ctgcatgatc
gtggcggacc
gttggggatg
ctcgctcatc
agccgtcatg
cagggtgtag
cacttcggcg
gtggatcggc
aatcagctca
cttggggaag
ggcgacttcg
ctcgacctca
aagaagtcag
accacttcgt
tcgccecggtt
atcatgtccg
aggttgctga
gcatcgcggt
gcgtagtcgt

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020



tgcacacggt
ctttgccgat
gccaggtgac
cggtgggcgg
acatgctgcecc
cggcaaggcg
tacgggcgtyg
aggccgtcga
gttccggtga
agctgcgcca
acatacaggc
gggccgaccg
gcttcgggca
gccacgctga
acgcgctgca
gtcttgacga
gcttggtgct
gcaacgtcaa
ctgcggattt
gccagtggceg
tttgcgagca
tttacgacca
gctttttcgg
tgaagtcggg
tgttcttcct
ggcatgtgct
tgctgccggce
aatacaaggc
ccacgcagca
gcctgcectgceg
agatcttcca
cccgcectacgce
tcgccgactt
tgctgttgtt
cggcctattt
agcggcaggce
tacagcggat
cactttccat
tgaccaagac
catttttcag
gcatcctcaa
tcaagccgag
agaaggccgce
gctttgcctc
gtgaagagaa
aa

gtagccggca
caccgccacc
ctggatgtgg
cgcgaaggcce
ggtggcgggt
caggtgatcg
tttcacaggt
tctcgatgtce
tcaggatgtc
ccgtgcgtac
gcaggcccag
ggcaaaaacc
ggctcacttc
cgcggctggce
cgccggecgg
acaacaccgg
gctgcagcaa
gcagggcatg
cgttaatgtg
cctgccggcea
agcagccatg
gcgctacagc
gcgcaacatg
cacagtacgg
cacgccaccce
gacggtgcgce
gggcatgcag
cgaggcgcag
accgggtcgce
gctgtgcccce
ccgtttcaat
gcagcagatt
gccatccaag
ttccggcagce
cagccgcttc
agaattgcag
ggtcgcagcc
cgtgcatgcec
gcaaccttcg
gccgctgttg
gcagcacggc
catgaccggg
gcaggaccag
gatgaaggaa
gctgcagcag
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acgtaggcca
agctcgcact
ccggtgtagg
agctccctgg
ggcagccagg
tcttcgaccg
aattcctcac
gacgcggtca
gccggcegtge
gcagttggcg
ggcatcgggg
atcacggcac
gttgacgatg
gtccttgcca
gaataccacc
cttgaccggc
accctggtag
gctcatgctc
ttaatgttat
aggcaaggca
agcgaccggc
gacagcgagg
ccggtgceacc
gtgtatctgg
acggtggcgce
cagcaactgg
gtgcagccag
cgcctgcaag
gaggcggcegt
aactcgctgg
gccctgatcg
ggcgtgaccg
cgcctggtgce
acggccaacg
ttcaaccgct
tgaaatggcc
cgcgcgccgyg
cttaaattcg
ctcacgctaa
aaccagcacg
gagctggaga
gtactggggc
cgacgggtgt
ggcatggagg
ctgatggggt

gggcgtcctce
cgtagtgcat
tgcctggcga
cgtggtcggce
tgacctggtc
tgacatcgtg
tcggcgacga
cctggctgta
agggtcatga
gtgttgttgt
ttggccactt
ttggccttga
gtgtagcccg
atcaccactc
tggccttcat
agttgcttgt
ttcagcgcga
ttctcctgge
agttaatatg
ccatgggcca
atccgatacc
tgcattacga
ggcatgaccg
atgaccagca
acgcgttcgt
tgtggcaatt
cctgtgtggc
gctggctgga
tgcagtcgcet
aatcgacccc
aagcgcatta
aggcacggct
tggaacggct
aaatctgtta
acgccaagct
atggcggcectce
gcttgaatgg
tgaattgaga
gcctgttgca
acctgaccga
attatcagtt
gcctggageg
tcgtcagcect
ccaactacca
tgttgaatga
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acgcttgacg
gtattcgacg
cttgatgaaa
gtagttcagg
ctgatggacc
ggcctggceceg
tgtggttggt
catcgacgcg
actcgctgat
gctggcgcag
ggctggcggg
ctgcagggcg
ccacatgctc
ccagcgccgg
gctggttgeg
acggtgcttc
cgccgaacag
agtgcagggc
ttaacgatgg
tcgtcaacag
gaacatcaac
ccggcetgggce
gtttttccag
gtacatcgag
caccgaagct
gatcgaagcc
gctgggcaac
cgcgttgagt
gacccgcctg
ggcgcggeat
ccttgagcat
gaacgatgtg
gatgcaggag
ccagctcggce
cacacccggg
acccgggtgce
gttttccgtg
aaaagccaca
ggcccgagaa
gcagcaatgg
ggcggaactg
agacgggctg
gaccgaaaga
gaagattcag
cctgaagcgc

ttcttcgecg
ttgtccgggce
gccaacggtt
cccagggcga
aggcggccgt
tcgaactgga
cagcttgccce
gccctcegggg
ttcggcaatc
ttcgcegtte
caccagttca
gtagtagctg
cagggcatcg
gccgggttge
ggtgttcggg
cacgaacgcc
ggtgccgcectg
ggtggccgtce
tcaaggggtyg
ggtcaagcga
attggccagg
aacctggcgg
gtgcattacg
gccgggecga
gacagcgacg
gacgccagcc
ctgccggcecg
gacgagtttg
atcatgatca
gaagacctga
tggccgetgg
tgccggcecgcea
gccaagcgtt
ttcaaggatc
gagtaccgcc
tgttgttgtt
gaacagattg
ggtttgacca
gccgcegatgg
cgggtaatcc
gcctgcatcce
gtgcggcggce
ggggaggcgt
gcgcagtttg
atcgcgccat

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12722
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130647

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 26.04.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones

Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-55

1-55

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Consideraciones:

La invencidn consiste en un procedimiento para eliminar o reducir la dopamina que se produce en la elaboracién de
alimentos por medio de procesos microbioldgicos, como pueden ser la elaboraciéon de productos lacteos, vino y col agria. En
el procedimiento se utilizan las enzimas de una unidad catabdlica de la bacteria Pseudomonas putida U CECT 4848.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130647

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 EP 132674 A2 (BOVRIL LIMITED) 13.02.1985
D02 ES 483919 Al (UNDERBERGER, E.) 01.09.1980
D03 LEUSCHNER, R.G. et al. “Histamine and tyramine degradation

by food fermenting microorganisms”. INTERNATIONAL OURNAL
OF FOOD MICROBIOLOGY. 06.01.1998. Vol. 39, N°. 1-2,
paginas 1 - 10; tabla 1.

El documento D01, describe un procedimiento enzimatico para eliminar aminas de alimentos entre los que se encuentran
gueso, embutidos y vino. Las enzimas utilizadas son mono y di- amina oxidasas obtenidas de Aspergillus niger.

El documento D02, describe un procedimiento para obtener alimentos bajos en aminas bidgenas afiadiendo bacterias como
Pseudomonas o Lactobacillus que desaminan la histidina. El procedimiento se utiliza en la fabricacion de queso, bebidas y
col fermentada.

El documento D03, presenta un estudio con distintos microorganismos que fermentan comida con la intencion de identificar
aquellos capaces de degradar histamina y tiramina. Entre los microorganismos estudiados no se encuentra Pseudomonas
putida.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

Las enzimas y la unidad metabdlica de Pseudomonas putida U, que se utilizan en el procedimiento de la invencién, no se
han descrito previamente en el estado de la técnica.

Los documentos citados solo muestran el estado general de la técnica y no se consideran de particular relevancia, ya que
para una persona experta en la materia, no seria obvio aplicar las caracteristicas de los documentos citados y llegar a la
invencioén tal y como se menciona en las reivindicaciones 1-55. Por lo tanto, el objeto de la presente solicitud cumple los
requisitos de novedad y actividad inventiva de acuerdo con los Articulos 6 y 8 de la Ley de Patentes 11/1986.
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