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DESCRIPCION
Enzimas mejoradas

La presente invencion proporciona enzimas modificadas con actividad de GTP ciclohidrolasa I mayor que las
enzimas de tipo salvaje respectivas. Las enzimas modificadas y polinucleétidos que las codifican se pueden usar
para la produccion de riboflavina, precursores de riboflavina, mononucleétido de flavina (FMN), dinucleétido de
flavina y adenina (FAD), y sus derivados.

La riboflavina (vitamina B;) es sintetizada por todas las plantas y muchos microorganismos, pero no es producida por
animales superiores. Debido a que es un precursor de coenzimas tales como el dinucleétido de flavina y adenina y el
mononucledtido de flavina, que son necesarios en la oxidacion enzimatica de hidratos de carbono, la riboflavina es
esencial para el metabolismo basico. En animales superiores, una insuficiencia de riboflavina puede provocar
pérdida del cabello, inflamacion de la piel, deterioro de la vision, e insuficiencia del crecimiento.

La manipulacién mediante ingenieria de cepas de produccion de riboflavina con mayores velocidades y rendimientos
de produccion de riboflavina se ha logrado en el pasado de muchas maneras diferentes. Por ejemplo, (1) se uso
mutagénesis clasica para generar variantes con mutaciones aleatorias en el genoma del organismo de eleccion,
seguido de la seleccion por mayor resistencia a analogos de purina y/o identificando una mayor produccion de
riboflavina. (2) Como alternativa, las enzimas terminales de la biosintesis de riboflavina, es decir, las enzimas que
catalizan la conversion de trifosfato de guanosina (GTP) vy ribulosa-5-fosfato en riboflavina, estaban
sobreexpresadas, dando como resultado también un mayor flujo hacia el producto diana. Sin embargo, en este
ultimo enfoque, la fuerte sobreexpresion de las proteinas de la biosintesis de riboflavina impone una carga
metabolica adicional en las células hospedantes, lo que, a su vez, puede inducir reacciones de respuesta de estrés y
otros efectos negativos indeseables en la fisiologia de las células.

Las enzimas requeridas que catalizan la biosintesis de riboflavina a partir de trifosfato de guanosina (GTP) y
ribulosa-5-fosfato estan codificadas por cuatro genes (ribG, ribB, ribA, y ribH) en B. subtilis. Estos genes estan
situados en un operén, cuyo orden génico difiere del orden de las reacciones enzimaticas catalizadas por las
enzimas. Por ejemplo, GTP ciclohidrolasa Il, que cataliza la primera etapa en la biosintesis de riboflavina, es
codificada por el tercer gen en el operén, ribA. El gen ribA también codifica una segunda actividad enzimatica, es
decir, 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato sintasa (DHBPS), que cataliza la conversién de ribulosa-5-fosfato a la
unidad de cuatro carbonos 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato (DHBP). La desaminasa y la reductasa son codificadas
por el primer gen del operdn, ribG. La penultima etapa en la biosintesis de la riboflavina esta catalizada por lumazina
sintasa, el producto del uUltimo gen rib, ribH. La riboflavina sintasa, que controla la Ultima etapa de la ruta, es
codificada por el segundo gen del operdn, ribB. La funcién del gen situado en el extremo 3’ del operdn rib es
actualmente incierta; sin embargo, su producto génico no es necesario para la sintesis de riboflavina.

La transcripcidon del operdon de riboflavina a partir del promotor ribP1 esta controlada por un mecanismo de
atenuacion que implica una region lider reguladora situada entre ribP1 y ribG. Las mutaciones ribO en esta region
lider dan como resultado la expresion desregulada del operdn de riboflavina. La expresion desregulada también se
observa en cepas que contienen mutaciones con cambio de sentido en el gen ribC. Se ha demostrado que el gen
ribC codifica la flavina cinasa/FAD sintasa de B. subtilis (Mack, M., et al., J. Bacteriol., 180:950-955, 1998). Las
mutaciones desregulantes reducen la actividad de flavocinasa del producto del gen ribC dando como resultado
concentraciones intracelulares reducidas de mononucleétido de flavina (FMN), la molécula efectora del sistema
regulador de riboflavina.

Recientemente, se modificd genéticamente mediante ingenieria a Bacillus subtilis para producir niveles elevados de
riboflavina durante un ciclo de fermentacion corto (patente U.S. n° 5.837.528). Este enfoque combind seleccion
clasica de mutantes genéticos y mejora de la fermentacidon con ingenieria genética de los genes biosintéticos de
riboflavina desregulando e incrementando el nivel de expresidén génica. En este sistema, la expresion de los genes
rib se incrementé al mutar el gen ribC que codifica flavocinasa, enlazando los genes rib a promotores constitutivos
fuertes, e incrementando el numero de copias de los genes rib.

Como ya se ha discutido anteriormente, la sobreexpresion de los genes rib plantea una carga adicional en las cepas
de produccion, lo cual puede tener, potencialmente, un impacto negativo sobre la produccién de precursores de
riboflavina, fiboflavina, FMN, FAD, o sus derivados. A fin de eludir este defecto, es un objeto de la presente
invencion describir mutantes de GTP ciclohidrolasa Il con actividad especifica incrementada. El uso de tales enzimas
mutantes en cepas de produccion, ya sea solas o combinadas con mutantes mejorados de las otras proteinas Rib,
permitira mayores velocidades de flujo con menos carga o ninguna carga adicional sobre el metabolismo de las
células.

Como se usa aqui, la expresion “GTP ciclohidrolasa II” puede incluir cualquier enzima que sea capaz de catalizar la
conversion de GTP en 2,5-diamino-6-ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona-5'-fosfato DRAPP). Es irrelevante si esta
enzima es capaz de catalizar otras reacciones, como por ejemplo la conversién de ribulosa-5-fosfato en DHBP. Una
“GTP ciclohidrolasa II” puede ser homodloga a una o mas de las enzimas cuyas secuencias de aminoacidos se
muestran en la Figura 1 o en la Tabla 4. “Homodloga” se refiere a una GTP ciclohidrolasa Il que es al menos
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alrededor de 50% idéntica, preferiblemente al menos alrededor de 60% idéntica, mas preferiblemente al menos
alrededor de 70%, incluso mas preferiblemente al menos alrededor de 80%, incluso mas preferiblemente al menos
alrededor de 85%, incluso mas preferiblemente al menos alrededor de 90% o 95% idéntica, y lo mas preferible al
menos alrededor de 98% idéntica a una o mas de las secuencias de aminoacidos como se muestran en la Figura 1 o
en la Tabla 4.

La expresién “% de identidad”, como se conoce en la técnica, significa el grado de relaciéon entre secuencias
polipeptidicas o polinucleotidicas, segun sea el caso, como se determina mediante el emparejamiento entre cadenas
de tales secuencias. La “identidad” se puede determinar facilmente mediante métodos conocidos, por ejemplo con el
programa BESTFIT (GCG Wisconsin Package, version 10.2, Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, CA
92121-3752, USA) usando los siguientes parametros: penalizacion de creacién de salto 8, penalizacién de extension
de salto 2 (parametros por defecto).

“Enzima de tipo salvaje” o “GTP ciclohidrolasa Il de tipo salvaje” puede incluir cualquier GTP ciclohidrolasa I
homdloga a una cualquiera de las enzimas mostradas en la Figura 1 o en la Tabla 4 que se usa como punto de
partida para disefiar mutantes con mayor actividad segun la presente invencién. “Tipo salvaje”, en el contexto de la
presente invencion, puede incluir tanto secuencias de GTP ciclohidrolasa Il derivables de la naturaleza asi como
variantes de enzimas GTP ciclohidrolasa Il sintéticas (en tanto que sean homodlogas a una cualquiera de las
secuencias mostradas en la Figura 1 o en la Tabla 4), si se pueden hacer mas activas mediante cualquiera de las
ensefianzas de la presente invencion. Las expresiones “GTP ciclohidrolasa Il de tipo salvaje” y “GTP ciclohidrolasa I
no modificada” se usan aqui de forma intercambiable.

” o«

Un “mutante”, “enzima mutante”, o “GTP ciclohidrolasa Il mutante”, puede incluir cualquier variante derivable de una
enzima/ GTP ciclohidrolasa Il de tipo salvaje dada (segun la definicion anterior) de acuerdo con las ensefianzas de la
presente invencion, y que es mas activa que la enzima de tipo salvaje respectiva. Para el alcance de la presente
invencioén, no es relevante como se obtiene el mutante o mutantes; tales mutantes se pueden obtener, por ejemplo,
mediante mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis de saturacion, mutagénesis al azar/evolucion dirigida,
mutagénesis quimica o por UV de todas las células/organismos, y otros métodos que son conocidos en la técnica.
Estos mutantes también se pueden generar, por ejemplo, disefiando genes sintéticos, y/o se pueden producir
mediante traduccién in vitro (libre de células). Para ensayar la actividad especifica, los mutantes se pueden
(sobre)expresar mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. Las expresiones “GTP ciclohidrolasa Il
mutante” y “GTP ciclohidrolasa Il modificada” se usan aqui de forma intercambiable. Esto también se aplica a las
expresiones “enzima mutante” y “enzima modificada”.

“Precursor de riboflavina” y “derivados de riboflavina, FMN o FAD”, en el contexto de esta invencién de esta solicitud
de patente, puede incluir cualquiera y todos los metabolitos que requieran como enzima intermedia GTP
ciclohidrolasa Il en su (bio)sintesis. En el contexto de esta solicitud de patente, es irrelevante si tales rutas
(bio)sintéticas son naturales o no naturales (es decir, rutas que no se producen en la naturaleza, sino que estan
manipuladas biotecnolégicamente mediante ingenieria). Preferiblemente, las rutas sintéticas son de naturaleza
bioquimica. Los precursores de riboflavina y derivados de riboflavina, FMN o FAD, incluyen pero no se limitan a:
DRAPP; 5-amino-6-ribosilamino-2,4(1H,3H)-pirimidindiona-5’-fosfato; 2,5-diamino-6-ribitilamino-4(3H)-pirimidinona-
5'-fosfato; 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidindiona-5"-fosfato; 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-
pirimidindiona; 6,7-dimetil-8-ribitilumazina (DMRL); y flavoproteinas. El término “riboflavina” también incluye
derivados de riboflavina, tales como, por ejemplo, riboflavin-5-fosfato, y sus sales, tales como, por ejemplo,
riboflavin-5-fosfato de sodio.

En general, es un objeto de la presente invencidon proporcionar una enzima que tiene actividad de GTP
ciclohidrolasa Il, estando dicha enzima modificada de tal manera que las propiedades cataliticas son mas favorables
(es decir, que muestran mayor actividad especifica) que aquellas de la enzima GTP ciclohidrolasa Il no modificada.

De este modo, la presente invencion se refiere a una GTP ciclohidrolasa || modificada seleccionada de Bacillus, en
la que

(i) la actividad especifica de la enzima modificada aumenta en al menos alrededor de 10 % en comparacion
con la enzima no modificada correspondiente, y

(ii) la secuencia de aminoacidos de la enzima modificada comprende una o mas sustituciones que incluyen 1,
2, 3, 4, 5, o 6 sustituciones en la posicion o posiciones de aminoacidos que corresponden a las posiciones
261, 270, 276, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2,

en la que dichas sustituciones conducen a restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en:
(a) alanina en una posicion que corresponde a la posicion 261 de SEQ ID NO:2,
(b) alanina en una posicién que corresponde a la posicién 270 de SEQ ID NO:2,

(c) treonina en una posicién que corresponde a la posicion 276 de SEQ ID NO:2,
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(d) arginina en una posicion que corresponde a la posicion 279 de SEQ ID NO:2,
(e) arginina en una posicion que corresponde a la posicion 308 de SEQ ID NO:2, y
(f) isoleucina en una posicion que corresponde a la posicion 347 de SEQ ID NO:2.

De este modo, la presente invencion se refiere a una GTP ciclohidrolasa Il modificada seleccionada de Bacillus que
muestra un incremento en la actividad especifica de al menos alrededor de 10 % en comparacion con la enzima no
modificada correspondiente, en la que se han sustituido restos de aminoacidos en las posiciones que corresponden
a las posiciones 261, 270, 276, 279, 308 y/o 347 de SEQ ID NO:2, conduciendo dichas sustituciones a restos de
aminodcidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) alanina en una posicidn que corresponde a la posicion 261 de SEQ ID NO:2,
(b) alanina en una posicidn que corresponde a la posicion 270 de SEQ ID NO:2,
(c) treonina en una posicion que corresponde a la posicion 276 de SEQ ID NO:2,
(d) arginina en una posicion que corresponde a la posicion 279 de SEQ ID NO:2,
(e) arginina en una posicion que corresponde a la posicion 308 de SEQ ID NO:2, y
(f) isoleucina en una posicion que corresponde a la posicion 347 de SEQ ID NO:2.

La expresion “al menos una sustitucion” significa una o mas mutaciones en una posicion como se define
anteriormente que conduce a una GTP ciclohidrolasa Il modificada que tiene mayor actividad especifica en
comparacién con la enzima no modificada. Una enzima modificada como se describe anteriormente puede consistir
en solamente 1, 2, 3, 4, 5 6 6 sustituciones en una posicién como se define anteriormente que conduce a una mayor
actividad especifica en comparacion con la enzima no modificada, pero también puede incluir otras mutaciones de
aminoacidos en otras posiciones, en tanto que la enzima modificada resultante tenga actividad especifica
aumentada. De este modo, la enzima modificada comprende una o mas sustituciones, incluyendo 1, 2, 3, 4,5 6 6
mutaciones, en una posicidon o posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones 261, 270, 276, 279,
308 y/o 347 de la secuencia de aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis como se muestra en SEC
ID NO: 2. Los ejemplos de tales mutaciones en posiciones distintas de las definidas anteriormente son mutaciones
de aminoacidos en una posicién correspondiente a la posicion de aminoacidos 196, 282, y/o 325 de SEC ID NO:2.

Como se usa aqui, la expresion “actividad especifica” representa la velocidad de reaccién de las enzimas GTP
ciclohidrolasa Il de tipo salvaje y mutantes en condiciones de reaccion apropiadamente definidas como se describe,
por ejemplo, en Ritz et al. (J. Biol. Chem. 276, 22273-22277, 2001), Koh et al. (Mol. Gen. Genet. 251, 591-
598,1996), o Schramek et al, (J. Biol, Chem. 276,44157-44162, 2001), o como se describe en detalle en el Ejemplo
2. La “actividad especifica” define la cantidad de un sustrato consumido y/o producto producido en un periodo de
tiempo dado y por cantidad definida de proteina a una temperatura definida. Tipicamente, la “actividad especifica” se
expresa en pmoles de sustrato consumido o producto formado por min. por mg de proteina. Tipicamente, umol/min.
se abrevia mediante U (= unidad). Por lo tanto, las definiciones de unidad para actividad especifica de umol/min./(mg
de proteina) o U/(mg de proteina) se usan de forma intercambiable a lo largo de este documento. Se entiende que
en el contexto de la presente invencion, la actividad especifica se debe de comparar en base a una longitud similar,
o preferiblemente idéntica, de la cadena polipeptidica. La invenciéon no se debe eludir incrementando el tamafio de
una enzima de tipo salvaje dada a través de la formacion, por ejemplo, de una proteina de fusion, reduciendo de ese
modo la actividad especifica aparente de la enzima global.

Segun la presente invencion, la GTP ciclohidrolasa 1l modificada muestra una actividad especifica que es mayor en
al menos alrededor de 10% que la de la enzima no modificada correspondiente. Preferiblemente, la actividad
especifica de la GTP ciclohidrolasa Il modificada de la invencion esta incrementada en al menos alrededor de 25,
40, 60, 70, 80, 85, 90%, mas preferiblemente al menos alrededor de 70%, en comparacion con la GTP ciclohidrolasa
Il no modificada correspondiente (para la medicion de la actividad especifica, véase mas abajo). Preferiblemente,
incremento en la actividad especifica se refiere a las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo 1 de esta
solicitud. Aproximadamente 0,004-0,02 U/ml (que corresponde a aproximadamente 40 ug/ml de GTP ciclohidrolasa Il
de Bacillus subtilis, o 20 ug/ml para los mejores mutantes descritos aqui), preferiblemente de forma aproximada
0,004 U/ml de actividad de GTP ciclohidrolasa Il, estuvieron presentes en la mezcla de ensayo, y la reaccion se llevo
a cabo a 37°C.

La secuencia de aminoacidos de la GTP ciclohidrolasa Il modificada de la invencion contiene al menos una
sustitucion como se define anteriormente, cuando se compara con la secuencia de aminoacidos de la GTP
ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente.

La secuencia de aminoacidos de la GTP ciclohidrolasa Il modificada contiene al menos una sustitucion de
aminoacido cuando se compara con la secuencia de aminoacidos de la GTP ciclohidrolasa Il no modificada
correspondiente, es decir, comprende una o mas, incluyendo 1, 2, 3, 4, 5, o 6, sustituciones de aminoacidos en las
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posiciones de aminoacidos que corresponden a las posiciones 261, 270, 276, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2,
preferiblemente 2, 3, 4 6 5 sustituciones de aminoacidos. De este modo, la enzima modificada contiene
preferiblemente al menos 2, al menos 3, al menos 4 o al menos 5 sustituciones cuando se compara con la secuencia
de aminoacidos de la GTP ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente.

En una realizacion, se proporciona una GTP ciclohidrolasa Il modificada procedente de Bacillus, preferiblemente
Bacillus subtilis, que muestra un incremento en la actividad especifica de al menos alrededor de 10% en
comparacién con la enzima no modificada correspondiente, en la que se han sustituido los restos de aminoacidos en
las posiciones correspondientes a las posiciones 261, 270, 276, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2, conduciendo
dichas sustituciones a restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) alanina en una posicion correspondiente a la posicion 261 de SEC ID NO:2,
(b) alanina en una posicion correspondiente a la posicion 270 de SEC ID NO:2,
(c) treonina en una posicidn correspondiente a la posicidén 276 de SEC ID NO:2,
(d) arginina en una posicion correspondiente a la posicién 279 de SEC ID NO:2,
(e) arginina en una posicion correspondiente a la posicién 308 de SEC ID NO:2, y
(f) isoleucina en una posicion correspondiente a la posicion 347 de SEC ID NO:2.

En una realizacién, la enzima no modificada corresponde a GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis como se
muestra en SEC ID NO:2. De este modo, la enzima modificada que tiene una mayor actividad especifica en
comparacion con la enzima de tipo salvaje comprende una o mas sustituciones, incluyendo 1, 2, 3, 4, 5, 0 6, en las
posiciones de aminoacidos que corresponden a las posiciones 261, 270, 276, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2. En
una realizacién adicional, la enzima modificada que tiene mayor actividad especifica como se define anteriormente
contiene una mutacién o mutaciones de aminodacidos junto a las posiciones de aminoacidos como anteriormente,
estando dicha mutacion o mutaciones adicionales en una posicién seleccionada del grupo que consiste en la
posicion 196, 282, 235 y cualquier combinacion de las mismas, preferiblemente sustituciones de aminoacidos, mas
preferiblemente las sustituciones son Y196C (sustitucion de tirosina por cisteina), A282T (sustitucion de alanina por
treonina) o F325Y (sustitucion de fenilalanina por tirosina).

Una GTP ciclohidrolasa Il no modificada puede ser cualquier GTP ciclohidrolasa Il para la cual sea deseable
incrementar la actividad especifica. Las enzimas de GTP ciclohidrolasa Il modificadas incluyen, pero no se limitan a,
enzimas de GTP ciclohidrolasa Il derivables de la naturaleza, tales como enzimas de origen eucariota o procariota,
preferiblemente fungico o bacteriano. Mas preferiblemente, la enzima no modificada se selecciona de aquellas
mostradas en la Figura 1 o en la Tabla 4, o que es homdloga a cualquiera de las secuencias de aminoacidos como
se muestra en la Figura 1 o en la Tabla 4, en particular seleccionadas del grupo que consiste en Ashbya,
Saccharomyces, Eremothecium, Candida, Neurospora, Schizosaccharomyces, Archeoglobus, Streptomyces,
Helicobacter, Escherichia, Corynebacterium, Thermotoga, Arabidopsis, Lycopersicum, Oryza, Alcaligenes,
Pseudomonas, Dinococcus, Lactobacillus, Photobacterium y Bacillus y preferiblemente seleccionadas del grupo que
consiste en Candida guilliermondii, Ashbya gossypii (Eremothecium ashbyii) (SEC ID NO:33), Saccharomyces
cerevisiae, Neurospora crassa, Schizosaccharomyces pombe, Archeoglobus fulgidus, Streptomyces coelicolor,
Helicobacter pylori J99, Escherichia coli (SEC ID NO:35), Corynebacterium glutamicum (SEC ID NO:37), Bacillus
amyloliquefaciens (SEC ID NO:39), Bacillus cereus (SEC ID NO:41), Bacillus halodurans (SEC ID NO:43),
Thermotoga maritima, Arabidopsis thaliana, Lycopersicum exculentum, Oryza sativum, Alcaligenes eutrophus, cepa
KT2440 de Pseudomonas putida, Corynebacterium efficiens, Deinococcus radiodurans, Lactobacillus plantarum,
Photobacterium phosphoreum, cepa KT2440 de Pseudomonas putida (segundo gen) y Bacillus subtilis (SEC ID
NO:2). Muy preferiblemente, la enzima no modificada se obtiene de Bacillus subtilis.

La GTP ciclohidrolasa Il modificada de la invencion se puede obtener mutando la GTP ciclohidrolasa Il no
modificada correspondiente. En una realizacién, la enzima no modificada corresponde a la GTP ciclohidrolasa Il de
B. subtilis mostrada en SEC ID NO:2, y la enzima modificada comprende una o mas sustituciones de aminoacidos,
incluyendo 1, 2, 3, 4, 5, 0 6, en las posiciones de los aminoacidos 261, 270, 276, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2,
en la que la actividad especifica de dicha enzima modificada esta incrementada en comparaciéon con la enzima no
modificada, como se define aqui.

Preferiblemente, la al menos una sustitucidon es en una o mas posiciones de aminoacidos seleccionadas del grupo
que consiste en posiciones de aminoacidos que corresponden a las posiciones 261, 279, 308 y 347 de la secuencia
de aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis como se muestra en SEC ID NO:2. De este modo, en
una realizacion, la GTP ciclohidrolasa Il modificada comprende una o mas sustituciones, incluyendo 1, 2, 3 6 4, en
las posiciones de aminoacidos que corresponden a las posiciones 261, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2. En una
realizacién preferida, la enzima modificada se obtiene de B. subtilis y comprende las posiciones de aminoacidos
sustituidas 261, 279, 308 y/o 347 como se muestra en SEC ID NO:2, correspondientes a los aminoacidos V261,
Q279, K308, y M374, respectivamente.
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En otra realizacion preferida, la al menos una sustitucion es en una o mas posiciones de aminoacidos seleccionadas
del grupo que consiste en posiciones de aminoacidos que corresponden a las posiciones 270, 279, 308 y 347 de la
secuencia de aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis como se muestra en SEC ID NO:2. De este
modo, en una realizacion, la GTP ciclohidrolasa Il modificada comprende una o mas sustituciones, incluyendo 1, 2, 3
0 4, en las posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones 270, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2.
Preferiblemente, la enzima modificada se obtiene de B. subtilis, y comprende las posiciones de aminoacidos
sustituidas 270, 279, 308 y/o 347 como se muestra en SEC ID NO:2, correspondientes a los aminoacidos G270,
Q279, K308, y M374, respectivamente.

En una realizacion adicional preferida, la al menos una sustitucion es en una o mas posiciones de aminoacidos
seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones 276, 279,
308 y 347 de la secuencia de aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis como se muestra en SEC ID
NO:2. De este modo, en una realizaciéon adicional, la GTP ciclohidrolasa Il modificada comprende una o mas
sustituciones, incluyendo 1, 2, 3 6 4, en las posiciones de aminoacidos que corresponden a las posiciones 276, 279,
308 y/o 347 de la secuencia de aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis como se muestra en SEC
ID NO:2. Preferiblemente, la enzima modificada es obtenible de B. subtilis, y comprende las posiciones de
aminoacidos sustituidas 276, 279, 308 y/o 347 como se muestra en SEC ID NO:2, correspondientes a los
aminoacidos A276, Q279, K308, y M374, respectivamente.

Una GTP ciclohidrolasa Il modificada puede comprender una o mas sustituciones, incluyendo sélo una, en una
posicion de aminoacido como se define anteriormente, tal sustitucion de aminoacido, puede incluir una sustitucion en
una posicién de aminoacidos que corresponde a la posicién 261, 270, 276, 279, 308, o 347 de la secuencia de
aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis como se muestra en SEC ID NO:2. El aminoacido presente
en la GTP ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente a la posiciéon 261 puede ser valina, el aminoacido presente
en la GTP ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente a la posicion 270 puede ser glicina, el aminoacido
presente en la GTP ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente a la posicion 276 puede ser alanina, el
aminoacido presente en la GTP ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente a la posicion 279 puede ser
glutamina, el aminoacido presente en la GTP ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente a la posicion 308
puede ser lisina, y el aminoacido presente en la GTP ciclohidrolasa Il no modificada correspondiente a la posicion
347 puede ser metionina.

El aminoacido en la secuencia de la GTP ciclohidrolasa Il no modificada se cambia de manera que el aminoacido
correspondiente a la posicion 261 se cambia a alanina (por ejemplo V261A), el aminoacido correspondiente a la
posicion 270 se cambia a alanina (por ejemplo G270A), el aminoacido correspondiente a la posicion 276 se cambia
a treonina (por ejemplo A276T), el aminoacido correspondiente a la posicion 279 se cambia a arginina (por ejemplo
Q279A), el aminoacido correspondiente a la posicion 308 se cambia a arginina (por ejemplo K308R), y el aminoacido
correspondiente a la posicion 347 se cambia a isoleucina (por ejemplo M3741). En una realizacion, la enzima
modificada se obtiene de B. subtilis que comprende una sustitucion de aminoacido en una posicién de SEC ID NO:2
que se selecciona del grupo que consiste en la posicion 261, 270, 276, 279, 308, y 347. Preferiblemente, la
sustitucion se selecciona del grupo que consiste en V261A, G270A, A276T, Q279R, K308R y M347I.

Una GTP hidrolasa Il modificada puede comprender una o mas sustituciones, incluyendo dos, en posiciones de
aminoacidos como se definen anteriormente, tales sustituciones de aminoéacidos, pueden incluir sustituciones en las
posiciones de aminoacidos que corresponden a dos de las posiciones como se definen anteriormente, por ejemplo
combinaciones de posiciones que corresponden a las posiciones 261/270, 261/276, 261/279, 261/308, 261/347,
270/276, 270/279, 270/308, 270/347, 276/279, 276/308, 276/347, 279/308, 279/347, o 308/347 como se muestra en
SEC ID NO:2. Se prefieren las sustituciones de aminoacidos tales como V261A/A276T, V261A/Q279R,
V261A/K308R, V261A/M3471, G270A/Q279R, G270A/K308R, G270A/M347I, A276T/Q279R, A276T/K308R, o
A276T/M347I1, en las que las posiciones corresponden a las posiciones de aminoacidos de SEC ID NO:2. En una
realizacion, tales sustituciones preferidas estan comprendidas en una GTP ciclohidrolasa Il modificada obtenible de
B. subtilis en la que la enzima no modificada corresponde a SEC ID NO:2. Preferiblemente, la GTP hidrolasa Il de B.
subtilis modificada como en SEC ID NO:2 comprende las sustituciones V261A/A276T o A276T/M3471.

Una GTP hidrolasa Il modificada puede comprender una o mas sustituciones, incluyendo tres, en posiciones de
aminoacidos como se definen anteriormente, tales sustituciones de aminoacidos, pueden incluir sustituciones en las
posiciones de aminoacidos que corresponden a tres de las posiciones como se definen anteriormente, en particular
combinaciones de posiciones que corresponden a las posiciones 261/279/308, 261/279/347, 261/308/347,
270/279/308, 270/279/347, 270/308/347, 276/279/308, 276/308/347, o 276/279/347 como se muestra en SEC ID
NO:2. Se prefieren las sustituciones de aminoacidos tales como V261A/Q279R/K308R, V261A/K308R/M347I,
V261A/Q279R/M3471, G270A/Q279R/K308R, G270A/K308R/M3471, G270A/Q279R/M347I, A276T/Q279R/K308R,
A276T/K308R/M3471, o A276T/Q279R/M3471, en las que las posiciones corresponden a las posiciones de
aminoacidos de SEC ID NO:2. En una realizacion, tales sustituciones preferidas estan comprendidas en una GTP
ciclohidrolasa Il modificada obtenible de B. subtilis en la que la enzima no modificada corresponde a SEC ID NO:2.
Preferiblemente, la GTP hidrolasa |l de B. subtilis modificada como en SEC ID NO:2 comprende las sustituciones
A276T/Q279R/M3471.
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Una GTP hidrolasa Il modificada puede comprender una o mas sustituciones, incluyendo cuatro, en posiciones de
aminoacidos como se definen anteriormente, tales sustituciones de aminoacidos, pueden incluir sustituciones en las
posiciones de aminoacidos que corresponden a cuatro de las posiciones como se definen anteriormente, en
particular combinaciones de posiciones que corresponden a las posiciones 261/279/308/347, 270/279/308/347, or
276/279/308/347 como se muestra en SEC ID NO:2. Se prefieren las sustituciones de aminoacidos tales como
V261A/Q279R/K308R/M3471, G270A/Q279R/K308R/M3471 o A276T/Q279R/K308R/M3471, en las que las
posiciones corresponden a las posiciones de aminoacidos de SEC ID NO:2. En una realizacion, tales sustituciones
preferidas estan comprendidas en una GTP ciclohidrolasa Il modificada obtenible de B. subtilis en la que la enzima
no modificada corresponde a SEC ID NO:2. Preferiblemente, la GTP hidrolasa Il de B. subtilis modificada como en
SEC ID NO:2 comprende las sustituciones A276T/Q279R/K308R/M347I.

Las mas preferidas son las combinaciones de sustituciones descritas en la Tabla 1 6 2 (véase mas arriba). Las
posiciones de aminoacidos identificadas en estos ejemplos se pueden transferir a enzimas de GTP ciclohidrolasa Il
de diferente origen, como por ejemplo se muestra en la Figura 1 o en la Tabla 4.

La GTP ciclohidrolasa Il modificada de la invencién puede comprender aminoacidos extrafios, preferiblemente en su
término N o C. “Aminoécidos extrafos” significa aminoacidos que no estan presentes en una GTP ciclohidrolasa Il
nativa (que aparece en la naturaleza), preferiblemente un tramo de al menos alrededor de 3, al menos alrededor de
5 0 al menos alrededor de 7 aminoacidos contiguos que no estan presentes en una GTP ciclohidrolasa Il nativa. Los
tramos preferidos de aminoacidos extrafios incluyen, pero no se limitan a, “etiquetas” que facilitan la purificacion de
la GTP ciclohidrolasa Il modificada producida recombinantemente. Los ejemplos de tales etiquetas incluyen, pero no
se limitan a, una etiqueta “Hise”, una etiqueta FLAG, una etiqueta myc, y similar. Para el calculo de la actividad
especifica, es necesario que los valores sean corregidos para estos aminoacidos adicionales (véase también
anteriormente).

En otra realizacion, la GTP ciclohidrolasa |l modificada puede contener una o mas, por ejemplo dos, supresiones
cuando se compara con la secuencia de aminoacidos de la GTP ciclohidrolasa |l no modificada correspondiente.
Preferiblemente, las supresiones afectan a los aminoacidos N o C-terminales de la GTP ciclohidrolasa Il no
modificada correspondiente, y no reducen significativamente las propiedades funcionales, por ejemplo la actividad
especifica, de la enzima.

Los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencion, incluyendo las enzimas GTP ciclohidrolasa Il
modificadas, se pueden proporcionar en forma aislada, y preferiblemente estan purificadas hasta homogeneidad.
Como se usa aqui, el término “aislada” significa que el material se retira de su entorno original (por ejemplo, el
entorno natural si es de origen natural). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido de origen natural presente en un
microorganismo vivo no esta aislado, pero el mismo polinucleétido o polipéptido, separado de parte o de todos los
materiales coexistentes en el sistema natural, esta aislado. Tales polinucleétidos podrian ser parte de un vector, y/o
tales polinucleétidos o polipéptidos podrian ser parte de una composicion y todavia estar aislados por cuanto tal
vector o composicion no es parte de su entorno natural. Un polipéptido aislado es preferiblemente mayor que 80%
puro, mas preferiblemente mayor que 90% puro, incluso mas preferiblemente mayor que 95% puro, lo mas preferible
mayor que 99% puro. La pureza se puede determinar segun métodos conocidos en la técnica, por ejemplo mediante
SDS-PAGE vy tincion proteica subsiguiente. Las bandas de proteinas se pueden cuantificar entonces mediante
densitometria. Otros métodos para determinar la pureza estan dentro del nivel de la pericia normal.

La invencion se refiere ademas a un polinucleétido que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
GTP ciclohidrolasa |l modificada segun la invencion. “Polinucleétido”, como se usa aqui, se refiere a un
polirribonucledtido o polidesoxirribonucleétido que puede ser ARN o ADN sin modificar, o ARN o ADN modificado.
Los polinucleétidos incluyen, pero no se limitan a, ADN mono- o bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones
mono- y bicatenarias, ARN mono- y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones mono- y bicatenarias,
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarios o, mas tipicamente, bicatenarios,
0 una mezcla de regiones mono- y bicatenarias. El término “polinucledétido” incluye ADN o ARN que comprende una
0 mas bases inusuales, por ejemplo inosina, o una o mas bases modificadas, por ejemplo bases tritiladas.

El polinucledtido de la invencion puede obtenerse facilmente modificando una secuencia polinucleotidica que
codifica una GTP ciclohidrolasa Il no modificada. Los ejemplos de tales secuencias polinucleotidicas que codifican
enzimas de GTP ciclohidrolasa Il no modificadas incluyen, pero no se limitan a, las secuencias de aminoacidos de la
Figura 1 0 en la Tabla 4, en particular las SEC ID NOs:2, 39, 41, y 43. Los ejemplos no limitantes de polinucleétidos
que codifican enzimas de GTP ciclohidrolasa Il modificadas segun la invencién se muestran en SEC ID NOs:6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 y 26.

Los métodos para introducir mutaciones, por ejemplo adiciones, supresiones y/o sustituciones, en la secuencia
nucleotidica que codifica la GTP ciclohidrolasa Il no modificada incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis dirigida
al sitio y métodos a base de PCR.

Las secuencias de ADN de la presente invencion se pueden construir partiendo de secuencias de ADN gendmico o
de ADNc que codifican enzimas GTP ciclohidrolasa Il conocidas en el estado de la técnica, como estan disponibles a
partir de, por ejemplo, Genbank (Intelligenetics, California, USA), European Bioinformatics Institute (Hinston Hall,
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Cambridge, GB), NBRF (Georgetown University, Medical Centre, Washington DC, USA) y Vecbase (University of
Wisconsin, Biotechnology Centre, Madison, Wisconsin, USA), o a partir de una informacién de secuencia descrita en
la Figura 1 o en la Tabla 4 mediante métodos de mutagénesis in vitro [véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York]. Otra posibilidad de mutar una secuencia de
ADN dada que también puede ser adecuada para la practica de la presente invencion es la mutagénesis usando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). EI ADN como material de partida se puede aislar mediante métodos
conocidos en la técnica y descritos, por ejemplo, en Sambrook et al. (Molecular Cloning) a partir de las
cepas/organismos respectivos. Sin embargo, se entiende que el ADN que codifica una GTP ciclohidrolasa Il a
construir/mutar segun la presente invencion también se puede preparar en base a una secuencia de ADN producida,
por ejemplo mediante construccion de un gen sintético mediante métodos conocidos en la técnica (como se
describe, por ejemplo, en el documento EP 747483).

El polinucledtido de la invencién puede ser un polinucleétido aislado, es decir, un polinucleétido que esta
sustancialmente libre de otras secuencias de acidos nucleicos, tales como, pero sin limitarse a, otro ADN y ARN
cromosémico y extracromosomico. Para obtener polinucledtidos aislados, se pueden usar métodos de purificacion
de acidos nucleicos convencionales, conocidos por la persona experta en la técnica. El término también abarca
polinucledtidos recombinantes y polinucledtidos sintetizados quimicamente.

En todavia otras realizaciones, la invencion se refiere a un polinucleétido funcional en el que un promotor, un sitio de
union al ribosoma, si es necesario como en el caso de células bacterianas, y un terminador estan operablemente
enlazados con un polinucleétido segun la invencién. En todavia una realizacién adicional, la invencion se refiere a un
vector o plasmido que comprende tal polinucleétido. El vector o plasmido comprende preferiblemente al menos un
gen marcador. La expresion “operablemente enlazado”, como se usa aqui, se refiere a la asociacion de secuencias
de acidos nucleicos en un unico fragmento de acido nucleico de manera que la funcién de una se ve afectada por la
otra. Por ejemplo, un promotor esta operablemente enlazado con una secuencia codificante cuando es capaz de
afectar a la expresion de esa secuencia codificante, es decir, la secuencia codificante esta bajo el control
transcripcional del promotor. Las secuencias codificantes pueden estar operablemente enlazadas a secuencias
reguladoras en orientacion sentido o antisentido. El término “expresion” se refiere a la transcripcion de una
secuencia de ADN en ARNm y/o a la traduccion de ARNm en una secuencia de aminoacidos. El término
“sobreexpresion” significa la produccion de un producto génico en un organismo modificado (por ejemplo, modificado
mediante transformaciéon o transfeccion) que excede los niveles de produccion en el organismo no modificado
correspondiente desregulando la expresion del gen y/o multiplicando el propio gen dentro del organismo.

Una vez que se han obtenido secuencias de ADN completas de la presente invencién, se pueden integrar en
vectores o se pueden introducir directamente en el genoma de un organismo hospedante mediante métodos
conocidos en la técnica y descritos en, por ejemplo, Sambrook et al. (s.a.) para (sobre)expresar en sistemas
hospedantes apropiados el polipéptido codificado. Sin embargo, un experto en la técnica sabe que también las
propias secuencias de ADN se pueden usar para transformar los sistemas hospedantes adecuados de la invencion
para obtener la (sobre)expresion del polipéptido codificado.

Las células hospedantes adecuadas pueden ser células eucariotas o procariotas. Los ejemplos de células
hospedantes adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células bacterianas tales como células de cianobacterias,
estreptococos, estafilococos, enterococos, por ejemplo bacilos como, por ejemplo, Bacillus subtilis, o Streptomyces,
como por ejemplo Streptomyces lividans o Streptococcus pneumoniae, E. coli como, por ejemplo cepas de E. coli
K12, por ejemplo M15 o HB 101. Las células hospedantes pueden ser una célula fungica, incluyendo células de
levadura, tales como células de Aspergilli, por ejemplo Aspergillus niger o Aspergillus oryzae, Trichoderma, por
ejemplo Trichoderma reesei, Ashbya, por ejemplo Ashbya gossypii, Eremothecium, por ejemplo Eremothecium
ashbyii, Saccharomyces, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Candida, por ejemplo Candida flareri, Pichia, por
efemplo Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, por ejemplo H. polymorpha (DSM 5215), y Kluyveromyces. Una
célula hospedante adecuada se puede seleccionar ademas de células animales, incluyendo células de mamiferos,
tales como por ejemplo CHO, COS, HelLa, 3T3, BHK, 293, CV-1 y células de insectos como células de Drosophila
S2 y Spodoptera Sf9; y células vegetales tales como células de una gimnosperma o angiosperma.

Los vectores que se pueden usar para la expresidon en hongos son conocidos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en el documento EP 420358, o por Cullen et al. (Bio/Technology 5, 369-376, 1987), Ward (en Molecular
Industrial Mycology, Systems and Applications for Filamentous Fungi, Marcel Dekker, Nueva York, 1991), Upshall et
al. (Bio/Technology 5, 1301-1304, 1987), Gwynne et al. (Bio/Technology 5, 71-79, 1987), o Punt et al. (J. Biotechnol.
17, 19-34, 1991), y para levadura, por Sreekrishna et al. (J. Basic Microbiol. 28, 265-278, 1988; Biochemistry 28,
4117-4125, 1989), Hitzemann et al. (Nature 293, 717-722, 1981) o en los documentos EP 183070, EP 183071, EP
248227, o EP 263311. Los vectores adecuados que se pueden usar para la expresién en E. coli son conocidos en la
técnica, como se describe por Sambrook et al. (s.a.). Los vectores que se pueden usar para la expresiéon en Bacilli
son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en los documentos EP 207459 o EP 405370, por Yansura y
Henner en Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 439-443 (1984), o por Henner, Le Grice y Nagarajan en Meth. Enzymol.
185, 199-228, 1990. Los vectores que se pueden usar para la expresion en H. polymorpha son conocidos en la
técnica, como se describe, por ejemplo, en Gellissen et al., Biotechnology 9, 291-295, 1991.
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Cualquiera de tales vectores ya poseen elementos reguladores, por ejemplo promotores, o los polinucleétidos de la
presente invencion se pueden manipular mediante ingenieria para que contengan tales elementos. Los elementos
promotores adecuados que se pueden usar son conocidos en la técnica, y son, por ejemplo, para Trichoderma
reesei, el promotor cbh1 o pki1, para Aspergillus oryzae el promotor amy, y para Aspergillus niger, el promotor glaA,
alcA, aphA, tpiA, gpdA y pkiA. Los elementos promotores adecuados que se pueden usar para la expresion en
levadura son conocidos en la técnica, y son, por ejemplo, el promotor pho5 o gap para la expresion en
Saccharomyces cerevisiae, y por ejemplo el promotor aox1 para Pichia pastoris, o el promotor FMD o MOX para H.
polymorpha.

Los promotores y vectores adecuados para la expresion bacteriana incluyen, por ejemplo, un promotor sintético
descrito por Giacomini et al. (Gene 144, 17-24, 1994), el promotor vegl de Bacillus subtilis, o el promotor T5 de
bacteriéfago fuerte. Las ensefianzas apropiadas para la expresion de las enzimas GTP ciclohidrolasa Il (mutantes)
reivindicadas en bacterias, ya sea mediante plasmidos apropiados o a través de la integracién de secuencias de
ADN que codifican GTP ciclohidrolasa Il en el ADN cromosémico, se pueden encontrar en muchos lugares, por
ejemplo la patente US n° 6.322.995.

En consecuencia, los vectores que comprenden un polinucledtido de la presente invencién, preferiblemente para la
expresion de dichos polinucledtidos en hospedantes bacterianos, fungicos, animales o vegetales, y tales
hospedantes bacterianos o fungicos, animales o vegetales transformados también son un objeto de la presente
invencion.

La invencion se refiere ademas a un método para producir riboflavina, un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o uno
0 mas de sus derivados, que comprende:

(a) cultivar la célula hospedante de la invencién en un medio adecuado en condiciones que permitan la
expresion en dicha célula hospedante de la GTP ciclohidrolasa Il modificada; y

(b) opcionalmente separar el producto (riboflavina, un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o uno o mas de
sus derivados) del medio.

Tal método se puede usar para la produccion biotecnoldgica de uno o mas de los siguientes productos: riboflavina,
un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o uno o mas de sus derivados. Tales derivados pueden incluir
flavoproteinas.

Los métodos de manipulacion genética y metabdlica mediante ingenieria de células hospedantes adecuadas segun
la presente invencion son conocidos por la persona experta en la técnica. De forma similar, los métodos de
purificacion (potencialmente) adecuados para riboflavina, un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o uno o mas de
sus derivados, son bien conocidos en el campo de la biosintesis quimica fina y de la produccion.

Se entiende que los métodos para la produccion biotecnolégica de un producto de riboflavina, un precursor de
riboflavina, FMN, FAD, o uno o mas de sus derivados segun la presente invencién no estan limitados a
procedimientos de fermentacion de células completas como se describe anteriormente, sino que también pueden
usar, por ejemplo, células hospedantes permeabilizadas, extractos celulares brutos, extractos celulares aclarados de
restos celulares mediante, por ejemplo, centrifugacion o filtracion, o incluso rutas de reaccion reconstituidas con
enzimas aisladas. También las combinaciones de tales procedimientos estan dentro del alcance de la presente
invencién. En el caso de la biosintesis libre de células (tal como con rutas de reaccién reconstituidas), es irrelevante
si las enzimas aisladas se han preparado mediante y aislado de una célula hospedante, mediante
transcripcion/traduccion in vitro, o todavia por otros medios.

La invencion se refiere ademas a un método para producir una GTP ciclohidrolasa Il modificada de la invencioén, que
comprende:

(a) cultivar una célula hospedante de la invenciéon en condiciones que permitan la expresién de la GTP
ciclohidrolasa Il modificada de la invencion; y

(b) recuperar la GTP ciclohidrolasa Il modificada a partir de células o a partir del medio.

Las enzimas de GTP ciclohidrolasa Il modificadas de la invencion se pueden preparar a partir de células
hospedantes manipuladas genéticamente mediante ingenieria que comprenden sistemas de expresion apropiados.

Para la produccion recombinante de los polipéptidos de la invencion, las células hospedantes se pueden manipular
genéticamente mediante ingenieria para incorporar polinucleétidos o vectores o plasmidos de la invencién. La
introduccién de un polinucledtido o vector en la célula hospedante se puede efectuar mediante métodos estandar
conocidos en la técnica, tales como transfeccion con fosfato de calcio, transfecciéon mediada por DEAE-dextrano,
microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos cationicos, electroporacion, transduccion, introduccion balistica e
infeccion.
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Para producir las enzimas de GTP ciclohidrolasa Il modificadas de la invencion, se puede usar una gran variedad de
sistemas de expresion. Tales vectores incluyen, entre otros, los descritos mas arriba. Generalmente, a este
respecto, para la expresion, se puede usar cualquier sistema o vector adecuado para mantener, propagar o expresar
polinucledtidos y/o para expresar un polipéptido en un hospedante.

En sistemas de expresién recombinantes en eucariotas, para la secrecion de una proteina traducida a la luz del
reticulo endoplasmico, al espacio periplasmico o al medio extracelular, se pueden incorporar en el polipéptido
expresado sefales de secreciéon apropiadas. Estas sefiales pueden ser enddgenas al polipéptido, o pueden ser
sefales heterdlogas.

Los polipéptidos de la invencion se pueden recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes
mediante métodos bien conocidos que incluyen precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccion acida,
cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia con fosfocelulosa, cromatografia de interaccion
hidroéfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia con hidroxiapatita, y cromatografia de liquidos de altas
prestaciones. Cuando el polipéptido se desnaturaliza durante el aislamiento y/o purificacion, para regenerar la
conformacion activa se pueden emplear técnicas bien conocidas para el replegamiento proteico.

Las enzimas de GTP ciclohidrolasa Il de la presente invenciéon también se pueden expresar en plantas segun
métodos como se describen, por ejemplo, por Pen et al. en Bio/Technology 11, 811-814, 1994 o en el documento EP
449375, preferiblemente en semillas, como se describe, por ejemplo, en el documento EP 449376. Algunos ejemplos
adecuados de promotores y terminadores incluyen aquellos de los genes de nopalina sintasa (nos), de octopina
sintasa (ocs) y del virus del mosaico de la coliflor (CaMV). Un tipo de promotor vegetal eficiente que se puede usar
es un promotor vegetal de alto nivel. Tales promotores, en enlazamiento operable con las secuencias genéticas de
la presente invencién, deberian ser capaces de promover la expresion de un producto génico de la presente
invencién. Los promotores vegetales de alto nivel que se pueden usar en esta invencion incluyen el promotor de la
subunidad pequefa (ss) de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa, por ejemplo de haba de soja, y el promotor de la
proteina de unién a clorofila a/b.

Cuando se desea una produccion comercial de las actuales proteinas, se puede aplicar una variedad de
metodologias de cultivo. Por ejemplo, la produccién a gran escala de un producto génico especifico, sobreexpresado
a partir de un hospedante microbiano recombinante, se puede lograr tanto mediante metodologias de cultivo
discontinuas o continuas. Los métodos de cultivo discontinuos o alimentado discontinuo son habituales y bien
conocidos en la técnica, y los ejemplos se han descrito por Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of
Industrial Microbiology, Segunda Edicion (1989), Sinauer Associates, Inc., Sunderland, Mass., o Deshpande, Appl.
Biochem. Biotechnol. 36, 227-234, 1992. Los métodos para modular nutrientes y factores de crecimiento para
procesos de cultivo continuos, asi como las técnicas para maximizar la velocidad de formacién de productos, son
bien conocidos en la técnica de la microbiologia industrial, y en Brock, mas arriba, se detalla una variedad de
métodos.

Los medios de fermentacion pueden contener ademas sustratos de carbono adecuados. Los sustratos adecuados
pueden incluir, pero no se limitan a, monosacaridos tales como glucosa o fructosa, oligosacaridos tales como lactosa
0 sacarosa, polisacaridos tales como almidén o celulosa, o sus mezclas, y mezclas sin purificar a partir de materias
primas renovables. Se contempla que la fuente de carbono utilizada en la presente invencién puede englobar una
amplia variedad de sustratos que contienen carbono, y sélo estara limitada por la eleccion del organismo.

La invencion se refiere ademas a un método para la preparacion de una GTP ciclohidrolasa Il que tiene una mayor
actividad especifica, que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar un polinucleétido que codifica una primera GTP ciclohidrolasa Il con una actividad especifica
que se va a incrementar en al menos alrededor de 10%;

(b) introducir una o mas sustituciones en la secuencia polinucleotidica de manera que la secuencia
polinucleotidica modificada codifica una GTP ciclohidrolasa Il modificada seleccionada de Bacillus que
muestra un incremento en la actividad especifica de al menos alrededor de 10% en comparacion con la
enzima no modificada correspondiente, en la que se han sustituido restos de aminoacidos en las posiciones
que corresponden a las posiciones 261, 270, 276, 279, 308 y/o 347 de SEC ID NO:2, conduciendo por
ejemplo a sustituciones a restos de aminoéacidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) alanina en una posicion correspondiente a la posicion 261 de SEC ID NO:2,
(b) alanina en una posicion correspondiente a la posicion 270 de SEC ID NO:2,
(c) treonina en una posicion correspondiente a la posicion 276 de SEC ID NO:2,
(d) arginina en una posicion correspondiente a la posicion 279 de SEC ID NO:2,

(e) arginina en una posicion correspondiente a la posicién 308 de SEC ID NO:2, y
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(f) isoleucina en una posicion correspondiente a la posicion 347 de SEC ID NO:2
(c) insertar opcionalmente el polinucle6tido modificado en un vector o plasmido;
(d) introducir el polinucleétido o el vector o plasmido en una célula hospedante adecuada; y

(e) cultivar la célula hospedante en condiciones que permiten la expresion de la GTP ciclohidrolasa Il
modificada.

En una realizacién, la etapa (c) o el método descrito anteriormente se lleva a cabo via mutagénesis saturada. Sin
embargo, se entiende que éste puede no ser el unico camino para definir el aminoacido que deberia sustituir un
aminoacido en una posicion dada de la GTP ciclohidrolasa Il de tipo salvaje a fin de obtener una GTP ciclohidrolasa
Il modificada con mayor actividad especifica, como se define aqui.

La preparacion de una GTP ciclohidrolasa Il modificada que tiene mayor actividad especifica a partir de una GTP
ciclohidrolasa Il no modificada como se describe anteriormente, por ejemplo via mutagénesis saturada, incluye, pero
no se limita a, la preparacion de proteinas de GTP ciclohidrolasa Il mutadas a partir de proteinas no modificadas
como la Figura 1 o en la Tabla 4, en particular aquellas identificadas mediante SEC ID NOs:2, 39, 41, y 43, tales
como por ejemplo las proteinas de GTP ciclohidrolasa Il no modificadas de Bacillus subtilis. Los cebadores usados
para la reaccion de PCR son tales que un cebador, por ejemplo el cebador sentido, puede contener una secuencia
nucleotidica mutada, y el otro cebador, por ejemplo el cebador antisentido, puede contener la secuencia nucleotidica
de tipo salvaje. La PCR con estos pares de cebadores y ADN genémico del ribA de tipo salvaje puede dar como
resultado un producto de PCR que posee la mutacién particular en una posicion dada, dependiendo de la secuencia
nucleotidica mutada del cebador usado. Tras la purificacién de los productos de la PCR resultantes usando métodos
estandar como, por ejemplo, el kit de purificacion mediante PCR QIlAquick (Qiagen), el ADN se puede cortar con
enzimas de restriccion tales como BamHI y EcoRl, se puede ligar en un vector adecuado, por ejemplo pQEG0, y se
puede transformar en una cepa que es negativa para GTP ciclohidrolasa Il. Un ejemplo de tal cepa es la cepa Rib7
de E. coli (Richter et al., J. Bacteriol. 175, 4045-4051, 1993) que contiene el plasmido pREP4. Tras la continuacion
de la secuencia correcta mediante secuenciacion de ADN, la RibA mutada se puede purificar y caracterizar como se
describe anteriormente.

Las realizaciones preferidas de este método corresponden a las realizaciones preferidas de la GTP ciclohidrolasa Il
modificada, los polinucleétidos que la codifican, los vectores y plasmidos, las células hospedantes, y los métodos
descritos aqui. La GTP ciclohidrolasa Il primera y segunda corresponden a la GTP ciclohidrolasa Il no modificada y
modificada, respectivamente (véase mas arriba).

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un polinucleétido que comprende una secuencia de &cido
nucleico que codifica una GTP ciclohidrolasa Il modificada como se describe anteriormente, un vector,
preferiblemente un vector de expresion, que comprende tal polinucleétido, una célula hospedante que se ha
transformado mediante tal polinucleétido o vector, un procedimiento para la preparacion de una GTP ciclohidrolasa |l
de la presente invencion, en el que la célula hospedante como se describe anteriormente se cultiva en condiciones
de cultivo adecuadas y la GTP ciclohidrolasa Il se aisla de tal célula hospedante o del medio de cultivo mediante
métodos conocidos en la técnica, y un procedimiento para la produccion biotecnolédgico de riboflavina, un precursor
de riboflavina, FMN, FAD, o uno o mas derivados de los mismos, basado en una célula hospedante que se ha
transformado mediante tal polinucleétido o vector, y/o que puede tener integrado de forma estable tal polinucleétido
€n su cromosoma O Cromosomas.

Ademas, es un objeto de la presente invencion proporcionar una secuencia de ADN que se puede obtener mediante
el método denominado de reaccion en cadena de la polimerasa (“PCR”) mediante cebadores de PCR disefiados en
base a las secuencias de ADN descritas especificamente de la presente invencion. Se entiende que las secuencias
de ADN asi obtenidas codifican enzimas de GTP ciclohidrolasa Il con al menos la misma distribucién que aquellas a
partir de las que se disefian, y muestran propiedades de actividad comparables.

Las diversas realizaciones de la invencién descritas aqui se pueden combinar de forma cruzada.

Figura 1: Alineamiento de multiples secuencias calculado mediante el programa PILEUP del paquete de programa
GCG de 92 secuencias de GTP ciclohidrolasa Il encontradas por el programa BLASTN usando bases de datos
estandar como SWISS-PROT y TrEMBL (Candida guilliermondii, Ashbya gossypii, Saccharomyces cerevisiae,
Neurospora crassa, Schizosaccharomyces pombe, Archaeoglobus fulgidus, Streptomyces coelicolor, Helicobacter
pylori J99, Helicobacter pylori, Pyrococcus furiosus, Thermotoga maritima, Chlamydia muridarum, Chlamydia
trachomatis, Chlamydia caviae GPIC, Arabidopsis thaliana, Lycopersicum esculentum, Oryza sativa, Alcaligenes
eutrophus, Neisseria meningitidis (serogrupo A), Neisseria meningitidis (serogrupo B, dos enzimas de GTP
ciclohidrolasa Il), Pseudomonas putida (dos enzimas de GTP ciclohidrolasa Il), Pseudomonas syringae (dos enzimas
de GTP ciclohidrolasa |Il), Actinobacillus actinomycetemcomitans (Haemophilus actinomycetemcomitans),
Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida, Escherichia coli, Escherichia coli O6, Salmonella typhimurium,
Yersinia pestis, Buchnera aphidicola (subsp. Acyrthosiphon pisum) (Acyrthosiphon pisum bacteria simbidtica),
Buchnera aphidicola (subsp. Schizaphis graminum), Wigglesworthia glossinidia brevipalpis, Buchnera aphidicola
(subsp. Baizongia pistaciae), Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Corynebacterium efficiens,
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Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes (Brevibacterium ammoniagenes), Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Lactococcus lactis (Streptococcus lactis),
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Clostridium acetobutylicum, Fusobacterium nucleatum,
Anabaena spec., Synechocystis spec., Synechococcus elongatus (Thermosynechococcus elongatus), Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus halodurans, Clostridium perfringens, Clostridium tetani,
Chlorobium  tepidum, Aquifex aeolicus, Leptospira interrogans, Deinococcus radiodurans, Bacteroides
thetaiotaomicron, Caulobacter crescentus, Coxiella burnetii, Rhizobium etli, Lactobacillus plantarum, Pseudomonas
glumae, Streptomyces avermitilis, Photobacterium phosphoreum, Azospirillum brasilense, Agrobacterium
tumefaciens, Rhizobium meliloti (Sinorhizobium meliloti), Brucella melitensis, Brucella suis, Rhizobium loti
(Mesorhizobium loti), Nitrosomonas europaea, Ralstonia solanacearum (Pseudomonas solanacearum),
Xanthomonas axonopodis, Xanthomonas campestris, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio cholerae,
Vibrio fischeri, Shewanella oneidensis, Photobacterium phosphoreum, Photobacterium leiognathi, Pseudomonas
aeruginosa, Dehalospirillum multivorans, Xylella fastidiosa). La numeracién se refiere al alineamiento realizado.
Algunas de las secuencias de aminoacidos codifican una enzima que tiene justo la actividad de GTP ciclohidrolasa Il
como las enzimas de Ashbya gossypii, Streptomyces coelicolor, Helicobacter pylori J99, Heliobacter pylori,
Arabidopsis thaliana, Alcaligenes eutrophus, Neisseria meningitidis (serogrupo A), Neisseria meningitidis (serogrupo
B), Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae, Actinobacillus actinomycetemcomitans (Haemophilus
actinomycetemcomitans), Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida, Escherichia coli, Escherichia coli 06,
Salmonella typhimurium, Yersinia pestis, Buchnera aphidicola (subsp. Acyrthosiphon pisum) (Acyrthosiphon pisum
bacteria simbidtica), Buchnera aphidicola (subsp. Schizaphis graminum), Wigglesworthia glossinidia brevipalpis,
Buchnera aphidicola (subsp. Baizongia pistaciae), Pseudomonas glumae, Streptomyces avermitilis, o
Photobacterium phosphoreum. Otras enzimas como la enzima RibA de B. subtilis contienen, ademas, un dominio
que tiene actividad de DHBP sintasa. La secuencia de aminoacidos de RibA procedente de B. subtilis esta
subrayada. Las posiciones que son homdlogas/equivalentes a los restos de aminoacidos encontrados que tienen un
efecto positivo sobre la actividad especifica (restos de aminoacidos 261, 270, 276, 279, 308, 347) y sobre la
sensibilidad a proteasas (196) de RibA de B. subtilis, y que se discuten en uno de los siguientes ejemplos, estan en
letras negritas. La numeracién usada para esas posiciones se realiza segun la secuencia de aminoacidos de tipo
salvaje de B. subtilis. La figura comienza con el nombre de las secuencias usadas, el nimero de acceso de la base
de datos, y entre paréntesis el organismo fuente de la secuencia.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran adicionalmente la invencion.
Ejemplo 1: Medida de la actividad de GTP ciclohidrolasa Il y determinacion de la actividad especifica

La actividad enzimatica usada para medir la actividad de GTP ciclohidrolasa Il se adapté de (J. Biol. Chem. 276,
22273-22277, 2001). El tampon de ensayo final contenia 50 mM de Tris/HCI, pH 8,5, 10 mM de MgCl,, 7,5 mM de
mercaptoetanol, 2,5 mM de GTP y 0,1 mg/ml de seroalbumina bovina. Tras la purificacion (véase el Ejemplo 5), la
enzima se mantuvo en un tampén que contiene 50 mM de Tris/HCI, pH 8,5, 10 mM de MgCly, 7,5 mM de
mercaptoetanol, y 10% de glicerol. El sustrato se afiadio a la enzima, y se sigui6 durante 20-30 min. la absorcion a
310 nm, a la que GTP no muestra absorcion. La mezcla de reaccion final contenia entre 0,02 y 0,04 mg/ml de GTP
ciclohidrolasa Il procedente de B. subtilis o uno de los mutantes como se muestra en la Tabla 1 6 2. Para el calculo
de la actividad, se usé un coeficiente de absorcion de 6,28 [mM'1 cm1] para DRAPP. La determinacién de proteinas
se realiz6 con el ensayo de proteinas de Bio-Rad (numero de Catalogo 500-0002, Bio-Rad Laboratories AG,
Nenzlingerweg 2, CH-4153 Reinach, Suiza).

Segun la definiciéon de “actividad especifica” dada anteriormente, una unidad es la cantidad de RibA que cataliza la
formacion de 1 umol de DRAPP por minuto en las condiciones como se describe anteriormente. La actividad
especifica es la actividad de DRAPP que se forma por 1 mg de RibA por minuto en las condiciones como se
describe anteriormente. Usando las definiciones mencionadas anteriormente, la actividad especifica de GTP
ciclohidrolasa Il de la proteina RibA etiquetada con Hisg de B. subtilis fue 0,115 U/mg.

Ejemplo 2: Ensayo de la calidad del ensayo enzimatico

Un ensayo 6ptimo deberia cumplir un nimero de requisitos, tal como linealidad con la concentracién enzimatica y
linealidad con el tiempo. Usando las condiciones descritas en el Ejemplo 1 y 22 png de enzima, se sigui6é durante 25
min. el incremento en la absorcion a 310 nm. Para ensayar en qué intervalo el ensayo es lineal con la concentracion
enzimatica, se ensayo la dependencia del ensayo con la concentracion enzimatica creciente (0-40 pg de RibA
etiquetada con Hisg). El ensayo demostro ser lineal a lo largo de 25 min. y entre 0 y 40 ng de RibA etiquetada con
Hisgs de B. subtilis.

Tras esto, se ensay6 la dependencia de la actividad de GTP ciclohidrolasa Il de RibA etiquetada con Hisg de B.
subtilis sobre la concentracion de GTP. Se usaron las condiciones como se describe en el Ejemplo 1. Sin embargo,
la concentracion de GTP varié de 0,05 a 2,5 mM de concentracion final. Los datos indican un valor K, para GTP de
0,07 mM, y una actividad especifica de alrededor de 115 mU/mg de proteina a 37°C para la actividad de GTP
ciclohidrolasa Il de la enzima RibA etiquetada con Hise de B. subfilis. Los experimentos de este ejemplo mostraron
que el ensayo de actividad de GTP ciclohidrolasa Il es, de hecho, lineal con el tiempo y con la concentracién de
enzima (GTP ciclohidrolasa Il), y que, en las condiciones dadas para GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis, una
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concentracion de GTP de 2,5 mM puede ser 6ptima para permitir medidas fiables de la actividad especifica de la
enzima.

Ejemplo 3: Aislamiento de ADN gendmico a partir de Bacillus subtilis

Se hizo crecer B. subtilis a 30°C en caldo de infusion de ternera lechal (Becton Dickinson, Sparks, MD 21152, USA)
toda la noche. Se transfirieron 1,5 ml de cultivo a un tubo de 1,5 ml y se centrifugd. El pelete celular se resuspendio
en 0,5 ml de tampon de suspension (50 mM de Tris/HCI, pH 7,5, 50 mM de Na,EDTA, 15% de sacarosa y 1 mg/ml
de lisozima recientemente afiadida). Después de 10 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se afadio 1 pl
de dietiloxidiformiato. Después, se afiadieron 10 ul de disolucién de SDS al 10% y el tubo se invirtié varias veces. El
tubo se incubd durante 5 min. a 70°C para liberar el ADN bacteriano. Se afiadieron 50 pl de acetato de potasio 5 M,
el tubo se enfrié en hielo y se dejo alli durante 45 min. Después de esto, la muestra se centrifugd durante 30 min. a
4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo de 1,5 ml, que se llené (hasta 1,5 ml) con etanol a temperatura
ambiente. Después de 5 min. de centrifugacion, el sobrenadante se desechd y el pelete de ADN se sec6. Después,
el ADN se lavo con etanol al 70% y al 96%, y se disolvié en 10 mM de Tris/HCI, pH 7,5, 1 mM de EDTA, y 10 pg/ml
de RNase A.

Ejemplo 4: Construccion de los plasmidos de expresion para expresar ribA que codifica GTP ciclohidrolasa
Il y DHBP sintasa a partir de B. subtilis y sus mutantes

La clonacion del gen ribA (SEC ID NO:1) de B. subtilis que codifica la GTP ciclohidrolasa Il y la DHBP sintasa se
realizé mediante PCR. EI ADN gendmico de B. subtilis se aisld segun el Ejemplo 3. 100 ng de este ADN o de un
molde que codifica una forma mutada del gen ribA se usaron para una PCR usando los cebadores RibA 1S (SEC ID
NO:27) y RibA 1AS (SEC ID NO:28). Se usaron las siguientes condiciones de PCR: 2 uM de cada cebador, 0,2 mM
de cada nucledtido, 2,5 U de una ADN polimerasa de correccién (Stratagene, Gebouw California, 1101 CB
Amsterdam Zuidoost, Paises Bajos), y 100 ng de ADN gendmico en el tampdén apropiado segun se suministra junto
con la ADN polimerasa.

La regulacion de la temperatura fue la siguiente:
Etapa 1: 3 min. a 95°C
Etapa 2: 30 s a 95°C
Etapa 3: 30 s a 52°C
Etapa 4: 60 s a 72°C
Las etapas 2 a 4 se repitieron 30 veces.

El producto de la PCR de 1,3 kb se us6 como molde para PCR 2, en la que el cebador RibA 1S se sustituyé por el
cebador RibA 2S (SEC ID NO:29). El producto PCR de esta reaccion (SEC ID NO:3), que codifica una version N-
terminalmente etiquetada con Hisg de RibA de B. subtilis (SEC ID NO:4), se separé mediante electroforesis en gel de
agarosa, se eluyoé del gel, se digirié con EcoRI y BamHlI, y se ligé en el vector pQE60 digerido con EcoRIl y BamHI
(Qiagen AG, Hilden, Alemania). El plasmido se denominé pQE60ribANhis.

Ejemplo 5: Caracterizacion de las enzimas de tipo salvaje y mutantes

La generacién de enzimas mutadas se llevd a cabo usando métodos descritos anteriormente y que son conocidos
por la persona experta en la técnica. Los mutantes de RibA de B. subtilis que se investigaron adicionalmente se
representan en la Tabla 1. Todos los genes mutantes se clonaron en un vector pQE60 como se describe en el
Ejemplo 4. Todos los constructos finales contenian una etiqueta de Hiss N-terminal.

Tabla 1: Mutantes de Rib A como se definen mediante los intercambios de aminoacidos en comparacion con la
proteina RibA de tipo salvaje de B. subtilis (el nimero define las posiciones de aminoacidos respectivas en SEC ID

NO:2)
Mutante SEC ID NO (ADN) SEC ID NO (proteina)
RibA M347I 9 10
RibA G270R 23 24
RibA K220E,G270A 19 20
RibA Y196C,A276T,A282T (PCR III) 11 12
RibA Y196C,A276T 5 6
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Mutante SEC ID NO (ADN) SEC ID NO (proteina)
RibA Y196C,V261A 7 8

RibA Y196C,V261A,A276T 25 26

RibA Y196C,A276T,A282T,M3471 13 14

RibA Y196C,A276T,Q279R,A282T, M347I 15 16

RibA Y196C,A276T,Q279R,A282T, K308R,M347I (constructo C) 17 18

RibA Y196C,A276T,Q279R,A282T, K308R,F325Y,M347I 21 22
(constructo E)

Las enzimas mutantes de RibA se expresaron a partir de los plasmidos del Ejemplo 4 y se purificaron como se
describe en “The QiaExpressionist”, Qiagen, Hilden, Alemania, Marzo de 2001, 52 edicion. Las propiedades
enzimaticas de las enzimas purificadas (mutantes de RibA) se analizaron como se describe en los Ejemplos 1y 2.
La Tabla 2 compara las actividades especificas de GTP ciclohidrolasa Il de los mutantes de RibA (véase la Tabla 1)
con la de la GTP ciclohidrolasa Il de la RibA de tipo salvaje de B. subtilis. La actividad se midié usando las versiones
enzimaticas etiquetadas con Hisg N-terminalmente de RibA como se describe en el Ejemplo 4. Los nimeros definen
las posiciones de aminoacidos respectivas en SEC ID NO:2.

Tabla 2: Comparacion de las actividades especificas de GTP ciclohidrolasa Il de RibAs de B. subtilis mutadas y de
tipo salvaje (WT) (todas etiquetadas con Hisg N-terminalmente)

Mutaciones Actividad especifica (en % con respecto a RibA de tipo
salvaje)
WT 100
M347I 120
G270R 140
G270A,(K220E) 160
(Y196C),A276T,(A282T) 160
(Y196C),A276T 160
(Y196C),V261A 160
(Y196C),V261A,A276T 160
(Y196C),A276T,(A282T),M347I 180
(Y196C),A276T,Q279R, (A282T),M347I 185
(Y196C),A276T,Q279R,(A282T),K308R, M347I 201
(Y196C),A276T,Q279R,(A282T),K308R,(F325Y),M347I 200

Las sustituciones de aminoacidos entre paréntesis no tienen muy probablemente efecto sobre la actividad de GTP
ciclohidrolasa Il de los mutantes. El intercambio de aminoacidos Y196C reduce la sensibilidad de RibA a las
proteasas.

Ejemplo 6: Construccion de cepas de B. subtilis recombinantes que sobreexpresan mutantes de RibA que
muestran una mayor actividad especifica de GTP ciclohidrolasa Il

En el siguiente ejemplo, las secuencias polinucleotidicas de RibA mutado de Y196C,A276T,A282T (PCR Ill), RibA
Y196C,A276T,Q279R,A282T,K308R,M3471
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(constructo C), y RibA Y196C,A276T,Q279R,A282T,K308R,F325Y,M347I (constructo E) se introdujeron en primer
lugar en un vector que contiene el promotor constitutivo fuerte Peg, y después se manipularon posteriormente en E.
coli. La transformaciéon de un microorganismo de B. subtilis competente natural con la secuencia polinucleotidica y
las secuencias del vector de flanqueo da como resultado una cepa de B. subtilis que sobreexpresa el ribA mutado.
Para la construccion de la secuencia polinucleotidica y de las cepas de B. subtilis se usaron técnicas estandar de
ADN recombinante. Véanse, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual (22 Ed.), Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1989), y Harwood y Cutting, Molecular Biology Methods for Bacillus, John Wiley
and Sons (1990).

Para amplificar el ribA mutado, se amplific6 mediante PCR, usando ADN procedente de un plasmido que contiene
los mutantes PCR lll, constructo C o constructo E, y como cebadores RibANde+1 (SEC ID NO:30) y RibA4AS (SEC
ID NO:31), un fragmento de ADN de 1,2 kb que contiene toda la secuencia codificante de ribA.

Las condiciones de reaccién para la reaccion de PCR consistieron en 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C durante
1 min., recombinacion a 52°C durante 1 min., y extension a 72°C durante 2 min. Para minimizar los errores
generados por la PCR, se usd la Pfu Turbo DNA polymerase (Stratagene, Gebouw California, 1101 CB Amsterdam
Zuidoost, Paises Bajos). Los productos de la PCR se purificaron usando el kit de purificacion de PCR QlAquick
(Qiagen), y se digirieron doblemente usando Ndel y BamHI. Los productos de la PCR digeridos se clonaron en el
vector pXI16 (Huembelin et al., J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 22, 1-7, 1999), que consiste en enzimas de restriccion
adecuadas para la clonacién de secuencias polinucleotidicas inmediatamente en direccion 3’ del promotor
constitutivo fuerte Pyeg de B. subtilis. El vector pXI16 también contiene el terminador transcripcional cryT procedente
de B. thuringiensis, las secuencias de flanqueo de sacB para la recombinacién homadloga en el genoma de B. subtilis
mediante un suceso de doble intercambio genético, y un marcador de resistencia a eritromicina. El hecho de que
cada plasmido contuviese el ribA mutado se confirmé mediante secuenciacién de ADN.

Cada plasmido se digiri6 con Apal para eliminar la regién espaciadora del promotor P.g, se religd y se digirid
nuevamente con Fspl, y se transformé en células de B. subtilis 1012 competentes naturales. Los transformantes se
seleccionaron en placas TBAB (triptosa sangre agar base, Becton Dickinson, Sparks, MD 21152, USA) que contiene
eritromicina a una concentracion final de 2 pg/ml. La secuenciacién de ADN verific6 que las secuencias
polinucleotidicas de ribA mutadas fueron correctas en estas cepas. La sobreproduccion de riboflavina se ensayo
segun el Ejemplo 7.

Las secuencias polinucleotidicas de ribA mutadas conducidas por el promotor P,y se introdujeron en la cepa
RB50::(pRF69).::(pPRF93)y, de B. subtilis que sobreproduce riboflavina, que se ha descrito en Perkins et al., J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. 22:8-18 (1999), mediante transduccion generalizada. Las técnicas estandar usando el PBS 1
bacteriéfago se emplearon segin Harwood y Cutting, Molecular Biology Methods for Bacillus, John Wiley and Sons
(1990). Los transductantes se seleccionaron en placas de TBAB que contienen eritromicina hasta una concentracion
final de 2 pg/ml. Los transformantes se comprobaron mediante andlisis de PCR y secuenciacion de ADN, para
verificar la insercién correcta de la secuencia polinucleotidica de ribA mutada.

Ejemplo 7: Produccion mejorada de riboflavina usando una GTP ciclohidrolasa Il con actividad especifica
incrementada

Para ensayar el efecto in vivo de mutaciones que afectan a la actividad especifica de GTP ciclohidrolasa I, se
introdujeron los mutantes de GTP ciclohidrolasa Il (RibA) de Bacillus subtilis PCR 11, constructo C, o constructo E en
cepas de B. subtilis que sobreproducen riboflavina, tales como la cepa RB50::(pRF69),::(pPRF93)n (Perkins et al, J.
Ind. Microbiol. Biotechnol. 22, 8-18, 1999), por ejemplo en el locus de sacB. La produccién de riboflavina se comparé
directamente en dos cepas recombinantes de B. subtilis que difieren solamente por la presencia o ausencia de las
mutaciones en el gen ribA. El cultivo de las cepas de Bacillus se realizé como se describe en el Ejemplo 8.

Ejemplo 8: Condiciones de cultivo para evaluar la produccion de riboflavina

La produccion de riboflavina se ensayo en cultivos alimentados-discontinuos de la cepa RB50::(pRF69),::(pRF93)m
de B. subtilis que sobreproduce riboflavina, en la que los mutantes de GTP ciclohidrolasa Il PCR Ill, constructo C, o
constructo E conducidos por el promotor P,y se integraron en el locus de sacB (véase el Ejemplo 6). La
fermentacion de las cepas se realizé como se describe en el documento EP 405370.

Ejemplo 9: Métodos analiticos para la determinacion de riboflavina

Para la determinacién de riboflavina, se puede usar el siguiente método analitico (Bretzel et al., J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 22, 19-26, 1999).

El sistema cromatografico fue un sistema Hewlett-Packard 1100 equipado con una bomba binaria, un termostato de
columna y un automuestreador enfriado. Se uso en linea tanto un detector de conjunto de diodos como un detector
de fluorescencia. Se registraron dos sefales, UV a 280 nm y traza de fluorescencia a excitacion de 446 nm, emision
520 nm.
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Se us6 una columna de acero inoxidable Supercosil LC-8-DB (150 x 4,6 mm, tamafio de particulas 3 um) junto con
un cartucho de guarda. Las fases moviles fueron 100 mM de acido acético (A) y metanol (B). Se us6 una elucion en
gradiente segun el siguiente esquema:

Tiempo [min.] %A %B
0 98 2

6 98 2
15 50 50
25 50 50

La temperatura de la columna se ajusté a 20°C, y el caudal fue 1,0 ml/min. El tiempo del experimento fue 25 min.
Las muestras de fermentacién se diluyeron, se filtraron y se analizaron sin tratamiento adicional. La riboflavina se
cuantificé mediante comparacion con un patrén externo. Los calculos se basan en la sefial de UV a 280 nm. Como
material estandar, se uso riboflavina adquirida de Fluka (9471 Buchs, Suiza) (pureza > 99,0%).

Ejemplo 10: Identificacion de los restos correspondientes en las enzimas de GTP ciclohidrolasa Il que son
homologos a GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis

Un alineamiento de muiltiples secuencias de aminoacidos de 92 enzimas diferentes de GTP ciclohidrolasa Il
encontrado por el programa BLASTN usando bases de datos estandar tales como SWISS-PROT y TrEMBL (véase
la Figura 1) se calculdé con el programa “PILEUP” (GCG Wisconsin Package, version 10.2, Accelrys Inc., 9685
Scranton Road, San Diego, CA 92121-3752, USA) usando los siguientes parametros: penalizacién de creacion de
salto 8, penalizacién de extension de salto 2, y matriz blosum62.cmp (parametros por defecto).

Una GTP ciclohidrolasa Il homodloga en el contexto de la presente invencidon puede mostrar similitud de secuencia
con cualquiera de las secuencias de aminoacidos de GTP ciclohidrolasa |l mostradas en la Figura 1. La Figura 1
proporciona un ejemplo de un alineamiento de multiples secuencias de 92 secuencias de aminoacidos de GTP
ciclohidrolasa Il, estando subrayada la secuencia de la GTP ciclohidrolasa Il procedente de Bacillus subtilis. La
Figura 1 sirve justamente como ejemplo y no pretende ser una coleccion completa de todas las enzimas de GTP
ciclohidrolasa Il conocidas. Se espera que los restos homologos, es decir, restos de las diferentes enzimas de GTP
ciclohidrolasa Il que estan localizadas en la misma posicion en el alineamiento de las secuencias de aminoacidos
(es decir, estan localizadas en la misma columna en, por ejemplo, la Figura 1), estén similarmente colocados en la
estructura tridimensional de cada proteina y satisfagan en cada proteina una funcién comparable por estructura y
por funcién. Los restos de aminoacidos homologos a los restos de aminoacidos de la GTP ciclohidrolasa I
procedente de B. subtilis que se discuten en los Ejemplos estan subrayados en negrita en la Figura 1, y la posicién
respectiva en la secuencia de aminoacidos de B. subtilis esta afiadida encima de la columna respectiva del
alineamiento.

Los restos de aminoacidos de 92 organismos diferentes que corresponden a posiciones de aminoacidos especificas,
es decir, posiciones que son homologas/equivalentes a los restos de aminoacidos que se encuentra que tienen un
efecto positivo sobre la actividad especifica (restos de aminoacidos 261, 270, 276, 279, 308, 347) de la secuencia de
aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il de Bacillus subtilis (SEC ID NO:2), se resumen en la Tabla 4, en la que el
numero en la columna de la izquierda define el organismo (segun la Fig. 1), comenzando con el nombre de la
secuencia usada, el numero de acceso de la base de datos, y entre paréntesis el organismo fuente de la secuencia:

(1) gch2_bacsu: SWISS-PROT: gch2_bacsu (Bacillus subtilis)

(2) gch2_cangu: geneseqp:aay69776 (Candida guilliermondii)

(3) gch2_ashgo: TrEMBL: CAA02912: (Ashbya gossypii (Eremothecium gosypii))
(4) gch2_yeast: SWISS-PROT: gch2_yeast (Saccharomyces cerevisiae)
(5) gch2_neucr: TrEMBL: Q871B3 (Neurospora crassa)

(6) gch2_schpo: TrEMBL: Q9P7M9 (Schizosaccharomyces pombe)

(7) gch2_arcfu: SWISS-PROT: gch2_arcfu (Archaeoglobus fulgidus)

(8) gch2_strco: SWISS-PROT: gch2_strco (Streptomyces coelicolor)

(9) gch2_helpj: SWISS-PROT: gch2_helpj (Helicobacter pylori J99)

(10) gch2_helpy: SWISS-PROT: gch2_helpy (Heliobacter pylori)

(11) gch2_pyrfu: TrEMBL: Q8U4L7 (Pyrococcus furiosus)

(12) gch2_thema: SWISS-PROT: gch2_thema (Thermotoga maritima)
(13) gch2_chlmu: SWISS-PROT: gch2_chimu (Chlamydia muridarum)
(14) gch2_chltr: SWISS-PROT: gch2_chltr (Chlamydia trachomatis)

(15) gch2_chica: TrEMBL: AAP05635 (Chlamydia caviae GPIC)

(16) gch2_chlpn: SWISS-PROT: gch2_chlpn (Chlamydia pneumoniae)
(17) gch2_arath: SWISS-PROT: gch2_arath (Arabidopsis thaliana)

(18) gch2_lyces: TrEMBL: CAC09119 (Lycopersicum esculentum)

(19) gch2_orysa: TrEMBL: AAO72560 (Oryza sativum)
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(20) gch2_alceu: TrEMBL: Q9F184 (Alcaligenes eutrophus)

(21) gch2_neima: SWISS-PROT: gch2_neima (Neisseria meningitidis (serogrupo A))

(22) gch2_neimb: SWISS-PROT: gch2_neimb (Neisseria meningitidis (serogrupo B))

(23) gch2_psepk: SWISS-PROT: gch2_psepk (Pseudomonas putida (cepa KT2440))

(24) gch2_psesm: SWISS-PROT: gch2_psesm (Pseudomonas syringae (pv. tomate ))

(25) gch2_actac: TrEMBL: Q9JRRO (Actinobacillus actinomycetemcomitans (Haemophilus
actinomycetemcomitans))

(26) gch2_haein: SWISS-PROT: gch2_pasmu gch2_haein (Haemophilus influenzae)

(27) gch2_pasmu: SWISS-PROT: (Pasteurella multocida)

(28) gch2_ec06: TrEMBL: Q8FHU5 (Escherichia coli 06)

(29) gch2_ecoli: SWISS-PROT: gch2_ecoli (Escherichia coli)

(30) gch2_salty: TrEMBL: Q8XFY7 (Salmonella typhimurium)

(31) gch2_yerpe: TrEMBL: Q8ZEFO (Yersinia pestis)

(32) gch2_bucai: SWISS-PROT: gch2_bucai (Buchnera aphidicola (subsp. Acyrthosiphon pisum) (Acyrthosiphon
pisum bacteria simbiética))

(33) gch2_bucap: SWISS-PROT: gch2_bucap (Buchnera aphidicola (subsp. Schizaphis graminum))

(34) gch2_wigbr: SWISS-PROT: gch2_wigbr (Wigglesworthia glossinidia brevipalpis)

(35) gch2_bucbp: SWISS-PROT: gch2_wigbr (Buchnera aphidicola (subsp. Baizongia pistaciae))

(36) gch2_mycle: TrEMBL: Q9CCP4 (Mycobacterium leprae)

(37) gch2_myctu: SWISS-PROT: gch2_myctu (Mycobacterium tuberculosis)

(38) gch2_coref: TrEMBL: Q8FT57 (Corynebacterium efficiens)

(39) gch2_corgl: GENESEQP: AAB79913 (Corynebacterium glutamicum)

(40) gch2_coram: SWISS-PROT: gch2_coram (Corynebacterium ammoniagenes  (Brevibacterium
ammoniagenes))

(41) gch2_staau: TrEMBL: Q8NW14 (Staphylococcus aureus (cepa MW2))
(42) gch2_staep: GENESEQP: ABP40248 (Staphylococcus epidermidis)
(43) gch2_actpl: SWISS-PROT: gch2_actpl (Actinobacillus pleuropneumoniae)
(44) gch2_lacla: TrEMBL: Q9CGU7 (Lactococcus lactis (subsp. lactis) (Streptococcus lactis))
(45) gch2_stcag: TrEMBL: Q8E658 (Streptococcus agalactiae (serotipo 1l1))
(46) gch2_stcpn: TrEMBL: Q8DRF1 (Streptococcus pneumoniae (cepa ATCC BAA-255/R6))
(47) gch2_cloac: TrEMBL: Q97LG9 (Clostridium acetobutylicum)
(48) gch2_fusnu: TrEMBL: Q8RIR1 (Fusobacterium nucleatum (subsp. nucleatum))
(49) gch2_anasp: TrEMBL: Q8RIR1 (Anabaena sp. (cepa PCC 7120))
(50) gch2_syny3: SWISS-PROT: gch2_syny3 (Synechocystis sp. (cepa PCC 6803))
(51) gch2_synel: TrEMBL: Q8DI64 Synechococcus elongatus (Thermosynechococcus elongatus)
(52) gch2_bacam: SWISS-PROT: gch2_bacam (Bacillus amyloliquefaciens)
(53) gch2_bacce: TrEMBL: AAP11030 (Bacillus cereus ATCC 14579)
(54) gch2_bacha: TrEMBL: Q9KCLS5 (Bacillus halodurans)
(55) gch2_clope: TrEMBL: Q8XMXO0 (Clostridium perfringens)
(56) gch2_clote: TrEMBL: Q897Q8 (Clostridium tetani)

(57) gch2_chlte: TrEMBL: Q8KC35 (Chlorobium tepidum)
(58) gch2_aquae: SWISS-PROT: gch2_aquae (Aquifex aeolicus)
(59) gch2_lepin: TrEMBL: Q8F701 (Leptospira interrogans)
(60) gch2_deira: TrEMBL: Q9RXZ9 (Deinococcus radiodurans)
(61) gch2_bacth: TrEMBL: Q8A528 (Bacteroides thetaiotaomicron)
(62) gch2_caucr: TrEMBL: Q9A9S5 (Caulobacter crescentus)
(63) gch2_coxbu: TrEMBL: AAO90191 (Coxiella burnetii RSA 493)

(64) gch2_rhiet: TrEMBL: Q8KL38 (Rhizobium etli)

(65) gch2_lacpl: TrEMBL: Q88X17 (Lactobacillus plantarum)

(66) gch2_psegl: TrEMBL: Q8RS38 (Pseudomonas glumae)

(67) gch2_strav: TrEMBL: BAC71833 (Streptomyces avermitilis)

(68) gch2_phopo: SWISS-PROT: gch2_phopo (Photobacterium phosphoreum)

(69) gch2_azobr: SWISS-PROT: gch2_azobr (Azospirillum brasilense)

(70) gch2_agrtu: TrEMBL: Q8UHC9 (Agrobacterium tumefaciens (cepa C58 / ATCC 33970))

(71) gch2_rhime: TrEMBL: Q92RH2 (Rhizobium meliloti (Sinorhizobium meliloti))

(72) gch2_brume: TrEMBL: Q8YFLS5 (Brucella melitensis)

(73) gch2_brusu: TrEMBL: Q8G298 (Brucella suis)

(74) gch2_rhilo: TrEMBL: Q985273 (Rhizobium loti (Mesorhizobium loti))

(75) gch2_braja: TrEMBL: Q89RZ7 (Bradyrhizobiumjaponicum)

(76) gch2_niteu: TrTEMBL: CAD86468 (Nitrosomonas europaea ATCC 19718)

(77) gch2_ralso: TrEMBL: Q8Y1H7 (Ralstonia solanacearum (Pseudomonas solanacearum))

(78) gch2_neime: TrEMBL: Q9JZ77 (Neisseria meningitidis (serogrupo B, segunda enzima encontrada))
(79) gch2_xanax: TrEMBL: Q8PPD7 (Xanthomonas axonopodis (pv. citri))

(80) gch2_xanca: TrEMBL: Q8PCM8 (Xanthomonas campestris (pv. campestris))

(81) gch2_vibpa: TrEMBL: Q87RUS5 (Vibrio parahaemolyticus)

(82) gch2_vibvu: TrEMBL: Q8DF98 (Vibrio vulnificus)
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Tabla 4: Posiciones/restos de aminoacidos que corresponden a las posiciones V261, G270, A276, Q279, K308, y
M347 de RibA de B. subtilis como en SEC ID NO:2. Los nimeros en la columna de la izquierda se refieren a los
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(83) gch2_vibch: TrEMBL: Q9KPU3 (Vibrio cholerae)

(84) gch2_vibfi: TrTEMBL: Q8G9G5 (Vibrio fischeri)

(85) gch2_sheon: TrEMBL: Q8EBP2 (Shewanella oneidensis)

(86) gch2_phoph: TrEMBL: Q8G9H7 (Photobacterium phosphoreum)

(87) ribb_phole: TrEMBL: Q93E93 (Photobacterium leiognathi)

(88) gch2_psepu: TrEMBL: Q88GB1 (Pseudomonas putida (cepa KT2440, segunda enzima encontrada))
(89) gch2_psesy: TrEMBL: Q882G0 (Pseudomonas syringae (pv. Tomate, segunda enzima encontrada))
(90) gch2_pseae: TrEMBL: Q9HWX4 (Pseudomonas aeruginosa)

(91) ribb_dehmu: SWISS-PROT: ribb_dehmu (Dehalospirillum multivorans)

(92) gch2_xylfa: TrEMBL: Q87D69 (Xylella fastidiosa (cepa Temecula1 / ATCC 700964))

diferentes organismos (véase anteriormente).

SEC ID NO
IADN;
proteina

(1) V261 G270 A276 Q279 K308 M347 1;2

(2) T181 G190 A196 L199 N228 1267

(3) T126 G135 A141 L144 N182 1221 32; 33

(4) N153 G162 A168 L171 N211 V250

(5) T255 G264 A270 L273 N305 1344

(6) T176 G185 A191 L194 N223 1262

(7) V139 G248 A254 M257 K287 1326

(8) A73 G82 A88 Q91 A121 V160

(9) ABO G69 A75 R78 IA106 M145

(10) AB0 G69 A75 R78 IA106 M145

(11) T151 G160 A166 T169 E297 1336

(12) V245 G254 F260 Y263 5291 V330

(13) V267 G276 A282 Y285 A315 V354

(14) 1267 G276 A282 Y285 IA315 V354

(15) 1272 G281 A287 Y290 A320 1359

(16) 1272 G281 A287 Y290 IA320 1359

(17) 191 G100 S106 Q109 N139 M178

(18) 1299 G308 A314 Q317 N347 M386

(19) 1295 G304 A310 313 N343 M382

(20) V61 G70 A76 K79 R109 V148

(21) AB0 G69 A75 A78 H107 V146

(22) ABO G69 A75 A78 H107 V146

(23) A59 G68 A74 AT7 E106 L145

(24) IA59 G68 A74 AT7 E106 L145

(25) AG1 G70 A76 A79 S108 1147

(26) AB1 G70 A76 A79 S108 V147

(27) AB1 G70 A76 A79 5108 V147

(28) IA80 G89 IA95 Q98 A127 V166

(29) IA59 G68 A4 Q77 IA106 V145 34; 35
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SEC ID NO
ADN;
proteina

(30) IA59 G68 A4 H77 IA106 V145

(31) IA59 G68 A74 R77 IA106 V145

(32) IAS7 G66 S72 R75 A104 1143

(33) IA59 G68 AT4 R77 S106 1145

(34) IA59 G68 A4 H77 S106 1145

(35) IAGO G69 A75 E78 IA107 1146

(36) V279 G288 A294 M297 Q327 M366

(37) V269 G278 A284 M287 Q317 M356

(38) V281 G290 S296 M299 Q329 1368

(39) V273 G282 5288 L291 Q321 360 36; 37

(40) V274 G283 S289 1292 S322 IA361

(41) 1259 G268 S274 Y277 E305 1344

(42) 1263 G272 S276 Y279 E309 1348

(43) A264 G273 A279 Q282 E311 1350

(44) A262 G271 A277 K280 S309 L348

(45) V261 G270 A276 Q279 H308 1347

(46) V261 G270 A276 M279 H308 L347

(47) V264 G273 A279 A282 M311 V350

(48) 1261 G270 A276 R279 N308 1347

(49) IA301 R310 A316 M319 S348 1387

(50) IA265 R274 A280 M283 S312 1351

(51) IA267 R276 A282 M285 S315 1353

(52) V261 G270 A276 Q279 R308 M347 38; 39

(53) V260 G269 A275 Q278 K307 346 40; 41

(54) V264 G273 A279 Q282 K311 M350 42; 43

(55) V244 G253 A259 K262 K291 1330

(56) IA265 G274 A280 A283 N312 1351

(57) T267 G276 A282 M285 N314 M353

(58) V270 R279 A285 M288 E317 M356

(59) 1263 G272 A278 M281 N310 M349

(60) A269 G278 A284 A287 IA316 L355

(61) 1265 G274 A281 M283 K314 M351

(62) IA260 G269 S276 Q278 IA307 V346

(63) V265 G274 A280 E283 A311 1350

(64) IA283 G292 A298 A301 S330 V369

(65) V262 G271 A277 K280 IA309 V348

(66) V70 G79 S85 88 R117 V156

(67) V66 G75 A81 R84 A112 L151
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SEC ID NO
ADN;
proteina

(68) G61 G70 T76 179 K108 1147

(69) L250 G259 A265 E268 R297 V336

(70) V264 - Y274 K277 K304 1340

(71) V264 - 1274 R277 K304 1340

(72) V264 - 1275 R278 R305 1345

(73) V264 - 1275 R278 R305 1345

(74) V264 - 1274 A277 - 1340

(75) 1261 - V271 H274 - 1330

(76) L262 S271 A277 V280 D303 M338

(77) L285 S294 A300 A303 Q327 M362

(78) F263 S271 A277 H280 D303 L336

(79) L262 G271 A277 A280 R304 L339

(80) 262 G271 A277 A280 R304 L339

(81) V261 S271 A277 R280 R303 M343

(82) L261 S271 A277 R280 R303 M343

(83) L261 S271 A277 R280 R303 M343

(84) 1261 S271 A277 R280 K303 M343

(85) L260 S270 A276 R279 K302 M343

(86) 1262 - A275 R278 K301 M341

(87) 1262 - A275 R278 Q301 1339

(88) L262 N272 A278 K281 R305 342

(89) L262 N272 A278 R281 R305 342

(90) 262 R270 A276 K279 H303 M339

(91) L269 Y276 A282 Y285 - 1324

(92) L230 G239 S245 T248 G277 1316

Los ejemplos mostrados en la Tabla 4 sirven como ilustracion del principio. Los restos correspondientes se pueden
determinar para todas las otras secuencias de aminoacidos de GTP ciclohidrolasa Il que son homdlogas a una
cualquiera de las secuencias mostradas en la Figura 1 o en la Tabla 4.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DSM IP Assets B.V.
<120> Enzimas mejoradas
<130> 22257

<160> 43

<170> Patentln version 3.2
<210>1

<211> 1197

<212> ADN
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<213> Bacillus subtilis

<400> 1
atgtttcatc cgatagaaga agcactggac gcetttaaaaa aaggegaagt catcategtt 60
gtagatgatg aagacagaga aaatgaagga gactttgtgg ctcttgccga gcatgcaacg 120
ccggaagtca ttaactttat ggcgacacat gggagaggac tgatctgcac gcecogctcagt 180
gaggaaatcyg cagacaggct tgatcttcac cctatggttg agcataatac agactctcac 240
cacactgcat ttaccgtaag catagaccat cgtgaaacga agacaggtat cagcgctcaa 300
gaaagatctt ttaccgttca agcattgetyg gacagcaaat ccgtgeccate tgatttteag 360
cgtcecgggge acatttittce actgattgcg aaaaaaggag gtgtcctgaa aagagoegggce 420
catacagaag ctgctgttga tcttgctgaa gcttgtggat ctecaggage cggcgtcatt 480
tgtgaaatta tgaatgaaga cggaacgaty gcgagagtge ctgagctcat tgaaattgeg 540
aaaaagcatc aattaaaaat gatcaccatt aaggatttga ttcaataccg ttacaatcty 600
acaacacttg tcgagcgtga agttgacatt acgctgeocta ctgattttgg gacatttaag 660
gtttatggat acacaaatga ggtagatgga aaagagcatyg tcgcatttgt gatgggagat 720
gtgcecgtteg gagaagaacce ggtattggtc cgggtgcatt cagaatgtct cacaggtgac 780
gtgtttgget ctcatcgectg tgattgegga cegecagetge acgccgeget gaaccaaatt 840
gcegcagaag gecgtggagt gectectgtac ttgegccaag aaggacgagg catcggttta 900
atcaataaat taaaagctta taagcttcag gaacaaggct atgacaccgt agaagccaat 860
gaggcgcttg gattcttgece ggatcttcge aactatggca toggagecaca aattttacge 1020
gaccteggtg tccggaatat gaagettttyg acgaataatce cgcgaaaaat cgcaggectt 1080
gaaggctacg gactcagtat ttcagaaaga gtaccgcttc aaatggagge gaaagaacac 1140
aataaaaaat atttgecaaac caaaatgaac aagctaggtce atttacttca tttctaa 1197

<210> 2

<211> 398

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 2
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Met

Val

Val

Thr

Asp

65

His

Ile

Lys

Ile

Ala
145

Cys

Ile

Leu

Phe

Ile

Ala

His

50

Arg

Thr

Ser

Ser

Ala

130

Val

Glu

Glu

Ile

His

Ile

Leu

35

Gly

Leu

Ala

Ala

Val

115

Lys

Asp

Ile

Ile

Gln
195

Pro

val

20

Ala

Arg

ASp

Phe

Gln

100

Pro

Lys

Leu

Met

Ala
180

Tyr

Ile

Val

Glu

Gly

Leu

Thr

85

Glu

Ser

Gly

Ala

Asn

165

Lys

Arg

Glu

ASp

His

Leu

His

70

val

Arg

Asp

Gly

Glu

1590

Glu

Lys

Tyr
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Glu

AsSp

Ala

Ile

55

Pro

Ser

Ser

Phe

vVal

135

Ala

Asp

His

Asn

Ala

Glu

Thr

40

Cys

Met

ITle

Phe

Gln

120

Leu

Cys

Gly

Gln

Leu
200

22

Leu

Asp

25

Pro

Thr

val

Asp

Thr

105

Arg

Lys

Gly

Thr

Leu

185

Thr

Asp

10

Arg

Glu

Pro

Glu

His

90

Val

Pro

Arg

Ser

Met

170

Lys

Thx

Ala

Glu

val

Leu

His

75

Arg

Gln

Gly

Ala

Pro

155

Ala

Met

Leu

Leu

Asn

Ile

Ser

60

Asn

Glu

Ala

His

Gly

140

Gly

Arg

Ile

val

Lys

Glu

Asn

45

Glu

Thr

Thr

Leu

Ile

125

His

Ala

val

Thr

Glu
205

Lys

Gly

30

Phe

Glu

Asp

Lys

Leu

1i0

Phe

Thr

Gly

Pro

Ile

190

Arg

Gly

15

Asp

Met

Ile

Ser

Thr

a5

Asp

Pro

Glu

Val

Glu

175

Lys

Glu

Glu

Phe

Ala

Ala

His

80

Gly

Ser

Leu

Ala

Ile

160

Leu

Asp

val



<210> 3

Asp

Thr

225

Val

Leu

Leu

Leu

Lys

305

Glu

Gln

Asn

Glu

Leu
385

<211> 1239

<212> ADN

Ile

210

Asn

Pro

Thr

His

Tyr

290

Ala

Ala

Ile

Pro

Arg

370

Gln

Thr

Glu

Phe

Gly

Ala

275

Leu

Tyr

Leu

Leu

Arg

355

Val

Thr

<213> Bacillus subtilis

<400> 3

Leu

val

Gly

AsDp

260

Ala

Arg

Lys

Gly

Arg

340

Lys

Pro

Lys

Pro

AsSpD

Glu

245

val

Leu

Gln

Leu

Phe

325

Asp

Ile

Leu

Met
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Thr

Gly

230

Glu

Phe

Asn

Glu

Gln

310

Leu

Leu

Ala

Gln

Asn
390

Asp Phe
215

Lys Glu

Pro val

Gly Ser

Gln Ile
280

Gly Arg
295

Glu Gln

Pro Asp

Gly val

Gly Leu

360

Met Glu.
375

Lys Leu

23

Gly

His

Leu

His

265

Ala

Gly

Gly

Leu

Arg

345

Glu

Ala

Gly

Thr

val

val

250

Arg

Ala

Ile

Tyr

Arg

330

Asn

Gly

Lys

His

Phe

Ala

235

Arg

Cys

Glu

Gly

Asp

315

Asn

Met

Tyr

Glu

Leu
385

Lys

220

Phe

Val

Asp

Gly

Leu

300

Thr

Tyr

Lys

Gly

His

380

Leu

Val

val

His

Cys

Arg

285

Ile

Val

Gly

Leu

Leu

365

Asn

His

Tyr

Met

Ser

Gly

270

Gly

Asn

Glu

Ile

Leu

350

Ser

Lys

Phe

Gly

Gly

Glu

255

Pro

val

Lys

Ala

Gly

335

Thr

Ile

LYS

YT

Asp

240

Cys

Gln

Leu

Leu

Asn

320

Ala

Asn

Ser

Tyr
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atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgatc atatgttteca tccgatagaa 60
gaagcactgg acgctttaaa aaaaggcgaa gtcatcatceyg ttgtagatga tgaagacaga 120
gaaaatgaag gagactttgt ggetcttgee gageatgcaa cgecggaagt cattaacttt 180
atggcgacac atgggagagg actgatctge acgecgctca gtgaggaaat cgcagacagg 240
cttgatcttc accctatggt tgagcataat acagactctc accacactgce atttaccegta 300
agcatagacce atcgtgaaac gaagacaggt atcagegcitc aagaaagate ttttaccogtt 360
caagcattgc tggacagcaa atccgtgcca tetgattttec agegtccggg geacattttit 420
ccactgattg cgazaaaagg aggtgtcctg aaaagagcgg gccatacaga agctgctgtt 480
gatottgectyg aagettgtgg atctccagga gececggegtceca tttgtgaaat tatgaatgaa 540
gacggaacga tggcgagaght goctgagetc attgaaattg cgaaaaagca tcaéttaaaa 6Q0
atgatcacca ttaaggattt gattcaatac cgttacaatc tgacaacact tgtcgagegt 660
gaagttgaca ttacgctgece tactgattit gggacattta aggtttatgg atacacaaat 720
gaggtagatg gaaaagagca tgtcgcattt gtgatgggag atgtgccgtt cggagaagaa 780
ccgatattgy tcegggtgca ttcagaatgt ctecacaggtg acgtgtttgg ctcocteategc 840
tgtgattgcg gaccgcagcect gcacgecgceg ctgaaccaaa ttgccgcaga aggecgtgga 200
gtgctectgt acttgegeca agaaggacga ggcatcggtt taatcaataa attaaaaget 960
tataagettc aggaacaagg ctatgacacce gtagaagdba atgaggcget tggattcettg 1020
ccggatcectte graactatgg catcggagca caaattttac gegacctcgg tgtccggaat 1080
atgaagettt tgacgaataa tocgcgaaaa atcgcaggec ttgaaggcta cggactcagt 1140
atttcagaaa gagtgccgct tcaaatggag gcgaaagaac acaataaaaa atatttgcaa 1200
accaaaatga acaagctagé tcatttactt catttctaa 1239

<210>4

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 4
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Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Ile Asp His Met Phe
1 5 10 15

His Pro Ile Glu Glu Ala Leu Asp Ala Leu Lys Lys Gly Glu Val Ile
20 25 30

Ile Val Val Asp Asp Glu Asp Arg Glu Asn Glu Gly Asp Phe Val Ala
35 40 45

Leu Ala Glu His Ala Thr Pro Glu Val Ile Asn Phe Met Ala Thxr His
50 55 60

25



Gly

65

Leu

Ala

Ala

Val

Lys

145

Asp

Ile

Ile

Gln

Thr

225

Glu

Phe

Gly

Ala

Arg

Asp

Phe

Gln

Pro

130

Lys

Leu

Met

Ala

Tyr

210

Leu

Val

Gly

Asp

Ala

Gly

Leu

Thr

Glu

115

Ser

Gly

Ala

Asn

Lys

195

Arg

Pro

Asp

Glu

vVal

275

Leu

Leu

His

Val

100

Arg

Asp

Gly

Glu

Glu

180

Lys

Tyr

Thr

Gly

Glu

260

Phe

Asn

Ile

Pro

85

ser

Ser

Phe

val

Ala

165

AsD

His

Asn

Asp

Lys

245

Pro

Gly-

Gln

Cys
70

Met
Ile
Phe
Gln
Leu
150
Cys
Gly
Gln
Leu
Phe
230
Glu
Val

Ser

Tle

ES 2435990 T3

Thr

val

Asp

Thr

Arg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

Thr

215

Gly

His

Leu

His

Ala

Pro

Glu

His

Val

120

Pro

Ser

Met

Lys

200

Thr

Thr

val

Val

Arg

280

Ala

26

Leun

His

Axg

105

Gln

Gly

Ala

Pro

Ala

185

Met

Leu

Phe

Ala

Arg

265

Cys

Glu

Ser

Asn

50

Glu

Ala

His

Gly

Gly

170

Arg

Ile

val

Lys

Phe

250

Val

Asp

Gly

Glu

75

Thr

Thr

Leu

Ile

His

155

Ala

Val

Thr

Glu

val

235

val

His

ATy

Glu

Asp

Lys

Leu

Fhe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Arg

220

Tvxr

Met

Ser

Gly

Gly

Ile

Ser

Thr

AsSp

125

Pro

Glu

val

Glu

Lys

205

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

285

val

Ala

His

Gly

1i0

Sex

Leu

Ala

Ilie

Leu

1s0

Asp

Val

Tyr

Asp

Cys

270

Gln

Leu

Asp

His

95

Ile

Lys

Ile

Ala

Cys

175

Ile

Leu

Asp

Thr

Val

255

Leu

Leu

Leu

80

Thr

Ser

Ser

Ala

val

160

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn

240

Pro

Thr

His

Tyr



290

Leu

305

Leu

Leu

Arg

Arg

Lys

Gly

Arg

Lys

Gln Glu

Leu Gln

Gly

Glu
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295

Arg
310

Gly

Gln Gly

325

Phe Leu

340

Asp Leu

355

Ile Ala

370

Val
385

Thr

Pro

Lys

Lreu Gln

Met Asn

Pro

Gly

Gly

Met

Lys

Asp Leu

Val

Arg

Glu
375

Leu

Glu
390

Ala

Leu Gly

405

<210>5
<211> 1239
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 5

atgagaggat
gaagcactgg
gaaaatgaayg
atggcgacac
cttgatctte
agcatagacc
caagcattgc
ccactgattg
gatcttgetg
gacggaacga

atgatcacca

ctcaccatca
acgctttaaa
gagactttgt
atgggagagy
accctatggt
atcgtgaaac
tggacagcaa
cgaaaaaagyg
aagcttgtgg
tggcgagagt

ttaaggattt

ccatcaccat
aasaaggcgaa
ggctcttgee
actgatétgc
tgagcataat
gaagacaggt
atccgtgeca
aggtgtcctyg
atctccagga
gectgagete

gattcaatgc

Ile Gly Leu

Tyr Asp
330

Arg Asn
345

Asn Met
360

Lys

Gly Tyr

Lys Glu Hisg

His I.eu
410

gggatcgatc
gtcatcatcy
gagcatgcaa
acgccgetcea
acagactctce
atcagcgcetce
tctgatette
aaaagagcgg
gccggecgtcea
attgaaattg

cgttacaate

27

Thr

Gly

Leu

300

Ile
315

Val
ITle

Gly

Leu Leu

Asn Lys
Glu Ala
Gly

Thr

Ala
320

Leu Lys

Glu Ala

335

Asn

Ala Ile

350

Gln

Asn Asn Pro

365

Ser
380

Leu

Asn
195

Lys

His Phe

Ile

Lys

Ser Glu Arg

Gln
400

Tyr Leu

atatgtttca
ttatagatga
cgccggaagt
gtgaggaaat
accacactgc
aagaaagatc
agcgtceggg
geccatacaga
tttgtgaaat
cgaaasagca

tgacaacact

tccgatagaa
tgaagacaga
cattaacttt
cgcagacagy
atttaccgta
ttttaccgtt
gcacattitt
agctgetgtt
tatgaatgaa
tcaattaaaa

tgtcgagegt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



gaagttgaca
gaggtagatg
ccggtattgg
tgtgattgcg
gtgctectgt
tataagcttce
ccggatctte
atgaagcttt
atttcagaaa

accaaaatga

ttacgctgcc
gaaaagagca
tcegggtgca
gaccgecagcet
acttgecgececa
aggaacaagy
gcaactatgg
tgacgaataa
gagtgccget

acaagctagg

ES 2435990 T3

tactgatttt
tgtcgca;tt
ttcagaatgt
gcacgccacg
agaaggacga
ctatgacace
catcggagca
teegegaaaa
tcaaatggag

tcatttactt

gggacattta
gtgatgggag
ctcacaggtg
ctgéaccaaa
ggcatcggtt
gtagaagcca
caaattttac
atcgecaggec
gcgaaagaac

catttctaa

aggtttatgg
atgtgecegtt
acgtgtttagg
ttgccgcaga
taatcaataa
atgaggcgcet
gegacctegy
ttgaaggcta

acaataaaaa

atacacaaat
cggagaagaa
ctctecatege
aggccgtgga
attaaaagct
tggattettyg
tgtceggaat
cggactcagt

atatttgcaa

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1239

<210>6

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 6

Ile His Met Phe

i5

His
10

Met Arg Gly Ser His His His His His

1 5

Gly Asp

Ala
25

Ile Glu

20

Glu Ala Glu

30

His Pro Leu Asp Leu Lys Lys Gly val Ile

Tle val val Glu Glu Glu Phe

35

Asp Asp Asp Arg Asn Val Ala

40

Gly asp

45

Ala
50

Glu Ala Thr Glu val Ile Phe

€0

Pro Asn Ala Thr His

55

Leu His Met

Glu
75

Gly Arg Gly Leu Ile Cys Thr Pro Leu Ser Glu Ile Ala

70

Asp Arg

80

Glu His Thr

95

Asn His

90

Pro Met Vval His Ser

85

Leu Asp Leu His Thr Asp

val Ile His Glu Thr Thr Ile Ser

100

Ala Phe Thr Ser Asp Arg

105

Gly
110

Lys

2Ala Gln Glu Phe Gln

115

Thr Val

129

Arg Ser Ala Leu Leu Asp Ser Ser

125

Lys

28



val

Lys

145

Asp

Ile

Ile

Gln

Thr

225

Glu

Phe

Gly

Ala

Leu
305

Tyx

Leu

Leu

Pro

130

Lys

Leu

Met

Ala

Cys

210

Leu

vVal

Gly

Asp

Thr

290

Arg

Lys

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Asn

Lys

195

Pro

Asp

Glu

Val

275

Leu

Gln

Leu

Phe

Asp
355

Asp

Gly

Glu

Glu

180

Lys

Tyr

Thr

Gly

Glu

260

Phe

Asn

Glu

Gln

Leu

340

Leu

Fhe

val

Ala

165

AsSD

His

Asn

Asp

Lys

245

Pro

Gly

Gln

Gly

Glu

325

Pro

Gly
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Gln

Leu

150

Cys

Gly

Gln

Leu

Phe

230

Glu

vVal

Ser

Ile

Arg

310

Gln

Asp

Val

Arg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

Thr

215

Gly

His

Leu

His

Ala

295

Gly

Gly

Leu

Arg

Pro

Arg

Ser

Met

Lys

200

Thr

Thr

Val

Vval

Arg

2B0

Ala

Ile

Tvr

Arg

Asn
360

29

Gly

Ala

Pro

Ala

185

Met

Leu

Fhe

Ala

Arg

265

Cys

Glu

Gly

Asp

Asn

345

Met

His

Gly

Gly

170

Arg

Ile

Val

Lys

Phe

250

val

Asp

Gly

Leu

Thr

330

Lys

Ile

His

155

Ala

val

Thr

Glu

val

235

Val

His

Cys

Arg

Ile

315

val

Gly

Leu

Phe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Arg

220

TYyr

Met

Ser

Gly

Gly

300

Asn

Glu

Ile

Leu

Pro

Glu

val

Glu

Lys

205

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

285

val

Lys

Ala

Gly

Thr
365

Leu

Ala

Ile

Leu

190

Asp

Val

Tyr

Asp

Cys

270

Glin

Leu

Leu

AsSn

Ala

350

Asn

Ile

Ala

Cvs

175

Ile

Leu

AsSp

Thr

val

255

Leu

Leu

Leu

Lys

Glu

335

Gln

Asn’

Ala

val

160

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn

240

Pro

Thr

His

Tyr

Ala

320

Ala

Ile

Pro
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Arg Lys Ile Ala Gly Leu Glu
370 375

Gly Tyr Gly Leu Ser Ile Sex Glu aArg
380

Val Pro Leu Gln Met Glu Ala Lys Glu His Asn Lys Lys Tyr Leu Gln

30

385 390 385 400
Thr Lys Met Asn Lys Leu Gly His Leu Leu His Phe
405 410

<210> 7

<211> 1239

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 7
atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgatc atatgttteca tccgatagaa 60
gaagcactgy acgctttaaa aaaaggcecgaa gtcatcatceg ttgtagatga tgaagacaga 120
gaaaatgaag gagactttgt ggctcttgcc gagcatgcaa cgecggaagt cattaacttt 180
atggcgacac atgggagagg actgatctgc acgccgetca gtgaggaaat cgcagacagg 240
cttgatctte acectatagt tgagcecataat acagactctce accacactge atttacecgta 300
agcatagacc atcgbtgaaac gaagacaggt atcagecgctc aagaaagatc ttttaccgtt 360
caagcattgec tggacagcaa atccgtgcca tctgattttc agegtocggg gcacattittt 420
ccactgatty cgaaaaaagg aggtgtcctyg aaaagagegyg gcocatacaga agctgetgtt 480
gatcttgectg aagcttgbtgg atctccagga gecggegtca tttgtgaaat tatgaatgaa 540
gacggaacga tggcgagagt gectgagcetc attgaaattg cgaaaaagca tcaattaaaa 600
atgatcacca ttaaggattt gattcaatgc cgttacaatc tgacaacact tgtecgagcgt 660
gaagttgaca ttacgctgcce tactgatttt gggacattta aggtttatgg atacacaaat 720
gaggtagatg gaaaagagca tgtcgeattt gtgatgggag atgtgccgtt cggagaagaa - 780
ccgétattgg tcecgggtgea ﬁtcagaatgt ctcacaggtg acgcgtttgg ctctcatcge 840
tgtgattgeg gaccgcagct gcacgceccgog ctgaaccaaa ttgocgcaga aggeccgtgga 200
gtgctcctgt acttgegocca agaaggacga ggeatcggtt taatcaataa attaaaagct 960
tataagcttc aggaacaagg ctatgacacc gtagaagcca atgaggegct tggattottg 1020
ccggatcttc gcaactatgyg catcggagca caaattttac gegacctegg tgtcceggaat 1080
atgaagcttt tgacgaataa tccgcgaaaa atcgcaggec ttgaaggcta cggactcagt 1140
atttcagaaa gagtgccgcet tcaaatggag gcocgaaagaac acaataaaaa atatttgcaa 1200
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accaaaatga acaagctagg tcatttactt catttctaa

<210> 8

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 8

Met Arg Gly

His Pro Ile

Ile vVal val
35

Leu Ala Glu
50

Gly Arg Gly
€5

Leu Asp Leu

Ala Phe Thr

Ala Gln Glu
115

val Pro Ser
130

Lys Lys Gly
145

aAsp Leu Ala
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<213> Bacillus subtilis

<400> 9
atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgate atatgtttca tccgatagaa 60
gaagcactgg acgctitaaa aaaaggcgaa gtcatcatcg ttgtagatga tgaagacaga 120
gaaaatgaag gagactttgt ggctcttgece gagcatgeaa cgeccggaagt cattaacttt 180
atgagcgacac atgggagagyg actgatctgce acgecgctceca gtgaggaaat cgcagacagyg 240
cttgatctte accctatggt tgagcataat acagactctc accacactge atttaccgta 300
agcatagacc atcgtgaaac gaagacaggt atcagcgctc aagaaagatc ttitaccgtt 360
caagcattgc tggacagcaa atccgtgeca tctgatttte agegtecggg gecacattttt 420
ccactgattg cgaaaaaagg aggtgtcchtg aaaagagcgg gceccatacaga agctgetgtt 480
gatcttgctg aagcttgtgg atcteccagga gocggegteca tttgtgaaat tatgaatgaa 540
gacggaacga tggcgagagt gcctgagcté attgaaattyg cgaaaaagca tcaattaaaa 600
atgatcacca ttaaggattt gattcaatac cgttacaatc tgacaacact tgtcgagegt 660
gaagttgaca ttacgctgecc tactgatttt gggacattta aggtttatgg atacacaaat 720
gaggtagatg gaaaagagca tgtcgcattt gtgatgggag atgtgccgtt cggagaagaa 780
ccggtattgg tccgggtgca ttcagaatgt ctcacaggtg acgtgtttgg ctctcatcge 840
tgtgattgeyg gaccgcaget gcacgecgeg ctgaaccaaa ttgcegcaga aggeegtgga g00
gtgctecoctgt acttgegeca agaaggacga ggcatcggtt taatcaataa attaaaaget 960
tataagcttc aggaacaagg ctatgacacc gtagaagcca atgaggcget tggattcttg 1020
ccggatcttc gcaactatgg catcggagca caaattttac geocgacctcgg tgtccggaat 1080
ataaagcttt tgacgaataa tccgcgaaaa atcgcaggee ttgaaggceta cggactcagt 1140
atttcagaaa gagtgccget tcaaatggag gegaaagaac acaataaeaa atatttgcaa 1200
accaaaatga acaagctagg tcatttactt catttctaa 1239

<210> 10

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 10
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Leu Gly Phe Leu Pro Asp Leu Arg Asn Tyr Gly Ile Gly ala Gln Ile
340 345 350
Leu Arg Asp Leu Gly Val Arg Asn Met Lys Leu Leu Thx Asn Asn Pro
355 360 365
Arg Lys Ile Ala Gly Leu Glu Gly Tyr Gly Leu Ser Ile Ser Glu Arg
370 375 380
Val Pro Leu Gln Met Glu Ala Lys Glu His Asn Lys Lys Tyr Leu Gln
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405 410
<210> 13
<211> 1239
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis
<400> 13
atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgatc atatgtttca tccgatagaa 60
gaagcactgyg acgctttaaa aaaaggcgaa gtcatcatcg ttgtagatga tgaagacaga 120
gaaaatgaag gagactttgt gactcttgcce gagcatgcaa cgcecggaaght cattaacttt 180
atggcgacac atgggagagg actgatctge acgccgctca gtgaggaaat cgcagacagg 240
cttgatcittec accctatggt tgagcataat.acagactctc accacactgc atttaccgta 300
agcatagacc atcgtgaaac gaagacaggt atcagcgctc aagaaagatc ttttaccgrt 360
Caagcattge tggacagcaa ateccgtgceca tetgattttce agegtccggg gcacattttt 420
ccactgattyg cgaaaaaagyg aggtgtgctg aaaagagcgg gccatacaga agetgetgtt | 480
gatcttgctg aagcttgtgg atctcecagga gecggegbtea tttgtgaaat tatgaatgaa 540
gacggaacga tggcgagagt gectgagctc attgaaattg cgaaaaagca tcaattaaaa 600
atgatcacca ttaaggattt gattcaatge cgttacaatc tgacaacact tgtcgagcgt 660
gaagttgaca ttacgctgcc tactgatttt gggacattta aggtttatgg atacacaaat 720
gaggtagatg gasaagagca tgtcgecattt gtgatgggag atgtgccgtt cggagaagaa 780
ccggtattgyg tcegagtgcea ttcagaatgt ctcacaggtg acgtgtttgyg ctcteatcge 840
tgtgattgeg gaccgcaget gcacgceccacg ctgaaccaaa ttgcoccacaga aggecgtgga 900
gtgctcetgt acttgegeca agaaggacga ggcatcaggtt taatcaataa attaaaaget 960



tataagcttc
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acaagctagg
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atcgcaggee
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atgaggcgct
gcgacctcgg
ttgaaggcta

acaataaaaa
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tgtceggaat
coggactcagt

atatttgcaa
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<212> PRT

<213> Bacillus subtilis
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Met

Lys

200

Thr

Thr

val

val

Arg

280

Thr

Ile

Tyr

Arg

Asn

360

Gly

Lys

41

Pro

Ala

185

Met

Leu

FPhe

Ala

Arg

265

Cys

Glu

Gly

AsSD

Asn

345

Ile

Tyr

Glu

Gly

170

Arg

Ile

val

Lys

Phe

250

val

Asp

Gly

Leu

Thr

330

Tyr

Lys

Gly

His

Ala

val

Thr

Glu

Val

235

val

His

Cys

Arg

Ile

315

val

Gly

Leu

Leu

Asn
395

Gly

Pro

Ile

Arg

220

TYyTr

Met

Ser

Gly

Gly

300

Asn

Glu

Ile

Leu

Ser

380

Lys

val

Glu

Lys

205

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

285

val

Lys

Ala

Gly

Thr

365

Ile

Lys

Ile

Leu

190

Asp

val

Tyr

Asp

Cys

270

Gln

Leu

Leu

Asn

Ala

350

Asn

Ser

Tyr

Cys

175

Ile

Leu

Asp

Thr

val

255

Leu

Leu

Leu

Lys

Glu

335

Gln

Asn

Glu

Leu

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn

240

Pro

Thr

His

Ala

320

Ala

Ile

Pro

Arg

Gln
400



10

ES 2435990 T3

Thr Lys Met Asn Lys Leu Gly His Leu Leu His Phe

405

<210> 15

<211> 1239

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 15

atgagaggat
gaagcactgg
gaaaatgaag
atggcgacac
cttgatcttc
agcatagacc
caagcattge
ccactgattg
gatcttgetyg
gacggaacga
atgatecacca
gaagttgaca
gaggtagatg
ccggtattgg
tgtgattgcg
gtactcctgt
tataagcttce
cecggatette
ataaagcttt
atttcagaaa

accaaaatga

ctcaccatca
acgctttaaa
gagactttgt
atgggagagg
acccitatggt
atcgtgaaac
tggacagcaa
cgaaaaaagg
aagettgtgy
tggcgagagt
ttaaggattt
ttacgctgece
gaaaagagca
tececgggtgea
gaccgecaget
acttgcgeca
aggaacaagg
gcaactatgg
tgacgaataa
gagtgccget

acaagctagg

ccatcaccat
aaaaggcgaa
ggctcttgec
actgatctge
tgagcataat
gaagacaggt
atcecgtgeca
aggtgtcctg
atcteccagga
gecctgagete
gattcaatgc
tactgatttt
tgtcgeattt
ttcagaatgt
gcacgccacg
agaaggacga
ctatgacacc
catecggagea
tccgcgaaaa
tcaaatggag

tcatttactt

<210> 16
<211> 412
<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

gggatcgatce
gtcatcatcg
gagcatgcaa
acgccgctca
acagactctc
atcagcgctce
tctgatttte
aaaagagcegy
gececggegtca
attgaaattg
cgttacaatc
gggacattta
gtgatgggag
ctcacaggtyg
ctgaaccgaa
ggcatcggtt
gtagaagccea
caaattttac
ategeaggece
gcgaaagaac

catttctaa

42

410

atatgtttca
ttgtagatga
cgeccggaagt
gtgaggaaat
accacactgce
aaéaaagatc
agcgtceggg
gccatacaga
tttgtgaaat
cgaaaaagca
tgacaacact
aggtttatgg
atgtgcecgtt
acgtgtttgg
ttgccacaga
taatcaataa
atgaggcget
gcgacctcecgyg
ttgaaggcta

acaataaaaa

tccgatagaa
tgaagacaga
cattaacttt
cgcagacagyg
atttaccgta
ttttaccgtt
gcacattttt
agctgctgtt
tatgaatgaa
tcaattaaaa
tgtcgagcgt
atacacaaat
cggagaagaa
ctctecatcge
aggccgtgga
attaaaagct
tggattecttig
tgtccggaat
cggactcagt

atatttgcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1239



<400> 16

Met

1

His

Ile

Leu

Gly

65

Leu

Ala

Ala

Val

Lys

145

Asp

Ile

Ile

Gln

Thr

Arg

Pro

Val

Ala

50

Arg

Asp

FPhe

Gln

Pro

130

Lys

Leu

Met

Ala

Cys

210

Leu

Gly

Ile

Val

35

Glu

Cly

Leu

Thr

Glu

i15

Ser

Gly

Ala

Asn

Lys

195

Arg

Pro

Ser
Glu
20

Asp
His
Leu
His
val
100
Arg
Asp

Gly

Glu

Glu’

180

Lys

TYr

Thr

His

Glu

Asp

Ala

Ile

Pro

85

Ser

Ser

Phe

Val

Ala

165

Asp

Hisg

Asn

Asp

His

Ala

Glu

Thr

Cys

70

Met

Ile

Phe

Gln

Leu
150

Cys

Gly

Gln

Leu

Phe

ES 2435990 T3

His

Leu

Asp

Pro

55

Thr

Val

AsD

Thr

Axrg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

Thr

215

Gly

His His

Asp Ala
25

Arg Glu

40

Glu Vval

Pro Leu

Glu His

His Arg
105

Val Gln
120

Pro Gly

Arg Ala

Ser Pro

Met Ala
185

Lys Met
200

Thr Leu

Thr Phe

43

His

10

Leu

Asn

Ile

Ser

Asn

90

Glu

Ala

His

Gly

Gly

170

Arg

Ile

Vval

Lys

Gly

Lys

Glu

Asn

Glu

75

Thr

Thxy

Leu

Ile

His

155

Ala

val

Thr

Glu

val

Ile

Lys

Gly

Phe

60

Glu

AsD

Lys

Leu

Phe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Arg
220

Tyr

Asp

Gly

Asp

45

Met

Ile

Ser

Thr

Asp

125

Pro

Glu

Val

Glu

Lys

205

Glu

Gly

His

Glu

30

Phe

Ala

Ala

His

Gly

110

Ser

Leu

Ala

Ile

Leun

190

AsSp

val

TYyYr

Mebl

15

Val

val

Thr

asp

His

95

Ile

Lys

Ile

Ala

Cys

175

Ile

Leu

Asp

Thr

Phe

Ile

Ala

His

Arg

80

Thr

Ser

Ser

Ala

Vval

160

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn



<210> 17

225

Glu

Phe

Gly

Ala

Leu
305

Tvr

Leu

Leu

Arg

Val

385

Thr

<211> 1239

<212> ADN

val

Gly

Asp

Thr

290

Arg

Lys

Gly

Arg

Lys

370

Pro

Lys

Asp

Glu

val

275

Leu

Gln

Leu

Phe

Asp

355

Ile

Leu

Met

<213> Bacillus subtilis

<400> 17

Gly

Glu

260

Phe

Asn

Giu

Gln

Leu

340

Leu

Ala

Gln

Asn

Lys

245

Pro

Gly

Arg

Gly

Glu

325

Pro

Gly

Gly

Met

Lys
405

ES 2435990 T3

230

Glu

val

Ser

Tie

Arg

310

Gln

Asp

Val

Lieu

Glu

390

Leu

His

Leu

His

Ala

295

Gly

Gly

Leu

Arg

Glu

375

Ala

Gly

val

Val

‘Arg

280

Thr

Ile

Tyr

Asn

360

Gly

Liys

His

44

Ala

Arg

265

Cys

Glu

Gly

Asp

Asn

345

Ilie

Tyr

Glu

Leu

Phe

250

vVal

Asp

Gly

Leu

Thr
330

Tyr

Lys

Gly

His

Leu
410

235

Val
His
Cys
Arg
Ile
315
Val
GI-Ly
Leu
Leu
Asn

385

His

Met

Ser

Gly

Gly

300

Asn

Glu

Ile

Leu

Ser

380

Lys

Phe

Gly

Glu

Pro

285

val

Lys

Ala

Gly

Thr

365

Ile

Lys

Asp

Cys

270

Gln

Leu

Leu

Asn

Ala

350

Asn

Ser

Tyr

val

255

Leu

Leu

Leu

Lys

Glu

335

Gln

Asn

Glu

Leu

240

Pro

Thr

His

Tyr

Ala

320

Ala

Ile

Pro

Arg

Gln
400



ES 2435990 T3

atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgatc atatgtttca tccgatagaa 60
gaagcactgg acgctttaaa aaaaggcgaa gtcatcatcg ttgtagatga tgaagacaga 120
gaaaatgaag gagactttgt ggctcttgec gagcatgcaa cgccggaagt cattaacttt 180
atggcgacac atgggagagg actgatcectge acgcecgetca gtgaggaaat cgcagacagg 240
cttgatcttc accctatggt tgagcataat acagactctc accacactge atttaccgta 300
agcatagacc atcgtgaaac gaagacaggt atcagecgctc aagaaagabc ttttaccgit 360
caagcattogc tggacagcaa atccgtgeca teotgatttte agogtcocggg gecacattttt 420
ccactgattg cgaaaaaagg aggbtgtcctg aaaagagcgg gccatacaga agehgotgtit 4380
gatcttgcﬁg aagcttgtgg atctccagga gecggegtea tttgtgaaat tatgaatgaa 540
gacggaacga tggcgagagt gcctgagcecte attgaaattg cgaaaaagca tcaattaaaa 600
atgatcacca ttaaggattt gattcaatgce cgttacaatc tgacaacact tgtcgagcegt 660
gaagttgaca ttacgctgce tactgattct gggacattta aggtttatgg atacacaaat 720
gaggtagatg gaaaagagca tgtcgcattt gtgatgggag atgtgccgtt cggagaagaa 780
ccggtattgg tccgggtgea ttcagaatgt ctcacaggtyg acgtgtttgg ctetcatege 840
tgtgattgcg gaccgcaget gcacgccact ctgaaccgaa ttgccacaga aggccatgga 900
gtgctecctgt acttgegeca agaaggacga ggcatcggtt taatcaataa attaaaagcet 960
tataggcttc aggaacaagyg ctatgacacc gtagaagcca atgaggcget tggattettg 1020
ccggatectte gecaactatgg catcggagca caaattttac gcgacctcgg tgtccggaat 1080
ataaagcttt tgacgaataa tccgcgaaaa atcgcaggece ttgaaggcta cggactcagt 1140
atttcagaaa gagtgccgcect tcaaatggag gcgaaagaac acaatazaaa atatttgcaa 1200
accaaaatga acaagctagg tcatttactt catttctaa 1239

<210> 18

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 18

45



ES 2435990 T3

Met Arg Gly Ser His His Eis His His His Gly Ile Asp His Met Phe
1 5 10 15

His Pro Ile Glu Glu Ala Leu Asp Ala Leu Lys Lys Gly Glu val Ile
20 . 25 30

Ile val Val Asp Asp Glu Asp Arg Glu Asn Glu Gly Asp Phe Val Ala
35 a0 45

Leu Ala Glu His Ala Thr Pro Glu Val Ile Asn Phe Met Ala Thr His
50 55 60

46



Gly

65

Leu

Ala

Ala

val

Lys

145

ASD

Ile

Ile

Gln

Thr

225

Glu

Phe

Gly

Ala

Arg

Asp

Phe

Gln

Pro

130

Lys

Leu

Met

Ala

Cys

210

Leu

val

Gly

Asp

Thr
290

Gly

Leu

Thr

Glu

115

Ser

Gly

Ala

Asn

Lys

195

Arg

Pro

Asp

Glu

Val

275

Leu

Leu

His

Val

100

Arg

AsSp

Gly

Glu

Glu

180

Lys

TYyT

Thr

Gly

Glu

260

Phe

Asn

Ile

Pro

85

Ser

Ser

Phe

val

Ala

165

Asp

His

Asn

ASp

Lys

245

Pro

Gly

Arg

Cys

70

Met

Ile

Phe

Gln

Leu

150

Cys

Gly

Gln

Leu

Phe

230

Glu

val

Ser

Ile

ES 2435990 T3

Thr

val

Asp

Thr

Arg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

Thr

215

Gly

His

Leu

His

Ala
295

Pro

Glu

His

val

120

Pro

Ser

Met

Lys

200

Thr

Thr

val

val

Arg

280

Thr

47

Leu

His

Arg

105

Gln

Gly

Ala

Pro

Ala

185

Met

Leu

Phe

Ala

Arg

265

cys

Glu

Ser

Asn

o0

Glu

Ala

His

Gly

Gly

170

Arg

Ile

Val

Lys

Phe

250

val

Asp

Gly

Glu

75

Thr

Thr

Leu

Ile

His

155

Ala

Val

Thr

Glu

val

235

val

His

Cys

Arg

Glu

Asp

Lys

Leu

Phe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Arg

220

Tyr

Met

Ser

Gly

Gly
300

Ile

Ser

Thr

Asp

125

Pro

Glu

Val

Glu

Lys

205

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

285

Val

Ala

His

Gly

110

Ser

Leu

Ala

Ile

Leu

190

Asp

Val

Tyr

Asp

Cys

270

Gln

Leu

Asp

His

95

Ile

Lys

Ile

Ala

Cys

175

Ile

Leu

Asp

Thr

val

255

Leu

Leu

Leu

Arg

80

Thr

Ser

Ser

Ala

val

160

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn

240

Pro

Thr

His

Tyr



Leu
305

Tyr

Leu

Leu

Arg

Arg

Gly

Lys

Gln Glu

Leu Gln

Gly

Glu

ES 2435990 T3

Arg Gly

310

Gln Gly

325

Phe Leu

340

Asp Leu

355

Ile Ala

370

val
385

Pro

Leu Gln

Pro

Gly

Gly

Met

AsSp Leu

val

Arg

Glu
375

Leu

Glu
390

Ala

Thr Lys Met Asn Lys Leu

405

Gly

<210> 19

<211> 1239

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 19

atgagaggat
gaagcactgyg
gaaaatgaag
atggcgacac
cttgatctte
agcatagacc
czagcattgce
ccactgattg
gatcttgcectg
gacggaacga
atgatcacca

gaagttgaca

ctcaccatca
acgctttaaa
gagactttgt
atgggagagg
accctatggt
aktcgtgaaac
tggacagcaa
cgaaaaaagy
aagcttgtog
tggcgagagt
ttaaggattt

ttacgectgee

ccatcaccat
aaaaggcgaa
ggctcttgee
actgatectge
tgagcataat
gaagacaggt
atccgtgeca
aggtgtcctg
atcteccagga
gectgagete
gattcaatac

tactgattit

Ile Gly Leu

Thr
330

Asp

AsTn
345

Arg TYr

Asn Tle

360

Lys

Gly Tyr

Lys Glu His

Leu
410

His Leu

gggatcgatc
gtcatcatcg
gagcatgcaa
acgccgctca
acagactecte
atcagecgcecte
tctgatttte
aaaagagegg
gceggegtea
attgaaattg
cgttacaatc

agggacatttg

48

Gly

Ile
315

Asn

val Glu

Ile

Gly

Leu Leu

Lys

Ala

Gly

Thr

Ala
320

Leu Lys

Glu ala

335

Asn

Ala Gln

350

Ile

Asn Asn Pro

365

Ser
380

Leu

Asn
395

Lys

His Phe

atatgtttca
ttgtagatga
cgccggaagt
gtgaggaaat
accacactgc
aagaaagatc
agcgteceggy
gccatacaga
tttgtgaaat
cgaaaaagca
tgacaacact

aggtttatgg

Ile

Lys

Ser Glu Arg

Gln
400

Tyr Leu

tccgatagaa
tgaagacaga
cattaacttt
cgcagacagg
atttaccgta
ttttaccgtt
gcacattttt

agctgctgtt

tatgaatgaa

tcaattaaaa
tgtegagegt

atacacaaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60

720



gaggtagatg
ccggtattoyg
tgtgattgcg
gtgctcctgt
tataagcttc
ccggatette
atgaagcttt
atttcagaaa

accaaaatga

gaaaagagca
tceogggtgea
caccgcagct
acttgcgcca
aggaacaagg
gecaactatgg
tgacgaataa
gagtgceget

acaagctagg

ES 2

tgtcgecattt
ttcagaatgt
gcacgcegeg
agaaggacga
ctatgacacc
catcggagea
tcegegaaaa
tcaaatggag

tcatttactt

435990 T3

gtgatgggag
ctcacaggtg
ctgaaccaaa
ggcatcggtt
gtagaagcca
caaattttac
atcgecaggece
gcgaaagaac

catttctaa

<210> 20

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 20

atgtgcegtt
acgtgtttgg
ttgccgcaga
taatcaataa
atgaggegcet
gcgacctcgyg
ttgaaggcta

acaataaaaa

cggagaagaa
ctcteatege
aggcecgtgga
attaaaagct
tggattcttag
tgtccggaat
cggactcagt

atatttgcaa

Met
1

His Pro

Ile Val

Leu
50

Gly
65

Arg

Leu

Ala

Phe

Ala Gln

Arg

Ala

Asp

Gly Ser

Ile Glu

20

val
as

Asp

Glu His

Gly Leu

Leu His

Thr val

100

Glu
115

His

Glu

Asp

Ala

Ile

Pro

a5

Ser

hrg Ser

His His

Ala Leu

Glu Asp

Thr Pro

55

Cys Thr

70

Met Val

Ile

Asp

Phe Thr

Arg

Val

His
10

His His

Ala
25

Asp

Glu Asn

40

Giu val Ile

Pro Leu Ser

Asn
90

Glu His

His Arg Glu

105

Gln Ala

120

49

Leu

Gly Ile

Lys Lys

Glu Gly

Asn Phe

60

Glu Glu

75

Thr Asp

Thr Lys

Leu Leu

Asp

Gly

Asp

45

Met

Ile

Ser

Thr

Asp
125

His

Glu

30

Phe

Ala

Ala

His

Gly

110

Ser

Met

15

Val

Val

Thr

Asp

His

95

Ile

Lys

Phe

Ile

Ala

His

Arg

80

Thr

Ser

Ser

780

840

5006

960

1020

1080

1140

1200

1239



val

Lys

145

Asp

Ile

Ile

Gln

Thr

225

Glu

Phe

Gly

Ala

Leu
305

TYr

Leu

Leu

Pro

130

Lys

Leu

Met

Ala

Tyr

216

Leu

val

Gly

Asp

Ala

2940

Lys

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Asn

Lys

155

Arg

Pro

Asp

Glu

val

275

Leu

Gln

Leu

Phe

Asp
355

Asp

Gly

Glu

Glu

180

Lys

Tyr

Thr

Gly

Glu

260

Phe

Asn

Glu

Gln

Leu

340

Leu

Phe

val

Ala

165

Asp

His

Asn

Asp

Lys

245

Pro

Gly

Gln

Gly

Glu

325

Pro

Gly

ES 2435990 T3

Gln

Leu
150

Cys

Gly

Gln

Leu

Phe

230

Glu

val

Ser

Ile

Arg

310

Gln

Asp

val

Arg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

Thr

215

Gly

His

Leu

His

Ala

295

Gly

Gly

Leu

Arg

Pro

Arg

Ser

Met

Lys

200

Thr

Thr

Val

val

Arg

280

Ala

ile

Tyr

Asn
360

50

Gly

Ala

Pro

aAla

185

Met

Leu

Phe

Ala

Arg

265

Cys

Glu

Gly

Asp

Asn

345

Met

His Ile

Gly .His
155

Gly Ala
170

aArg val
Ile Thr
Val Glu

Glu val
235

Phe Val
250

Val His
Asp Cys
Gly Aig
Leu Ile

315

Thr Val
330

Tyr Gly

Lys Leu

Phe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Arg

220

Tyr

Met

Ser

Ala

Gly

300

Asn

Glu

Ile

Leu

Pro

Glu

Val

Glu

Lys

205

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

285

val

Lys

Ala

Gly

Thr
365

Leu

Ala

Ile

Leu

190

Asp

val

Tyr

Asp

Cys

270

Gln

Leu

Leu

Asn

Ala

350

Asn

Ile

Ala

Cys

175

Ile

Leu

Asp

Thr

Val

255

Leu

Leu

Leu

Lys

Glu

335

Gln

Asn

Ala

Val

160

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn

240

Pro

Thr

His

Tyr

Ala

320

Ala

Ile

Pro



ES 2435990 T3

Arg Lys Ile Ala Gly Leu Glu
370 375

Gly Tyr Gly Leu Ser Ile Ser Glu Arg
380

Val Pro Leu Gln Met Glu Ala Lys Glu His Asn Lys Lys Tyr Leu Gln

51

385 390 395 400
Thr Lys Met Asn Lys Leu Gly His Leu Leu His Phe
405 410

<210> 21

<211> 1239

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 21
atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgate atatgtttca tccgatagaa 60
gaagcactgg acgctttaaa aaaaggcgaa gtcatcatcg ttgtagatga tgaagacaga 120
gaaaatgaag gagactttgt ggctcttgcc gagecatgcaa cgccggaagt cattaacttt 180
atggcéacac atgggagagg actgatctge acgcegetca gtgaggaaat cgcagacagg 240
cttgatcttc accctatggt tgagcataat acagactctc accacactge atttaccgta 300
agcatagacce atcgtgaaac gaagacaggt atcagcgctc aagaaagatce ttttaccgtt 360
caagcattgc tggacagcéa atccgtgecca tcetgatttte agegtecggg gecacattttt 420
ccactgattg cgaaaaaagg aggtgtcctg aaaagagcgg gccatacaga agctgetgtt 480
gatcttgetg aagéttgtgg atcteocagga gecggeogtca tttgtgaaat tatgaatgaa 540
gacggaacga tggcgagagt goctgagetc attgaaattg cgaaaaagca tcaattaaaa 600
atgatcacca ttaaggattt gattcaatgc cgttacaatc tgacaacact tgtcgagcecgt 660
gaagttgaca ttacgctgec tactgatttt gggacattta aggtttatgg atacacaaat 720
gagagtagatyg gaaaagagca tgtcgcattt gtgatgggag atgtgccgtt cggagaagaa 780
ceggtattgy tecgggtgea ttcagaatgt ctcacaggtg acgtgtttgg ctctcatcge 840
tgtgattgeg gaccgcaget gcacgeccacg ctgaaccgaa ttgccacaga aggecgtgga 900
gtygctcctat acttgegecca agaaggacga ggcecatcggtt taatcaataa attaaaagcet 960
tataggctte aggaacaagg ctatgacacc gtagaagcca atgaggcgct tggatactty 1020
ccggatcttc gcaactatgg catcggagea caaattttac gcgacctegg tgtccggaat 1080
atasagcttt tgacgaataa tccgcgaaaa atcgcaggee ttgaaggeta cggactcagt 1140
atttcagaaa gagtgccget tcaaatggag gcgaaagaac acaataaaaa atatttgcaa 1200
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accaaaatga acaagctagg tcatttactt catttctaa

<210> 22

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 22
Met Arg Gly
1

His Pro Ile

Ile vVal val
35

Leu ala Glu
50

Gly Arg Gly
65

Leu Asp Leu

Ala Phe Thr

Ala Gln Glu
115

Val Pro Ser
130

Lys Lys Gly

145

Asp Leu Ala

Ile Met Asn

Ile Ala Lys

Ser

Glu

20

Asp

His

Leu

His

val

100

Arg

Asp

Gly

Glu

Glu

180

Lys

His

Glu

Asp

Ala

Ile

Pro

85

Ser

Ser

FPhe

Vval

Ala

165

Asp

His

His

Ala

Glu

Thr

Cys

70

Met

Ile

Phe

Gin

Leu

150

Cys

Gly

Gln

His

Leu

Asp

Pro

55

Thr

Val

Asp

Thr

Arg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

His

Asp

Arg

40

Glu

Pro

Glu

His

val

120

Pro

Arg

Ser

Met

Lys

52

His

Ala

25

Glu

val

Leu

His

Arg

ios

Gln

Gly

Ala

Pro

Ala

185

Met

His

10

Leu

Asn

Ile

Ser

Asn

90

Glu

Ala

His

Gly

Gly

170

Arg

Ile

Gly
Lys
Glu
Asn
Glu
75

Thr
Thr
Leu
Ile
His
155
Ala

val

Thr

Ile

Lys

Gly

Phe

€0

Glu

Asp

Lys

Leu

Phe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Asp

Gly

Asp

45

Met

Ile

Ser

Thr

ASp

125

Pro

Glu

val

Glu

Lys

His

Glu

30

Phe

Ala

Ala

His

Gly

110

Ser

Leu

Ala

Ile

Leu

150

Asp

Met

15

val

val

Thr

Asp

His

95

Ile

ys

Ile

Ala

Cys
175

Ile

Leu

Phe

Ile

Ala

His

Arg

BO

Thr

Ser

Ser

Ala

val

160

Glu

Glu

Ile

1239



Gln

Thr
225

Glu
Phe
Gly
Ala
Leu
305
Tyr

Leu

Leu

val
385

Thr

<210> 23
<211> 1239
<212> ADN

Cys

210

Leu

Val

Gly

Agp

Thr

290

Arg

Arg

Gly

Arg

Lys

370

Pro

Lys

195

Arg

Pro

Asp

Glu

val

275

Leu

Gln

Leu

TYTr

Asp

355

Ile

Leu

Met

<213> Bacillus subtilis

Tyr

Thr

Gly

Glu

260

Phe

Asn

Glu

Gln

Leu

340

Leu

ala

Gln

Asn

Asn

Asp

Lys

245

Pro

Gly

Gly

Glu

325

Pro

Gly

Gly

Met

Lys
405
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Leu

Phe

230

Glu

val

Ser

Ile

Arg

310

Gln

Asp

Val

Leu

clu

390

Leu

Thr

215

Gly

His

Leu

His

Ala

295

Gly

Gly

Leu

Arg

Glu

375

Ala

Glvy

200

Thr

Thr

val

val

Axg

280

Thr

Ile

Tyr

Asn

360

Gly

Lys

His

53

Leu

Phe

Ala

Arg

265

Cys

Glu

Gly

Asp

Asn

345

Ile

TYr

Glu

Leu

val

Lys

Phe

250

val

Asp

Gly

Leu

Thr

330

Lys

Gly

His

Leu
410

Glu

val

235

Val

His

Cys

Arg

Ile

315

val

Gly

Leu

Leu

Asn

395

His

Arg

220

Met

Ser

Gly

Gly

300

Asn

Glu

Ile

Leu

Ser

380

Lys

Phe

205

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

285

val

Lys

Ala

Gly

Thr

365

Ile

Lys

VvVal Asp

Tyr Thr

Asp Vval
255

Cys Leu
270

Gln Leu

Leu Leu

Leu Lys

Asn Glu

335

Ala Gln

350

Asn Asn

Ser Glu

Tyr Leu

Ile

Asn

240

Pro

Thr

His

Tyr

Ala

320

Ala

Ile

Pro

Arg

Gln
400
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<400> 23
atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgatc atatgtttca tccgatagaa 60
gaagcactgyg acgctttaaa aaaaggcgaa gtcatcatcg ttgtagatga tgaagacaga 120
gaaaatgaag gagactttgt ggctcttgce gagcatgcecaa cgcecggaagt cattaacttt 180
atggcgacac atgggagagg actgatctgc acgccgctca gtgaggaaabt cgcagacagg 240
cttgatcttc accctatgght tgagecataat acagactcte accacactge atttaccgta 300
agcatagace atcgtgaaac gaagacaggt atcagcgetc aagaaagate ttttaccgtt 360
caagcattge tggacagcaa atccgtgeca tetgatttte agegtecaggg gcacattttt 420
ccactgattg cgaaaaaagg aggtgtcctg aaaagagcgg gceccatacaga agctgcetgtt 480
gatcttgetg aagettgtgyg atcteccagga gocggegtca tttgtgaaat tatgaatgaa 540
gacggaacga tggcgagagt gcecctgagctce attgaaattg cgaamaaagca tcaattaaaa 600
atgatcacca ttaaggattt gattcaatac cgttacaatc tgacaacact tgtecgagcgt 660
gaagttgaca ttacgctgcce tactgatttt gggacattta aggtttatgg atacacaaat 720
gaggtagaté gaaaagagca tgtcgcattt gtgatgggag atgtgcegtt cggagaagaa 780
ccggtattgg tccéggtgca ttcagaatgt ctcacaggtyg acgtgtttgg ctctecatcac 840
tgtgattgea gaccgcaget geacgccecgcg ctgaaccaaa ttgeccgcaga aggceccgtgga 00
gtgcteoctgt acttgcgcca agaaggacga ggcatcggtt taatcaataa attaaaaget Se60
tataagctte aggaacaagyg ctatgacace gtagaageca atgaggcgcet tggattottg 1020
ccggatctic gecaactatgg catcggagca caaattttac gcocgacctegg tgtccggaat 1080
atgaagcettt tgacgaataa tccgegaaaa atcgcaggece ttgaaggcta cggactcagt 1140
atttcagaaa gagtgccgcet tcaaatggag gcgaaagaac acaataaaaa atatttgcaa 1200
accaaaatga acaagctagg tcatttactt catttctaa 1239

<210> 24

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 24

Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Ile Asp His Met Phe
1 5 10 is

His Pro Ile Glu Glu Ala Leu Asp Ala Leu Lys Lys Gly Glu Val Ile
20 25 30

54



Ile

Leu

Gly

65

Leu

Ala

Ala

vVal

LYS

145

Asp

Ile

Ile

Gln

Thr

225

Glu

Phe

Val

Ala

50

ASp

Phe

Gln

Pro

130

Lys

Leu

Met

Ala

Tvr

21lp

Leu

val

Gly

val
35

Glu
Gly
Leu
Thr
Glu
115
Ser
Gly
Ala
Asn
Lys
195
Arg
BPro
Asp

Glu

Asp

His

Leu

His

Val

100

Arg

ASp

Gly

Glu

Glu

ig80

Lys

TYr

Thr

Gly

Glu
260

Asp

Ala

Ile

ES 2435990 T3

Glu

Thr

Cys

70

Pro

85

Ser

Ser

Phe

val

Ala

165

Asp

His

aAsn

Asp

Lys

245

Pro

Met

Iile

Phe

Gin

Leu

150

Cys

Gly

Gln

Leu

Phe

230

Glu

val

Asp

Pro

55

Thr

val

Asp

Thr

Arg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

Thr

215

Gly

His

Leu

Arg

40

Glu

Pro

Glu

His

Val

120

Pro

Arg

Ser

Met

Lys

200

Thr

Thr

val

val

55

Glu

Val

Leu

His

Ary

105

Gln

Gly

Ala

Pro

Ala

185

Met

Leu

Phe

ala

Arg
265

Asn

Ile

Ser

Asn

90

Glu

Ala

His

Gly

Gly

170

Arg

Ile

val

Lys

Phe

250

Val

Glu

Asn

Glu

75

Thr

Thr

Leu

Ile

His

155

Ala

Val

Thr

Glu

Val

235

Val

His

Gly

Phe
60

Glu

Asp

Lys

Leu

Phe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Arg

220

Tyr

Met

Ser

Asp

45

Met

Ile

Ser

Thr

Asp

125

Pro

Glu

val

Glu

Lys

205

Glu

Gly

Gly

Glu

Phe

Ala

Ala

His

Gly

110

Ser

Leu

Ala

Ile

Leu

190

Asp

vVal

Tyr

Asp

Cys
270

Val

Thr

Asp

His

95

Ile

Lys

Ile

Ala

Cys

175

Ile

Leu

Asp

Thr

val

255

Leu

Ala

His

Arg

80

Thr

Ser

Ser

Ala

val

160

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn

240

Pro

Thr



Gly

Ala

Asp

Ala

val Phe

275

Leu Asn

290

Leu

305

Tvyr

Leu

Leu

Arg

Arg

Lys

Gly

Arg

Lys

Gln Glu

Leu Gln

Gly

Gln

Gly

Glu

ES 2435990 T3

Ser His

Ala
295

Ile

Arg
310

Gly

Gln Gly

325

Phe Leu

340

Asp Leu

355

Ile Ala

370

val
385

Thr

<210> 25
<211> 1239
<212> ADN

<400> 25

atgagaggat
gaagcactgg
gaaaatgaag
atggcgacac
c;tgatcttc
agcatagacc
caagcattgc

ccactgattyg

Pro

Lys

Leu Gln

Met Asn

Pro

Gly

Gly

Met

Lys

Asp Leu

val

Arg

Glu
375

Leu

Glu
agp

Ala

Leu Gly

405

<213> Bacillus subtilis

ctcaccatca
acgctttaaa
gagactttgt
atgggagagy
accctatggt
atcgtgaaac
tggacagcaa

cgaaaaaagg

ccatcaccat
aaaaggcgaa
ggectettgece
actgatctge
tgagcataat
gaagacaggt
atcegtgeca

aggtgtcctg

Arg
280

Cys

Ala Glu

Ile Gly

Asp
330

Asn
345

Arg

Asn
360

Met Lys

Gly Tvr

Lys Glu His

Leu
410

His Leu

gggatcgatce
gtcatcatcg
gagcatgcaa
acgccgctca
acagactcte
atcagcgctce
tctgatttte

aaaagagcygg

56

Asp

Gly

Leu

Thr

Tyr

Gly

Cys Arg

Pro

Gln Leu His

285

Arg Gly

300

Ile
315

Asn
Val Glu
Ile

Gly

Leu Leu

val

Lys

Ala

Gly

Thr

Leu Leu Tyr

Ala
320

Leu Lys

Glu
335

Asn Ala

Ala
350

Gln Ile

Asn Asn Pro

365

Ser
380

Leu

Asn
395

Lys

His Phe

atatgtttca
ttgtagatga
cgecggaagt
gtgaggaaat
accacactgce
aagaaagatc
agcgteceggg

gccatacaga

Tle

Lys

Ser Glu Arg

Gln
400

Tyr Leu

tocgatagaa
tgaagacaga
cattaacttt
cgcagacagg
atttaccgta
ttttaccgtt
gcacattttt

agectgectgtt

60
120
180
240
300
360
420

480



gatcttgety
gacggaacga
atgatcacca
gaagttgaca
gaggtagaty
ceggtattgg
tgtgattgcyg
gtgctcctgt
tataagettc
ccggatctte
atgaagcttt
atttcagaaa

accaaaatga

aagcttgtgg
tggcgagagt
ttaaggattt
ttacgctgec
gaaaagagca
tccgggtgea
gaccgcagct
acttgcgcca
aggaacaagg
gcaactatgg
tgacgaataa
gagtgcegct

acaagctagg
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atctccagga
gcctgagetc
gattecaatge
tactgatttt
tgtcgcattt
ttcagaatgt
gcacgccacg
agaaggacga
ctatgacacc
catcggagca
tccgegaaaa
tcaaatggag

tcatttactt

geeggegtea
attgaaattg
cgttacaatc
gggacattta
gtgatgggag
ctcacaggtg
ctgaaccaaa
ggcatcggtt
gtagaagcca
caaattttac
atcgcaggcce
gcgaaagaac

catttctaa

<210> 26

<211> 412

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 26

Met

His

Ile

Leu
50

Gly
65

Leu

Pro

val

Ala

Arg

Asp

Gly Ser

Ile Glu

20

val
35

Asp
Glu His
Gly

Leu

Leu His

His

Glu

Asp

Ala

Ile

His His
Ala Leu
Glu Asp
Thr Pro

55

Cys Thr
70

Pro Met Val

85

His
10

His His

Ala
25

Asp Leu

Arg Glu Asn

40

Glu val Ile

Pro Leu Ser

Glu Asn

20

His

57

tttgtgaaat
cgaaaaagca
tgacaacact
aggtittatgg
atgtgcegtt
acgcgtttgg
ttgceocgecaga
taatcaataa
atgaggcget
gcgacctcgyg
ttgaaggcta

acaataaaaa

Gly Ile

Lys Lys
Glu

Gly

Phe
60

Asn

Glu
75

Glu

Thr Asp

tatgaatgaa
tcaattaaaa
tgtcgagcgt
atacacaaat
cggagaadaa
ctctcatcge
aggcegtgga
attaaaagct
tggattcttg
tgtccggaat
cggactcagt

atatttgcaa

Asp

Gly

Asp

Met

Ile

Ser

Met Phe

15

His

Glu Ile

30

val

Phe Val Ala

Ala Thr His

Ala Arg

g0

Asp

His Thr

95

His

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1238



Ala

Ala

val

Lys

145

Asp

Iie

Ile

Gin

Thr

225

Glu

Phe

Gly

Ala

Leu

305

Tyr

Phe

Gln

Pro

130

Lys

Leu

Met

Ala

Cys

210

IL.eu

Val

Gly

Asp

Thr

290

Arg

Lys

Thr

Glu

115

Ser

Gly

Ala

Asn

Lys

135

Arg

Pro

AsSp

Glu

Ala

275

Leu

Gln

Leu

val

100

Arg

Asp

Gly

Glu

Glu

180

Lys

Tyr

Thr

Gly

Glu

260

Phe

Asn

Glu

Gln

Ser

Ser

Fhe

Val

Ala

165

Asp

His

Asn

Asp

Lys

245

Pro

Gly

Gln

Gly

Gilu
325
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Ile

Phe

Gln

Leu

150

Cys

Gly

Gln

Leun

Phe

230

Giu

val

Ser

Ile

Aryg

310

Gln

Asp

Thr

Arg

135

Lys

Gly

Thr

Leu

Thr

215

Gly

His

Leu

His

Ala
295

Gly

Gly

His

Val

120

Pro

Arg

Ser

Met

Lys

200

Thr

Thr

Val

Val

Arg

280

Ala

Ile

TvVr

58

Arg

105

Gln

Gly

Ala

Pro

Ala

185

Met

Leu

Phe

Ala

Arg

265

Cys

Glu

Gly

Asp

Glu

Ala

Bis

Gly

Gly

170

Arg

Ile

Val

Lys

Phe

250

Val

Asp

Gly

Leu

Thr
330

Thr

Leu

Ile

His

155

Ala

Val

Thr

Glu

Val

235

Val

His

Cys

Arg

Ile

315

Val

Lys

Leu

Phe

140

Thr

Gly

Pro

Ile

Arg

220

Tyr

Met

Ser

Gly

Gly

300

Asn

Glu

Thr

Asp

125

Pro

Glu

val

Glu

Lys

2058

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

285

Val

Lys

Ala

Gly

110

Ser

Leu

Ala

Ile

Leu

150

Asp

val

Asp

Cys

270

Gln

Leu

Leu

Asn

Ile

Lys

Ile

Ala

Cys

175

Ile

Leu

Asp

Thr

val

255

Leu

Leu

Leu

Lys

Glu
335

Ser

Ser

Ala

val

160

Glu

Glu

Ile

Ile

Asn

240

Pro

Thr

His

Tyr

Ala

320

Ala



10

15

20

Leu Gly Phe

Leu Arg Asp
355

Arg Lys Ile
370

Val Pro Leu
385

Thr Lys Met

<210> 27

<211>61

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador RibA 1S
<400> 27

Leu

340

Leu

Ala

Gln

Asn

Pro Asp

Gly val

Gly Leu

Met Glu

390

Lys Leu
405
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Leu

Arg

Glu

375

Ala

Gly

Arg Asn
345

Asn Met
360

Gly Tyr

Lys Glu

His Leu

Tyr Gly

Lys Leu

Gly Leu

His Asn

385

Leu His
410

Ile Gly Ala Gln
350

Lieu Thr Asn Asn
365

Ser Ile Ser Glu
380

Lys Lys Tyr Leu

Phe

Ile

Pro

Arg

Gln
400

atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat gggatcgatc atatgtttca tccgatagaa

g

<210> 28

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador RibA 1AS
<400> 28

tataattgga tccttagaaa tgaagtaaat gacctage 38

<210> 29

<211> 54

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador RibA 2S
<400> 29

59

60

61



10

15

20
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attaatgaat tcattaaaga ggagaaatta actatgagag gatctcacca tcac 54
<210> 30

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador RibANde+1
<400> 30

ggagggtttc atatgtttca tccgatagaa g 31
<210>31

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador RibA4AS
<400> 31

taattaagct tggatcctta g 21
<210> 32

<211> 906

<212> ADN

<213> Ashbya gossypii
<400> 32

60



atgactgaat
cagggcaccg

gcgattgtet

acgcagcagg.

gaggcagacyg
gtggtggagc
tgttacacgg
gegggtaage
gtgatcgtgt
tacaacctgc
gcggacgcge
atccggttge
cgctgcateg
cgctogegeg
cagcggccge

atataa

acacagtgcc
atgtcttecct
tcggeocgagaa
cgcagatggt
cggatcggcy
gggcgacgac
gcgagacggc
tgatggcetge
acctgcggca
aggacctggg
gegacttcete
tcacgaataa
agecgggtgcec
agctggacgg

tégtgetgca

<210> 33

<211> 301

<212> PRT

<213> Ashbya gossypii
<400> 33
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agaagtgagg
ccatctatac
catacgctcg
gcggggcgcc
tcagggcectg
gtggaccagg
gtggagcgcg
ggcgacadgag
ggagggccgce
cgcggacacy
gttggggcge
ccccgacaag
catggtgccg
ctacctgege

cacgtctgecg

tgtgtcgcac
cacaactcga
cggégtctgt
tacgtaggce
gagctgeggt
gagccgacac
cggtgcgact
ggcéaggtgg
ggcatcgggc
gtgﬁaggcga
gcaatcctac
gtgcagcagg
ctttcatgga
gccaaggtcy

gcggecgage

61

gcgcgcgceat
tcgacagcaa
tccggtaccg
agctgtacce
ttgatgagac
tggtgcggct
gcggggagca
ttggcggtgce
taggcgagaa
acgagctget
tggacctcgg
tgcactgtce
ctcagcccac
agcgceatggg

tccececegege

accgacggta
ggaacaccta
gaaagacgac
cgggeggacc
agggcagetyg
gcactcggag
gttcgaccag
ggggcacgge
gctgaaggcey
caaccaccct
tatcgaggac
gcecggcgcecta
acagggegtg
gcacatgctg

caacacacac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

906



Met

Ile

Ser

Arg

Glu

Thr

Thr

Ser

Met

145

val

Lys

Thr

Pro

Ile

Ser

50

Met

Ala

Gly

Leu

Ala

130

Ala

Ile

Leu

Glu

Thr

Asp

35

Arg

val

Asp

Gln

val

115

Arg

Ala

Val

Lys

Tyr

Val

20

Ser

Ser

Arg

Ala

Leu

100

Arg

Cys

Ala

Tvr

Ala
180

Thr val

Gln Gly

Lys Glu

Leu Phe

Gly Ala
70

Asp Arg
85

val val

Leu His

Asp Cys

Thr Glu
150

Leu Arg
165

Tyr Asn

ES 2435990 T3

Pro

Thx

His

55

v

Arg

Glu

Ser

Gly

135

Gly

Gln

Leu

Glu

Asp

Leu
40

Tyr

val

Gln

Arg

Glu

120

Glu

Glu

Glu

Gln

62

val
Val
25

Ala
Arg
Gly
Gly
Ala
105
Cys
Gln
Val

Gly

Asp
185

Arg

Phe

Ile

Lys

Gln

Leu

90

Thr

Tyr

Phe

Val

Arg

170

Leu

Cys

Leu

Val

Asp

Leun

75

Glu

Thr

Thr

Asp

Gly

155

Gly

Gly

val

His

Phe

Asp

60

TYyr

Leu

Trp

Gly

Gln

140

Gly

Ile

Ala

Ala

Leu

Gly

45

Thr

Pro

Arg

Thr

Glu

125

Ala

Ala

Gly

Asp

Arg

Glu

Gln

Gly

Phe

Arg

110

Thr

Gly

Gly

Leu

Thr
190

Ala

i5

His

Asn

Gln

Arg

Asp

95

Glu

aAla

Lys

His

Gly

175

val

Arg

Asn

Ile

Ala

Thr

80

Glu

Pro

Trp

Leu

Gly

160

Glu

Gln



ES 2435990 T3

Ala Asn Glu Leu Leu Asn His
195

Pro Ala Asp Ala Arg Asp Phe

200 205

Ser Leu

Gly Arg Ala Ile Leu Leu Asp Leu Gly Ile Glu Asp Iie Arg Leu Leu

210 215 220
Thr Asn Asn Pro Asp Lys Val Gln Gln Val His Cys Pro Pro Ala Leu
225 230 235 240
Arg Cys Ile Glu Arg Val Pro Met Val Pro Leu Ser Trp Thr Gln Pro
245 250 255
Thr Gln Gly Val Arg Ser Arg Glu Leu Asp Gly Tyr Leu Arg Ala Lys
260 265 270
Val Glu Arg Met Gly His Met Leu Gln Arg Pro Leu Val Leu His Thr
275 280 285
Ser Ala Ala Ala Glu Leu Pro Arg Ala Asn Thr His Ile
290 295 300
<210> 34
<211> 591
<212> ADN
5 <213> Escherichia coli
<400> 34
atgcagctta aacgtgtggc agaagccaaa ctgccaacce catggagega tttcctgatg 60
gtgggatttg aagaactggc aaccggacac gatcatgbceg cgcectagtcta tggegatatt 120
tccgggceata ccccggtéct tgecgegegte cattceccgaat gtetgaccgg tgacgcecectg 180
ttcagcttge gectgcgattg tggettccag ctcgaagegg cattgacgea aattgcogag 249
gaaggccgtg gtattttgct gtatcaccgt caggaaggtc gtaacattgg tctgctgaat 300
aaaatccgcg cttacgcact gcaggatcaa ggttacgata ccgtagagge taaccaccay 360
ttaggetteg ccgetgatga gegegacttcec actetttgeg ctgatatgte caaactectt 420
gacgtcaatg aagtecgectt gttaaccaat aacccgaaaa aagtcgaaat tctgaccgaa 480
gcagggatta atattgttga acgcgtacca ttgéttgtag gtegtaacce caataacgaa 540
cattatctcg ataccaaagce cgagaaéatg ggccatttge tgaacaaata a 591
<210> 35
<211> 196
10 <212> PRT

63



<213> Escherichia coli

<400> 35
Met
1

Asp

val

Cys
65

Glu

Gly

Asp

Asp

val

145

Ala

Pro

Leu

<210> 36
<211> 1269
<212> ADN

Gln

Phe

Ala

val

50

Asp

Gly

Leu

Thr

Phe

130

Gly

Asn

Leu

Leu

Leu

Leu

35

His

Cys

ATrg

Leu

Val

115

Thr

Leu

Ile

Asn

Asn
195

Lys

Met

20

val

Ser

Gly

Gly

Asn

100

Glu

Leu

Leu

Asn

Glu

180

Lys

val

TYr

Glu

Phe

Ile

85

Lys

Ala

Cys

Thr

Ile

165

His

<213> Corynebacterium glutamicum

vVal

Gly

Gly

Cys

Gln

70

Leu

Ile

Asn

Ala

Asn

150

Val

ES 2435990 T3

Ala

Phe

AsD

Leu

55

Leu

Leu

Arg

His

Asp

135

Asn

Glu

Leu

Glu

Glu

Ile

40

Thr

Glu

Tyr

-Ala

Gln

120

Met

Pro

Arg

Asp

64

Ala

Glu

25

Ser

Gly

Ala

His

YT

105

Leu

Phe

Lys

Val

Thr
185

Lys Leu
10

Leu Ala

Gly His

Asp Ala

Ala Leu
75

Arg Gln
90

Ala Leu

Gly Phe

Lys Leu

Lys val
155

Pro Leu
170

Lys Ala

Pro

Thr

Thr

Leu

&0

Thr

Glu

Gln

Ala

Leu

140

Glu

Ile

Glu

Thr Pro

Gly His
30

Pro Val
45

Phe Ser
Gln Ile
Gly Arg
Asp Gln

110
Ala Asp
125
Gly Vval
Ile Leu

val Gly

Lys Met
190

Trp

15

Asp

Leu

Leu

Ala

Asn

95

Gly

Glu

Asn

Thr

Arg

175

Gly

Gly

His

Ala

Arg

Glu

80

Ile

Glu

Glu

160

Asn

His



ES 2435990 T3

<400> 36
gtgagtgaac atgagcaggc acacagccaa ttagattctg ttgaagaggce catcgcetgac 60
atcgectgeag gtaaagcecgt cgtagtggta gatgatgaag aﬁcgtgaaaa tgaaggcgac 120
atcatetttyg cegeegaatt agecacteca gaattagtcg ctitcatggt gegttattce 180
tecgggataca tectgtgcgec attaaccgcea aaggatgcag atcgtcttga tetgecctcceg 240
atgaccgcge acaatcagga tgcccgcggc accgcettaca ccgtgaccgt tgatgceccaac 300
accggcacca caggcattte tgcaacagac cgcgcccaca ctttgegett gettgectgat 360
ccagaagecg accgacacgga tttcaccegt ccecggacacg ttgtgecact gegtgeteogt 420
gaaggtggcg tctitggtgecg cgcectggacac accgaagcag ctgtcgattt ggctcgegct 480
gcaggcctge geccagcagg tgttatctge gaagtggtca gtgaagagga ccccaccgge 540
atggctcggg ttcctgaget gecgecgette tgecgatgagc acgatctgaa getgatcict 600
attgagcagce tcattgagtyg gcecgtcecgeaag aatgaaattt tggtggageg ccaggbggaa 660
actgtgetge ctaccgattt cggcacgtte aaggcectgttg gttacegtte catcatcgat 720
ggcaccgagc ttgttgccat tgttgeccgge gacgtggcat ccgacggtgg cgaaaacghc 780
ctggttcgag teccactctga gtgettgact ggtgatgttit ttggatcccg.gcgctgcgac 840
tgtggacagc agctgcacga gtcttigecge ctgatccagyg aagectggtcg gggagtagtg 900
gtgtacatgc gtgggecatga gggacgaggc attggtctge tegccaaget acgegectac 960
caactccagg atgaaggtge cgacaccgte gatgccaace tcogecacttgg tcttecagec 1020
gatgeccgeg aatttggcac cagegeccag attctctacg acttgggtgt gecgectcegete 1080
aacttgatca gcaacaaccc agccaagaag gtgggacttg aaggccacgg catttccatt 1140
gccagecgaa cccccatcce tgttgotgtt catgaagaca atgttegata cctgaaaacce 1200
aagcgtgacc gcecatgggaca tgacctcocca gatgtegcecac tgtgggaaca agagcaccca 1260
gaaaactaa 1269

<210> 37

<211> 422

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 37

Vval Ser Glu His Glu Gln Ala His Ser Gln Leu Asp Ser Val Glu Glu
1 5 10 15

Ala Ile Ala Asp Ile Ala Alza Gly Lys Ala Val val val Val Asp Asp

65



Glu

Thr

Cys

65

Met

Val

His

Thr

Leu

145

Ala

Asp

Glu

Arg

Thr

225

Gly

Asp

Pro

50

Ala

Thr

Asp

Thr

Arg

130

val

Gly

Pro

His

Lys

210

Asp

Thr

Arg

35

Glu

Pro

Ala

Ala

Leu

115

Pro

Leu

Thy

Asp

195

Asn

Phe

Glu

20

Glu

Leu

Leu

His

Asn

100

Arg

Gly

Ala

Arg

Gly

180

Leu

Glu

Gly

Leu

Asn

Vval

Thr

Asn

85

Thr

Leu

His

Gly

Pro

165

Met

Lys

Ile

Thr

val
245

ES 2435990 T3

Glu

Ala

Ala

70

Gln

Gly

Leu

val

His

150

Ala

Ala

Leu

Leu

Phe

230

ala

Gly

Phe

55

Lvs

Asp

Thr

Ala

Val

135

Thr

Gly

Arg

Ile

val

215

Lys

Ilie

Asp

40

Met

Asp

Ala

Thr

'Asp

120

Pro

Glu

val

Val

Ser

200

Glu

Ala

Val

66

25

Ile

Val

Ala

Arg

Gly

105

Pro

Leu

Ala

Ile

Pro

185

Ile

Arg

Val

Ala

Ile

Arg

Asp

Gly

90

Ile

Glu

Arg

Ala

Cys

170

Glu

Glu

Gln

Gly

Gly
250

Phe

TYTr

Arg

75

Thr

Ser

Ala

Ala

Val

155

Glu

Leu

Gln

Val

Tyr
235

Asp

Ala

Ser

60

Leuy

Ala

Ala

Asp

Arg

140

Asp

Val

Arg

Leu

Glu

220

Arg

val

Ala

45

Ser

Asp

VY

Thr

Arg-

125

Glu

Leu

val

Arg

Ile

205

Thr

Ser

Ala

30

Glu

Gly

Leﬁ

Thr

Asp

110

Thr

Gly

Ala

Ser

Phe

190

Glu

val

Ile

Ser

Leu

Tyr

Pro

val

95

Arg

Asp

Gly

Arg

Glu

175

Cys

Trp

Leu

Ile

Asp
255

Ala

Ile

Pro

80

Thr

Ala

Phe

val

Ala

160

Glu

Asp

Arg

Pro

Asp

240

Gly



Gly

Val

Leu

Gly
305

Gln

Gly

Lys

Pro
385

Lys

Gln

<210> 38
<211> 1197
<212> ADN

Glu

Phe

Arg

290

His

Leu

Leu

Asp

Lys

370

Ile

Arg

Glu

Asn

Gly

275

Leu

Glu

Gln

Pro

Leu

355

Vval

Pro

Asp

His

val

260

Ser

Ile

Gly

Asp

Ala

340

Gly

Gly

val

Axrg

Pro
420

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 38

Leu

Arg

Gln

Arg

Glu

325

Asp

val

Leu

Ala

Met

405

Glu

ES 2435990 T3

val

Arg

Glu

Gly

310

Gly

Ala

Arg

Glu

val

390

Gly

Asn

Arg

Cys

Ala

295

Ile

Ala

Arg

Ser

Gly

375

His

His

Val
Asp
280
Gly
Gly
Asp
Glu
Leu
360
His

Glu

Asp

67

His

265

Cys

Arg

Leu

Thr

Phe

345

Asn

Gly

Asp

Leu

Ser Glu

Gly Gln

Gly Val

Leu Ala
315

Val Asp
330

Gly Thr

Leu Tle

Ile Ser

Asn Val

395

Pro Asp
410

Cys
Gln
val
300
Lys
Ala

Ser

Ser

Leu

Leu

285

Val

Leu

Asn

Ala

Asn

365

Ile
380

Arg

vVal

Ala

Tyr

Ala

Thr

270

His

Tyr

Arg

Leu

Gln

350

Asn

Ser

Leu

Leu

Gly

Glu

Met

Ala

Ala

335

Ile

Pro

Ary

Lys

Trp
415

Asp

Ser

Arg

Tvr

320

Leu

Leu

Ala

Thr

Thr

400

Glu
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atgtttcatc cgatagaaga ggcattagaa gcgctgaaaa aaggtgaagt catcatcgtt 60
gtcgatgatg aagacagaga aaacgaagga gatttcgtag cgetegctga gcatgctacg 120
cctgaagbtgg tgaattttat ggcgacccac gggagaggcce tgatctgcac gecgetttet 180
gaagacatcyg ccggecgget ggatcttcat ccaatggtcg atcataatac agactcgcat 240
gagaccgegt ttacagtcag cattgaccac aagcetgacaa aaacgggaat cagegetcag 300
gaacgttcect ttacgattca ggeogettttag gacgaagaat ctgtgoctgg cgattttcag 360
cgtccgggte atatttttec cttaatageca aaaaaaggag gogtcocctgaa gogggoggge 420
cacacggaag cagccgttga cctggcaasaa gcatgecggtt ctcaaggagc ggacgtcatt 480
tgtgaaatta tgaatgaaga cggcacaatyg gogagagtge ctgagattag cgagattgceg 540
aaaagccace agctgaaaat gattacgata aaagacttaa tagaataccyg ctacaacatt 600
acaacacttyg tgaacagaga agttgacatt acgctgccga ctgacttegg cacgttecegg 660
gtttacggat atacaaacga ggtggacgga aaagaacatc tcgecetitgt catgggegat 720
gtccegttta acagcecggace cgttettgte agagtgcact cagaatgcecct gaccggcegat 780
gtgtttgcat cccaccgctg tgattgcggg cctcagettc atgecgegtt gocgccaaatt 840
gccgaagaag gecgeggegt tctattgtat ttgcgtcagg aaggcagagg aatcggtcic 900
atcaataage tgaaagcecgta tcgattgcag gaacaagggt acgacacggt tgaagcgaac 960
gaagcgcteg gcectttectgee tgacttgege aactatggca tcecggcecgcecca gattcetecge 1020
gatttagggg ttcagcatat gaaactttta accaataace cccggaaaat cgcecggectt 1080
gaagggtacg gactaagcat ttcagatcgg gtgccgettc aaatggaage gagtgagcac 1140
aacaagcagt atttacaaac caaaatgaaa aaactcggac acttgcttca tttctaa 1197

<210> 39

<211> 398

<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 39

68



Met Phe

val Ile

val aAla

Thr His

50

Gly Arg
65

His

Ile

Leu

35

Gly

Leu

Pro

val

20

Ala

Arg

Asp

Ile

Val

Glu

Gly

Leu

ES 2435990 T3

Glu

Asp

His

Len

His
70

Glu

Asp

Ala

Ile

55

Pro

Ala

Glu

Thr

40

Cys

Met

69

Leu Glu
10

Asp Arg

25

Pro Glu

Thr Pro

Val Asp

Ala

Glu

val

Leu

His
75

Leu

Asn

Val

Ser

60

Asn

Lys

Glu

Asn

45

Glu

Thr

Lys Gly
15

Gly Asp

30

Phe Met

Asp Ile

Asp Serxr

Glu

Phe

Ala

Ala

His
g0



Glu

Ile

Glu

Ile

Ala

145

Cys

Ser

Leu

Thr

225

val

Leu

Leu

Leu

Lys
305

Thr

Ser

Ser

Ala

130

val

Glu

Glu

Ile

Ile

210

Asn

Pro

Thr

His

Tyr

290

Ala

Ala

Ala

val

115

Lys

Asp

Ile

Ile

Glu

195

Thr

Glu

Phe

Gly

Ala

275

Leu

Tyr

Phe

Gln

100

Pro

Lys

Leu

Met

Ala
180

Tyr

Leu

Val

Asn

AsD

260

Ala

Arg

Thr
85

Glu
Gly
Gly
Ala
Asn
165

Lys

Pro
Asp
Ser
245
Val
Leu

Gln

Leu

ES 2435990 T3

val

Asp

Gly

Lys

150

Glu

Ser

Tyr

Thr

Gly

230

Gly

Phe

Arg

Glu

Gln
310

Ser

Ser

Phe

val

138

Ala

Asp

His

Asn

Asp

215

Lys

Pro

Ala

Gln

Gly

285

Glu

Ile

Phe

Gln

120

Leu

Cys

Gly

Gln

Ile

200

Phe

Glu

Val

éer

Ile

280

Arg

Gln

70

Asp

Thr

105

Arg

Lys

Gly

Thr

Leu

185

Thr

Giy

His

Leu

His

265

Ala

Gly

Gly

His

90

Ile

Pro

Arg

Ser

Met

170

Lys

Thr

Thr

Leu

val

250

Arg

Glu

Ile

Tyr

Lys

Gln

Gly

Ala

Gln

155

Ala

Met

Leu

Phe

aAla

235

Arg

Cyvs

Glu

Gly

Asp
315

Leu Thr

Ala Leu

Higs Ile
125

Gly His
140

Gly 2ala

Arg Val

Ile Thr

Val Asn

205

Arg vVal

220

Phe Vval

Val His

Asp Cys

Gly Arg
285

Leu Ile

300

Thr Val

Lys

Leu

110

Phe

Thr

Asp

Pro

Ile

190

Arg

Met

Ser

Gly

270

Gly

Asn

Glu

Thr

95

Asp

Pro

Glu

val

Glu

175

Lys

Glu

Gly

Gly

Glu

255

Pro

val

Lys

Ala

Gly

Glu

Leu

Ala

Ile

160

Ile

Asp

val

Tyr

AsD

240

Cys

Gln

Leu

Leu

Asn
320



ES 2435990 T3

Phe
325

Glu Ala Leu Gly Leu Pro Asp Leu Arg

330

Gln Ile Leu Arg Leu His

340

AsSDp Gly vVal Gln

345

Asn Pro Arg Ile Ala

355

Lys Gly Leu Glu

360

Gly

Gln Met Glu Ala

375

Asp Arg Val Pro Leu Ser

370

Leu Gln Thr Met His

385

Lys Lys

390

Lys Leu Gly

<210> 40

<211> 1194

<212> ADN

<213> Bacillus cereus

<400> 40

atgtttcatc
tgtgatgatyg
ccagaaacaa
gaaggatacg
catactgegt
gaacgtgcaa
cgacctggac
catacagaag
tgcgagatta
aaacaatttg
gaaacacttyg
gcaattgget
atttcaacay
tteggttcac
cgtgaaggaa

aataagecttc

gtattgaaga
aaaaccgaga
taaattttat
cagaacgtct
ttacagtgag
ctacgataca
atatctttcc
ctgctgttga
taaatgagga
atataaaaat
tgacgagaga
attctaactc
gtgaaccggt

atcgetgega

aaggtgttct’

gtgcttataa

agctctagaa
aaatgaaggc
gattacacat
acaattagaa
cattgaccat
agaattgtta
attaattgcg
tttagcaaag
cggcacgatyg
gattacaata
agcoggaaatt
attagatacog
acttgtacgt
ttgcggacca
tctttatatg

attacaagaa

gatttaaaaa
gattttattyg
ggccgtggﬁc
ccaatggtat
gtctctacaa
aacccegeat
aaagaaggcgd
ctatgcggtg
gcacgtgtac
gaagatttaa
acattaccta
aaagaacata
gttcattctag
caactccatyg
aggcaagaag

gaaggattcg

7

Asn Tyr

Met

Lys

Tyr Gly

Gly

Leu

Leu

Ile
335

Leu
350

Ser

365

His
380

Glu

Leu Leu

395

aaggtaaagt
ctttagcaga
tcecgtttgtgt
ctcataatac
caacagggat
caaaaggtgc
gtgtcctgeg
ccgaaccage
ctgatttaat
ttgcttaccyg
cagatttcegg
tegecacttgt
aétgcttaac
cagcacttgc
gaagaggcat

atactgtaga

His

Lys

Phe

cgttatcgta
gtacattaca
accgattacg
agattcacat
tagcgctcac
tgatttcaat
tcgtgecaggt
tggagttatt
agaatgcgcea
ccgecateat
tactttccac
aaaaggtgat
aggagatgta
tcaaattgag
tgggcttectt

agcaaatgaa

Gly Ala

Thr Asn

Ile Ser

Gln Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

560



aaactcecggcet tccctgetga
ttaggtttac agagtttacg
ggttacgatt tagaagtagt

aaatcgtatt tacaaacgaa

<210>41
<211> 397
<212> PRT

<213> Bacillus cereus

<400> 41

Met

1

Val

Ile

Thr

Giu

65

His

Ile

Ala

Ile

Ala

145

Cys

Phe

val

Ala

His

50

Arg

Thr

Ser

Ser

Ala

130

val

Glu

His

Ile

Leu

35

Gly

Leu

Ala

Ala

Lys

115

Lys

Asp

Ile

Arg

Vval

20

Ala

Arg

Gln

Phe

His

100

Gly

Glu

Leu

Ile

Ile

Cys

Glu

Gly

Leu

Thr

85

Glu

Ala

Gly

Ala

Asn
165

Glu

Asp

Tyx

Leu

Glu

70

val

Arg

Asp

Gly

Lys

150

Glu

ES 2435990 T3

tcttcgtgat
attattaacg
cgagcegtgta

agtaaacaaa

Glu

Asp

Ile

Val

55

Pro

Ser

Ala

Phe

Val

135

Leu

Asp

tacggtatcg

aataacccaa

ccgttgecaaa

ttaggacact

Ala

Glu

Thr

40

Cys

Met

Ile

Thr

Asn

120

Leu

Cys

Gly

72

Leu

Asn

25

Pro

val

val

Asp

Thr

105

Arg

Arg

Gly

Thr

Glu

10

Arg

Glu

Pro

Ser

His

90

Ile

Pro

Arg

Ala

gtgctcaaat

gaaaaattgc

tgccagcaaa

tactaaactt

Asp

Glu

Thr

Ile

His

75

Val

Gln

Gly

Ala

Glu

- 155

Met
170

Ala

Leu

Asn

Ile

Thr

60

Asn

Ser

Giu

His

Gly

140

Pro

Arg

Lys

Glu

Asn

45

Glu

Thr

Thr

Leu

Ile

125

His

Ala

Val

ataa

Lys

Gly

Phe

Gly

Asp

Thr

Leu

110

Phe

Thr

Gly

Pro

Gly

Asp

Met

Tyr

Ser

Thr

85

Asn

Pro

Glu

val

Asp
175

attaaaagat
tggettacaa

agaagagaat

Lys

Phe

Ile

Ala

His

80

Gly

Pro

‘Leu

aAla

Ile
160

Leu

1020

1080

1140

11594



Ile

Leu

Glu

Ser

225

Iile

Thx

His

TyYr

Ala

305

LysS

Ile

Pro

Arg

Gln
385

<210> 42
<211> 1215

<212> ADN

Glu Cys

Ile Ala
195

Ile Thr
210

Asn Ser

Ser Thr

Gly Asp

Ala Ala
275

Met Arg
250

Tyr Lys

Leu Gly

Leu Lys

Arg Lys
355

Val Pro
370

Thr Lys

Ala
180

Tyxr

Leu

Leu

Gly

val

260

Leu

Gln

Leu

Phe

Asp

340

Ile

Leu

val

Lys

Arg

Pro

Asp

Glu

245

Phe

Ala

Glu

Gln

Pro

325

Leu

Ala

Gln

Asn
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Gin

Arg

Thr

Thr

230

Pro

Gly

Gln

Gly

Glu

310

Ala

Gly

Gly

Met

Lys

390

Phe

His

Asp

215

Lys

vVal

Ser

Ile

Arg

295

Glu

Asp

Leu

Leu

Pro

375

Leu

Asp

Hisg

200

Phe

Glu

Leu

His

Glu

280

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

360

Ala

Gly

73

Ile

185

Glu

Gly

His

val

Arg

265

Arg

Ile

Phe

Ser

345

Gly

Lys

His

Lys

Thr

Thx

Ile

arg

250

Cys

Glu

Gly

Asp

Asp

330

Leu

Tyxr

Glu

Leu

Met

Leu

Phe

ala

235

vVal

Asp

Gly

Leu

Thr
315

Tyr

Arg

AsD

Glu

Leu
39S

Ile

val

His

220

Leu

His

Cys

Lys

Leu

300

val

Gly

Leu

Leu

Asn

380

Asn

Thr

Thr

205

Ala

val

Ser

Gly

Gly

285

Asn

Glu

Ile

Leu

Glu

365

Lys

Leu

Ile

190

Arg

Tle

Lys

Glu

Pro

270

val

Lys

Ala

Gly

Thr

350

Val

Ser

Glu

Glu

Gly

Gly

Cys

255

Gln

Leu

Leu

Asn

Ala

335

Asn

Val

Tyr

Asp

Ala

TyYx

Asp

240

Leu

Leu

Leu

Arg

Glu

320

Gin

Asn

Glu

Leu
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<213> Bacillus halodurans

<400> 42
atggacaaaa agctatttga tccgattgaa gaagcaatat atgaattaat gcaaggtcga 60
gtcgtgatcg tttgtgatga tgaggatcgg gaaaacgaag gggattttgt agcccttget 120
gaaaaagcaa caccagaagt gattaacttc atgatcacgc atggccgtgg tctcgtttge 180
acgccaatca cggaagaged ggcaaaggaa ttagatcettg tecccatggt ggaccataat 240
accgatccec atggtacggc gtttaccgtc agcattgatc atcaaatgac gaccacagga 300
atttctgcec atgaacgggce tatgacgatt caggcgttaa ttgataagaa aacgaaaaag 360
caccacttca aacgaccagg tcacattttc ccectaatag cgaaaaacgg aggagtactce 420
cgacgggccyg gtcatacaga agcggocegtt gatctagetce gtttgtcagy cgcetgagecg 480
gcaggggtta tttgtgaaat cattaaagaa gatggttcaa tggcacgagt tcctgattitg 540
cgaaaaatcg ccgatcagtt tgaactgaag atgatcacaa ttaaagattt aatcgaatat 600
cgtcaccgta aagacaagct tgtcaagecgt gaagtagata ttteccttacce gacggatttc 660
ggctcattce gtgcaatcgg ttatacagat gtcattgatg gaaaagagag totcgettta 720
gtgaaaggac agattgttga aggtgaacca acactcgttc gtgttcactc‘cgaatgttta 780
acaggtgatg tgttecggttc tcaccgttge gattgtggece cacaactcca ggeagetcetce 840
acacaaatcg agcaacaagg caaagggata ctcctttata tgcgtcaaga gggtcgtggt 500
atcggtctca tgaataagtt gaaggcatac aagettcaag aagaaggceta tgatactgta 960
gaagcaaatg agaaattagg cttteoctget gatctteggg actatggaat gggcgcegceaa 1020
attttacgcg acttaggtgt gtcaaaaatg cgcctcectta caaacaatce gcgazmaaatt 1080
acgggcitga aagggtatgyg ccttgaagtg gttgaacage tgccgectcca attacctcat 1140
aacaaagata atgagcgcta tttgaaaaéa aagcacgaaa agttaggaca tctgctaaat 1200
tttactcatt cgtaa 1215

<210> 43

<211> 404

<212> PRT

<213> Bacillus halodurans

<400> 43
Met Asp Lys Lys Leu Phe Asp Pro Ile Glu Glu Ala Ile Tyr Glu Leu
1 5 10 15

Met Gln Gly Arg Val Val Ile Val Cys Asp Asp Glu Asp Arg Glu Asn
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Glu

Asn

Glu

65

Thr

Thr

Leu

Ile

His

145

Ala

Val

Thr

Lyvs

Ala

225

Val

Gly Asp

Ehe
50

Glu

Iie

Phe

130

Gly

Pro

Ile

Arg

210

Ile

Lys

35

Met

ATg

Pro

Thr

115

Pro

Glu

Val

Asp

Lys

135

Glu

Gly

Gly

20

Fhe

Ile

His

Gly

100

lys

Leu

Al=z

Ile

Lau
120

val

Gln

val

Lvs

Gly

85

Ile

Lys

Ile

Ala

Cys

165

Leu

Asp

Ile
245
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Ala

His

Glu

70

Thr

Ser

Thr

Ala

Val

150

Glu

Lys

Ile

Ile

Asp

220

val

Leu

Gly

55

Leu

Ala

Ala

Lys

Lys

135

Asp

Ile

Ile

Glu

Ser

215

val

Glu

Ala

40

arg

Asp

Phe

His

Ly=

120

Asn

Leu

Ile

Ala

Tyr

200

Leu

Ile

Gly

75

25

Glu

Gly

Leu

Thr

Glu

105

His

Gly

Lys

1es

Arg

Pro

Asp

Glua

Lys Ala

Leu Val

val Prm
75

Val Ser
90

Arg Ala

His Phe

Gly val

Arg Leu
155

Glu Asp
170

Gln Phe

His Arg

Thr Asp

Gly Lys

235

Prc Thr
250

Thr

Cys

6

Met

Ila

Met

Lys

Leu

140

Ser

Gly

Glu

Lys

FPhe

220

Glu

Leu

Pro
45

val

Arg

12s

Arg

Gly

Ser

Leu

Asp

205

Gly

Ser

val

30

Glu Val Ile

Pro Ile Thr

Asp Hi= asn

His Gln Met
95

Ile Gln ala
110

Pro Gly His

Arg aAla Gly

Ala Glu Pro
160

Met Ala Arg
175

Lys Met Ile
190

Lys Leu val

Ser Fhe Arg

Val ala Leu
240

Arg Val His
255



sSer

Gly

Gly

Asn

305

Glu

Mer

Leu

Glua

Glu

385

Fhe

Glu Cys

Pro Gln
275

Ile Len
290

Lys Leu

aAlz Asn

Gly aAla

355

val val
370

Arg TyT

Thr His

Leu
260

Leu

Leu

Lys

Glu

Gln

340

Glu

Len

Ser

Thr

Gln

Ala

Lys

325

Ile

Pro

Arg

Lys
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Gly

Ala

Met

310

Leu

Leu

val

Thr
330

Asp

aAla

ATg

295

Lys

Gly

Lys

Pro
375

Lys

Val

Leu

280

Gln

Leu

Phe

Asp

Ile

360

Leu

His

76

Phe

265

Thr

Glu

Gln

Pro

Leu

345

Thr

Gln

Glu

Gly

Gln

Gly

Glu

Ala

330

Gly

Gly

Leu

Lys

Ser His

Ile Glu

arg Gly
300

Glu ' Gly
31s

Asp Leu
Val Ser
Len Pys
Pro His

380’

Loy Gly
355

Arg Cys Asp Cys
270

¢Gln Gln Gly Lys=s
285

Ile Gly Leu Met

Tyr Agp Thr val
320

Arg Asp Tyr Gly
335

Lys Mel Arg Leu
350

Gly Tyr Gly Leu
365

Asn Lys Asp Asn

His Leu Leu Asn
400
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REIVINDICACIONES

1. Una GTP ciclohidrolasa Il modificada seleccionada de Bacillus que muestra un incremento en la actividad
especifica de al menos alrededor de 10 % en comparacion con la enzima no modificada correspondiente, en la que
se han sustituido restos de aminoacidos en las posiciones que corresponden a las posiciones 261, 270, 276, 279,
308 y/o 347 de SEQ ID NO:2, conduciendo dichas sustituciones a restos de aminoacidos seleccionados del grupo
que consiste en:

(a) alanina en una posicién que corresponde a la posicién 261 de SEQ ID NO:2,
(b) alanina en una posicién que corresponde a la posicién 270 de SEQ ID NO:2,
(c) treonina en una posicion que corresponde a la posicion 276 de SEQ ID NO:2,
(d) arginina en una posicion que corresponde a la posicion 279 de SEQ ID NO:2,
(e) arginina en una posicion que corresponde a la posicion 308 de SEQ ID NO:2, y
(f) isoleucina en una posicion que corresponde a la posicion 347 de SEQ ID NO:2.

2. Una GTP ciclohidrolasa Il modificada segun la reivindicaciéon 1, que comprende mutaciones seleccionadas del
grupo que consiste en V261A, G270A, A276T, Q279R, K308R, y M3471, en la que dichas posiciones corresponden a
las posiciones respectivas de SEC ID NO:2.

3. Una GTP ciclohidrolasa Il modificada segun la reivindicacion 2, seleccionada de Bacillus subtilis.

4. Una GTP ciclohidrolasa Il modificada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende una
combinacién de mutaciones 276T/279R/308R/3471, en la que las posiciones corresponden a las posiciones
respectivas de SEC ID NO:2.

5. La GTP ciclohidrolasa Il modificada segun la reivindicacion 1, en la que la secuencia de la GTP ciclohidrolasa Il no
modificada se selecciona del grupo que consiste en las secuencias ID NOs:2, 39, 41, y 43.

6. Un polinucleétido que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una GTP ciclohidrolasa Il modificada
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

7. El polinucleétido que codifica la GTP ciclohidrolasa Il modificada segun la reivindicacion 6, seleccionandose dicho
polinucledtido del grupo que consiste en las secuencias ID NOs:6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 y 26.

8. Una célula hospedante que comprende un polinucleétido segun la reivindicacion 6 6 7.
9. La célula hospedante segun la reivindicacion 8, que se selecciona de Bacillus.

10. Un procedimiento para producir riboflavina, un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o un derivado de los mismos,
que comprende:

(a) cultivar la célula hospedante segun la reivindicacion 8 6 9 en un medio adecuado; y

(b) opcionalmente separar riboflavina, un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o un derivado de los mismos,
del medio.

11. Un procedimiento para la produccion de riboflavina, un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o un derivado de los
mismos, que comprende:

(a) proporcionar una célula hospedante seleccionada de Bacillus que comprende una GTP ciclohidrolasa Il
modificada segun la reivindicacion 1;

(b) cultivar dicha célula hospedante en un medio adecuado, y

(c) opcionalmente separar riboflavina, un precursor de riboflavina, FMN, FAD, o un derivado de los mismos,
del medio.

12. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en el que la célula hospedante se
selecciona de Bacillus subtilis.

13. El uso de una GTP ciclohidrolasa Il modificada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un
polinucledtido segun la reivindicacion 7, para incrementar la produccion de riboflavina, un precursor de riboflavina,
FMN, FAD, o un derivado de los mismos.
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Figura 1

gch2_cangu: geneseqp:aay69776 (Candida guilliermondii)

gch2_ashgo: TrEMBL: CAA02912: (Ashbya gossypii (Eremothecium gosypii))
gch2_yeast: SWISS-PROT: gch2_yeast (Saccharomyces cerevisiae)
gch2_neucr: TrEMBL: Q871B3 (Neurospora crassa)

gch2_schpo: TrEMBL: Q9P7M9 (Schizosaccharomyces pombe)

gch2_arcfu: SWISS-PROT: gch2_arcfu (Archaeoglobus fulgidus)

gch2_strco: SWISS-PROT: gch2_strco (Streptomyces coelicolor)

gch2_helpj: SWISS-PROT: gch2_helpj (Helicobacter pylori J99)

gch2_helpy: SWISS-PROT: gch2_helpy (Heliobacter pylori)

gch2_pyrfu: TrEMBL: Q8U4L7 (Pyrococcus furiosus)

gch2_thema: SWISS-PROT: gch2_thema (Thermotoga maritima)

gch2_chimu: SWISS-PROT: gch2_chimu (Chlamydia muridarum)

gch2_chltr: SWISS-PROT: gch2_chltr (Chlamydia trachomatis)

gch2_chlca: TrEMBL: AAP05635 (Chlamydia caviae GPIC)

gch2_chlpn: SWISS-PROT: gch2_chlpn (Chlamydia pneumoniae)

gch2_arath: SWISS-PROT: gch2_arath (Arabidopsis thaliana)

gch2_lyces: TrEMBL: CAC09119 (Lycopersicum esculentum)

gch2_orysa: TrEMBL: AA072560 (Oryza sativum)

gch2_alceu: TrEMBL: Q9F 184 (Alcaligenes eutrophus)

gch2_neima: SWISS-PROT: gch2_neima (Neisseria meningitidis (serogrupo A))
gch2_neimb: SWISS-PROT: gch2_neimb (Neisseria meningitidis (serogrupo B))
gch2_psepk: SWISS-PROT: gch2_psepk (Pseudomonas putida (cepa KT2440))
gch2_psesm: SWISS-PROT: gch2_psesm (Pseudomonas syringae (pv. tomate ))
gch2_actac: TrEMBL: Q9JRRO (Actinobacillus actinomycetemcomitans (Haemophilus actinomycetemcomitans))
gch2_haein: SWISS-PROT: gch2_pasmu gch2_haein (Haemophilus influenzae)
gch2_pasmu: SWISS-PROT: (Pasteurella multocida)

gch2_ec06: TrEMBL: Q8FHUS (Escherichia coli 06)

gch2_ecoli: SWISS-PROT: gch2_ecoli (Escherichia coli)

gch2_salty: TrEMBL: Q8XFY7 (Salmonella typhimurium)

gch2_yerpe: TrEMBL: Q8ZEFO0 (Yersinia pestis) _

gch2_bucai: SWISS-PROT: gch2_bucai (Buchnera aphidicola (subsp. Acyrthosiphon pisum) (Acyrthosiphon pisum
bacteria simbidtica ))

gch2_bucap: SWISS-PROT: gch2_bucap (Buchnera aphidicola (subsp. Schizaphis graminum))
gch2_wigbr: SWISS-PROT: gch2_wigbr (Wigglesworthia glossinidia brevipalpis)

gch2_bucbp: SWISS-PROT: gch2_wigbr (Buchnera aphidicola (subsp. Baizongia pistaciae))
gch2_mycle: TrEMBL: Q9CCP4 (Mycobacterium leprae)
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gch2_myctu: SWISS-PROT: gch2_myctu (Mycobacterium tuberculosis)
gch2_coref: TrTEMBL: Q8FT57 (Corynebacterium efficiens)
gch2_corgl: GENESEQP: AAB79913 (Corynebacterium glutamicum)

gch2_coram: SWISS-PROT: gch2_coram (Corynebacterium ammoniagenes (Brevibacterium ammoniagenes))

gch2_staau: TrEMBL: Q8NW14 (Staphylococcus aureus (cepa MW2))

gch2_staep: GENESEQP: ABP40248 (Staphylococcus epidermidis)

gch2_actpl: SWISS-PROT: gch2_actpl (Actinobacillus pleuropneumoniae)

gch2_lacla: TrEMBL: Q9CGU7 (Lactococcus lactis (subsp. lactis) (Streptococcus lactis))
gch2_stcag: TrEMBL: Q8E658 (Streptococcus agalactiae (serotipo 1l1))

gch2_stcpn: TrEMBL: Q8DRF1 (Streptococcus pneumoniae (cepa ATCC BAA-255 / R6))
gch2_cloac: TrEMBL: Q97LG9 (Clostridium acetobutylicum)

gch2_fusnu: TrEMBL: Q8RIR1 (Fusobacterium nucleatum (subsp. nucleatum))
gch2_anasp: TrEMBL: Q8RIR1 (Anabaena sp. (cepa PCC 7120))

gch2_syny3: SWISS-PROT: gch2_syny3 (Synechocystis sp. (cepa PCC 6803))
gch2_synel: TrEMBL: Q8DI64 Synechococcus elongatus (Thermosynechococcus elongatus)
gch2_bacam: SWISS-PROT: gch2_bacam (Bacillus amyloliquefaciens)

gch2_bacsu: SWISS-PROT: gch2_bacsu (Bacillus subtilis)

gch2_bacce: TrEMBL: AAP11030 (Bacillus cereus ATCC 14579)

gch2_bacha: TrEMBL: Q9KCLS5 (Bacillus halodurans)

gch2_clope: TrEMBL: Q8XMXO (Clostridium perfringens)

gch2_clote: TrEMBL: Q897Q8 (Clostridium tetani)

gch2_chlte: TrEMBL: Q8KC35 (Chlorobium tepidum)

gch2_aquae: SWISS-PROT: gch2_aquae (Aquifex aeolicus)

gch2_lepin: TrEMBL: Q8F701 (Leptospira interrogans)

gch2_deira: TrEMBL: Q9RXZ9 (Deinococcus radiodurans)

gch2_bacth: TrEMBL: Q8A528 (Bacteroides thetaiotaomicron)

gch2_caucr: TrEMBL: Q9A9S5 (Caulobacter crescentus)

gch2_coxbu: TrEMBL: AA090191 (Coxiella burnetii RSA 493)

gch2_rhiet: TrEMBL: Q8KL38 (Rhizobium etli)

gch2_lacpl: TrEMBL: Q88X17 (Lactobacillus plantarum)

gch2_psegl: TrEMBL: Q8RS38 (Pseudomonas glumae)

gch2_strav: TrEMBL: BAC71833 (Streptomyces avermitilis)

gch2_phopo: SWISS-PROT: gch2_phopo (Photobacterium phosphoreum)

gch2_azobr: SWISS-PROT: gch2_azobr (Azospirillum brasilense)

gch2_agrtu: TrEMBL: Q8UHC9 (Agrobacterium tumefaciens (cepa C58 / ATCC 33970))
gch2_rhime: TrEMBL: Q92RH2 (Rhizobium meliloti (Sinorhizobium meliloti))
gch2_brume: TrEMBL: Q8YFL5 (Brucella melitensis)

79



10

15

20

ES 2435990 T3

gch2_brusu: TrEMBL: Q8G298 (Brucella suis)

gch2_rhilo: TrEMBL: Q98573 (Rhizobium loti (Mesorhizobium loti))

gch2_braja: TrEMBL: Q89RZ7 (Bradyrhizobium japonicum)

gch2_niteu: TrEMBL: CAD86468 (Nitrosomonas europaea ATCC 19718)

gch2_ralso: TrEMBL: Q8Y1H7 (Ralstonia solanacearum (Pseudomonas solanacearum))
gch2_neime: TrEMBL: Q9JZ77 (Neisseria meningitidis (serogrupo B, segunda enzima encontrada))
gch2_xanax: TrEMBL: Q8PPD7 (Xanthomonas axonopodis (pv. citri))

gch2_xanca: TrEMBL: Q8PCM8 (Xanthomonas campestris (pv. campestris))

gch2_vibpa: TrEMBL: Q87RUS5 (Vibrio parahaemolyticus)

gch2_vibvu: TrEMBL: Q8DF98 (Vibrio vulnificus)

gch2_vibch: TrEMBL: Q9KPUS (Vibrio cholerae)

gch2_vibfi: TrTEMBL: Q8G9GS5 (Vibrio fischeri)

gch2_sheon: TrEMBL: Q8EBP2 (Shewanella oneidensis)

gch2_phoph: TrEMBL: Q8G9H7 (Photobacterium phosphoreum)

ribb_phole: TrEMBL: Q93E93 (Photobacterium leiognathi)

gch2_psepu: TrEMBL: Q88GB1 (Pseudomonas putida (cepa KT2440, segunda enzima encontrada))
gch2_psesy: TrEMBL: Q882G0 (Pseudomonas syringae (pv. Tomate, segunda enzima encontrada))
gch2_pseae: TrEMBL: Q9HWX4 (Pseudomonas aeruginosa)

ribb_dehmu: SWISS-PROT: ribb_dehmu (Dehalospirillum multivorans)

gch2_xylfa: TrEMBL: Q87D69 (Xylella fastidiosa (cepa Temeculal / ATCC 700964))

80



ES 2435990 T3

TOSONYINAY
IDLOAMAIAY

ADLIHOTTIAL
IDILAMTIAY
IDLIHSTIAS
IDSLIHSTIIY
TONDALALAS
TOMY " STWIN

ISHdaVILYY
WA IVASYY

AALTAIOY
AIAL IOV
HLSAEDY
WAV SAMEDY
AAGILITOVA
ANIAIVIAYA

ot et e g g g s Sy

WATADHNGDS
HWATADHNTHT

I173aDadqaEs
I171g94ddEHs
TITADHENEES
TITADINIES
JAAQTINIYN
JATAVINTHE

FAAAYIAAND AHTYOIVIAI S5IDQLd¥dd
TOAIATANDIY DYICEIVIAA SSIDHIANAT
YHOAATASD VITAHIVEAT SAINVYSOATH
YHQAATAIND ISTAYIVMEI dAIDSYSYAD
YYAIATAINS SYATITYODA SYIDVHILAN
FHATATAIND AVI@AIYOOA SYIOVIDILAW
U GIITAIND HHAVAUTHAH ~~r~~e~ v
A AITTAVAYD STASNITAAT NRNHH~~~~~
avlSSOVYAST dYdIH~~~~~ ~mmm~—e— ~

o o e e ot s Pt

asavasad4dd
aoadIqasTao

DLAVLIAYOA
SLILIADIVET

s e s e o g

st et i g g ot e e e

e
g g B B P o o
e o
e o e o o o o e e o
o

LHASY ~ e~
I¥ALAYIA0L

e o g g e g e e s

quITSU ZUIH
e Zysh
nanIe zush
esAzoTzusb
s80AT ZUob
yieaw zyob
udtys™ zuob
eOTYS” gyoh
IITYD~ Zgysb
nwiys— zyob
eway3” gyob
nzxAd zuonhb
Adtay zuoh
fdray zyoh
ooxys gyuob
nyaxe zyusb
odyos~zuoa26
aonsu gyob
1seah guob
obyse  zy>B
nbuesTgysb

81



ES 2435990 T3

ADYVHENINAN AVIIIINIAVY TITADEANAUd HACAATAINS EYIQYIVAET AP THIH=~ ~mommmmrmss oo e oo o e y3oeq gyob
MOUOFTUVHAN AMDIIVIVYd WTIADANTHN JIAATIAGYD VHTAVTIAET LSTLISASH~ ~~~mmmmmms e e BITBP ZUOb
TOUDAYYHAN TIMNAYAAVY AANTADHNINA HSOATYITHHD SHTHEETYNHT dD0IH~~~~~~ =smmcsmnn e e e UTADT ZUOH
TOUSANYHAN IVEdLAIEYY WATAOEINIEd dAAAATAIIS OEIQEIVEAA INASJTTUAS He~~mmmmmm s s DENDET YRS
TOUYENILTAN AWSAIAHAYY VYIACOEAIHO HOAAAIITID MMIOEIVSHI SOIDNNSHH~ ~m—~mmme—— meecsme e e e JTYD DB
TOUOANTHAN INIAIANEYY WITAOENTHG FAAANTAWND EMICVIVATI SNAMIWTAW~ ~~~moc oo o oot 230TY zyob
TONDALVIHAN INIDIATIDY WATIOTNIHD HFAAQIATAH~~ ~rmmccmmme oo et IR P e i e adoTo™zyob
TOUOHIIWAN IASALIAYI YAIAOEANIHA FAAOAIAAND OWIZAIVAEI JdAATNIAH~~ ~ et s~ RUDRG ZUDD
TOUOHLINAN ILIALIAAVT YIAOOEANTEN HOOOAIAAND MMTIHTYHHI HHIHr s s mmimima s s e e i e 200eq zychb
TOEOHIVHAN IAGJIVEAVYT YAIQDINIHU AAAAATIATD MNTYATYEHI GHAN~~~~~~ ~smcmccmnn cmome e ~mee TIEDRO gYRD
ITOYDHIVHIN AAAGIVHEYT VAAADENINd FAAAATIAHD ANTYETYHAHI JHAH~~~~~~ ~emmmcmmmin cmmmmms s e WRDRGTZYDD
IOUYHAVAN IWYALAYEYY OTTAOENTEIN TAAAAATATD HETVATYSHI SAIAGN~~~~ ~mmmmmmmms s e e TouAs™zob
TOUVAAYHEN ATYELYAOVY DITCOENIIN FACAAANYID YHIQVIYYAL YQdH~~~~~~ ~~mssmmoss ssmscmseons meessene gAudsTzunb
TOUYIAVHAN IHGIIYIOTY DJITOOINTEN FACAAAIVED YNTASTYVAI SAININAILSS YAIOIAADLD dNIONTINLS SODLNM3DSH dseuezuob
TONVALVHIN ISHALVIEYY AJTIOANAYN TACATITATY MMTGHTAQHT MATH~rrrre s s mmmn e OUSNT T ZURB
TOUVAYYRAN IIHOLILYOVY VATAOINTYd FOOAATAD OUIQTIIVITA INININII~rr ~merrommmmone  momomr s e e e e e oeoTo zuysh
TOMVALYWAN ANTLLYVOYS JITADEANTYd MTOIATATED AOTYITYIDT MUATN~~~—~ ~memmmmms s s e e ~~—~e udols gyuoh
TONOIIVHAN ISENIANAYY DITAOENTIN SAOITAAED SHIAOTTIAT dSAVH~~~~~ ~r~e~~ e e ~~~~~ BedisTzyob
MONYIASYHRAN IITISTIAYY DITODINIYN TATSATIIRED WHIVEIYIEA MNADIH~~~~ momosccees cssss e o BTORT ZUDS
TOMOALYWAIN INZAIVIAYY DJIAGDENIYd FAAIANITIND SUIVAIVAAA ASIAOIAIH~~ ~erremmeeme—e e e e oo re remene e TAJDRTZYDE
TOUOTHYHIN IINAOHMELA YATAOINTId FAQAATISHED MMIVAIVTEI JOADHNATE~ ~rre—rmmeo e omosoe e e doels zyuyob
TOUYEAYHAN TINQNHAMELA VYATIOEINTHN FAAAATTLIED NMATVRTYSAI NAIOW~~rmm memmen Bt I B B mmmm e~ TRRYS ZYDD
ADSSAMARAY ATHAAIVIAYY JITADENTIA INAAAAATYD YYIAYIVIAT SATUAYSNTA YN mrrn somommc s s e o urexoo gyob
ADSSAMAWAY ATHAIVIAVY JIT0OENTIC AAAAAAATID YYIAYIVAAA SATOSHYOTH HSA~~~~~~ ~ s e~ TB20DTZURG
ADSSAUARIY ATIAIVTIVY JITEOANTHN HAAAAAAVES YYIAVIVAIA LATOINOVYN FIAYNTIAIN H~ Foaoo  zysb
AOSLAYAWMAY AWHALVIEYY JITAOENTYd AACIATATAD YVIQWAVHAA SOTEIH~~~~ ~mmsvm—sm s s e e TROANT YL
AOSLAMANAY ANTTIVAEYY JITOOEANIHd TACTIAAATID YYIAUAVHHA SATHINAVAY SOAdOH—~~~ ~=rsmmmsmss mommem s @108 zgob
st e o e o e o P o8 P80 o P P o e Akt 1 £ b i e e P o P i Pl e o Y 8 i P e 70 P P ot e e e e T S SRR # [ fo1 £ e b4+ fo o]
it e e e o o o o e e o o e et e et e —————— ———— e e e R o P e o e o o e Pt ot ot P ot o ot P P e ot P 0 Igbtmzyob
::::::::: e e P e P P P e e P e i e QRO ZUDB
[ i e o o s o i et o o o o o e e s e e e e [PE— o r v o o o e o e et T 1 <o) ¢ L=l ¢ po )
llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll Mt e et e e e e QAABRA ZYDSE
llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll Ajr1es guob
i e i e i e iy e e e e e e e i e o e e o e g o o o g e v B B P P g B ot (g g o Bt g i ot P Pk g P P o B B B P B o L o P TTo09 gyuob
zzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzz 5008 guob

aaaaaaaaaa e e e e e o e e P e P e et e P e P e e P e e e Pt e s s i memerememes (THSRA gURD
:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: ursey gusb
zzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzz I " Lo T pe) o)
llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll wsasd zyab

ydesd gyob

82



ES 2435990 T3

TAORIYLIFTA
dSNADOAGAT

SNAANOT.LR~
0SdTHSALIL
08T

H4HLHLA LN
TOAVHSYHAN
TOITHAANIN
TOUTHUYHAS
TOIYHUVHAN
TOYDALVRAN
FIDYDANVTHAN
TOIOANYHAN
TOUDHIYRAN
TOIDHLYHAN
TDUORAYAAN
TOHOALYHAN
TOIYHIARAN
TOIVHLANAN
TOUYHNIWAN
IDYDIAVHAN
TOUDAIYHAN
IDSLHYITAY
IDSINHATIY
IDSIHAATAY
ISSIHIATAY
IOSIHYATAY
IOSLHYAT TV
HAAVINYYId

S o o o g o s o

e e g o g o o

TOYSLIMN
TOIEANMAAY
TOUDATLHIN
TOSVIAYRAY

JITEDAXATTD
dTIAH SYANH
dibud " " '4d

T ]

P e e e o o o P

dSTIdALAH

e e g o e e

MI03LSASYY
IQALHADIAYY
I¥0YL00avyY
I¥0vaIuuyy
IVAJLINAYY
ILFALINASY
IVEd LANAVY
IVIdIIAEYY
IVYdLIHIVY
IVHdLIHAVY
IVAdLIHBYY
TASAMATEYY
IQSARATIVY
IVHALAIOVY
IVEIIAITYY
IVAIIAIANY
EYLOISYY
WIEd LOHATY
IIId LOHAYY
AT LOHAYY
IEdLOHATY
WIHIdLOHAYS
HAIAYIAdYS

ALV LLYIVY]
JHEYLIMAVY
THIALVHIYY
IYWNAYAAYY

T TUNDSATIY
dT151q0T LI
STISISLISLS

P e P o

LASOHIHAAD

oy o e o P g g ot e

ANTADINIYA
WITADENTYA
TITTIDINTHA
ITIAOINEAA
IITEOENTEN
ITIADANTEA
TITEDENATHT
ITIgDANTYd
HITIDIANEYd
WITEDENIIA
RITAOINgdd
HITIDIENTIT
WITADENddd
WTTIIOANTId
1ITADEaNgad
TATADHNIIA
ATTADIDIHA
ATTADANTED
ATITADHNTUD
ATITADENAUD
AITADENAAED
IITaDaNzdd
ASAVAYAH~~

L e

DANADHEYHAL
ANTADINHUN
IITQDEANAES
HATADENIHA

o

ITINVIAAYST
QHHADODENA
dIvLadLbad

s ks s o v Pt e

dHATANSYH~

e e o B B P P e g S

HOAANANID
FATATIANED
FAAATTAIDLD
HAATIAKMD
HAQWTIARAD
AT TIAAD
HATATIAWAD
JATATIANAD
HATHITAKDED
FATATIARAD
HOTATINATD
JATATAARED
JAATAAWED
AYALTIIAWAD
JHAATIAWED
HAAITIAWAD
HAALAAATED
QATRAMATAD
TATHAANATED
QAAEANATHD
DAILAAATHED
JadQLAANATED

AIINGAYI4IT

P o o s g g o b o P

OYICHIVONA
OUIgaIIaaT
OMACEIIALT
O A0 TIaHT
TITANITAOY
OUIQaIIENY
OdIqEITEET
THICATIIY
OuI1aEIIIdd
TIIAHTIHDd
TIIAAITIAN
VHTIAITAIA
VAR THdA
YATIQYIIAdT
VITAVIIAIA
NHITYTIIEEL
A AYOTAHOA
HIATITYIAT
YHAVIIVAAA
AIIYIIVAAN
YHITUIVIAA
VHATHIVAAA

HAOaQVATITHD
JOAQAATAED
FAaATIID
HOAATATHDD

e ot ot e P e o

AT TYYYA
YAIYIIVAQL
O TYATYLET
YATILTYHS T

g g g s g g e o it e

NONDAMIENT

o o s o on rm rm r

WITVOAIN0A
INTEH~~~~~
YAIYH~~ e
INATH~~~m

LSTdR~rm e
LSIdH~~~~~

AYANH A~~~
dSTHSH~~~~
IYT " SHVETD
SSI " IH~~~~
TAAH~ e memee
MADAAIH~~~
OAONASH~~~
OMDNASH~~~

AARLAH~~~~
SSASHSTEAN
NOIdAOH~~~
YSH~ e

e P g P g o e o

DINTITHMLT

o ot s e o b g g s P

Y TIIZAONNH

e i i e g s o s i P

OILIVAVILA

i o i g e o ot o

HANTIIEDSAA

o R e P P e P o e

O¥s.1LsSsIans

TdOONTENVY

i e st s

e e i g P gt o S o

NHYSdYAYdH

et i P B i g g b e B

e P o g o S P R o o

ooaas gyob
ninae zyoh
odyas™zUob
aonau zyohH
Iseal gyob
obyse~zyob
nbues™zyob

BJTAXTZYDB
wySpqq T
seasd zyob
Asasd zyuob
ndssd zyus5H6
aToyd qqrx
ydoyud zuohb
uosys” zZUsb
TIqTATZYOD
yogqra” Zysh
naqTaT Zuob
edqTa zyob
eouex gyosh
xXeuex zysb
swisu guosb
osTea” guob
nagTu gyuLb
eleaq guyob
OTTUX ZYyoh
nsniq gyob
sumagq—zyohb
swTyI—zuobhb
nayxbe gyob
agoze gyob
odoydzyuob
Aex)8” zUoshb
TBasd zyobH
Tdoe1 zU2b
IaTya gyob
ngxon” gyob
Tonen” gyob

83



ES 2435990 T3

TADATINITd
TADNYAY I
TADDMNVITE
TADOENYTId
ATONAAY T T
TADDEAN IS
TADNHNVITA
ASYAOYATd
TADNGHYY1d
TADDIUTITd
TADOHEITd
TADDIATITd
TADDAAVE I

B T ]

TADDNY AN
TADDTUANTA
TADDdSSY1d
TADDALOVTE
A¥ODa0sIg
AADDHIOSATA
049" "IDOIA
NTS " “1199T1

JdIHDdALAJS
SLHOANAITH
ANHOdHHAAS
JTHOJYHIa!
AAHOANYAAS
SHHOJYH AL
ATHOAHHAQHE
ATTHDdUNATH
ANHDAYLAAA
ANHDJUIAAL
AAHDIHLAAL
ANHDAYIAAT
ANHDAE LA

o o e e e s o e P

dASNMINYTAY
NS TAN
dLITAYAINY
VASSANTAWY
dISEYAATIA
AYNIAATAR
dNINIJITVY
YHSSddITAA
AASHATYTIT
HAYEJavITY
YASNdaYTITd
YASLAOVTTE
WASYAQUITY

A

ILTTHIYIST
IIAVIHAYST
VI TOUIIYST
YLTTHJIYST
ILTYIIAVST
YIISHAJIYST
YIOLEIHYST
YILILIEAYST
WIFVESIYSI
TIHVIOIVST
IIHEALYSI
RLIVIASYSI
WILYYJsvYsI

T e e Ll

DLLLOFH " "¥ JASALAVION
HIML YY" "¥ AASADIALDI
HLLLENL " " * AISALIVINH
HILSLSTH" * ° JISILAYIEH
DLSLAIH °° JASALIYIOH
DIHIATH" * ° TASALIVIAH
HILIIMAR" * ° AISALIHIOX
HLLIAAH " " AISALIDIDA
9L I2IN" "V JALALAYION
DL IDLN® ¥ QALALAYIOA
HL"SOHIN" "¥ QATLALAYIOY
DLOISNY - "V JALALAYIOH
DIOADNY " " ¥ AALALAYIOH

L-{« SRR A 01 |
PR LIOT
Na ot INMN
NGttt INH
Na---c- hA
Ng® -t ONA
Ia” - INN
Ia - sSNa
A NN
vap: - NH
wad-- " "NH
aahc NA
p: (0 [0 ML MA

YINAATOTYI
AARINIOTIE
FARISTHION
SYNOV I T
AANYT TN
YARIHANTI
JaENsDITYd
QAWGATIATID
DWAAATNTII
YIHAdTICTHA
YIHIATATIG
VARATIOTHA
YIRd TTIOTHA

e N

YAISILHILIL
KSASaWdLOT
YISYSHINOL
YAANSIdTOT
YALISTAYOI
¥IZLSIdLOI
YISMAIddDIT
YIMISAdVYITI
OaHdTIdADT
WIANII4Y0T
YAISIHALOT
JIEDATAADT
IIVSATdAYDT

P P P i s e i R it ot

JIHDUETAL dXMSAdS¥lld LLAVHOYYSA DLSID ™ AUV JALALSYYYS IUEIAVIA  ° "SHRAIWTIL TAFEAWOAST
JTHOGINSAE dMSTOSYTYT ALIVHAHYSA DLLLD® “HAY JASALAVLDT MEIANMMAN' -~ *ARTITOTYH THEIIRSADA
JJHDASTAAT dNSHATYITI0 AANINAYYSA DILAD ™ "HYVY QASALILING dD¥NGY ™~ ~AR4AJTTIST THEGSTVYOA
dAHOGHAIQT JYSNANSTIE ANNIMAYYSA DLLID® "MY¥V QASALAVINA ¥DUNAE" " ~AWRddJdTCd I¥I0ITISYOA
JAHDAYAIST YIVVAAVTIO ALYIYASYSA DILAD "SS5V QASALAVING ¥OONAD™ " " "AWYSICISY VOTUSISYOA
AAHDIIALS0 SISAAASTIO ALMIMAYYSA DILID" "SSY QASALAYINA YOONIO '~ - "AWYATATAY YOZHIASYIA
LAHDdAHAHH " JAYDIVTAY JEAVHHTIVSI DIDLOD 'MOAd A7 7" °° TUTANY QAN SSTAAIDYAT TATITVIAIL
dTHOdAHANA " IDTOAYANY VITVHIIVII DILJIAQAIACAL I1°°- """ °° TN ANLEOON NATAAAOMNT OEHWATYION

nusnjy  zyosh
DrOTOTZUDL
udaas™zyob
Beols T zyob
eloel ¢yuob
Td3=e zyob
deeas gyob
neels zyuosh
wRI00” Zyush
1Bx05"zyob
39x00” ZUYoH
n3sAu zysh
7oA Zyob
dgong~zyohb
Igbtm gyunb
deong ™ zuns
TeONg zyob
adxs X zynb
AiTes zuob
T1008 gyob
9008 gUob

nused zyob
ursey ¢yob
owjor” gyob
usasd guob
Hdosd zyod
quTau Zuob
eurow gzyob
naateTeyshb
egAx0 ZU0h
sa90AT zyob
yyexe gyuob
udryo™zysh
’OTYD” 2uohb
IATYL2"ZYeb
nurys” gyu2b
ewayl” gyob
nyaAd zuyob
Adtsy~zyob
fdisy zyob

84



ES 2435990 T3

IASSAOVHTd ATHOAWATOA YSYNISDIVYD ALMVIOAVSI SLIAMY "¥¥ HISALAVISS "~ NAOHNN OARTAINTLD NMMILILIDI  oToud qqra
TADDAOVHTId ATHOAWAINY YIVIVYAYYD ATHTHOYYST OLIADL® "¥Y¥ AISILALLDA -~ OFING OARIITOTHD JHWISTIINT  Udoyd zyoh
TADOAOVHId ATHOIOATAS YHVINYAYYY ALAVHAHYST 9LLADE " "YVY HISALANLSA -~ OVNNN JAWTIINTGS JURAINIONI uosys gyob
INDHIADVYId ATHOAOATOY YAYIDIVAVYH ATHSHAYYST SILADH® "YY¥ HISALANLII """ OYNNG OARAATOTHE DMMALKIIDI  TFqTa Zu=25
TADOAOYYId ATHOAOATOY YIVIAYAYYD ALNMVHAYYSI DIIADT "¥Y¥ JISALINLIA *°°°° OVNNG OARANTOTEY DMINILTLIOI  UdgqTa gyob
TADDAOYYId AIHHAOATIAY MIVENYAYYD AIYVAGVYSI DIIADI ™ "¥¥ AISALINLLE "~ " QYNNG DARAATIOTED DUMMINIIOI  nagta zuob
TAD9A0YYId JIEOIOATOY IYNAYAYYD ALYTAAVYSI DIIADHE® "YV¥ FISALANLLA """ OUNNG JARAATOING DUYIIRLIDYI  edgra zuob
IADDHADYITd ATHOADSTIAH dNYAIUAYIY AIHVUAAYSI DIIADHE" V¥ HISALIANIHI * "' OVINN HAWAYIOTOL JYMMLISTIA wouex gzuob
TIADDADSTIIE JAIHOHADSTIAD JIUVAAHAYIH ALHMGAVSI OIIADT ™ "WV HISALANIDL - OVINN WAWAYIOIOY DMIUIISTIA Xeuex gyob
IADOMDYITd ATHOAOAIAHE AMVIASAVIO IITVHAVYSI OILIDH® "¥V¥ FISALANIOA """ OVON OIMHATOTHE AWSQORITIOIA ouTeu guob
TADDAOYHTId JTHOIDATIA JdSYSUVAVAD ALYVNAVYSI SILLADE® *¥Y HISALINIOH ~ dIONY JAWTATAION JYEAYIILIDL  osTex guoh
IADDMDVATE ATHOAOATAE JUVAVAAYYD ALOVHAVYST SLIADL "VYY HISALANIOT - dSHNG VANHATIIOH DdaILIITINT  najtu zylh
TADDAAVITI ATHOIHYAAN YOANINSTVY JIDSVHIIVSI OLO9Qd" "MX JISALIYIIH " - YSANH YARAATITHY YAFLLAIYDA ®leagq gyosb
IADHHIYITd ATHOIEAAAS VOANONYINY ALTINAAYST HLIIOH® “Md AASALAYIEH -~ ° YSANG YARJOINTIY VATHdRNdIONA OTTUL gyoh
IADDFUYATI AIHOIYAAAS VOUYNANYING ALTIMAIYSI DLLIOH™ "HA JALALAYIIH ~ """ VSHENT YARALINTIY VHIHINAIIA nsnxg gyosd
TADDHYYATd ATHOAEAIAS VOUNANYINY ALTINAIVSI DILIOH® "HA JALALAYIIE ' YSHNT VYARALINTIY VHIHIWNAIOA oumaq gyob
TADDHAYATd ATHOAUAAQL dDANINYING AUIIMAAYSI SLIIOH® *Md TASALAYILIH * " YSANT YAWYNINTD VATHdWdLIOA Wiyl gyab
TADDFYSITd JTHOHGHLAAS VOANANYING ALTINAOYST SLLIOH™ ‘M4 JASALAYLIH -~ YSOANT VANYNINTYY VAAIANAYOA TNyxbe~zyuob
JUHAATYTVH VAQYLTIOUNAT STYAADIOED WINIALVHYY LAYVIAIYYOL TOATIOAYAT WASHASAVYO ASOOVLAIVA VIDUHIVYIY JIqoze zyob
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa odoyd guob
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aAeI]s zyuoh
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa TEasd gyoch
TIOOINYITd JAHDIHAATY VOSNANYTYD ILIVEAYYSI 9LSLIHH ©° JISALIYIDI ¥a' - """ HE SIRALTHTIL YISAVWAADYT Tdoel zyob
TADTUENYETd JTHOANSTAH ANIDAAIISH ALYVHAHYST HLLLOH® “¥MD CGASALAVIOT sas: - - - N JAWTIIETIA TIIVdTIdADI  3I9TUI gyoh
TASOYANYA'Id AWHOAWITAH JISAIAIVID IIYVNAHYSI SLIAGA® ¥V FTSADJIALAR ¥SD """ ° MY SIHWIINTIE AdSSOWdTOI  ngxod™ zyob
TADDIHYHTd JAHOISATAY ¥YOVAAYIVVYY ITHVHAAVSI DIAADL™ "¥¥ AISALIVIOY SId° "~ - NO SAWAYIDTHA ILIVEILIOI  Ionen” zyob
TADNEDVATd NIHOHANODILY dLSYdaVTY0 IIVVHASYSA DIS20F " T JIIALJALD" * -~ "IASING SADHATATAN DJYSALIAVYYI Uaoeq gyob
TADDAYYATd ATHOAVYAQL 40SIATTIVY TIVVHUAYSI SILSNSSH' °° GASALAYION JALODDAVOV DARALTITIN WMEJLTIIADI eATap zuob
TADDIAVDTd ATHOSUWIAY SAIMGATIAD ALAVIAOVYSI DISIOHM' 'Y QASALAVIOH MQ'* *9ISAd QAMNTIOMD TIIATIWAIDI urdeT zysb
TADDAYYATd AAHOIHAJAS dMYAISIVTY ILTVHAAYSI SLLIOHWAAHY TISADSALSM Jd° - INWN JIWdHTATOE O9ddiISTIOI  2enbe gyab
TADDTHYETd ATHOTUSIAA VISSIAYDD 'TIHAMOAVSTI DIIADIVIV™ CISALANIEH OS """ LN DAWGETOTHEY VHIHAIVADT 23TUo ¢udb
TADDINYETd JAHOIHNAAHE DVASSUTIANS IIHYHIAVSI HLLL "0Id° QISALIYION Id' """ INT CAWDNTINTEY TIEDHITIWOA D10T2 gyab
TADDNMYINTd JAHDJUYAXE VMSTANITEN ILIHVHAIYSI OLLL S "@TIA° AISALIYLIH NA™ """ INH SAWINTDING VISHSAdYOTI odoto gush
MTASONAYITd AIHOIMMAHH MAIMAATITYY TIWVHAHYST OLLL" "WOH W QISALIYIOH 4d° "~ - INE ARAATOTEN YIHLIdIOA Byoeq zgyoh
TADOEIVITG ATHOJENITY OMSVANTTIEO ITIVHEHVSI SLLL" "SAH' QISALIYIHH s5d°°°°° INH SARAITIOTE ¥ADILIJAIA @2oneq zudhb
TADOMAYITd ATHOAUOAAS dASHSOTIVD ALASHAOYSI HIML' “Sd¥H' CQISALIYIHH Sa“ "' INE JAWdHTOTIA YIHESTdIOI nsoeq gusb
TADOMMYITd ATHOJEDIID dASTIATIVO ILASHEUVSI OIML' “'THE' CISALAYIAH Sd " °° INH CAWdHIOTHD VIQEASTAIOI wedrq gyob
TADDAESHTd JAHDEEWIID d0LSIAITY0 ITYVHOIVSI OLIADMUVOY JASALIVION Sq° - INL LAWIATIATE] TIOOIRYTIOI  TOUAs™ zuob
TADOLIYETd ATHOLHSTAA AMIAINIVID ITUVHAAVSI SLLADTHAYY ISALIVION s LA SAWTATATHE TIIOINYIOL  £AuUAS  gyob
TADOWIVEIA ATHOAWYIAS AAIVANEILID IIUVHAAYSI HLSADTHASY GISALIVION daa' - - LIN IAWIITIQTEd TIIDIWYIOI  dseue™ gyuob

85



ES 2435990 T3

JLATNYILIY
dIdTIVIZID
dLATAVEET "
dLATIVEYAT
dILdTIVIVAL
dIATRTIY NS
dLATIYIYAY
HI1dINVIIAL
ALATINYOYAT
FIATNVOVAT
dL3TISYYAL
dLATISYIAL
HLATIISYAH
IIITIISYAR
UILdTHYSAIT
AIATISAVIT
W1d TYVYSYH
HIdTHYYSYd
TLATIYSSIA
ALATIYSSA
MILATIVSSIH
MIATHYSSAH
AIA LTI
ALATINIS AN
OLATAVONSA
OIATAYONSA
*LATAIAATY
ALATIVEIAT
LOARYDHANA
YOIAYDUATI
MDTAYOU TN
DOARYONANY
VOAAYOUIRI
ote

TSAQASTLE 1A
TYDDEAYI1d
ILODd0YHIA
TADDOYYd1d
TADDIEE 1]

MIOH~~~~~
TTOH~~~ =~
o) ——.

o P o o e o o n

e o s s o o s

s st Pt s o

e A s o e o s s o

P

s e o ottt i ot

DS (0]

MTOR~ e e
WO R~ e
MTONA - NATA

AAGR~ -~~~
AAGRH~ e

NITES [~~~
TIALA " NHA~~
FATIHE “ W
FATOA * LI
HATIA - UNHY
SATHA * ST
TATHH * STWA
IATSA® ALAY
HATSC " ATME
MWTT * AL
HITO " YadAd
AR H~~~
TN * [~~~
HAAQLED " Lo
FATHHAS "MId
AWATASADAY
AR LLOTHAY
addrEIGIIy
vODLAacu Ay
adOLANIHN0

it o o o s i e
Pk s o P o o e o

HONDIOMN" *

[ DR

AEITavVIs
RYITAEAS * °
AMTITAVIS
HYIISLAL ™ *
AVITASIS - *
ALITAOAL" "
ALITAAAL" ©
FIMAGANE © -~
SAMIIEIY -

s o P s g o s

e B i g S o B e g i

AOTADIHA "
AHTHTMIIA " °
aQISasdIton
AISHSHTINND
JTSHUSYTIAED
ATSUSHINED
ATILMSHATHED

{96T)

TYvDdIvIIs
ATHOAIATIS
AIHDASAIAY
JIHOIDATAA
JIHDAOATAT

IANSHAJLTA
JHSDOAYTITA
YAVMMVYYYO
dAYDHANAYYD
JEYNIYHYTY

P

o s e s

T omIsad”

T CAIdIAHT
T ITHINHC
S AAMTNING
" IAVINHST
"' "IASIHH"
T IALTTAH”
tr T IALADHT
t T UTIATISA T
trtITdIan”

s s s s e A o

R 7
T TAAdWSH®
AATYTHIANG
JATYTHINNG
JATYTHEANG
AATYTHANSA
AATYTHIANI

TAHLNIAYNY
TIIRAIEOYST
ALIVHAYYSI
ATHVIOYYST
ATHYHAYYST

ks s s e e s ot

O

* ATVRGMIAL
T EAVADETHA
*HYYAHETTA
“MUYAITIOA
CHAVAATIOV
* 0AYAYIADD
eice- (agnyele]
MISTIATARA
- ANVAHAYAA

s s o e et s o o s

"HANAATYAT
JANHAATHTAT
AINLATHTAN
YNNSATHIAT
ISNHATHTAA
ANNIATHTAL

JINASOYINS
BIVY L' “HY
SLILADT " “¢Y
OLLADL ' * 1Y
DILLADL * * YUY

P P e

P e o e e i R g A e e e Sk R Pk s s P ks s e s

HOVHSIA " Ad
THYHSDA " "d

TIWHSAO" "2
TIOLLHA " " HF
OarmasHa: * 4
CUWHSHA® ¥
FINHSNOMEG
INHSADMAJ "

e s v e o o

R T T VR

dOYADDEYL "
FIOMALATHY
HYONLLA THY
ado0LLATHY
AiIODALATIIY
AIODLLIIHY

ATVHA " YHYY
AL TIAYLHA
HISALANLOA
HISALAVIYA
FISALAYLSS

NIALSTASA®
AANTOIADA®

JdATOYTYATA
daTOVIAYTA

o ot e o Pt e

ASYELHOVAEA
ASYAETLHOVYA

ot L L P £ 00 o L T s o o . S . o o S

NATAYIADD "
NATISTADD ™
NATAVATIOD"
NATAYAIOO"
" TITHATAVH
"UITEIINYA

e e o P s v

" CWIdYAAYS
MAADEAM AT
HATDIAHATS
WYADONTATO
AYADMARAAL
HYHOMAAITL

YHYJI'TTAGY

A0 IOV TANTA
ADHRNYTIWIA
dOHOYTHHIA
JANDYTINIA
HSAOVTASIH
WM ADVHAATH

ALSTIHOVEM
YV LHOVH
WYYILHOAYD
WSYHIIHOdEA
ISYHEIHOWEY
TSYHLEOWMY

dVADTIAYIT
HYLOAA "NdA
b2 R & V- 54
DTONEDADLO
ATLA~ e~
HdTITIMIAT

DIAIAYYVEA
AARARTOTHN
OAWTa TR
dAROFIOTSH
AARCATOTHO

ADVIAYIOIHE
dIITIVdSTH
TALSOO0I4AT

SAHANSSA0A
YaATIAI04L
81T

JUILYLSDAd
YIAASIVADT
QHHLLRdINONA
OHRALTLIOT
JHAALTLIDT

agBtm—zyob
deonq~gyo5b
TeONq  Zyoh
adxak zuob
Kates~gyob
TToPa™zyob
9009 zZy2b

nused zyob
utoey zysb
omioe” zy2b
wsasd gzyoh
ydesd zyob
quTau Zyoh
BWITAU ZUah
naote ZUnb
esAzoTzunb
§82AT 76
yjere gyob
udyn~gyuoh
BOTUD zyob
IITYD Y25
Iy~ zyoh
rwayy” Y26
nixAd zyob
Adtay zyob
fdrayguob
00138 Zyoh
njoxe zuob
odyos—zyob
Iomau gysh
aseald zyob
obysegyuob
nbued gyob

e3TAX" ZURh
nUYSD AT
owasd zynb
Asesd gusb
ndesd zych

86



ES 2435990 T3

DIAAGYADTIY EATLIIMHD Y AVITAYAL® "™ " "AYHDIH' "SIVAYYAQE SEMALDAQ™ © NATIDIADTL S ddINVYTIDTA AYVHIHDSYH nsniq gysH
DILFAAYADIN YATLANHO ¥ AYTIAWAL" " ° ° AYHTIH S ‘JIVAVYAdd SHHALSOA' © NATIDIASI® ddTINVIMNOTI AVVIIHOSHW Sumigq zyosh
dLOWEISHOD ATTLEMAD H AVITAVAS®© °° "ADMIOH® “IIVAVAADd SHWALDAC  © NATADIAOI® ddISYTHDIN AVYIIHOSHW SwIyx Zusb
dIZILASSHW EATIANH0O M AVITAYAS ™ °° "AMMHOH' ~AavAdIADd DHHASDAA  © NATASIADI® dd'IOVTHITA AYVIIHOSHW nlxbe guynH
AYVAVANETI HAAHAMACYI QEVEATIT *© ° " CHEYYM® “HYVSOIHAL YIVAIVYATI dYTHVICAYV LHHSOHAQHYI WIIOAdWdDHa aqoze gusb
NIDNTISATT WANAR A~~~ e s e e i is | o e P e P e e e odoyd gyob
SITTdALARLYL HALYSdTOHR ~~~r~rreremms e rme e el el e it e S -~ b.mhumlmﬂum
YAYTAAMTHL HISADSHAUS DN s oo e v ne s bt i e oo e i e b e e e e e | P i e P e i e e 1Basd gy»b
MLATINASALL GIOVYDIOTA ALLIAQETL - * " I7470T° -OIVTRIION ¥M¥VWION® *¥ NIAZDIAVY' dLADYIOVIL AVVIIHOWMY TdoeT zuob
*LAWASOYAY MAMIAQ ¥SY¥D XHITYAIL " =~ "ATHIOH® “HIVANITIAd TESWIODAd" © NYIZOIAOVY™ JYIDVTIVIA AVVIIHOJHD 39TUx zuoh
UIATISASAT AITLE "HNIY ALITADIS * ~~"AIdTHd” "OMYTIONIAd THVHSOMM ™~ NIIEDTAVY S dNIOVTIONd ASDIIHOVIY ngxoa— zushb
ASATIVYYAT QATTH IVdY HYATIVIL® ® °° TIdT0HT S EY0JATTIAd HYYRSOHAA" ° MHIFOIADY ™ JWIDVIEWTIG ASYIIHONYA Joned™ guynb
FAIAWNATADY FATSH OWTH AYITAHIS © °° "I'TAIOH T “HdYNYHIId THYHIODAQ® ° SHIZWIVOY' JATOVTEYWd ILVALHOVYY uloeq gush
YIATIVAYAd FHAC HEWY AVITYEIS ' ~° DAMNTIOH™ ~“MIDJAVTIOd THSWEADIA * DWIFADIIADA® dYJADVTIVIA JOVIIHOVYY eIXTap gudh
FLATESTATT HITAING “YWNY RMTIQEIL" " °° "AINTOH® “VIVAMEIAd THYHIOAA® ° NWIEDINADY®S dATOVIISTIA AVYIIHOWYY urdsy zuoh
ALATHYSYMAD FATLE VYT AMITIAYIL "~ ITNINH® ~MAVJERI0d ANVRIODAC: ° MHIEDIAOY® dAIOVTIYIA ASYIIHOWYE oenbe zyoh
VIATISHEAVY HATIS "¥H0OWd AVATONIL® " ITIHOT “MEXTITTEd ANYWHSOAd  © HITEDITTOW: dDDOVTHITIA AVYIALHOAMY 93TUd guodb
VIAMIYIAAY MATLE MY AVITIAYIN T " "IININH® ~SISZENIOd THYINOQqE* * DATADIADY® JRIOVTEYIA ASYIIHOWHM 23010 zushb
MIARNLIANY KAING HEIH AVITASIL - © " "IDMANH - -~ INVAETIEG IHVHIOAd® ° NHIZOIADA® SNIOVIIVIJ IVYAIHDMDM adoTdy zuob
GLATSIAATY MATIQ YYHY ARIT@AIL " ©° " IWDIIEA " *OOVINYTAd ASYHSOAE ' * MITHEDIADY' JIYDSTUVIA AVYIIHOVHL eyseq gyosh
ALdTITAYEY IATIR "HHNY AVITAQAIL " °° " IWITAd" “OMVOHITAd AMYWIOQE *© NIIHDIAOY S JIYDIDNYIAd AVVIALHOWMY oodeq gush
OLdTLIAATY SATLL INAY AQIATHIL © " INAIOH® DIVISITAEd ANVWIOCOHT = NWISOIADY ™S D4SDOVAYTIJ AVVAIHOVEM nsoeq gudb
AIdITLIAATY NATLL INAY ABIIMITIL'* °°'TIOFIOH® “SYVIASIAd AYVWIOQE' °~ NHIZOIAGY S ODUSDOWNVTIA AVVHILHOWHY wedeq guyosh
ALIDIVAYIY MAIUE "HOTH ASITIAVIS ~ °° "IT¥IOH® ~IHVASWIOL THSHIOAd® *© NOISOIASDV' JATOVTYING AVYALHOWN T3uis™ gzunb
0SdJHIILAY OASHA HOM ASIFIAYIS®® ~ " ITITAAT “YHVAAATI TIYHSOAY " © NOIFDINOY™ AXTIOVTESTIA AVYIIHOWYM gAuUAS™ zyob
OSA'DIIAATY ZATHA HOTE ASITAVIS®® © " IDNINH- “HIVAZITOD TMYWNSOAd ™ * NOIZDIASOY®™ dAIDYRNSTO AYYAIHOWHM dseus zuob
QLARNYAADT MWIOE I KMITAVIL-* " ITDN. “ENV4IETI0d WYYWLOad: © MIIZOIASA™ dIfID0INDI0 ALVIIHOZYE nusny™ gyosb
MLATAVEVEY MITVE MME RITTIEAL" © " IINIAON® ‘MESITATId TIVHLOQH - NWIFZOOADAS dASOVTIATI ALVILHONMO Oe0oTd™gZudb
HEAHNALSAY FATOC AAMY XHEQOTEMIL - ° " I'IJINH’ "MMSJA0ITAQ IMHIDIOUH® * NWIZODONOOH MIOVDITIA ALVAIHONYNE udojs™ zyob
OIdTIOTEIEY AADDT  HO¥Y AAQDICHMIL © °° 'VIVIAH W -I0VAYIIEd MEWHSOAE ' *© YWIEDODTOOE “WIOVTHOIC ALVAIHONNY Heois™gyob
ALATAVEIAD FADTE NONT ABOTIVAIL " ° " IANIOM™ ~JOVINTIE NHWHIOQH ' = GWIZAOADAT “WIOVTHTIC ALVAIEONGE eroer gudb
MIINMAASID MATSO HYEY AadI0DIL " © " rJANNH CEAVIMDI0d WIWHIDAd' ' YWIZDOTIOVH “WIOVTHVIA ALVALHONMA Tdise gyob
ALANDIMIVET NANTH “AVHE AYATSMIL " ' TIDFIHH® “HENJISOT0E HNYWIODAA® *© NHIEDIADY® dDVOLTIVIAd AVVHIHONMNI dseis™ gyob
QLAWY ETEdE DRI XIIIAAIL’* ¢ IHII0H: | - MEMaM01al S¥YHIOAd: © NWIZDIADY ™ dMVOITIVIA AVVILHONYY nee3s”zysb
AIAIOLIALY YADLE  NHYE MIIIOEIS - ~ " INNIAQH® “SOSOTEE SYYHLLAGEE SATIDTIADY S 4WIOvIMYTd IVYALHDMYE weIoed™ zuolh
QLdTALIADY HATIRE MHY MIIIOHIS™ ™ -~ "I'DIIAH ~EdOJ9dTdd ANVROLAQIE SAAIDIADY® dUTOVVHYId AVYEIHOWVHA TBI0oo~guabd
FALATITANAT HATIE NOYY MYITIOEIS ™ =~ "I'TYIOH" “IADJHdTHd 'TIVHOIACHT SAAADIADY® JUISVTHVIAd AVVILHOWHA J2I00™ Zuob
HIATIVIYAY FIHNE HYYY MATIAVIL: " " ITWI9H° “2AVAANTIQ LHYHSOSIMID SAIZDIVOV: dA0TOVIMYIO AVVALHDAYM n3sin gyoH
YIATIVEVAN AIHME HMYY MYIIAVIL:* ' ITYIAH° “ZaOVSANTAQ TOVHSOAMIO SATHOIVOY" 4UIDYTIYIq AVYAILHOJWY ST2Aw gyss
SIATAVISTIN AN~ m e mmrsmcrs s e s e T T et Tl T T i e I - — dgong zyosb

87



ES 2435990 T3

et L
D¥INSdT" " -
HONDOMINSL
HOUDDANID®

HTAAITHILAT
TIDLISTYTA
qSU'TA0EYIY
ALITTIAOTY
ALATIIIDTH
FLOTESIS T
SINTHOEDAY
UL TNV
TLATEOITAY
JAIATIODYAY
ALATDIDIYAY
LA TADATAY
LI ITITANL
AILLITYIANL
dIDAdYNOHA
OLARNEESIY
TIHTAIEITIT
dSALALLSAY
TLATAS VAL

dHHADYITHD
"HLYYYWTAD

¥1g10deona-
YIATONDDIC -
YIYI0SDIa”
STYTONDDA "
¥SST1OEDIA "
¥SHTOHDDa "
YHaTOYH0a
YHaTOveoa-
ANV 105900
YNITOSH0aA "
wHOTYDa0a"
YHOTYODOA "
¥SYIoYea "
¥NATOa20a-
TAATOHEDDA "
h claglect-lelal
vigadaEnoa-
¥OaA0Eo0a-
vAQIOEDOIA

(6LT)(9L2) (0LE)

HATLLSYIYY
HIISHIO ¥
HALYEHIT Y
ATIHRIST Y
MALDHEILST o
HIHSHEYDL "
HTLIIHHN "o
AALIANIN A
ATLLANNN " o
ATLLIFIHN Y
HTLILIALNN o
HTLIEINN " ¥
FIALHINYT I
TALHINYT d
HEISEIYS *H
FAISHIYS "H
SATSELTN U
AT TAFEAD -4
HATLENY0 * o

YIqTIavIa- -
AIATASTIA
KHITAYIL" *
AHITAYIL "
RHITAYIL" *
FATTAVIL *
XITTAVIL "
AHTTYYIL *
XITTAYIL ©
AAITAYIL "
RIITQYIL" "
AFILTAOVIL" "
AYITIAYIS " -
AYITIAYIS ™ °
AAITTAYIL
XO1Ta¥IL" "
HHITAOYIL® '
AVYIWAYIL® *
AYITAYAS ®°

DUDSDIATDL
DUYSOTIADL
DMYSHATADL
UYSDATIADT
DMSHTIGHL
DMHSHHIADL
DUDSHTIAHL
JUDSOTATOL
DHISSTIAQSL
MTISOIIADL
OM0S9TYanL
MOSOTYADL
DHOSDAYISL
JUISHAATDS
JUYSMYLEDL
JUYSMALADL
DUYSMYNEDL
JUVSMYLIDL
UYSMYIADL
(18Z)

T II00avd
T UATINTHHS
T UDIMIDHT
T TDIWIOHT
T TDINIDHT
T OTMIDH T
2 b )
tCTOIMIDHS
T UOTAIOHT
T UDTIIOH S
T TOTATION”
T DTATIOH T
) )
I \b9)
T TRINTART
T UDINTION”
t T UDINTIIHC
tUUAHATAH
T ADMTOH:

TOASHWEITA
TORESHAYATA
IOASHAMATE
TOHSHAYATI
AJISHAUNTA
TOASHAYNATA
TIYISHAYAN
TOASHAYAAN
ADESHIYANYA
TOASHAYATI
TOASHTIATA
ToASHTIATd
TIISHTILTA
TIISHTAATA
ADESHIUATE
ADISHTUATd
AOFSHIUATL
ADESHTIATL
AOHSHIVVII

YHALHOLTAY
“NYDIIIad
T AYYAYATE
“MHEYATATIAE
“HYYAARTIAd
*wOYAAT 104
“MAYITHIO
*MESJAIFIAL
TMEYAIATAL
*HAYIATTAL
*OAYAARTAd
A Cuscialats
T HUYAAITOS
T HEYIARIDA
- HAYINRTHI
THEVIIATA
*MOVAATTIAL
* DYV AIYADT
* IAVAYOADd

TTHT T goHLA
qan: - tant 1
agsn- " -a@o" I
age:ao°1
NS MOYA
NA- " -MOSA
£ SR o1 ) N

dEYL " MLIVE
ddDE0 " ILSd

YATVATIINT
HIYRLOAd ™ °
WIYHSDaa - -
HaYRLOaa - -
VEYRLOAd "
BEYWLOOL " °
HYYHLDad - °
HEVYHLEDTE ™~
WMIVALIAA " *
TEYNLOad - -
YHVYWLDaa " -
HEYYHLOAa - *
YYYHEDAd © *
WUYHEDAd ™ *
WaVYHLDAa - -
TYYRLOJa " *
TIYWEONE ™ *
DAASDaT " *
D¥yMALDOa” *

AOASTYIHAET
OOMYAYTHAL
AOMAWYIHATL
TOMARYIHAT
NOYATYTHOR
AOANTVIHDT
AOMATYAHOL
OOMATYAHAL
JEANIVIHET
AMANTIAHTA
NdLAAATHAA
NMALAIATHTA
IOHATYADAA
AOANTYATT "
T aYEEAED
st EYAEAD
SYTIAHISAT
FAATODL - =d
@aIT09 NIa

YLIALYYYAN
ARTAIIAYS "
NHAHOIADS
NWAIATASY "
NTATATASY'
NITHAIASS®
NTIIFAIASS®
NITEATIADS®
NIIGAIADY"
NTTAATASY”
NIIIATASY®
NTITHATIASY"
NIAZATADY
NIAIATADY”
NITADIASY®
NHIAOIASY "
ATTFDIAVY”
NWTISIADA®
NATASTIADIL "

D8d " "YoMAY
o1 ASOAD
DAL ISHAD
5aT" * ISYAD
DAT" "TISHAA
oaT1" TISHAA
5ar* "ISHAA
DAT " "ISHXA
DETHNE * " 45
JATANA* © 35
SONSHNATAD
SONSOIFEIAD
9° "HAHAJIZD
o ALV XD
HILIASSNAT
FAIAIEOADG
JRTYIOTLAT
SHTITOOIEA
ANTIINSHZSA

Ia5a¥MyLdd
andovTioTa
JIIOTHIYTT
dILADYIYIT
dSIONTIYIa
YHIOWTHYAd
JdEIOYTIYIA
dETOTTEYIA
JEAOYTIYIA
JATOVTEIa
dHIDYTIVIA
dHTOVTIYId
JIIOVTIHATA
ARTOYTRATa
AT TONROYIQ
JLIDVISYIa
AL IOV TIDTA
ddrosnioId
dd IOV TIDTd

H ¥1ddo™* 4
L HATD "M
H-¥LAd9° "M
A YILAEH "M
H ILAAS™ A
H INJAD "X
H ISJO9" "&
H'IAd99" "X
ATMIAAD
ATIFACH" A
O I1idE5" * A
Orindasn- -4
AN AA
ATALD " X4
IASSHUOIAT
FUSTINDAAT
AATATIIOI AT
YAvALEOHAAT
AC¥EINDAAT

TLE

IA0UTRE Y
ASOITHEIEA
DYVALHIVEY
COVHLHDOYYL
DOYHLHIYAL
JOVALHOVAT
OOVHLHIVAL
OOVAILHOYEL
DOVYHLHOVEL
DOVHLHIYEL
DSVHIHOYEL
DOYELHDYIL
SYVHLHOYEL
SYYHLHOTYL
ADVILHOTIA
DOVEIHDYHR
JOVHIHOTIY
AYYITHDSUT
AVYHLHDSHH

nsote gyob
esAI0 guob
S20AT zynb
yaexe gyobh
udiyas™ gyob
voTUD gyoh
I3TYRTZY26
nutyos- zyuyob
=V Y0 i di peTs]
nyxAd zyob
Ad1ay zuobh
Ldray zunb
oDI38” 7Yohb
nyosxe” gysb
odyossTzyob
Ionau zysb
asesi zunh
obByse~ zyosb
nbued” gyosb

BITAX gu»b
TSP T
awvasd zyoh
Asesd zuoab
ndosd zuab
aToyd qqra
ydoyd zyuonh
uosys gyob
TIqTA ZURE
yaqTATZYob
nAqTAT ZUDB
edqTa zushb
vouex gyuob
xeuex~ zyab
swTau gyoab
osTeRI ZU2b
najtu gyoh
elexq zyob
oTTYa"gyob

88



ES 2435990 T3

¥yoga- ot SIWAT YYHIDIOII ™ DUNSSITIADLI TOHESHAYAWI I I3 M "AI IONITIVIHIX ddl° 7 IISAY ¥ IIJ3D° "A urde{ gyob
p:210; IR VINAT vIHI04¥00° JHASHAAOL TDISHAMATA 4 90 3" "¥M dOWNITYADIE 941 "JHUAY H DNdAD "M oenbe zyosh
=21c 5 (L ATWHT VLATOHODG ™ DWISOALADI WOOSHAMYIA d d9°N° "OA OOMAJIVHHND OdA° "ITHAY I'™DI49D° A 23TU9d guyohb
¥yHEE o e SIVMH ¥YHADADOQ® DHASHTYADIL TOISHMHATA IO N 3T dOWATYAHHE ONI ™ "¥NZAD I IM43D° "M 23019 gzuoB8
5021 1 NIMIR ¥SHADEODA® JHUSOHIAADL TOESHANTTIA 4°dH°S' *MI AOMATYVAHHE HI1° "MAIdD I vMaan* X  odoTd zuob
pica[070 AL FIGLT ¥YOIDdOIT " DUHSOHIAGOL 'IOASHAMATL d 3D 3 AT OOMATYASEY 94T "AQIAD I °¥dd4SH°°d ®YSRG Y26
MOHY vt vttt HIBYT WYHIOEDIA ™ DUHSOAAOOL ‘IDASHAHATIA 4 3D 1 "SI OOMATYIHAY La71 "SNSAD I VHAID "4 =20 gyuob
MOaY T T YIONT YVHIOdDDd ™ OUHSDAAIDL "TOESHMIATA dddD 4 dA UOHAIVAHTN DAA™ "ENIAD A AMAID "4 nsodeq gyuob
F: 101 tc A VISNT ¥YHIO4900" OJ¥HSVAAGHL TOISHAMATA JOSN' A" "dA GOWAJIVIHEN DAA" “ENIXAD X ANAID' 4 wedeq zyob
F(3]-4 A NTIT ¥eOIOMRESd " DETISOTYADL TOESHAMATA dADIDAL" "Vd ADMAIVAHAS OaT: "SNEAD X If&ED 4  TRuAs gyuosh
65} 2 (U AR ST YYOTOREOA " DWISHTYADL TOISHIMANA dd0D4d " 9d aDIAIVIHAL OdT" “INMAY X 'THJED""d cAUAS™ zyob
(013} P I ¥YOTORNOO" DWISOTNGOL TOIASHWMAWA dIYdN’ "Hd NOMAIVAHAL NAT" *IH¥AV X°Iaqdd9 -4 dseue zusbB
Cra i A GIWIH YIATOSHOQ" JUISOHIEADL ADISHIUALA NEND® © ° VYA TOMATYIHAN OQI° “rINGID A'INALD S nusni zyushb
1-£310). S ATYST YASTIONDOT™ JWISDAATOL TONSHAMATA HFHAY" " "¥T EOMATYINGY NAI- “ISMXD A'TMARD "X OvOTD™ ZUuob
o1o)0 (- ATIDIN WIAIODHIA™ DUISOHIAQSL TIDISHAMOTA NYE' "d° 31 NOWITYIHHE ONT' "MAIAS I WMANO® A udols zyoh
10ra1c 4 A HIB0T ¥NYI0EOIA" JWISHAAGDHL TOEASHTHIIA QD" *S° "SI OOATVAHEY NYA® "ASSAD X VI4HD "4 Bed3is zuoh
pocal: (o NI vEAT009D0° IMISOHIVASL TOHESHAMODTI YW09" "’ "I dOMATYAHHIE ONI® *MNAJD T 'TAIRD "X eToel zyuoh
2631 (¢ R FIBIN verI0000a: JU0SOHAVUOL TDIESHIHYIA 03D " "1 GONATYAHIN 9SI° "ASALS H ¥WdHo" "X [dane zuob
012t QIAMH SYETOVOOA: DUDSHAIAOL TOYSHIMA® " ° *NANS™ *MT UOMAIVAIAE GSA° 'dLIdD X'RAIIHD: '8 deels zuob
B3) 2t G NIAYH SSHTOVOOd™ JHOSHAIASL IOWSHTMA™ *© * "NAHD "¥I VYOMITAATHE QLA “IVAID XA'HAAIDH" "4 Tneels zyusb
(013} -1 G OITEW SOHTONODQ" OJYWHMSHIAGDL TDHSHAHMAAA JEV ONTIIA DOYITYAHIED HCI* "EHMAD T VIASD "4 wWeIod zuoh
¥oygT ot ot OITMT SEHTIONODA" JHHSDJAGDL TDIASHANATA NAD' O SYA GOVAIVATIL DAT* "ISYAD A'WMAIO "d 1Broo™guoh
512} 4 HINGT SENTO0OOA JWHUSHIATOL TOASHAMATA NAD DA SSd aOFATYWIAL SOA° "MSHAD A VILED "I FSI0D guosb
HOHHE " e VARYT VYAI0dO0" D¥USHIAGDI ‘TIIASHAMATA dIDQYNAOVYI FDUATVAHIA QIA" "ISIAD I 'WHdad "H Tn3oAw zyob
b o 1> A YARYW YYATOLDII ™ JHESOJAdOL 'IDHSHAHATI QOOO9SSOVI HOMATVAHNA QX" "ISIAD I'WHd"d''H sToAn gyob
12200 ATHNT ¥SHI0IDIC" JUISATYOOL ‘IDASHIYUSTA SNNIL' © “(MT GOAATYIHNY GIM° *SHIZAA I 'WIZED" -4 dgong zyu=b
HENT T et YIHST ¥SOI04DD0" DWISATHADL ‘IDIASHINIIT SINM " ° ° "SKH NDOHTTYIHND MIM® ' IEFID I 'WIANL "M IqBTta~zyumb
R £ YINSH YWATOIOOM® JWISAANAOL TIDESHIEYTII dINM® *° NI MOAATYIHNM OiD° “MHHID 4 ' I7409° "M  deong” gyoh
(2101 (# R SIWIHN SRATDSODA" OJHISAIVADL TIIASHAMSTIL JINL™° ° NI IDAATEAHITI O *MESID 4'ITSND M Teondg gy2b
il i A YIVLT YAFT0J4000" JWISITYADL TOASHAMSTA 4MaD* ‘' 'SI OOHAITYIHAH OEY° 133D AWIdD "M adxsA™zyab
yogg ottt VIRLT ¥vAI0490d° JWISATYOOL "IDASHAMYIA dIAD° " "SI OOJATYYHAH 9LV " THdd9 AWIdA9 "1 A3Tes guob
131 A VIOLT YVATOA900" JHISITYAOL IOISHAMYTIA dLHD® "SI OAATYAHQH DIV "TdHdD A'WIIdD' "M TTo02 zuob
pco 14 A YIOLT WYET0J490d" JUISATYADL TOASHAYUYTA dIHO ™ °° "SI ODAATVAHAH OIV" *TIAI9 ARIIAD "M 9003 Zuoh

uogo -t SIBYT ¥wvyidADDa* IJMISATYADL TOASHIUVII dAdl” " "NIA IOTAIVAHAN MIQ™ "dJ24D A INARD"'d nused guab
¥yogg- ot DIDNT WIVTIOSDOU" IWISHIVAOL IDASHINVTIA dH5GY" ° "NSI UOWATYAHAM MIA 4549 A'WMAID "A ulsey gush
0 1 (¢ R OIBNT YVVIDADoA” OMISHTIYOOL MDASHIUYIA JId0S ™ "MuI aOIATVAHEY HI1G° "dd3dD ADIATH ™ "d  oeaoe” gyab
¥OAL: ottt YIVEH YYATOSPOd™ JuU0SATYaSD TOASHANSTA d°'¥9' ° 'a¥A aOISTAAHEY SIV" "SEIAD H WYAEY' 'd wsssd gyuyob
10 1 G YINDT ¥edI0So0d" J¥0SATYASL "IDISHTIOTA 47 09" " "a¥I dOISIAAHM 9IY¥' "HA1dD H WILAIV-'d ydesd gyob
¥OFEL "ttt DAV wvAT04900 " ONYSITYADL IDISHIYLIA 4°ND - *dSd NOALIVAHED ONY' "@H 4D H WIJAD M quTau gyob
pi121cy Al DAV ¥VETOS0D0" OMNSATYADL TIOESHIULTA d°ND°° '0SD UOALTVAHAD HOV' "I 4D H HILAAD "M BUTaU ZU2H

89



HANIATINGD HISNAN®
FIAATTUNID HAVHIN®
AADATAIVH" aADMTA"
FIOWTYddD "™ HADDAY”
HAMNATUNTD HAVYIN®

ES 2435990 T3

NIITIIaado
NITTHIZN0D
NITTHANDIS
NITTHIOEID
NITTITANTD
(LPE)

SHYTOaDOT"
YOITSNANNL
YIHISMEDAD
YYMTIMNYED
YIMIIMNYID
wYoIsmt 0
TYIIIM® O
YT TIMEHO0
VIATIMSHAY
VIYIdMEHAY
WITTIMSHIY
WIATIMSHIY
¥alLevAnaa:
¥aIYvADaq”
YALISMSH"
YYAASMSH O
YAHISMSH'S

IDaT - *""d
I¥aT "N

Iagr--* 0

vour1stena:
SETI0E0d”
YANTIOdHIA”
8910390 aT”
YYH10a90a "
YHRTIO0H0a "
L el e
Sy 103H0a”
IHI0E00a"
¥vaTodsna:

TAWTHY LYAY
THTAY LY IO
TATIIVIDIS
TATIIVEEIS
IATITYIYIS

DMTISOHATADL
ay -’ ITEaNg
NAD " " TTQHT
LATEOATOET
VAIVOATAYT
I¥OLHIIMT
I¥H50TITAA
aIISHTIANI
DYASHIIAL
INSHTIALA
NHQSHTIALA
NEASHTAALI
QEOMHTTAVT
QuOMHTTAYT
HINYOIITHA
IH00ETIAIA
HOIAVATTIATIA
MHOL  AIMIA
HS ' IOJAGLA
SODNDIAINT
SOOADJAANT
¥ DYDJACYD
0 4a9iACaY
DUTIHYTIICOL
LSHAOAOL
DUYSHIATOL
NVYSIINADL
JHYSHTIAADL
DHHNSHAVYEDL
DHYSDIAIDL
DYHSHTYADL
DUHSYIIADL
JUTISHAYADL

ASHOaYdHOT TINVOALAND
ASHYAVdHYT TINYEALISD
JTIVAAGHAT WINVOALAYD
JTIYAYIHNT TENYOALIYD
JASUVAYIHET WINYOALAYD

TOSSHAMAIA ¥SS5TAdy "
dRISHAMA'® ¥SH" " 'MDII
JAUNHABATL Jdd8° ° * " ¥OA
JOAAHAEATL ddd° "~ "9dl
dQTAHAYATI d0H" " " "ddI
IOFAHAYATS @SA™ " * "dNT
LOOTHA¥ATL ¥Y¥a" © -~ "¥HI
LINOTHANAT "DQ° " " "d¥A
LAOOTHAYATE "WH" *° "SSL
LADTHAYMATE "d¥° "~ "S8IT
LAOOTHAYATA "D " " "W
ADOTHANATA "V¥HE" " DI
INIADAMATL 415" " dad
ANTADAEATL 410" " "dav
SAATHAMATL HLI™ ° " " ¥Yd
STIAHANATIL JI¥° " © "dld
STIFHAYATA FID" " ° * INM
INIMHAYIIA N¥MD© " ° "doA
AQASHTIAIA HAD™ * "I
AIYHTIALN HED® * ' "@¥I
AITHHTIALA HED' © " "uI
ANITHTIAIT TAD® * - @iI
ANIIHTIALT QAD © " "Qul
SOASHTIVIA dIOYAd”
TOASHIMATd AAYARY " °
TOASHTHATd *"NdDd """
TOASHTIATA ©* "YHEOT "
ADHSHTIATA d3aD" ' "SI
IDISHAYATA OF¥" " "JI1
TOASHAYATD d¥a” " ""3T
TOASHAMAT d¥9" """ L' 11
YOSSHAMATI JFd° "d° ° NM
TOASHAMATT ddd" "~ °° IA

¢ - OTENAYAT
1Q OINAYHT
KT OINAYT
T OINAVAT
10" OTINAYIT
(80¢)

*SITIYADTY
NOJIVAYIH'H
MBI IYIHAD
JOWANYHHAD
AOWANYHHAD
UOMDTYAHTO
OO TYAHIO
HOMATYIHTO
NEIMWIYAHTO
AONITYIHTIO
LMY TEAHIO
AORYAHAD
IOUATIAHTIT
WOMTIVAHTA
IOMATYTHIE
IOAATETHYA
IOMATYTHIA
ONAAITAHYI
ADIANNTAHHH
ODAAATAYH
aDIAATAHOK
GOINAYTHON
aoATAYHHOH

Tt NDATTVTIHAA
Tt OMATITYIHEY

IDTAAYAHID

T MDAATYTHAY

aov0TYAdTY
IO TLTYTHIL
MONATYAHIT
JdOVARNYTHID
IOMATYHHAT
ADHATYAHMY

ATSTOID WD
ALDTOID YD
ATHIDIO UD
ATDIOIOD WD
MFEDTOID YD

OVIDD " “"dA
NANH* *qAdd
DIAS " " AL
DHIY " "JHAS
DEIH " TdHAL
NAT.L" " THAD
AaIy-" "CHAL
NaIL® "qd4as
NAOIL" " QAL
AQIT" " AL
NALL " " JHAL
SaTL " @AY
HYTH " "QYAL
HYIYH " "THAL
OSTHA" "aAAA
OWVH " @Iy
OW¥IN" "QHAY
Sa4d- "SuAY
LaMg * "TLAL
dEmMd ™ " THAS
ddMd " " THAS
LaMd " " ISAL
daMd " "ISAL
DOATAYINVI
OSHTONASTI
SAVISHALAT
STOTONALAW
LHD" "dAZdD
OLT" " STQUAY
HOA® " 9594l
241 " "dsuay
NS " - H0¥ad
587" " 1al4o

HOH “MIXEIAD
HOY " IXIIID
30" " TAATAD
0" TAAIAD
2OY " TAALDD

T9¢€

s AASHOTT”
THYYTE T
TINAHSD
CHALD
T THALS"
TINAAD "
*R@AED "
‘RaLan - -
TjaaEn-
TrgaEn”
TIAdHS -
SIS
‘HA4D "
CINAdD"
BOJID"
CYHALD
e G IR
el
T ADVID "
“YHYO
‘YHYND
COMYNOD T
TYHYdD "
* INEYOSTId
* T UWIUNS
‘O ALXDA
" IEAVINSS
"HLE0sa
‘¥Hda94y”
“II4 T ¥OuN
* ASAYDOVH
CTHARD " "H
CTHAD” g

B R 0 H R R R R R I M T A O

HHMEMBEEAMEODOE MMuHHDBDI R HHDD LHMH

odyss—zyohb
Ionau gyohb
aseal zZUuosb
ofyse " zysb
nbues™ zynb

BITAX ZUob
nurysp qartI
seasd zyob
Asasd gyob
ndasd gzyo56
atoyd qqra
ydoyd zuob
uoays™ Zuab
TIGTA ZURD
UogTAT ZUDb
naqea” gqob
edgTa Zysh
eouex ziyob
Xeuex  gysb
SwEau™ zyoh
osTeI Zyoh
najtu gyoh
ele1q~zyuohb
OTTUI guob
nsniq zyob
aumaxg zysb
swTUI ZUosh
nayafBezyuoh
Igoze gyoh
odoyd zyob
AvIxls zuob
TBoasd zyoh
TdoeT zuab
12Ty gynh
nqxoo~ zyu2b
xones” guab
yioeq zuob
21Tsp ZUob

90



ES 2435990 T3

SSILT
NMADI®
FAANT"
YATNT®
anIdr-”
AvYIdr-
YSVYHA"
SYIST®
OVISI®
HIITIHT®
HII0T"
H1LIOI"
HIITI"
AAIII "
HAINI -
HAINI®
HAINT®
HAINI -
HIINI®
FAINI*
HAANT *
YAANT *
AYANT ”
ICANT ™"
TAAANT *
AANNT *
HLALT "
DAAYT”
DSIvVT”
DATIYT"
dLIST"
anIdT"
aTAHT®
aQIIHI®
AANAT "
qaIar:
HIndg " "
HLAd -
AYAdT"
HAIMA -

"OAN
‘DHY
e
ook
‘DAd
“9R0
‘249
“DHD
‘OHD
"OAD
"OAD
T OYN
)
"O5Y
gL (e
(o]
Tovd
Tovd
Y £C
TovAd
"oV
oy (o]
" ONd

“O¥d
oL el
TV
"DAD
"ORD
"DAD
"D
"B49
3 gt-|
-}
TOAA
ek
“WAA
"WAN
" OHY
‘DXA

gI0EAa
2I00TAT "
0aaNIN0”
MTDHINY"
=104
“dN
UTOFONH "
HTOAMIY
HIODL
aATOAIAY "
ATOAMNY
NIALAMS®
TIANAMN
TTRIANL "
STHOAMA
LITHEAA
IIIEAMN
LITEAA "
JITHANMM
MHIQINN®
MRLIANE
MRINININ®
TTVIAE
LTTANTE
AILOTAF
MILOTME "
HTIAT"
MIOADIY "
AIMSKOY "
MIOARNY "
01048340
OI9AXMH"
gicE oL
OTaIIN "
HIOALY
YTEEAS -
AT
FTYYINT"
ATEREY
MTFITIT"

ETDHEANA
HIDFANRS

dN
dN
dN
dN

dN
dN
aN
dN
dn
dN
dnN
dN
dN
diN
daN
daN
dN
dn
dN
an
di
dN
dN
dN
dN
dN
dN
dN
dan
dN
dN
dN
ON
dp
di
dN
dN
dN

NITIHTSOTO
NILTINISNID
NIRTATISHAD
NITTHISAAD
NSTINIISICO
NSTINIHEIN
NITINVSAID
NSTTINTSHAD
NSWINIS¥AD
NLTTIHSYAD
NLTTHHSEAD
NITTAIAAIN
NITTIISNIO
NLTTIINNIN
NITTHINAIN
NITTHAVAIOD
NITTHATIAD
NI TTIATNAD
NI TTIATNAD
NETTIANNIO
NERTIANIAD
NITTII0LAD
NIRTIISONAD
NLHATITSIAD
NLTTIASYID
NLTTAASHID
NSHTIASHAD
NILATYRIYAD
NLIANMIEAD
NIHTMHEIAD
HLITAILLTA
HITTALALTIO
HITTYASITO
HLITHASILTH
NIATIAMEID
NLTTHINITD
NLTTIRINTY
NITTHRIATYH
NSNTHASHAD
NLTTIISANA

TATAOYOTH
IOITIOYSAD
ITATIOYOIS
TO0ANOYOIA
AANTIAVYAH
JRATIOVYIH
I TIOOYAS
TAATIOVS 1D
TAATIOVOLD
TAATIDYOID
TAATIOVOIO
TINATAIJAS
TINTIHAJAL
TINATITYDIS
TINATAYDIS
TTMARASIIL
TTIARAYDTL
TTASRTYIIL
TTAIRTEIIL
TIYAIAYINT
TIRARAYIAR
TIAATAYIAD
THOTHATOIY
THITHATOIY
TAHAISOYTY
TAFATISOVTH
MOHTIAYVAY
ROITIOYOID
TTITIOYONAD
TAYIIOYOID
TAATIOVYOID
TAATTIDYSID
TOITADYYRD
TAATIOYYAD
TCATIOVYdY
TYETIDAYAL
ARTATTHAOYAS
XAFTIZOVIS
TJATIINYTAD
TAWIIOVYYID

XAETaoaanT
ACUAIOTIOT
ATHIAITIDT
ATAaaENas1
AETAIaIST
AQITAAqADT
ALYYaIdod
JIYVAYATOT
JITIVAYd IO
AIYaYaTIoT
AMHYASIADT
JTIIaYSIDT
ATIIAYEIDT
ATAAAYS DT
ATIAAYSIDT
JqIFAVYIDT
AQIATYIIDT
JOATEVADT
JAETYVIDT
AMMITYVIDT
AN ADT
ANSEAYVADT
AMHIDAYVYIDT
AMI0AYvVasT
JMIYANdTOT
AIYAAITOT
ANMYAIvOST
ATISAAYTIOT
ATYSAAITIOT
AT¥SAALTOT
ATISAAIIDN
ATHSAALADT
ATIVATd 49T
XT¥YATAAST
AMNIAISADT
ALMIAIVIDT
AMEAaiIsI
AQUAAMIIDT
AQUYQAdTOT
ASHRAdAIDT

VINVATIAHRD
YINYITIATD
YINYAALGTO
YANYAALOHD
VINYIALTAD
VINYIALGXO
HINYAALATO
YINYAALIYD
SINYAATOYD
NINYOALOYD
NINVAALTYD
HHNYAALITO
EANVIALAID
HONYHIALLTD
MONYOALIID
DHNYIALAYD
OHNVIALIAD
OHNVIALAARD
OHNYIALOAD
VINVIILAWD
VINVATIOHD
YINYS LLIHD
VANYIALAYD
HANVIALOYD
YINYIALARD
VANVEALTRD
YINYCALTO
HANYOALGHD
UANTHALTHED
HANTIALTED
YINVIALARD
HINYOALOAD
OINYAALAXD
OINYIALGAD
MINTIALITO
VANYIALITD
WINYOILARD
WINVOILAAD
TINYHALIT)
HINVAALTAD

da
H2d
d3a

Aa-
AL
ok iy
sa-

ad

qq:
¥as
Na-

Ia

aas
p: (e
g

1a

ba-
ba-

[e]c

Aa-

Ad

oa-
oa-
0a-
0a-
da-
ba-
aaq-
va-
¥a-

Na

aa-
a-
a-

§a
Ha

Ha€a-
aas
Y

CiCS

“OIHAYAT
*DNIHAVT
*DISAYET
D TEATIT
IIEATHT
TIEATHT
OISV
*OrIOAIT
O10AVIT
OndAYDT
OTI0ANYDT
"OTEAYIT
OTISAII
OrISATAI
DTYAYAI
"OTYAVEI
OTVAVET
OTYAVII
*OTYAVAT
{ISAVII
*OISAVAI
OISAVII
OTEAYVHE
OTHEAVIT
OTHAYHT
OTHAVHT
D TMAvET
OINAYYT
OINAYAT
OTNAVYT
" DTEATIA
OTYATEA
OTEAYYT
OTYAYOI
‘OrISAVYI
*DAFAVET
OTYAYNA
OTHAYNA
OTYHT
* OTHAYNT

ANTTOTIO®
JANITOID
-0
ANTIIDIOD®
ANITOIO®
ANTTIDID
AVTIOIST
AYTIDID
go
AHWTOIO®
AHRIDIO "
ANSTOIN®
JNITOIN
ANTIOIN®
ANTIOIN
ANTIOIN
ANTIOIN®
ANTTIING
ANTIDINT
ANTIDIOD®
ANTTIOID "
ANITIOID®
ANHTIDID®
ANTTIDID

JANTITIDIO

AYTIDID

ANITIDIO
ANITOIO

AAFTOTO
ANITOIS
ANITOIO

ud
o

o
o
o
¥
o

o
ud
o
ud
o
¥
|21
ud
o
o
¥
ud
uo
o
o

-
i
AIRTOID”
HA0OTOID”
ARDTIOID”
AHDTIOIO®
AHDTOID®
ARYIDID®
AHDADID®
AHDADID®
ANSTIOID”
THD
R
g0
ANTIDIOD
ANITOID®

us
- 63]
¥
¥d
o
49
-6
o
o

¥o
o

FOUT " ATIAD
TOWH " AT1TAD
JOUT* ATIAD
JOMT " ATIIAD
HOIT  ATIHD
IOAT ATIND
THOUIAIIIO
HAHOHNAAANAD
THOUHAAANAD
HHOUWATAAD
HHOYHATIAAD
04 " HAITIID
304 ' HATIID
208 HAIILD
H0Y "HATIAD
HOH " HATIAD
HOY " HAIIID
H0Y "HATIID
H0Y "HATIID
HHY "HAITIAD
T "HAIIAD
FHE T HATIAD
H0W  TATIAD
HOH  TATTAD
q0¥ " TANIID
04 " TAAIID
HHOWTATILE
HHOUTANTAD
AHOATAATAD
HHOITAATAD
FOOUTAATAD
HOOUTAAIAD
HODATAAIAD
HOOUTAATAD
HOMT" ATIID
HOAT AIIAD
20U ATATD
HOYT ATATD
IHOUTAAATD
THOUHALIYAD

udois— zuab
BenysTgysb
BIORT zUob
1dioe zyuob
daweys zyob
neels” gyob
urexo2” zyob
T6ax007gYunb
FOI00T ZUnh
nisAu gysb
aToAW Zyob
dgong~zyob
agBTmTgyob
deong guob
ROV ZUDS
odxaA zyob
AjTes™zyuab
TToD9 ZUob
9059 zyosh

nused gya5
ursey zyob
oejde zyosb
wsasd gyob
Hdasd zynb
QquTIU ZUob
vWTOU ZU2b
naoTe gysh
wsAao"zyush
SO0AT zyob
yjeae gyob
udiyo zyob
BOTUD zyob
I3Tyo~ gyoh
nurysT zyoh
ewayl— zyohb
nIIAL zyoh
Adtey zyob
FdTey zyob
opI3s™ Zyob
nyoxe” zysb

91



ES 2435990 T3

ALAET 94D SISHAYN"dS ~STTHINIIAD ISYIIDSHAD ANUSIODMIY SALOSDAEY JIVANYIIE SSH- """ ADNDHTIATIAD uosUs zuyoh
HAANT® "DI9 STYHAMASLS “STTHHASID IAQVIIDSOAD AMUSIOUMNNY HILAYESSQOY ITAMAMHAIN s " " FANDIIATIAD TIATA guoshb
HEAANT™ "949 DIVHAMMNGS ~STIERIAAD TAVIIDSOAD AMUSIOOMIV WYAVIDNADT HSJMA¥HTII HSS-""- " HAHOTIATAD YogTa zyab
HAANT® " 94D DTYHANANSS ~STTUHIHAD 'IA¥IIOSOAD ANMSIOOMIV MIdVITAaOV HAMIAMHITI A4S " *° HINOTIATAD TmagTa™ Zyob
HAANT® "9ID OTYHAMMNLS ~STTHHIHAD TAVIIOSOAD AMNSIOODIV TLIVASIAOV HJIAEHITT JILS° """ ANDTAATAS  =dqTA ZUob
FAAIT" 949 ¥ID ADWMMAL " OTANWINOTD TUAYIIOVOYD NNMMOSAMIV NVVAZLD® * - " "OWTHYIIS 3sg--""'** YdYSTIANHAD  eouex Zyoh
HAATT "94D ¥ID ADYYAL ~OIANTEIDTD TAVIIOVOVD NUUMUSAMIY NYYYEdD- " -~ "OWTMYTIS d4Sa """ HAYSTANKRAD Xeuex zZyob
DANTT" 9D LIDEASS " dl ~OIANINAN TOVIIOUOHID ASNSA™ "My° °° * *AVONVD MJTIIMQ IS voaQ - JIYHTIIAAD SwTrau zyab
VIAZT "OAD YHSATIT 45 “VIASKIOAD AMTIIOVOID ATHAQdMSH® °° " - dNIlDdY qIesadrdmyd a3ds -t OONTIANAD OSTeI gUQb
DOYATT" “S4D IRSAWYY "4l " VYTTEINSAD TAOIIIOVOHID HOWTIAdAdM:® ' ' "dddudd VITIMALIAS YaN: - " MM CHTIAAAD ne3Tu zyob
VYATHT " 949 STIDMAQHASS "ITHEISIAD TAUIIOVOAD IHMMOMNMA® VELSILIAAATd ¥Ad "~ "~ TCTCUADY T T T UDMETAATAD  eleaq zunb
AVIHI ' D40 JTOAAHEAHS ~VIINISSID TMITIOVOHTH ITMMINTYNY VIIHAIHIDS Idud’ ° " ¥E JHVADA® - " SOTUTAAIAS OTIUI zYsb
YLIDT " " 949 FIDAKHYTES "VTIAISSAD 'TOHIIOVDTD IOMMASHEYA YAVHYHHADD TYIHVEVAHH SYADA” "~ ° SOHEWTIAATID nsnagq ziah
HITII " 949 TIOAAHNHEYS ~YITTIAISSAD TANIIOVDTO IOHUMATINVA YHYHVAHAOD TUHEVEYEHH aSHADA® *°° SOEWTIANTIIO Sunaq gyob
YYINI'® "949 ETOAAHNENS "STTEISLIO TMITIOVDID TAIMASHYED VASHATHA " ° HIOMHYID SIDADA' ' ' ° SOENTIAAIAD SwWIyx zyah
VSIOI™ D49 FTOAAHEANL "ILTDATSSID TAWTIOVDTD IHIMINTHSYH VOVHVEAd " "~ =~ QUVIHEOV ADDADA - ** SOEHTAAIAD n3xbe™zyos
HAAAT " 90 YIOWTIE 4N NIWTYAVLAD TOYTHAVYAT AAMIGVEIOT IENVAALALD ¥ OIMAVHT MNATOIO ¥H IOVI XTIAD Iqoze zuohb
HAINI " "ONO OT@IINM - dN NIATIIMIIO TYLINOVYES ATHTA0MIOT HNNVHALARD 0S°OTMAVAT MNATOTOMED ZOWT ATIID odoud zush
QIALT" " 9Td 109N dN NSTICTYAID TYOTHOVYYI AMESCHATOT VWNVHALQTH O OTYAYTT MNATOID HD HOET ATIAD ARIS zudb
O¥AMI " "DOHY IIOVING AN NIATSAADAD TONIHOVYAY JMIIQAdaNT INVYALATO OSIDTHAVAT MNATOIO HO FOJIT ATIID TBosd zyob
HANII ® "DVVY ¥TOEMANA AN NITTIAYLID WOWIATYYIA AYYEQ4049T OANVAALAAD HI OFIVAVYI MNVIDIS HD A0WT AAIAD TdoeT guob
SSAIA® "HSL HIVAIMIL dN NLTTHASOIO "IKMIIAYYYN AFUSGSYIOT HUNVITLOHND HO  OISAYVYI MNOIOHID YD HODHHAIADD 3I9TUX zuob
HYAST " "DAY LISHANN AN NITTMIANID TAYTHOVYID ACUIGAVD4OT HHNYIALOTO VA OTYAVAL MNWIHID ¥H ZD WIATIAD ngxos zyab
HHALA " " ONY WIDVYNN AN NSTTIATIOAD TYITIIOVYAD AMH0QAVIOT YHNYOALDTO O OTYAVYI MNWYIDID ¥D FHNNIAITYS Joned  guabh
HATAT® "DAY HTOAMIA AN NITDUIDHAD THNIIOUVOAD ATHAAYTHOT JTNVAALOAD 43 OTIAVMH MEAWIOID HD EONT  AAAAD Uloeq zuab
HAATT® "D492 STSHDMNM 'dN NIKRTYDREYD TIHTIOMID ATUVav4dTIoT OINVYAALAYD OJ° OTYAVHI MNTIOID MDD HDJTATAYD eITap gyuyonb
HAAFT  "DAD TIDATHM AN NITINWIDAD IHNIIOVOID AQUICQIYEDT NINYEALAAD MO JINAVNT ANIIOID HD HOUH ATIAD utdet 7yshH
HAATT "949 FTYATIY "dN NINDIDNMAD TTITIOYOID) AQHTAIdADT MEINVIALGAD A OTHAVII MNYIOISD ¥D FHOTIAATAD oenbe zyoh
HATHT® "DXD FTIOATMN AN NIWTUHIDRNAD TADIIOVHID ACUTAINADT MANVIALASD IQ OINAVNT XNIIDID UD TOWT AITAD 231U zuob
MATMI® DA STISLIMNM dN NIWINIMNMIS TANIIOVDID AQWIAdddDT VINVAALAWD A OINAVYNT MNIIOISD HD H0EH"AATIAD 30T gush
HATMT "DAD FIHILIAN "dN NINTHITHAD TMITIOVDAD ACHIAEd4DT VINVIALATO HA OIMAVNT XNITOID MDD TOMH' ATIID ado1s™gyush
HAAAT' *DAD WIODLINY AN NITTIRISAD T IIOVOWD AMITIA¥d4ST MANYIALAZRD HA OTIAVNT XNWIDIO Y¥D TOUH' XIIID eyoseq zyb
HAAAT" "AAD DIOVINY AN NITTYTISOTO ITMIIOVDID AQUIAYdIDT JANVIALALD HE OTHAYHT YNTIOIO N9 FOUH ATIAD 900Bq gUsh
ESIST "5AD HIOVIMY AN NILTDIRNYAD TOITIOYOID ANMIAdTAST VANYIALAILD O OTIAVAT MNITOID UD TOWT ATIAD nsoeq gyob
ASIST" "DAD AIOVINY AN NLTDIRHOAD TAITIOVDIS ANMIAdTAOT VANVIALAAD OF OTIAVNT MNIIOID HH TOWT ATIAD wWedeq gyusb
QAATT" "OXD WIDVINY AN NIITIIONAD TANTIOYOAD ANYIAYdADT HINVAALOWNS T OISAVET MNATOID HD F0dET AAAND Touds zyund
FATAT “OXD MIDYINY AN NLITTIEDUAD TANTHOVORD AMITAYAIDT HHANVYEALGAD IU OTISAYIT MNATOIO HD FOWT AAAAD cAUAS gusb
QAATT" "DAD MADVINY dN NIITIINAAD TAHTROVORD AMUIAVAADT HENYIALGTO W' OISAVAT MNITOID HH) 3091 iaann  dseue zyob
MAAGT " "OAH HTIONINT dN NITTAISHAD THITHOVVAY AGEHAYOLDT HINYATIGWS §3°OINATIT ANTIDID HD HOWT AT1IISH nusny gy2:b
SAAAT " "DAM NTANIMH dN NIATHAMMAD TOIIHIVYYM AZUYIAVddsT WINYIALDTD NI OTHATIT ANTIHIC HH ADON ATAAD DOeoTd gyob

92



ES 2435990 T3

- oyy
AIAST "94D
HAART "ddD
AIAAT" “0&D
DANTT" " XD
HAART™ " AAD

e e e e e e e e HETTHOWA
bty i i e et e e e e e e TS AL TIHOWA
e e e e e ~ ~~NSTTHOWA
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa e e e e =Y NTTHORNY
e e it et e e~ NTTHORA
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa e MHOAJARASD AdOFTTAXNOT " NHITAHOWA
~ ~ e TTEADD HADIWTIHOAA MMHATAHONWA
e e e WMAAZADD AdDHEWTIHDH ™ ONHATIHOWN
e e ~ S e e~ YADARSD HANDWWHOTH
aaaaa ~ ———— e e ~YOIATOD HANSTHHOTI
T et et B ~~HASHIHDTH
zzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzz e e e e SHTHOTH
e e e - mememene e ~(ITTTHOWA
el NHIAA Ja00ovIadd NTIIEdANDd TASHAAHDWN
e e e YILSINT SNAMONLLSY SIYdHIIN'* °* " DXAHOWM
e e i T i ~~SHSH SHINIAATDH AWTOAWHOWY
e e e e e e e e e e e e e ~~~DAHNND Dd'TATMHOWY
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: YINATEY AdTATIMHOWY
e i o e YOSHEAA LIATIINCAT AdTAIMHOIY
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa D0SIUAA LAXAQASANT AdANTMHOWT
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa SNATY ATHATAHOTA
o e e e e e e AT ADI TYHOTA
e s TIHOWYA
ettt L ——— —— ~~~~TTHOWA
—— e et ~~GSAHYWYY CTHdTHHATH
B ettt e et e ~aen ANADTTHOWA
rrrrrrrrrr e e e e SAAT T QTIHOM
e e e e e e O] YORATHHOWT
e~ TY TLSLSSTYSN WANONOVESL HIdOANIHTY TdELTIHOWNN
e i e THLNYYAT HYYY ' SIHTA TaHDTHHOM
e e e e e e e T TANETTHOWY
WTIAYA " YAN NSTIOIMLID TVHDOIAYOL A¥M¥IAADIDT OYvavdILdaTlo
SIOAJEANS ASTIZINAID THAIIOYDID AFYIA~ """ Tt
STYNJYH dV¥ ~STTHHEAD TAITIDSOVD ALSALLL WY d¥dvd¥S: '
IIDYANT dd ~DIHYTEOID TadIIOvSID AESATYSOSY IADwddd: -
YIOVANT dd ~OTHYTIOAD TADTIOVOLD AFSAMISODY JAduAdH - °
STISHADOSOS - STTHINDTD TASTINSYTD T0USD™ "dil 4T4ISYOHES
STSHAYOLSS "STTHMMDID TASTIOSOAD ADASANAISH AADJUSTIAY

AANTT™ " DAD

HYNIATEAYN
YRALYTAHEN
TLILATAETN
ATALATAHEN
SVALATAHEN
WAL TATLN
MYALATANIN
MALATAVIN
OOILYTATIN
OVMLYTALEN
QEALOTRNIN
QLG TANNN
IMILYTANEN
IENLATAEON
ILIITALAR
TUNLATAENEN
ALY TADHN
MM INTAHIN
MM INTXOEN
OEILMTANEN
MIDLLS TAAUN
HANIATAIAN
THAAITRAOON
TIAATTAOON
AT LITALIN
CITOITALIN
HINILATLTIAN
HIMIMIADIA
FINIUTIADAT
HAMTITADAT
BINYSTADAT

>.mamww¢mH
YIFYAHVTIA
LIDATHATIY
LI0dAEATIY
WIHNIONIIH
YINMAMNTIS

NNttt

HYSHTONTO
HITIIODNDA
EMSAIOES SN
HISIADDLID
EMSAIONEY

JWYIOND "HO
- IMEQO- ...

THARATTIANY
tTHOATTAAY
tTEDAITIAAY
T TUDATIdNAY
T TUDAITANAM
T HDANTVAY
' TEDANTAAY
© T HDANTANYT
* 0DIHTAAT
" "HOLHTAAY
*TEDAHTATH
* T HDAHTATYH
*SIATHYTO
"TASTAANAY
" I LANASAN
T IISTIAAT
* T TUAd TIAY
TTAHTATIVIY
T TISAQIITY
T CATAJTIATH
T AMDRTEAL
"IEDATIITA
T TYOALTISHE”
"YOATISE”
*ddTTIdAD
rdAAIId
"MSAATINSTH
* MS IIANYAY
IMHT3ANIAY
IMSTAARSAT
" MYTdARIAYT
5%

.

Z0a " TATIAD
IONTHAIINAD
IOHOSTTITAAD
THNYTAAAAD
AHNYIIAAND
HIDSITIATID
2OMSTIATAD

TR ZUyob
adasA zyob
AjTes zyonb
7008 ZUoab
9002 gyob

nused zyusH
utsey gyob
oe30¥  gULshb
wsasd zys6
ydosd zusb
quTau Zyob
vwIau” gyob
nao1e zy2b
esAI0” gUoh
590AT eUuobh
yaexe zZunb
udyn~ gush
eITYUD” gUh
IITYS” ZULb
nuTys” gu26
zwayy” ZUo6
n3xAd zuosb
Adtey zyob
Cdtey gyoh
ooxss  gyohb
ngoxe gy2hb
odyas™ zyoH
Ionsu gyshb
Jseal ZUuosb
obyse zyob
ngues” zyoshb

vy TAx guab
nuyapTqqr
seasd gyohb
Asasd gyonb
ndasd gyob
a7oyd qqra
ydoyd zyoh

93



ES 2435990 T3

e o o e P e R g g
s e i e i o o 2
Ly

P R

~~dTYOVAGY
ADJTYIVAY

::::::::::::::::::::::::::::::::::: o v Aty e e~ TTH], BWTYT pUDH
st e ~ r——— e e o o e g e et o e B o o e ——— e e e e JIaL mn3xbe gyob
zzzzzzzzzz et e e e e e e e~ AHHOSH AVNINTADEN HONC Ut U YAJIHAAY IqozeTZydb
e ~ v i rare v JOANADHYOH SYMVMIADEN DIM" """ CCUIHIOAA  odoud zuab
e 9 YITEINELTD LYEITIVIHY YAVHILTILT ZLT4TIHOLH AAIVETAMAN OVL" ©°° " " "IAADEAAY  aBIgs gydb
e e v e e e sy e ~OE ONTATVHEED IVMYHTIADIN ASN' """ """ T YANDISHA  TBesd zyoh
::::::::::::::::::::::::::::::::::::: HHS TLILIOHHAY QEAINIAYOT AON- """ *'¥4idIday TdoeT gueb
T D149 SAADYDIASE ANSUDAHAYS LADATIHADSY MIMIMARLIN S¥S* """ TSYVIISOY  39Tyx zyoh
v s e e e e s SYH DIAINTIHOTY EEAYATANIN DL 77" CCAVIETYAY  MOxoDT gu2b
:::::::::::::::::::::::::: e e~ SYHYTISHOT MUMIETAVEN QAN ° " C¥dITIdAE  Ioned” gyuob
i s e e —————— - ~ MNJHIIHOWY EMINTANEN AdN" """ " "JALFAJAN  U3deq zush

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa e e e e HOT SHNLETIAOYN HAQT Ut CHDAHTAAM  RITRP guob
e e e e e e oo ~STETHHOTY TALATACHN QSO """ " *1d0I=EIdaM  uTdsTTzyob
aaaaaaaaaaaaaaa S e e e IRHOTH OIIADTAIAN AN " CEINIAAY  evnbeTguoh
B g e AMHONIOIAVY THAATIYAND SYWOIWHOT MDILOIAHEN ASN-“ """ *T4UIFTAAY  93TUR T ZURb
B N L e ~~ s~ JHTTHOW EMMINTAARS AN © "0 *THHTFIAAY  ®30TS ZUulb
;;;;;;;;;;;;;;;; e e e~ ORTTHHRN SYINTAZAN AN U0 COMINIAAY  2doToT zudh

e e e i e e e S HIANTIHOTY SHMIMTAYEN @IN° """ *THATIdAY  eydeq gyob

~— —— —— ~ i~ TINTTHOT NAMIOTASHN HAM' """ T YAR0TIdad  adoeq giuob
e e o o e et e e ~~AHTTHYTA NWALOTANAN HEM ™ " TTYEROIdAY  nsoeq guob
e e e e e e e e ~m AHTTHOT MIALOTADMN HES' """ "YERDTAAY uwedeq gyob
YITIATTHAD VYTHETIETY JAYADYYIOS DOMHAVALIT ALDTIIHOT ZVALLTALIN XL~ """ TUYEITIAAE  TPuls guyob
NAFHARTALD OUIREINATY TAYDOVSYAN dLIMIVINTT XNDIATMHOTY SVALIIAHSN XQN---" - TUVEITIAAY  cAuhsTzyob
e e e e o e e e ~~~ QOMHIVALAT ALOTTHHOTY MVAIVIAASN AQN" "' """ " VEITIdTd dseue gydb
e e e e e e e i TTTHOW EMALMTAANMN TAN """ TUVHIETHEEY nusny gyoeb

e i s ey e e e ~~THTTHOM OMMIMIXAEN TIA" """ * "HEINIAAY OSvoTD gy~b

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa i e e~} HHRNTIHOWY MMMIATAIST AN CWHIEISIN  udoisTzyoh
e e e e~ (UTTHOWR EMALATANTG AVL " TTYYADTdAN  BeoisTzyob
e v e e e e e (QATHOWD NOMAMTAQIA d4NC CT@IIOTYAY  BTORTT ¢Uob
aaaaaaaaaa i n e i ~~ ANAWHOW IOMANAXATO MNMNCCCCCt CCdBAITJEY  T1d3oeTZuchb
e e e e o e e et o e ~ ~e~~TTHOWM BRILAWMASHN ADL* Tt TEJAITATH d9e3sTgyob
e e ~ s i ey e TTHOMY TMMIEHAQHN HALC U *THAATANIN TEels zyoh
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa ~ATYHYYAMY YADdTOHNWY QEITYTAQIN QUN:” "' °**° ' "dEIZA4IH  ueIod zuysb
r—e e~ T ~er ~NAJHADEMT VAQATAHOWM QUEINTAMAN QEH """ °"A¥VAAI4dIE TBxoo™zuyohb

zzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzz LIY GINSHYYAME AQIVdTIHDWY OEALITAYIN QIH- """ "~ 'ADAJIJIY  F2100 Zyob
i e e e TEODAE DATHASHHAG QIOVIAHDTY QUAIRIXHIN YN """ ' 'YEALTEAE  niniwr zyoh
zzzzzzzzzz e e ~(YDOAH DAIANSTIHAA TIODTAHOW QHNINTIAMIN QUN """ """ ° "VHAdTdAM  2T2AW™zyosh
zzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzz XITJTAHDMY HYRINTAMSN MYN' "' """ " "¥DAIISIY dgong gyuob
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa ~MNNTTHOWA WYALATAMIN SAN- " ° ' " "SOHATIAAM IgHTM Zyuodb
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa e~ ATTHOW BVATATAHYN AN ° 77 CMIAIIATE  deon zyob

94



ES 2435990 T3

B e

e A o A s R P s e

e o b o s e i S g

e e e o o ottt

e

e et g o

e o ot e o ot o 2t

i o e e o e

P A,

e R i o P o ot A B

i ke - ok s s o o e

e g st b R R S e s

e e e i o st

ot st e e

e e e ittt P i

P ey

P

T

Pt e e B e e o P o

o

v o o s e s o s

o Bt e A St s Sy B

~YHDLAYIAN

e oy R e o g g g g
g e s o B e g g s R

o ot e o o B e i

ALADAALISd

A g s S gt o i obog Pan
e e e e g B e i e
s s e st ey o

P P e o b bt

ABau0SINIT

e
T L
e e g g g g g Ao

e e e e B i o e e

ik s e s e o

s e o e s

e P

e Pk s I ot o o

T vy o

A A

[ P,

e b T T

s g e o s P o

PO U,

P M

A o

e e e it ot P o o o

R S

P N A

ot Pt Pk i o 1t P

e A e s o e e e e

o —

s ot st e

e e o o o e

e ot s e 0 et

A

kP e B S B i o

YAIJTaHOWI

PRI
et o b o g v
g e B e s i o o i g
It o g st g o ey e o
o e e 2 i e n s
ot ot g o o o o g o
ot o ot s Pt e
R N L L

o~ ~ -

SAMIYTAHAN

s oy P P o e P g o
o e ot e s P
P
- o g i e g et g b
e s i o e e o it 1t e
et st 2 e P e

it s o e s s o ot s

R

e o s B o P P

i o e P e e

o o o P P P e o P e

R o

op o P e it o s s o e

o ot Pt Pt o e ot

~~~~~dYYYA
~dAYSAdAS *
~~~~~HI¥Y

OMB---'-
??m-..-.u

e e e
e e i
~2a

P
e e ot s i
PP ——
et s e

e

mm¢.-o..o
mg-......
,H..mo-...-.-
.I.VHMH--.-.-

e e P P g g e g Pt

" " I0DIASTY
" ALENANTLS
~~mn~AYATA
~~~Dd * IdIS
© "WOJAIAIS
~~mm=NOIX
~rememe AT A
e ~EYAD
~mm=~eJLAR
~eeeHONR
e HDAR
mermmm EDAK
' *¥DIHOITA
* " IOVHOTTA
- NAVITL
" - dLAYHSOX
" TUNDJFTA
~~~~TATTIN
et ka: 1
Rt i ¥ 1
Rt 9 4 A1

eITAR zuob
nuysp qqTE
seasd zuab
Asasd gyob
ndssd gyob
atoyd qqTx
ydoyd zyosb
uoays gyob
TIQTATZYDH
yoqIa” gyab
naqTa— zyob
edgqra—zyobB
eouex" zuasb
Xeuex zyob
swtalt guoh
osTRia” Zzyoh
najTu Zuoh
elexq gyob
OTTUT gUob
nsnIdq gyoshb
aumxq ziyob

95



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

