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DESCRIPCION
Enzimas lisantes de la pared celular estables frente a proteasas

La presente invencion se refiere a una variante polipeptidica del polipéptido de acuerdo con la SEQ ID N°: 1,
seleccionandose la variante polipeptidica del grupo que consiste en: SEQ ID N°: 2, 3, 11, 12 y 13. La invencion se
refiere ademas a acidos nucleicos con una secuencia que codifica para los polipéptidos de acuerdo con la invencién.

Las bacterias patdgenas aparecen en muchos sitios y provocan enormes problemas de salud por infecciones asi
como altos costes econémicos por ejemplo también por ataque bacteriano indeseado en la industria alimentaria,
cosmética o medioambiental. En la Sanidad, crecen cada vez mas los problemas debidos a gérmenes resistentes a
antibiéticos, de modo que se buscan desesperadamente alternativas a los antibioticos. En la industria alimentaria y
cosmeética se intenta cada vez mas defenderse sin los conservantes clasicos, que encuentran en la poblaciéon cada
vez menos aceptacion. Como solucion para estos problemas se ofrece el uso de enzimas lisantes de la pared
celular, que suprimen de manera natural el crecimiento de las bacterias indeseadas y destruyen los gérmenes
existentes.

Ejemplos de enzimas lisantes de la pared celular son endolisinas que se aislaron a partir de bacteriéfagos. Los
bacteriéfagos utilizan estas enzimas al final de su ciclo de reproduccién, para liberar los bacteriéfagos formados
dentro de la célula bacteriana. La envoltura bacteriana se lisa a este respecto y de esta manera se destruye la
bacteria huésped. Un ejemplo adicional son enzimas que necesitan el bacteriéfago al principio de su ciclo de
reproduccion y por regla general estan localizadas en proteinas de cola de bacteriéfago. Estas enzimas se necesitan
para la rotura de la pared bacteriana en el caso de la infeccion bacteriana. Un tercer ejemplo son enzimas que
presentan una funcién similar y con frecuencia también una similitud secuencial con respecto a las endolisinas.
Estas enzimas son las autolisinas formadas por bacterias en determinadas circunstancias, que llevan a la autolisis
de las bacterias. Un cuarto ejemplo son enzimas que se forman asi mismo por bacterias y se conocen como
bacteriocinas. Estos cuatro grupos de enzimas lisantes de la pared celular se utlizan ya técnicamente y
probablemente en el futuro ganaran importancia.

Un campo de aplicacion es el uso médico en la prevencién y la terapia asi como en el diagnéstico de infecciones
bacterianas en el ser humano y en animales. Un campo de aplicacion adicional es la aplicacién en la industria
alimentaria, medioambiental y cosmética para impedir un crecimiento bacteriano indeseado y para destruir los
gérmenes por ejemplo mediante desinfeccion asi como la deteccion de bacterias en muestras alimentarias,
medioambientales y cosméticas.

Practicamente todas las aplicaciones en las que se usan enzimas que lisan bacterias exigen altos requisitos sobre la
estabilidad de las enzimas utilizadas, mereciendo la pena por lo tanto su uso econémicamente. En el documento US
6.432.444 B1 se propone para la estabilizacion de las enzimas lisantes de la pared celular, usar por ejemplo un
tampon de estabilizacion para garantizar la actividad enzimética optima. Ademas se propone la adicion de
sustancias estabilizantes tales como agentes de reduccion, quelantes de metal, inmunoglobulinas, sales tampo6n
especificas, valores de pH fisioldgicos, agentes conservantes o detergentes suaves.

En general la estabilidad de las proteinas se reduce con frecuencia debido a las proteasas presentes. Estrategias
para el aumento de la estabilidad de proteinas frente a una degradacién por proteasa son por ejemplo la adicién de
quelantes de metal, para inhibir las proteasas, que para su actividad necesitan iones de metal o la adicién de
inhibidores de proteasas especiales, tal como pueden obtenerse comercialmente por ejemplo para serina proteasas.
Sin embargo, los inhibidores de proteasa pueden utilizarse para la estabilidad de enzimas lisantes de la pared
celular s6lo en determinados casos, porque perturban también otros componentes esenciales en el sitio de accién.
Ademas los inhibidores especificos son también muy caros. También la eleccion de otras condiciones del entorno,
en las que las proteasas son menos activas, no es posible por regla general, dado que las enzimas lisantes de la
pared celular necesitan condiciones muy similares para su actividad que las proteasas. De este modo, las enzimas
lisantes de la pared celular trabajan del mejor modo en un entorno acuoso y con valores de pH moderados, en las
que la mayor es también la actividad proteasa. Los planteamientos de estabilizacién conocidos no son adecuados
para el uso en el caso de enzimas lisantes de la pared celular.

Por lo tanto, la presente invencion se basa en el objetivo de proporcionar enzimas estables lisantes de la pared
celular.

El objetivo se consigue mediante el objeto definido en las reivindicaciones.

Las siguientes figuras sirven para explicar la invencion.
La figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos de tipo natural del dominio CHAP (aminoacido 1-154), la
region de ligador (subrayado, aminoacido 155-193) y el dominio de amidasa (aminoacido 194-393) de una

endolisina de PIyPitti26. Puntos de corte potenciales para proteasa V8, que corta después del resto de
aminoacido E, estan resaltados en negrita y se encuentran en las posiciones de aminoacido 163, 179 y 189. El
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sitio de escisién de trombina esta marcado en gris y se encuentra en la posicion R167.

La Figura 2 muestra el resultado de una digestién con proteasa y posterior prueba de actividad de PlyPitti26 no
modificada con las proteasas trombina y V8 proteasa. La Figura 2A muestra un gel de SDS-poliacrilamida con
muestras de PIlyPitti26 no modificada después de una digestién con trombina (T), V8 proteasa (V8) y una
digestion de control con plasmina (P), para la que no existe sitio de escision. PlyPitti26 sin digerir estd marcada
con “-”. M designa patrones de peso molecular con los tamafios de proteina indicados en el borde en kDa. En el
borde derecho estan indicadas las posiciones de las bandas para el fragmento del extremo N terminal del sitio
de escision de trombina (dominios CHAP), el fragmento del extremo C terminal del sitio de escisiéon (Ami-CBD) y
las bandas de trombina afiadida. La Figura 2B muestra el resultado de una prueba de lisis de liquidos para
determinar las actividades especificas de PlyPitti26 no modificada digerida y no digerida. La lisis de células
bacterianas se sigue mediante una medicién de dispersion de la luz en el fotometro. Estan representadas las
curvas de lisis para PlyPitti26 sin digerir (__), endolisina digerida con plasmina (-----), asi como digerida con
trombina (_._.) o digerida con V8 proteasa (_.._..).

La Figura 3 muestra el resultado de una digestion con proteasa de CHAP-AmIPitti26-CBDUSA modificada y no
modificada. La Figura 3A muestra el resultado de una digestion con trombina de CHAP-AmIPitti26-CBDUSA no
modificada y de una endolisina de Staphylococcus modificada CHAP-AmIPItti26-CBDUSA (mutante 4 en la
Tabla 3). CHAP-AmIPItti26-CBDUSA no modificada tiene un sitio de escision de trombina singular entre el
dominio CHAP y amidasa en la posicibn R167, el polipéptido modificado un intercambio de R con A en la
posicion 167. La Figura 3A muestra un gel de SDS-poliacrilamida de ambas variantes de enzima antes y
después de la digestion con trombina: M - marcador de peso molecular (pesos moleculares en kDa indicados en
el borde); 1 - CHAP-AmIPItti26-CBDUSA no modificada sin trombina; 2 - CHAP-AmIPItti26-CBDUSA no
modificada después de la digestion con trombina; 3 - CHAP-AmIPitti26-CBDUSA modificada sin trombina; 4 -
CHAP-AmIPItti26-CBDUSA modificada después de la adicion de trombina.

La Figura 3B muestra el resultado de una digestion con V8 proteasa de CHAP-AmIPItti26-CBDUSA no
modificada y de una endolisina de Staphylococcus modificada CHAP-AmIPitti26-CBDUSA (mutante 4 en la
Tabla 3). CHAPAmIPItti26-CBDUSA no modificada tiene un sitio de escision de V8 proteasa entre el dominio
CHAP y amidasa en la posicion E163, el polipéptido modificado un intercambio de E con A en la posicién 163.
La Figura 3B muestra un gel de SDS-poliacrilamida de ambas variantes de enzima antes y después de digestion
con V8-proteasa: M - marcador de peso molecular (pesos moleculares en kDa indicados en el borde); 1 - CHAP-
AmiPitti26-CBDUSA no modificada sin V8 proteasa; 2 - CHAP-AmIPIitti26-CBDUSA no modificada 15 min de
digestion con V8 proteasa; 3 - CHAP-AmIPitti26-CBDUSA no modificada 60 min de digestion con V8 proteasa; 4
- CHAP-AmMIPItti26-CBDUSA modificada sin V8 proteasa; 5 - CHAP-AmIPItti26-CBDUSA maodificada 15 min de
digestion con V8 proteasa; 6 - CHAPAmIPItti26-CBDUSA modificada 60 min digestion con V8 proteasa.

La Figura 4 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos de la endolisina modificada del fago de CI.
difficile ® CD119 (CD119) con la endolisina modificada del fago de CI. difficile ® 630. El sitio de escision de la
caspasa 1 singular existente en ® CD119 y ® 630 de tipo natural en el aminoacido D214 se modifico a E214, el
sitio de escision de trombina singular presente en ® 630 de tipo natural R87 se modificé a K87.

La Figura 5 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos de la region del sitio de escision de
trombina de distintas endolisinas de Staphylococcus aureus. El residuo de aminoacido R marcado en negrita es
la posicion R167 en la secuencia de referencia ply_pitti26, denominada P26A. Las otras secuencias de
aminoacidos indicadas estan alineadas con R167 de ply_pitti26. La comparacién de secuencias de aminoacidos
se realizé con el programa BLAST; Altschul y col., 1990, J. Mol. Biol., 215, 403-410. El nimero a la derecha
junto a la comparacion de secuencias de aminoacidos designa la posicion de aminoacidos del dltimo
aminoéacido en el segmento de secuencia representado de la endolisina respectiva. Los nimeros en el borde
izquierdo representan distintas proteinas homologas de la comparacion de secuencias de aminoacidos. P26A
representa ply_pitti26, 15 una autolisina (Nacetilmuramoil-L-alanin-amidasa) de Staphylococcus aureus (nUmero
de acceso a la base de datos P24556), 16 representa una amidasa del bacteriéfago 80 alfa (nimero de acceso
a la base de datos AAB39699), 3 representa la endolisina del fago de Staphylococcus phi MR11 (niumero de
acceso a la base de datos YP 001604156), 4 representa ORF006 del fago de Staphylococcus aureus 88
(numero de acceso a la base de datos YP 240699), 5 representa ORF21 del fago de Staphylococcus aureus 85
(nimero de acceso a la base de datos YP 239752), 9 representa la amidasa del fago de Staphylococcus 11
(nimero de acceso a la base de datos NP803306), 10 representa ORF007 del fago de Staphylococcus 52A
(numero de acceso a la base de datos YP 240634), 11 representa la N-acetiimuramoil-L-alanin-amidasa de la
cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus JH9 (nimero de acceso a la base de datos YP 001246457), 12
representa la hidrolasa de la pared celular putativa del fago phiMR25 (nimero de acceso a la base de datos YP
001949866), 13 representa ORF007 del fago de Staphylococcus 69 (nimero de acceso a la base de datos YP
239596), 14 representa ORF007 del fago de Staphylococcus 55 (nUmero de acceso a la base de datos YP
240484), 2 representa la N-acetiimuramoil-L-alanin-amidasa de la cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus
JH9 (nimero de acceso a la base de datos YP 001245749), 8 representa ORF007 del fago de Staphylococcus
29 (numero de acceso a la base de datos YP 240560), 7 representa la autolisina de la cepa Staphylococcus
aureus subsp. aureus NCTC 8325 (numero de acceso a la base de datos YP 0516), 1 representa la amidasa del
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fago de Staphylococcus phiNM2 (nimero de acceso a la base de datos ABF73160), 6 representa una amidasa
relacionada con fago de la cepa Staphylococcus aureus RF122 (numero de acceso a la base de datos YP
417165), 17 representa ORF006 del fago de Staphylococcus 37 (nimero de acceso a la base de datos YP
240103) y 18 representa ORF007 del fago de Staphylococcus EW (ndimero de acceso a la base 60 de datos YP
240182).

La Figura 6 reproduce secuencias de aminoacidos de CHAP-AmIPitti26-CBDUSA maoadificada y no modificada.
La Figura 6A a D muestra la secuencia de aminoacidos de CHAP-AmIPitti26-CBDUSA sin sustituciones de
aminoacidos en sitios de escision de proteasas (A) y CHAP-AmIPitti26-CBDUSA con sustituciones de
aminoacidos en sitios de escisién de proteasas (B a E). La Figura 6F a K muestra la secuencia de aminoacidos
de CHAP-AmIPitti26- CBDUSA-Add2 sin sustituciones de aminoacidos en sitios de escision de proteasas y un
residuo 5 de aminoé&cido adicional en la posicién dos (F) y CHAP-AmIPitti26-CBDUSA-Add2 con sustituciones
de aminoécidos en sitios de escision de proteasas y un residuo de aminoéacido adicional en la posicion dos (G a
K).

La Figura 7A muestra la secuencia de aminoécidos de la endolisina modificada de la cepa de CI. difficile 630
con un intercambio de D214 a E214. La Figura 7B muestra la secuencia de aminoacidos de la endolisina de CI.
difficile modificada del fago phi CD119 con un intercambio de R87 a K87 y D214 a E214.

La Figura 8 muestra la secuencia de aminoacidos de la endolisina Ply511. Las posiciones de aminoéacidos
marcadas en negrita E7, E40 y E89 pueden sustituirse con cualquier otro residuo de aminoacido.

La Figura 9 muestra la secuencia de aminoacidos de la endolisina Ply511. Los posibles sitios de escision (R en
la posicion P1l) para la proteasa clostripaina estan subrayados. Ambos sitios de escision especialmente
sensibles experimentalmente determinados (R92 y R221) estan subrayados y marcados en negrita.

La Figura 10 muestra la digestiéon de la endolisina terapéuticamente utilizable CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2
(L56H, L57T, E164A, R168A, Y201H) por proteasas existentes en extractos de 6rgano. La Figura 10A muestra
un gel de SDS en el que las bandas de proteinas se separaron después de la incubacién con extracto de
higado, rifién y pulmoén. A la izquierda esta representado un patrén de peso molecular. Los carriles 1 a 3
muestran controles (s6lo endolisina, sin extracto de 6érgano), que no se incubaron en absoluto (carril 1), 18 h a
temperatura ambiente (carril 2) 0 18 h a 4 °C (carril 3). En los carriles 4 a 6 se afiadid extracto de higado, en el
carril 7 a 9 extracto de rifion y en los carriles 10 a 12 extracto de pulmon. Los carriles 4, 7 y 10 sdélo contienen
extracto de drgano, carriles 5, 8 y 11 extracto de 6rgano y endolisina después de 18 h de incubacién a
temperatura ambiente, carriles 6, 9 y 12 extracto de 6rgano y endolisina después de 18 h de incubacion a 4 °C.
Las flechas con los numeros 1 a 7 junto al carril 9 marcan las bandas que se secuenciaron en el extremo N
después de la transferencia a una membrana de transferencia. La Figura 10B muestra un gel de SDS en el que
las bandas de proteinas se separaron después de la incubacién con extracto de corazén o de bazo. A la
izquierda esté representado un patrén de peso molecular. Los carriles 1 a 3, asi como 10, muestran controles
(s6lo endolisina, sin extracto de érgano), que no se incubaron en absoluto (carril 1 y 10), 18 h a temperatura
ambiente (carril 2) 0 18 h a 4 °C (carril 3). En los carriles 4 a 6 se afiadié extracto de corazon, en el carril 7 a 9
extracto de bazo. Los carriles 4 y 7 solo contienen extracto de 6rgano, carriles 5 y 8 extracto de érgano y
endolisina después de 18 h de incubacién a temperatura ambiente, carriles 6 y 9 extracto de érgano y endolisina
después de 18 h de incubacién a 4 °C.

La Fig. 11 muestra la secuencia de la endolisina CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (L56H, L57T, E164A, R168A,
Y201H) con zonas sensibles a proteasas. Los sitios de escision (posicion P1) que resultaron de la incubacién
con extracto de rifion estdn marcados en negrita. Las secuencias de amino&cidos que resultaron en la
secuenciacion del extremo N de los fragmentos formados estan subrayadas. Las regiones de aminoacidos que
definen el ligador de dominios estan representadas en cursiva. Esto es una region del ligador de dominios entre
los dominios CHAP y amidasa 2 (aminoacidos 159 a 198), asi como un segundo ligador entre el dominio
amidasa 2 y CBD (aminoéacidos 347 a 412).

La Fig. 12 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos de la region del sitio de escision de la
caspasa 1 de distintas de endolisinas Staphylococcus. Se trata de amidasas de los fagos de Staphylococcus
SAP-2, 44AHJD y el fago 66. Los numeros de acceso a la base de datos NCBI para las proteinas son
YP_001491539, 44AHJD_15 amidasa y YP_239469. La posicion D42, después de la cual se escinde, esta
marcada en negrita, la secuencia de reconocimiento conservada para la caspasa 1 estd respectivamente
representada en cursiva y rodeada. Las 3 proteinas son idénticas en su longitud total al 89 al 90 %, aminoacidos
no conservados para la regiéon de aminoacidos 1 a 60 estan marcados con “-”. La comparaciéon de secuencias
de aminoacidos se realiz6 con el programa BLAST.

El término “polipéptido” o “proteina” como aqui se usa designa péptidos de al menos ocho aminoacidos. Los
polipéptidos pueden ser polipéptidos farmacoldgica o inmunolégicamente activos o polipéptidos usados para fines
diagndsticos.
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El término “enzimas lisantes de la pared celular” como aqui se usa designa enzimas que pueden romper la pared
celular bacteriana al menos parcialmente o dafarla de forma que a continuaciéon se produzca una lisis celular o al
menos un efecto bacteriostatico. El término designa especialmente endolisinas, autolisinas, proteinas de la cola de
bacteriéfago y bacteriocinas.

El término “endolisina” como aqui se usa designa enzimas que son naturalmente codificadas por bacteriéfagos y que
las producen éstos al final de su ciclo huésped para lisar la célula huésped y asi liberar los bacteri6fagos
recientemente producidos en la célula huésped. Las endolisinas estan construidas por al menos un dominio
enzimaticamente activo (EAD) y un dominio de unién a células no enzimaticamente activo (CBD). Los EAD
individuales presentan diferentes actividades, presentando las endolisinas al menos un EAD seleccionado del
siguiente grupo: N-acetil-muramoil-L-alanin-amidasa (amidasa, por ejemplo, Ami_2, Ami_5), (endo)-peptidasa (por
ejemplo, CHAP, es decir, cisteina, amidohidrolasas/peptidasas dependientes de histidina), transglucosilasa,
glucosilhidrolasa, (N-acetil)-muramidasa (lisozima) y N-acetil-glucosaminidasa.

El término “autolisina” como aqui se usa designa peptidoglucanohidrolasas bacterianas que en determinadas
situaciones conducen a una autolisis de bacterias. Funcionalmente y también estructuralmente son autolisinas y
endolisinas frecuentemente relacionadas. Distintos dominios de endolisinas y autolisinas pueden combinarse con
frecuencia modularmente y formar quimeras activas.

El término “proteina de la cola de bacteriéfago” como aqui se usa designa proteinas con estructura de fago que al
principio del ciclo de replicacion del bacteriéfago en la infeccion cumplen la funcion de unirse a receptores sobre la
superficie bacteriana y a este respecto lisan componentes de la superficie celular mediante su funcién enzimética.
Las proteinas de bacteriéfago correspondientes no siempre deben estar localizadas en la cola de fagos, sino que
también pueden situarse directamente en la cabeza del fago en fagos sin cola.

El término “bacteriocina” como aqui se usa designa toxinas proteindgenas que son secretadas por bacterias para
inhibir el crecimiento del tamafio de géneros de bacterias similares. Estan constituidas por un dominio que se une a
pared celular, un dominio de translocacion y por el “factor de destruccion” (“killing factor”). A este respecto, el grupo
de bacteriocinas contenido en este contexto ataca membranas bacterianas. Ejemplos son colicina, microcina, nisina,
epidermina y lantibiéticos (antibiéticos que contienen lantionina).

El término “pared celular” bacteriana como aqui se usa designa todos los componentes que construyen la envoltura
celular externa de las bacterias y asi garantizan su integridad. Bajo éste deben entenderse especialmente el
peptidoglucano, la membrana externa de bacterias Gram negativas con el lipopolisacérido, la membrana celular
bacteriana, pero también capas adicionales soportadas sobre el peptidoglucano como capsulas, mucosidad o capas
de proteinas externas.

El término “proteasa” como aqui se usa designa una enzima que esta en situacion de disociar hidroliticamente
proteinas y/o péptidos.

El término “dominio” como aqui se usa designa una regién parcial de una secuencia de aminoacidos que esta
definida funcional y/o estructuralmente. Los dominios pueden preverse frecuentemente muy bien debido a
homologias mediante programas de busqueda correspondientes que se apoyan en bases de datos correspondientes
con dominios conservados (por ejemplo, Conserved Domain Database (CDD) en el NCBI (Marchler-Bauer y col.,
2005, Nucleic Acids Res. 33, D192-6), Pfam (Finn y col., 2006, Nucleic Acids Research 34, D247-D251) o SMART
(Schultz y col., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864, Letunic y col., 2006, Nucleic Acids Res 34, D257-
D260).

El término “de tipo natural” como aqui se usa designa la secuencia de aminoacidos tal como existe en proteinas
naturales y cuya secuencia no se modifico con respecto a sitios de escisién de proteasas. A este respecto puede
tratarse de secuencias de aminoacidos, tales como existen naturalmente en un bacteriéfago, profago o bacteria.
Adicionalmente, el término designa todas las secuencias de aminoacidos de enzimas lisantes de la pared celular
existentes en las bases de datos que todavia contienen determinados sitios de escision de proteasas, incluso
cuando las secuencias de aminoacidos ya se modificaron en comparacion con proteinas que existen naturalmente.
En relacién con secuencias de nucleétidos, el término natural también designa las secuencias de nucleétidos que
codifican un polipéptido que presentan una secuencia de aminoacidos anteriormente descrita.

La presente invencion se refiere a un polipéptido modificado con la actividad biolégica para lisar paredes celulares
de bacterias, no conteniendo el polipéptido caspasa, enterocinasa, factor Xa, granzima B, peptidasa | de
Staphylococcus (V8 proteasa), plasmina, estreptopaina, bacilolisina o sitio de escision de trombina, asi como otros
sitios de escisién de proteasas, que se determinaron especificamente para el polipéptido respectivo mediante
digestion con proteasas con posterior andlisis de los fragmentos formados y a continuacion se modificaron de la
forma descrita. La presente invencion se refiere preferiblemente a polipéptidos modificados que lisan bacterias Gram
positivas, pudiendo proceder las bacterias del grupo constituido por clostridios, bacilos, listerias, estafilococos,
lactobacilos, enterococos, aerococos, pediococos, estreptococos, micoplasmas y/o Leuconostoc. Preferiblemente, el
polipéptido de acuerdo con la invencidon es una endolisina, una proteina de la cola de bacteri6fago, una autolisina o
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una bacteriocina.

La presente invencion se refiere ademas a un polipéptido producido por recombinacion con la actividad biolégica
para lisar paredes celulares de bacterias, presentando la secuencia de aminoacidos del polipéptido modificaciones
con respecto a la secuencia de tipo natural en posiciones de aminoacidos que son reconocidas por proteasas y/o
después de las cuales las proteasas disocian los polipéptidos.

Ha resultado sorprendente que las enzimas lisantes de la pared celular puedan modificarse en su secuencia de
aminoacidos de forma que pueda alcanzarse una estabilidad frente a proteasas elevada sin que deban afiadirse
sustancias estabilizadoras. En general se sabe que distintas proteasas escinden la cadena de polipéptidos en un
determinado residuo de aminoacido o necesitan motivos de secuencias de aminoacidos para su actividad
enzimatica. Los sitios de escision de proteasas en proteinas pueden predecirse en la secuencia de aminoacidos
existente con programas de andlisis de secuencias adecuados (por ejemplo, ExPASy PeptideCutter, Gasteiger y
col., Protein Identification and Analysis Tools on the ExXPASy Server en John M. Walker (ed): The Proteomics
Protocols Handbook, Humana Press (2005)). Asi, para una proteina de tamafio medio con aproximadamente 300 a
400 residuos de aminoéacidos generalmente resultan muchos mas de 100 posibles sitios de escision de proteasas,
de manera que una estabilizacion de las proteinas so6lo puede alcanzarse modificando los sitios de escision de una
pluralidad de proteasas. Sin embargo, esto no es factible, ya que la proteina pierde su accion y actividad cuando se
introducen demasiadas modificaciones de aminoacidos. Otra posibilidad para determinar regiones sensibles a
proteasas, ademas de la prediccion mediante la secuencia de aminoacidos, sobre todo para proteasas, en las que
Nno se conoce ninguna secuencia de reconocimiento 0 no se conoce su identidad, es la determinacion experimental
de sitios de escision reales mediante una digestion de las proteinas con proteasas que pueden obtenerse
comercialmente. Ademas, para esto pueden usarse proteasas aisladas de organismo o muestras. Especialmente
pueden usarse las muestras que contienen proteasas como, por ejemplo, muestras de alimentos, muestras
medioambientales, extractos de 6rgano, muestras médicas, sin aislar previamente las proteasas. A continuacion, las
mezclas madre de ensayo se someten a un andlisis de los productos de degradacion formados con ayuda de
determinacion de secuencias (por ejemplo, secuenciacion del extremo N o C terminal, mapeo de péptidos junto con
espectrometria de masas) y determinacion del tamafio (por ejemplo, espectrometria de masas, andlisis de bandas
de geles de SDS, filtracion en gel analitica). Realmente, los inventores han encontrado en muchas enzimas lisantes
de la pared celular sitios de escisiobn y motivos de secuencias de aminoacidos para proteasas. Esto parece
sorprendente cuando se supone que las enzimas lisantes de la pared celular deben evolucionar verdaderamente a
una alta estabilidad. Sin embargo, se mostré sorprendentemente que los sitios de escision y los motivos de
secuencias de aminoacidos para las proteasas estan presentes en bajo ndmero, frecuentemente incluso en forma
singular, en las enzimas lisantes de la pared celular y frecuentemente también estan conservados en proteinas
homologas. De esta manera, una modificacion de algunos pocos o incluso sélo un sitio de escision de proteasa es
suficiente para elevar la estabilidad de las enzimas lisantes de la pared celular.

En la presente invencion sélo se modifican aquellos sitios de escisiébn de proteasas que son reconocidos por
determinadas proteasas potencialmente existentes en el sitio de accion de las enzimas lisantes de la pared celular.
A este respecto, las secuencias de aminoacidos de las enzimas lisantes de la pared celular se modifican de forma
gue ya no puedan ser reconocidas por las proteasas especificas y en consecuencia ya no son escindidas. Esto
conduce a una elevada estabilidad de las enzimas lisantes de la pared celular con respecto a proteasas existentes
en el sitio de accion. Por lo tanto, se evita una pérdida inducida por proteasas de la actividad de enzimas lisantes de
la pared celular y se alcanza una mayor eficacia.

Hay una serie de proteasas que para su actividad enzimatica necesitan una secuencia de reconocimiento especifica
en sus proteinas de sustrato. Algunos ejemplos de éstas se indican en la siguiente tabla. El experto conoce multiples
otras proteasas tal como se describen, por ejemplo, en la base de datos de peptidasas Merops (Rawlings y col.,
2008, Nucleic Acids Res 36, D320-D325). Sin embargo, lo siguiente también es valido para sitios de escision de
proteasas de proteasas desconocidas que pueden determinarse experimentalmente. P1 designa la posicion del
aminoacido, después del cual se escinde, P4, P3 y P2 son las posiciones del extremo N terminal antes del sitio de
escision P1. La denominacion P1’ y P2’ son las posiciones del extremo C terminal a continuacion de P1. Esto
significa que las proteasas disocian la cadena de polipéptidos entre P1 y P1’. Las letras en mayusculas indicadas en
lugar de los residuos de aminoacidos representan las designaciones internacionalmente usadas de residuos de
aminoéacidos y son conocidas en general. Si en la descripcion de la presente invencion se usan letras en mayuscula,
se indica el residuo de aminoé&cido correspondiente.

Tabla 1
Proteasa Sitio de escision
P4 P3 P2 P1 P1 P2
Caspasa 1 F, W,Yo|- H,AoT D noP,E,D,| -
L Q,KoR
Caspasa 2 D V A D noP,E,D, |-
Q,KoR
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Caspasa 3 D M Q D noP,E D, |-
Q,KoR
Caspasa 4 L E \% D noP,E D, |-
Q,KoR
Caspasa 5 LoW E H D - -
Caspasa 6 V E Hol D noP,E,D, |-
Q,KoR
Caspasa 7 D E Vv D noP,E,D, |-
Q,KoR
Caspasa 8 loL E T D noP,E D, |-
Q,KoR
Caspasa 9 L E H D - -
Caspasa 10 [ E A D - -
Clostripaina  (clostridiopeptidasa | - - - R -
B)
Enterocinasa DoN DoN DoN K - -
Factor Xa A F, G I, |DoE G R - -
L, T, V
M
Plasmina (fibrinolisina, fibrinasa) - - - KoR | - -
Estreptopaina (peptidasa A de | - - F F Y -
Streptococcus)
Bacilolisina (proteasa neutra de | - GoFoA GoF LoF |AoGol -
Bacillus subtilis)
Granzima B [ E P D - -
Peptidasa | de Staphylococcus | - - no E E - -
(V8 proteasa)
Trombina - - G R G -
AFGIL|A FGI|P R noD, E noD, E
L, , Vo |L T, V,W
M 0A

Preferiblemente, la presente invencion se refiere a un polipéptido modificado con la actividad biolégica para lisar
paredes celulares de bacterias, presentando el polipéptido de acuerdo con la invencion, con respecto al que existe
naturalmente, una o varias modificaciones en su secuencia de aminoacidos en una o varias de las posiciones
mostradas en la Tabla 1 o en sitios de escisibn de proteasas experimentalmente determinados, existiendo una
modificacién o varias modificaciones en los aminoacidos de sitios de escision de proteasas indicados en la Tabla 1 o
experimentalmente determinados. De esta manera se aumenta la estabilidad del polipéptido frente a la proteasa o
proteasas cuya secuencia de reconocimiento se modificé correspondientemente.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion el residuo de aminoacido se sustituye por otro
residuo de aminoacido adecuado en la posicion después de la cual se escinde (P1), de manera que el polipéptido de
acuerdo con la invencibn ya no es escindido por la proteasa cuyo sitio de reconocimiento se modifico
correspondientemente. En lugar de un intercambio del residuo de aminoacido en la posiciébn P1 o también
adicionalmente a un intercambio en la posicién P1, otros residuos de amino4cidos pueden intercambiarse en el sitio
de reconocimiento, preferiblemente, las posiciones indicadas en la Tabla 1 de P4, P3, P2, P1’ y/o P2’, por otros
residuos de aminoacidos. Preferiblemente se efectdan por sitio de reconocimiento 6, 5, 4, 3, 2, 1 sustituciones, de
manera especialmente preferente de 1 a 3 sustituciones.

En una forma de realizacion adicional de la presente invencién en un polipéptido pueden modificarse uno o varios
sitios de escision de proteasas como se ha descrito previamente.

Es importante que la variante de proteinas de acuerdo con la invencion después de la mutacion no sélo presente
una mayor estabilidad frente a una degradacién por proteasas, sino que ademas también conserve su actividad
lisante de la pared celular. Por tanto, la sustitucion de aminoacidos se realiza como se describe a continuacion.

En el estado de la técnica se conocen una serie de residuos de aminoacidos esenciales que son conocidos para la
actividad de las enzimas lisantes de la pared celular, por ejemplo, cisteinas e histidinas conservadas en distintas
amidasas o dominios CHAP. Los residuos esenciales correspondientes también pueden encontrarse con programas
de andlisis de secuencias que buscan especialmente dominios conservados (por ejemplo, Conserved Domain
Database (CDD) mediante NCBI (Marchler-Bauer y col., 2005, Nucleic Acids Res. 33, D192-6), Pfam (Finn y col.,
2006, Nucleic Acids Research 34, D247-D251) o SMART (Schultz y col., 1998, proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-
5864, Letunic y col., 2006, Nucleic Acids Res 34, D257-D260).
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Para desestabilizar lo menos posible la estabilidad, estructura y funciéon de los polipéptidos de acuerdo con la
invencion, los residuos de aminoacidos que van a intercambiarse de la secuencia de reconocimiento de proteasas
se sustituyen por residuos de aminoacidos que estan a ser posible muy relacionados por su estructura y bioquimica
y no obstante no son reconocidos por la proteasa. Entretanto es conocimiento especializado general clasificar los 20
aminoacidos existentes en la naturaleza en determinados grupos que se diferencian por su bioquimica (por ejemplo,
aminoacidos acidos, basicos, hidrofobos, polares, aromaticos), pero dentro de los cuales los aminoacidos estan
relacionados entre si. Los intercambios para los residuos de aminoacidos en los polipéptidos estan resumidos en la
Tabla 2. Las posibilidades de intercambio mencionadas en la columna 2 representan alternativas de aminoacidos
conservativos que son especialmente similares al residuo de aminoacido en el tipo natural tanto por su estructura
como por su funcién. Esto son variantes de intercambio especialmente preferidas. Sin embargo, para los
polipéptidos lisantes de la pared celular de acuerdo con la invencién también son posibles otras variantes de
intercambio que se mencionan en la columna 3.

Tabla 2
Aminoécido en el tipo natural | Intercambio conservativo | Otras posibilidades de intercambio
A (Ala) S T,G,V,E, D
N (Asn) Q,D K,H LT, S, A
D (Asp) E,N A G, S
R (arg) K S, QA
C (Cys) S M, G, A
E (Glu) D, Q A G S A
Q (GIn) N, E H LR A
G (Gly) A S,N,D
H (His) Q,N R, A
I (lle) V, L T, A
L (Leu) Vv, 1 M, F, A
K (Lys) R N,T,S QA
M (Met) L K,V,I,C, A
F (Phe) Y LI,M A
P (Pro) A S, Q
S (Ser) AT G, N, K
T (Thr) S, A V,K, N
W (Trp) Y F,S,R,A
Y (Tyr) F H,N,C, A
V (Val) I, A LT

La matriz de Dayhoff representa otra posibilidad para determinar qué residuo de aminoacido se integra en lugar del
residuo que va a sustituirse; véase, por ejemplo, en Creighton (Proteins: Structure and Molecular Properties, 22 ed.,
1984, Freeman, Nueva York). A partir de investigaciones de proteinas homologas se sabe que la mutacién al azar
de manera puramente estadistica al nivel de los acidos nucleicos no se refleja en la secuencia de aminoacidos de
las proteinas correspondientes. Por tanto, parece que para determinadas posiciones de aminoacidos en las
proteinas homologas existe una presion de seleccion sobre determinados residuos de aminoécidos, lo que se
especifica en la matriz de Dayhoff.

Otra posibilidad para determinar qué residuo de aminoacido se integra en lugar del residuo que va a sustituirse se
sirve de la ayuda de programas de andlisis de secuencias, por ejemplo, del programa BLAST, véase Altschul y col.,
1990, J. Mol. Biol., 215, 403-410. Con él pueden buscarse proteinas relacionadas con las enzimas lisantes de la
pared celular que van a mutarse. A este respecto, el algoritmo de buUsqueda encuentra similitudes al nivel de
secuencias. Si se busca al nivel de secuencias de aminoacidos, entonces el programa “Protein BLAST” es adecuado
para mostrar parentescos funcionales y/o evolutivos. Si se encuentran variantes de aminoacidos con al menos
aproximadamente el 60 % o al menos aproximadamente el 80 % o al menos aproximadamente el 90 % de identidad
en una regién de aproximadamente 100 o 50 o 20 residuos de amino&cidos como limite alrededor del posible sitio de
escision de proteasas en proteinas estrechamente relacionadas, la secuencia de aminoacidos que se desvia de la
secuencia de reconocimiento de proteasas puede integrarse en el polipéptido de acuerdo con la invencion. A este
respecto, las sustituciones de aminoacidos pueden desviarse de las posibilidades de intercambio indicadas en la
Tabla 2.
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Hay una serie de endolisinas conocidas que presentan sitios de escision de proteasas, como estan representados
en la Tabla 1, especialmente sitios de escision para las proteasas trombina, caspasa, clostripaina o V8 proteasa.
Especialmente sitios de escision de trombina o caspasa son frecuentemente singulares y pueden sustituirse de
acuerdo con la invencion, de manera que resulte una endolisina estabilizada. En una forma de realizacion preferida,
el polipéptido de acuerdo con la invencion se modifica en una o varias secuencias de reconocimiento de trombina. A
este respecto, el residuo de aminoacido designado con R en la posicion P1 se intercambia con el residuo de
aminoacido designado con K. También se describe un intercambio por S, Q o A. En la primera variante de la
secuencia de reconocimiento de trombina (G; R; G), adicional o alternativamente al intercambio de R, ambos G o
solo uno de ellos puede intercambiarse preferiblemente por A. En la segunda variante de la secuencia de
reconocimiento de trombina (P; R; no D, E; no D, E), R también se intercambia preferiblemente por K o por S, Q o A.
Adicionalmente o como alternativa, P en la posicién P2 puede intercambiarse por A, S o Q. Ademas, adicionalmente
0 como alternativa, una o ambas posiciones P1’ y P2’ pueden sustituirse con D o E.

En una forma de realizacion preferida adicional, el residuo de aminoacido D en la posicién P1 de un sitio de escision
de caspasa se intercambia por N o A. El residuo de amino&cido R en la posicion P1 de un sitio de escisién de
clostripaina se intercambia preferiblemente por K o A, el residuo de aminoéacido E en la posicion P1 de un sitio de
escision de V8 proteasa por Q o A. Otros intercambios preferidos se resumen en la Tabla 2, también pueden
realizarse intercambios estabilizadores en el sitio de reconocimiento fuera de la posicién P1.

Formas de realizacion especialmente preferidas se indican en la SEC ID N°: 1, 2, 3,4y 5.

La presente invencion se refiere ademas a un polipéptido producido de manera recombinante con la actividad
bioldgica de lisar paredes celulares de bacterias, presentando la secuencia de aminoéacidos del polipéptido adiciones
de aminoéacidos con respecto a la secuencia de tipo natural. Preferiblemente, el polipéptido de acuerdo con la
invencion presenta una, dos, tres o cuatro adiciones de residuos de aminoéacidos, pudiendo introducirse los residuos
de aminoé&cidos coherentemente o independientemente entre si. Se prefiere la adicion de uno o dos residuos de
aminoacidos, especialmente se prefiere la adicion de un residuo de aminoécido, se prefiere muy especialmente la
adicion de un residuo de amino&cido en la posicion dos. Las adiciones de aminoacidos pueden introducirse en
polipéptidos que presentan modificaciones en posiciones de aminoécidos que son reconocidas por proteasas y/o
después de las proteasas disocian los polipéptidos, o también en polipéptidos en los que no se integraron
modificaciones de este tipo. Formas de realizacion especialmente preferidas se indican en la SEC ID N°: 12-17, 19 y
22.

En una forma de realizacion preferida adicional, el polipéptido de acuerdo con la invencion se modifica en una o
varias secuencias de reconocimiento de V8 proteasa. A este respecto, el residuo de aminoacido designado con E en
la posicién P1 se intercambia con otro residuo de aminoacido, preferiblemente, por el residuo de aminoacido
designado con A 0 Q. Una forma de realizacién especialmente preferida se indica en la SEC ID N°: 6.

En una forma de realizacion preferida adicional, el polipéptido de acuerdo con la invencién se modifica en uno o
varios sitios de escision de clostripaina. A este respecto, el residuo de aminoacido designado con R en la posicién
P1 se intercambia con otro residuo de aminoéacido, preferiblemente, por el residuo de aminoacido designado con K o
A. Formas de realizacion especialmente preferidas se indican en la SEC ID N°: 7 y 8.

En una forma de realizacion preferida adicional, el polipéptido de acuerdo con la invencion se modifica en una o
varias secuencias de reconocimiento de caspasa. A este respecto, el residuo de aminoacido designado con D en la
posicion P1 se intercambia con otro residuo de aminoacido, preferiblemente, por el residuo de aminoacido
designado con E o A. Formas de realizacion especialmente preferidas se indican en la SEC ID N°: 9 y 10.

En una forma de realizacion preferida adicional, el polipéptido de acuerdo con la invenciéon se modifica en una o
varias secuencias de reconocimiento de V8 proteasa y una o varias secuencias de reconocimiento de trombina. A
este respecto, el residuo de aminoacido designado con E en la posicion P1 se intercambia con otro residuo de
aminoacido, preferiblemente, por el residuo de aminoacido designado con Q o A y el residuo de aminoacido
designado con R en la posicion P1 se intercambia con otro residuo de aminoacido, preferiblemente, por el residuo de
aminoécido designado con K o A. Una forma de realizacion especialmente preferida se indica en la SEC ID N°: 11.

En una forma de realizacion preferida adicional, el polipéptido de acuerdo con la invencién se modifica en una o
varias secuencias de reconocimiento de proteasa que se identificaron después de una digestion con extracto de
rifién. A este respecto, el residuo de aminoacido designado con Q en la posicidon P1 se intercambia con otro residuo
de aminoacido, preferiblemente, por el residuo de aminoacido designado con N o A y el residuo de aminoacido
designado con S en la posicion P1 se intercambia con otro residuo de aminodacido, preferiblemente, por el residuo de
aminoacido designado con T o A. Formas de realizacion especialmente preferidas se indican en la SEC ID N°: 12 y
13.

Las sustituciones de aminoacidos introducidas en el marco de la presente invencion pueden realizarse con ayuda de
técnicas convencionales de biologia molecular que son conocidas para el experto y se indican, por ejemplo, en
Sambrook y col., Molecular cloning. A laboratory manual; 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989. Asi, con
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ayuda de cebadores de ARN, las mutaciones deseadas pueden integrarse en la secuencia de nucleétidos que
codifica para los polipéptidos de acuerdo con la invencién. Las secuencias de nucleétidos modificadas asi obtenidas
pueden expresarse luego en un huésped adecuado, preferiblemente E. coli, y purificarse los polipéptidos. La
secuencia de nucleétidos que codifica para los polipéptidos de acuerdo con la invencién puede ademas adaptarse a
las células huésped correspondientes con el llamado uso de codones (“codon-usage”) para conseguir una mejor
expresion. Por tanto, la presente invencion se refiere a la secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido
de acuerdo con la invencion, vectores de expresion correspondientes y células huésped para la produccién de los
polipéptidos de acuerdo con la invencién.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencién pueden investigarse con distintos ensayos para determinar la
sensibilidad a proteasas y/o actividad enzimatica. Ejemplos de tales ensayos son digestion con proteasas y posterior
separacion de los fragmentos mediante electroforesis en gel de SDS, espectrometria de masas, ensayo de lisis
celular sobre placas de agar, ensayo de lisis de liquidos mediante medicion de la dispersion de la luz en el
fotometro, ensayo de zimograma para ensayo de actividad sobre geles.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencion pueden utilizarse en los sectores médico, terapéutico, diagndéstico, de
tecnologia medioambiental, cosmético o alimentario.

La presente invencion se refiere ademas a una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica para el polipéptido de acuerdo con la invencion. Ademas, la presente invencion se refiere a
un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Ademas, la presente invencion se refiere a células huésped adecuadas para la expresion del polipéptido de acuerdo
con la invencion. Una célula huésped adecuada para la expresion de los polipéptidos segun la expresion comprende
preferiblemente una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la invencion o un vector de acuerdo con la
invencion. Preferiblemente, una célula huésped adecuada para la expresion del polipéptido de acuerdo con la
invencion se transforma con una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la invencion.

A este respecto, en la modificacion de los sitios de reconocimiento se modifica preferiblemente el sitio de
reconocimiento de aquellas proteasas que existen de acuerdo con la invencion en el campo de aplicacion deseado.
Asi, se sabe que en los seres humanos o en animales existen, por ejemplo, las caspasas, trombina, granzima B,
enterocinasa, factor Xa. El experto también conoce proteasas especificas para tejido, por ejemplo, las proteasas
meprina y renina, que existen en el rifion. Ademas, también pueden existir proteasas de bacterias patdgenas que
desencadenan una infeccion en el ser humano o en animales o estan presentes como flora secundaria. A éstas
pertenecen, por ejemplo, la V8 proteasa de Staphylococcus o clostridiopeptidasa B de clostridios. Si los polipéptidos
de acuerdo con la invencion se usan en la terapia de aquellas infecciones, preferiblemente se modifican los sitios de
reconocimiento para las proteasas que estan presentes en las bacterias que son responsables de una infeccion que
va a tratarse con terapia. Las regiones sensibles a proteasas de las enzimas lisantes de la pared celular se
determinan preferiblemente de manera experimental mediante una digestion de las proteinas con proteasas que
pueden obtenerse comercialmente, proteasas aisladas de organismos o muestras que contienen proteasas como,
por ejemplo, muestras de alimentos, muestras medioambientales, extractos de érgano, muestras médicas y un
posterior andlisis de los productos de degradacion formados con ayuda de determinacion de secuencias (por
ejemplo, secuenciaciéon del extremo N o C terminal, mapeo de péptidos junto con espectrometria de masas) y
determinacién del tamafio (por ejemplo, espectrometria de masas, andlisis de bandas de geles de SDS, filtracion en
gel analitica). Un campo de aplicacion para enzimas lisantes de la pared celular es la aplicacion topica en heridas en
forma de pomadas, cremas, tinturas o coberturas para heridas como vendajes o vendas, por ejemplo, en una
infeccion por estafilococos o clostridios. Problemas de estabilidad adicionales para las enzimas lisantes de la pared
celular pueden aparecer por el hecho de que en el cuidado de las heridas se usen parcialmente medicamentos o
productos médicos que también contienen proteasas. Por ejemplo, en las heridas de la piel se intenta conseguir una
ligera limpieza de la herida mediante fibrindlisis. Ejemplos de proteasas que se utilizan en el cuidado de heridas son
fibrinolisina, plasmina, estreptocinasa, clostridiopeptidasa A y proteasa de Bacillus subtilis. Los polipéptidos de
acuerdo con la invencion también presentan preferiblemente modificaciones de los sitios de reconocimiento para
estas proteasas.

En la industria alimentaria, medioambiental y cosmética también pueden estar presentes multiples proteasas que o
bien se producen por bacterias que se usan, por ejemplo, en la preparaciéon de alimentos como lactobacilos,
lactococos o distintas cepas de bacilos, o bien seran secretadas por gérmenes no deseados que seran lisados (por
ejemplo, B. cereus, B. subtilis, Cl. perfringens, Cl. botulinum). En bacterias que se usan en la preparacion de
alimentos como, por ejemplo, Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. delbrueckii, L. brevis, L. helveticus o
Lactococcus lactis se conocen, por ejemplo, respectivamente entre 60 y 130 proteasas. Adicionalmente, las
proteasas también estan presentes en los propios alimentos. Los polipéptidos de acuerdo con la invencion presentan
preferiblemente aquellas modificaciones de los sitios de reconocimiento de proteasas que existen en la industria
alimentaria, medioambiental y cosmética.

La presente invencion se refiere ademas al polipéptido de acuerdo con la invencién como farmaco o composicion
farmacéutica asi como al uso del polipéptido de acuerdo con la invencién como farmaco o composicién farmacéutica
para la prevencion o terapia de enfermedades, que se provocan por bacterias Gram positivas, especialmente
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clostridios, bacilos, listerias, estafilococos, lactobacilos, enterococos, aerococos, pediococos, estreptococos,
micoplasmas y/o Leuconostoc.

La presente invencion se refiere ademas al polipéptido de acuerdo con la invencién como agente de diagndstico o
composicion de diagnostico, asi como al uso del polipéptido de acuerdo con la invencién como agente de
diagndstico o composicion de diagnostico en la Medicina para la deteccion de enfermedades, especialmente las que
se provocan por bacterias Gram positivas, especialmente clostridios, bacilos, listerias, estafilococos, lactobacilos,
enterococos, aerococos, pediococos, estreptococos, micoplasmas y/o Leuconostoc.

El polipéptido de acuerdo con la invencion se usa ademas en el diagnéstico para lisar especificamente las bacterias
gue van a detectarse, de manera que puedan seguir una o varias etapas de deteccion que detectan constituyentes
celulares especificos de las bacterias como, por ejemplo, ADN, ARN, enzimas, componentes de la pared celular. Por
el estado de la técnica se conocen procedimientos adecuados para ello, por ejemplo, PCR, NASBA, hibridacién,
detecciones basadas en anticuerpos tales como ELISA, detecciones bioquimicas para determinadas enzimas
especificas, detecciones colorimétricas.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso del polipéptido de acuerdo con la invencion para suprimir el
crecimiento o la deteccion de bacterias Gram positivas en la industria medioambiental, alimentaria o cosmética.

Los siguientes ejemplos de realizacion sirven para explicar la invencién, pero no deben interpretarse como
limitantes.

Ejemplo 1: Digestién con proteasas de PlyPitti26

Se realizé una digestion de PIlyPitti26 con las proteasas trombina y V8. Respectivamente, 90 ul de disolucién de
proteina (concentracién de proteina 1,35 mg/ml) se mezclaron con 10 pul de trombina y en mezclas madre de control
sélo con plasmina. Para la digestién con V8 proteasa se usaron 99 pul de disolucién de proteina y 1 ul de disolucién
de proteasa. La concentracién de las disoluciones madre de proteasa ascendid respectivamente a 500 ug/ml. Las
mezclas madre de ensayo se incubaron durante la noche a 25 °C en un tampon Tris 20 mM/HCI, pH 7,5, DTE 10
mM, ZnSO4 0,1 mM. Una parte de las muestras se mezclé con tampén de aplicaciéon de gel de SDS y después de
hervir se analiz6 sobre geles de SDS-poliacrilamida.

Se comprobd que PlyPitti26 fue completamente degradada por trombina, formandose dos fragmentos de proteina
relativamente grandes, de los cuales uno contenia el dominio CHAP y el otro el dominio amidasa y CBD. En una
digestion con V8 proteasa se formaron varios fragmentos de proteina mas pequefios, pero también definidos. En
una digestion de control con plasmina no se realiz6 la fragmentacion de la proteina en las condiciones especificadas.
Los resultados se muestran en la Figura 2A.

Ejemplo 2: Ensayo de actividad de PlyPitti26 sin tratar y tratada con proteasas

En otros experimentos, las muestras se sometieron a prueba en el ensayo de lisis de liquidos para determinar la
reactividad litica con respecto a células de Staphylococcus. El ensayo de lisis de liquidos es un ensayo de actividad
para enzimas lisantes de la pared celular en el que se mide la lisis celular bacteriana en tiempo real mediante
dispersion de la luz en el fotbmetro. A este respecto, la absorcién a una longitud de onda de 600 nm es una medida
del nimero de células bacterianas presentes. Si se lisan las células bacterianas, la disolucién de muestra se volvera
poco a poco clara y la absorcién medida disminuira en el caso ideal hasta un valor de cero. Las bacterias de
Staphylococcus se cultivaron en medio BHI hasta una DOeoo de aproximadamente 0,8. Las células no inactivadas
por calor se recogieron y se resuspendieron en tampon TBST (Tris 20 mM/HCI, pH 7,5, NaCl 60 mM, 0,1 % de
Tween, CaCl, 2 mM) a una DOegop de aproximadamente 1. 990 ul de suspension celular se mezclaron
respectivamente con 10 pl de disolucion enzimética (concentracion de enzima en el ensayo 10 ug/ml) y la reduccion
de la absorcion a 600 nm se siguié a 30 °C.

Se comprobd que en PIyPitti26 no diluida y en el control de plasmina se produjo una lisis completa de los
estafilococos después de aproximadamente 1000 s, mientras que en las muestras digeridas con trombina y V8
proteasa ya no tuvo lugar una lisis celular visible, es decir, la enzima lisante de la pared celular se inactivd
completamente. Los resultados se muestran en la Figura 2B.

Ejemplo 3. Estabilizacién de CHAP-AmiPitti26-CBDUSA

Una variante de endolisina producida sintéticamente activa contra estafilococos que esta constituida por los
dominios enzimaticamente activos CHAP y Ami de la endolisina de PlyPitti26 y por los dominios que se unen a la
pared celular (CBD) de la endolisina del profago ®SA2USA, que procede del genoma de la cepa de MRSA USA300
(Diep y col., The Lancet, 2006, 367, 731-739; nimero de acceso de la base de datos NC_007793) se designa
CHAP-AMIPItti26-CBDUSA.
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Para estabilizar esta proteina frente a la digestién con trombina y digestién por V8 proteasa, tanto el sitio de escision
de trombina como también los sitios de escisiéon de V8 que se encuentran en el ligador entre el dominio CHAP y
amidasa se modificaron por sustituciones de aminoacidos mediante mutagénesis dirigida a sitio. Las mutaciones
simples, dobles, triples y cuadruples de acuerdo con la invencion realizadas para este fin estan resumidas en la
Tabla 3. Para todos los mutantes indicados en la Tabla 3, la actividad de endolisina contra estafilococos todavia se
detecté después de la mutacion en la prueba de lisis en placa como se describe mas adelante. Las posiciones de
aminoacidos indicadas en la tabla se refieren a las posiciones respectivas de la secuencia de tipo natural o a las
posiciones en polipéptidos modificados en los que no se introdujeron residuos de aminoacidos. Por ejemplo, la
posicion E163 esta en una forma de realizacion de un polipéptido de acuerdo con la invencion con una adicion de
aminoacido en la posicion dos E164, entonces la posicion E167 es E168. La posicion se desplaza
correspondientemente en mas de una adicion de aminoacido. Si un residuo de aminoéacido se introduce primero en
la posicion 174, entonces la posicion E163 queda igual, pero la posicion E189 cambia a E190.

Tabla 3
Mutante Sitio de escision Intercambio
V8: V8 proteasa
T: trombina
1 E163 (V8) 163Q
R167 (T) 167K
2 E163 (V8) 163Q
R167 (T) 167A
3 E163 (V8) 163A
R167 (T) 167K
4 E163 (V8) 163A
R167 (T) 167A
5 E179 (V8) 179Q
6 E179 (V8) 179A
7 E189 (V8) 189Q
8 E189 (V8) 179A
9 E163 (V8) 163Q
R167 (T) 167A
E179 (V8) 179Q
E189 (V8) 189Q
10 E163 (V8) 163Q
R167 (T) 167A
E179 (V8) 179A
E189 (V8) 189Q
11 E163 (V8) 163A
R167 (T) 167A
E179 (V8) 179Q
E189 (V8) 189Q
12 E163 (V8) 163A
R167 (T) 167A
E179 (V8) 1792
E189 (V8) 189Q
13 R167 (T) 167A
14 E163 (V8) 163A
15 E163 (V8) 163Q
16 R167 (T) 167K
17 E179 (V8) 179A
E189 (V8) 189Q
18 E179 (V8) 179Q
E189 (V8) 189Q
E163 (V8) 163Q
19 R167 (T) 167A
E189 (V8) 189Q
E163 (V8) 163A
20 R167 (T) 167A
E189 (V8) 189Q
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Las endolisinas se utilizaron a una concentracion de 1 mg/ml en la digestién. Para la digestién con trombina se
utilizaron 90 pl de proteina y 10 pl de trombina humana (disolucion madre con 50 pg/ml). Las mezclas madre de
ensayo se incubaron durante la noche a 25 °C en tampén (Tris 20 mM/HCI, pH 7,5, DTE 10 mM, ZnSO4 0,1 mM).
Una parte de las muestras se mezclé con tampén de aplicacién de gel de SDS y después de hervir se analizé sobre
geles de SDS-poliacrilamida. La mutaciéon de R en la posicién 167 a A conduce a una insensibilizacion completa
frente a trombina. Lo mismo es valido para la mutacién de R en la posicién 168 a A, después de la adicién de A en la
posiciéon de aminoacido dos (CHAP-Ami_Pitti26-CBD-USA-Add2).

CHAP-Ami_Pitti26-CBD-USA no modificada, CHAP-Ami_Pitti26-CBD-USA-Add2 y el mutante 4 respectivo
(E163A,R167A o E164A, R1678) también se digirieron con V8 proteasa. Las endolisinas se utilizaron en una
concentracion de 1 mg/ml en la digestion. Para la digestion con V8 proteasa se utilizaron 99 pl de proteinay 1 ul de
V8 proteasa (disolucion madre con 500 pg/ml). Las mezclas madre de ensayo se incubaron durante 15 min o 60 min
en tampoén Tris 20 mM/HCI, pH 7,5, DTE 10 mM, ZnS0O4 0,1 mM. Una parte de las muestras se mezclé con tampon
de aplicacion de gel de SDS y después de hervir se analizd sobre geles de SDS-poliacrilamida. Aunque la mutacion
de E en la posicién 163, 0 164, a A no conduce a una insensibilizacion completa en comparacién con V8 proteasa, el
mutante segln la invencién esta claramente estabilizado en comparacion con el tipo natural en el que se produjo
una digestion completa. El sitio de escision de trombina modificado en la posicién 167/168 no desempefidé ninguna
funcibn en la digestion con V8 proteasa realizada. En los polipéptidos modificados, dos fragmentos de
aproximadamente 40 kDa todavia estan presentes tanto después de 15 min como también después de 60 min, que
en los polipéptidos no modificados sdélo estuvieron presentes débilmente después de 15 min y después de 60 min ya
no estuvieron presentes.

Ejemplo 4. Ensayo de lisis con endolisinas sensibles a proteasas y resistentes a proteasas

Para investigar si los polipéptidos de acuerdo con la invencion todavia tienen la actividad deseada después del
intercambio de amino&cidos, se sometieron a prueba en un ensayo de lisis en placa con distintas cepas de
Staphylococcus. Las cepas de bacterias se cultivaron durante la noche en cultivos de 5 ml en medio BHI y las
células bacterianas se centrifugaron 5 min a 4000 rpm en la centrifuga de mesa. El sedimento celular se
resuspendid a continuacion en 200 ul de tampon PBS (fosfato de Na 10 mM, NaCl 144 mM, KCI 50 mM, pH 7,4) y
las células se inactivaron con calor 30 min a 80 °C. Las células inactivadas con calor se vertieron con 15 ml de agar
superior en placas de Petri y se secaron. A continuacion se salpicaron respectivamente 5 ug de proteina y las placas
de agar se incubaron durante 1 h a 30 °C. Las coronas de lisis celular formadas en los sitios de las proteinas
salpicadas se evaluaron visualmente y dependiendo del tamafio se valoraron con +++, ++ y + 0 con -, en caso de
que no se produjera la lisis.

El resultado de la prueba para algunos de los polipéptidos de acuerdo con la invencién esta resumido en la Tabla 4.

Tabla 4
PlyPitti26 (no Mutante 10 de la Mutante 4 de la CHAP-AmIPItti26-

Especies de modificada) Tabla 3 (E163Q,R Tabla 3 (E163A, CBDUSA (no
Staphylococcus 167A, E179A, R167A) modificada)

E189Q)
MRSA de
Staphylococcus +++ +++ +++ +++
aureus
MRSA de
Staphylococcus +++ +++ +++ +++
aureus
MRSA de
Staphylococcus ++ +++ +++ +++
aureus
Stgphylc_)coccus +++ +++ +++ +++
epidermis
Staphylococcus + - — -
equorum
Staphylococcus ) -+ + -+
sciuri
Staphyloc_occus i et - .t
saprophyticus
Staphylococcus
sciuri j j ) j
MRSA de
Staphylococcus +++ +++ +++ +++
aureus
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Staphylococcus
epidermidis
Negativa para
coagulasa de
Staphylococcus
epidermidis
Negativa para
coagulasa de
Staphylococcus
haemolyticus
Negativa para
coagulasa de
Staphylococcus
epidermidis

+++ +++ +++ +++

++ ++ ++ ++

++ ++ ++ ++

+++ +++ +++ +++

Tanto PlyPitti26 no modificada como también CHAP-AmIPItti26-CBDUSA presentaron un amplio espectro de lisis
con respecto a distintas cepas de Staphylococcus, mostrando CHAP-AmIPItti26-CBDUSA una actividad litica algo
mejor. Los dos polipéptidos modificados de acuerdo con la invencién mostrados en la tabla, Mutante 4 y Mutante 10
con los intercambios de amino&cidos en los sitios de escisién de trombina o distintos de V8 proteasa presentaron
una actividad practicamente idéntica a la de la proteina no modificada CHAP-AmIPitti26-CBDUSA. Esto mostré que
las mutaciones de acuerdo con la invencion no influyeron negativamente en la actividad de las enzimas lisantes de
la pared celular. Lo mismo era valido para CHAP-Ami_Pitti26-CBD-USA-Add2 no modificada, asi como los
polipéptidos de CHAP-Ami__ Pitti26-CBD-USA-Add2 modificada correspondientes.

Ejemplo 5: Enzimas que se unen a la pared celular modificadas contra Clostridium difficile

Dos endolisinas de distintos fagos de CI. difficile (nimeros de acceso YP_529586 para la endolisina del fago ®
CD119 y YP_001087453 para la endolisina de la cepa CI. difficile 630) presentaron un sitio de escision de la
caspasa 1 singular después de los aminoacidos D214, mientras que un sitio de escision de trombina singular sélo
aparecio en la endolisina del fago ® CD119 en la posicion 87. Debido a la alta similitud de secuencias de ambas
endolisinas, ademas de las modificaciones de los sitios de escision de la caspasa 1 de D214 a E214 en ® CD119, la
endolisina R en la posicion 87 se intercambi6 por K, que en la endolisina homologa de la cepa Cl. difficile 630 estaba
presente en esta posicion y no se reconoce por trombina como sitio de escision. Otras modificaciones de acuerdo
con la invencion estan representadas en la Tabla 2.

Ejemplo 6: Determinacién de regiones sensibles a proteasas dentro de la secuencia de Ply511.

Ply511 tiene 6 posibles sitios de escision para la peptidasa | de Staphylococcus (6 glutamatos) debido a su
secuencia de aminoacidos. Para descubrir qué regiones de la endolisina Ply511 son especialmente sensibles a
proteasas se realizaron experimentos de digestion con proteasas con la peptidasa | de Staphylococcus. Para la
degradacion con peptidasa | de Staphylococcus se usaron 99 pl de disoluciéon de proteina (concentracion de
aproximadamente 1 mg/ml) y 1 pl de disolucion de proteasa (concentracion de aproximadamente 0,5 mg/ml). Las
mezclas madre de ensayo se incubaron durante distintos intervalos de tiempo (minutos a varias horas) a 37 °C en un
tampon con Tris 20 mM/HCI, NaCl 100 mM, pH 8,0. Las bandas de proteinas se separaron sobre geles de SDS. Los
fragmentos de degradacion formados se transfirieron a membranas de PVDF (poli(fluoruro de vinilideno)), se
cortaron bandas bien separadas y se secuenci6 el extremo N terminal. Resultaron tres sitios de escision preferidos
para peptidasa | de Staphylococcus después de los aminoacidos E7, E40 y E89.

Ejemplo 7: Eliminacidén de sitios de escisién de peptidasa | de Staphylococcus en Ply511

En las posiciones E7, E40 y E89, las sustituciones se realizaron tanto como sustitucion individual como en
combinacién, de manera que en los mutantes formados aparecieron otros aminoacidos, excepto glutamato, en las
posiciones respectivas, que ya no se escinden por peptidasa | de Staphylococcus. Los mutantes asi obtenidos se
utilizaron en la digestion con proteasas descrita en el Ejemplo 6 y a continuaciéon se analizaron sobre geles de SDS,
si las bandas de degradacion correspondientes todavia aparecian o no. Demostraron ser especialmente adecuadas
las mutaciones E7A y E7Q, asi como E40A y E40Q.

Ejemplo 8: Resistencia frente a trombina y V8 proteasa de distintas variantes de endolisina de Plypitti26 y CHAP-
AmiPitti26-CBDUSA.

Distintas combinaciones de mutantes de acuerdo con la invencién de la Tabla 3 se introdujeron en la variante de
Plypitti26 CHAP-AmIPItti26-CBDUSA y CHAP-AmIPItti26-CBDUSA-Add2 y se combinaron en parte con otras
mutaciones. A continuacion, estas variantes de endolisina se sometieron a prueba para determinar su resistencia
frente a trombina y V8 proteasa, asi como la actividad enzimatica (detecciébn como se ha descrito en el Ejemplo 3).
Los resultados estan resumidos en la Tabla 5 para CHAP-AmIPItti26-CBDUSA y sus modificaciones. Los resultados
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para CHAP-AmIPItti26-CBDUSA-Add2 y sus modificaciones (las posiciones de aminoacidos estan desplazadas una
posicion en la direccion del extremo C terminar con respecto a las posiciones en la tabla respectivamente) son
idénticos y no se reproducen de nuevo en la Tabla 5.
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Se mostré que las variantes de endolisina de acuerdo con la invencion CHAP-Amipitti26_ CBDUSA (E163A, R167A,
Y200H), CHAP-Amipitti26_CBDUSA (E163A, R167A, E179A, E189Q, Y200H), CHAP-Amipitti26_ CBDUSA (L55H,
L56T, E163A, R167A, Y200H), CHAP-Amipitti26_ CBDUSA (L55H, L56T, E163A, R167A, E179A, E189Q, Y200H) y
CHAPAmMIpitti26_ CBDUSA (E163A, R167A), asi como CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (E164A, R168A, Y201H),
CHAPAmMIpitti26_ CBDUSA-Add2 (E164A, R168A, E180A, E190Q, Y201H), CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-5 Add2
(L56H, L57T, E164A, R168A, Y201H), CHAP-AmiIpitti26_CBDUSA-Add2 (L56H, L57T, E164A, R168A, E180A,
E190Q, Y201H) y CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (E164A, R168A) presentaban una resistencia de buena a muy
buena frente a la digestion con trombina. Las variantes de endolisina CHAP-Amipitti26_ CBDUSA (L55H, L56T,
E163A, R167A, Y200H) y CHAP-Amipitti26_ CBDUSA (L55H, L56T, E163A, R167A, E179A, E189Q, Y200H), asi
como CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (L56H, L57T, E164A, R168A, Y201H) y CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2
(L56H, L57T, E164A, R168A, E180A, E190Q, Y201H), también mostraron en el ensayo de lisis de liquidos una alta
actividad enzimatica después de la digestion con trombina. Las variantes de endolisina CHAP-Amipitti26_CBDUSA
(E163A, R167A, E179A, E189Q, Y200H) y CHAP-AmiIpitti26_ CBDUSA (L55H, L56T, E163A, R167A, E179A, E189Q,
Y200H), asi como CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (E164A, R168A, E180A, E190Q, Y201H) y CHAP15
Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (L56H, L57T, E164A, R168A, E180A, E190Q, Y201H), presentaban una resistencia
mejorada frente a la digestion con V8 proteasas. Especialmente las sustituciones E179A y E189Q o E180A y E190Q
demostraron ser ventajosas en este caso.

Ejemplo 9: Endolisinas con sitios de escisién de proteasas de acuerdo con la invencion

Si una sustitucién de acuerdo con la invencion de un residuo de aminoacido demuestra ser ventajosa, puede
detectarse mediante las detecciones descritas anteriormente para estabilidad de proteasas y actividad de endolisina.
En la Tabla 6 se muestra una serie de ejemplos de endolisinas, que lisan representantes de distintos géneros de
bacterias y que pueden estabilizar de acuerdo con la invencién contra degradacién por proteasas. Los sitios de
escision de proteasas se determinaron con el programa PeptideCutter (Gasteiger y col., Protein Identification and
Analysis Tools on the ExPASy Server in John M. Walker (ed): The Proteomics Protocols Handbook, Humana Press
(2005)).

Tabla 6: Endolisinas con sitios de escision de proteasas de acuerdo con la Tabla 1
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Ejemplo 10: Determinacién de sitios de escisidn de clostripaina en endolisinas de Listeria

Como se puede ver en la Tabla 6, posibles sitios de escisién para clostripaina en endolisinas estan frecuentemente
presentes en mayor nimero (de 6 a 23 en los ejemplos descritos). Dado que una sustitucion de todos los posibles
sitios de escision puede influir negativamente en la actividad de la endolisina, es (til determinar para la proteasa
sitios de escision accesibles y s6lo modificar éstos. La endolisina de Listeria Ply511 contiene seis posibles sitios de
escisién para clostripaina. Se realiz6 una digestion con clostripaina de Ply511 para determinar las regiones
sensibles a clostripaina de la endolisina. Ply511 (0,1 mg/ml) se digiri6 durante 3 h o durante la noche a temperatura
ambiente con 5 unidades de clostripaina (definicion de union segin datos del fabricante, Sigma) en 60 pl de volumen
de muestra con la siguiente composicion: fosfato de sodio 25 mM, acetato de calcio 1 mM, DTT 2,5 mM, pH 7,6. Los
fragmentos de proteina formados se separaron por electroforesis en gel de SDS (geles de gradiente 10 - 20 % de
acrilamida). Aparecieron 3 bandas (pesos moleculares aproximadamente 25 kDa, aproximadamente 14 kDa,
aproximadamente 10 kDa) que se transfirieron a membranas de PVDF, luego se cortaron y se secuenciaron
mediante degradacion de Edman del extremo N terminal.

Resultaron las siguientes secuencias del N terminales para los fragmentos:

1. (M)V KY TV E N K; la metionina del N se disoci6 en parte
2. DKLAK
3. TSNATTF

Este resultado muestra que de los seis posibles sitios de escisién de clostripaina (R46, R62, R92, R221, R312,
R326), dos son reconocidos por la proteasa, concretamente R92 y R221. Variantes estabilizadas de acuerdo con la
invencién de Ply511 tienen en estas posiciones intercambios de R a otros residuos de aminoacidos, especialmente
R62K 0 R62A, asi como R221K o R221A.

Ejemplo 11: Degradacidon por proteasas de una proteina terapéuticamente utilizable en distintos érganos y
determinacion de regiones sensibles a proteasas

En estudios de farmacocinética se comprobdé que la endolisina utilizada contra estafilococos CHAP-
Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (L56H, L57T, E164A, R168A, Y201H) ya no era detectable en diferentes 6rganos a
distintas velocidades. Para someter a prueba si esto se atribuia a la degradacidn por proteasas, la endolisina se
incub6 con extractos de 6rgano y se analizaron posibles bandas de degradacion sobre geles de SDS. Se congelaron
muestras de tejido de higado, corazén, bazo, rifion y pulmén de ratas, se descongelaron de nuevo y se
homogeneizaron en el mismo volumen de tampon PBS. Por mezcla madre de ensayo se mezclaron 40 ul de CHAP-
Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (L56H, L57T, E164A, R168A, Y201H) (1 mg/ml en Tris 20 mM, pH 8,0) y 10 ul de extracto
de 6rgano (diluido 1:20 con PBS) y se incubaron durante 18 h a temperatura ambiente o a 4 °C. En los controles de
proteina solo se afiadié tampdn PBS en lugar de extracto de 6rgano y se incub6 durante estos mismos tiempos, asi
como se prepar6 un control de proteina sin tiempo de incubacion. Como otros controles se analizé respectivamente
extracto de dérgano sin adicion de endolisina. Las muestras se mezclaron con tampon de muestra y se aplicaron
sobre geles de SDS al 12 %.

Se mostrd que solo en las muestras en las que se afiadié extracto de rifion tuvo lugar una significativa degradacion
de proteina durante el periodo de tiempo del experimento, en todos los otros extractos de érgano, asi como los
controles, la endolisina permanecié estable. En la incubacién con el extracto de rifion se formaron fragmentos de
proteina mas grandes con tamafio definido, de manera que fue probable que la endolisina fuera degradada por una
0 menos proteasas especificas para rifion. Para determinar las regiones sensibles para esta(s) proteasa(s), las
bandas formadas (marcadas con flechas y los nimeros 1 a 7) se transfirieron a una membrana de PVDF y los
polipéptidos se secuenciaron en el extremo N terminal mediante degradacién de Edman. El tamafio aproximado de
los fragmentos formados se derivé mediante una curva estandar que se cre6 a partir de las distancias recorridas de
las bandas del patron de peso molecular en el que se conocia el peso molecular. Resultaron los siguientes
fragmentos que estan resumidos en la Tabla 7. Los segmentos de proteinas formados se determinaron a partir de
las secuencias N terminales determinadas junto con los tamafios de fragmentos.

Tabla 7: Fragmentos de la endolisina CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2 (L56H, L57T, E164A, R168A, Y201H)
después de la degradacion mediante proteasa(s) especifica(s) de rifion

N° de banda Tamafio (calculado | Secuencia N Segmento de Tamafio (calculado a
a partir de la terminal proteina partir de la secuencia
distancia recorrida de aminoécidos) kDa
en el gel)
kDa

1 58 ASIIMEV Proteina completa, 55

M N terminal
disociada
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2 43 ASIIM Fragmento N 44
terminal. Dominio
CHAP y amidasa.
EAD completo hasta
el sitio de escision
antes de la banda 5
(ASSNTV)

3 25 ASKKETAPQ Dominio de 24
amidasa. Hasta el
sitio de escisién
antes de la banda 5
(ASSNTV).

4 19 ASIIMEVAT MQ Fragmento N 19
terminal. Dominio
CHAP hasta el sitio
de escisién antes
de la banda 3

(ASKKETAPQ).

5 15 ASSNTV Fragmento C 12
terminal. CBD.

6 20 ASIIMEVAT Fragmento N 20

terminal. Dominio
CHAP hasta el sitio
de escision antes
de la banda 7
(XPTQA).

7 41 XPTQA Fragmento C 36
terminal. Dominio
de amidasa y CBD.

X: aminodcido que no pudo definirse

A partir de la determinacion de las secuencias N terminales junto con la determinacién del tamafio de los fragmentos
formados resulté que las proteasas existentes en el extracto de rifion escindieron la endolisina CHAP-
Amipitti26_ CBDUSA-Add2 en 3 posiciones, concretamente después de los aminoacidos Q171, Q175 y S384. Una
bdsqueda de dominios conservados dentro de la endolisina CHAP-Amipitti26_ CBDUSA-Add2 en CDD (conserved
domain database) dio 3 dominios conservados, concretamente del extremo N terminal un dominio CHAP
(aminoacidos 28 a 158), seguido de un dominio amidasa_2 (aminoacidos 199 a 346), asi como un dominio SH3_5
situado en el extremo C terminal (aminoécidos 413 a 478). El dominio CHAP y amidasa 2 son los EAD, mientras que
el dominio SH3_5 forma el CBD. Entre el dominio CHAP y amidasa 2 se encuentra una regiéon de ligador de
dominios (aminoacidos 159 a 198), asi como un segundo ligador entre el dominio amidasa 2 y el CBD (aminoacidos
347 a 412). Los tres sitios de escision encontrados se encontraron en medio de las regiones de ligador de dominios
que han demostrado ser menos estables que los dominios conservados. No pudieron identificarse las proteasas de
rifién que eran responsables de la degradacion, pero llamé la atencidon que al menos una proteasa necesitara una Q
en la posicién P1, asi como que los tres sitios de reconocimiento de proteasas fueran ricos en serinas y alaninas.
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<210>1
<211> 496
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> Polipéptido que comprende sustitucién en R167

<400> 1

Mat Ser
1

Lys Glu

Val Asp

Trp Lys
50

Ile Pro
65

Thr Pro

Ile

Phe

Leu

35

Val

Fhe

ASp

Ile Met
5

Ile Glu
20

Trp Tyr

Leu Phe

Ala Asn

Fha Leu

Glu

Trp

Gly

Gly

Aan

70

Ala

val

Leu

Phe

Leu

55

Phe

Gln

Ala

Lys

Gln
40

Asp

Pro

21

Thr

Thr

25

Cys

Leu

Gly

Gly

Met

10

Ser

Phe

Lys

Leu

Asp

Gln

Glu

Asp

Gly

Ala

75

Met

Ala

Gly

Tyr

Leu

60

Thr

Val

Lys

Lys

Ala

45

Gly

val

val

Leu

Gln

30

Asn

Ala

Tyr

Phe

Thr

15

Pﬁa

Ala

Lys

Gln

Gly

Lys

Asn

Gly

Asp

Asn

BO

Ser



Asn

Leu

Thr

Arg

145

Lys

Lys

Ile

Fro

Ala

225

Glu

Ala

Asn

Asn

305

Leu

Leu

Tyr

Asp

Asp

130

Gln

Ser

Lys

Lys

Lys

210

Glu

Ala

Lau

Lys

Ala

290

Leu

Hia

Gly

Tyr

115

His

Glu

Glu

Asp

135

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

275

Thr

Leu

Asn

Thr

Ala

100

Ile

Ile

Ala

Thr

Thr

180

val

Ila

Tyr

Ile

Glu

260

Tyr

Phe

Lys

Glu

Gly
340

g5

Gly

Ile

Glu

Tyr

Ala

165

Ala

val

Val

Arg

Ala

245

S5er

Tyr

Leu

Lys

Phe

325

Phe
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Tyr

Val

Gln

Asp

150

Pro

Lys

Lys

Ila

Asn

230

His

Gln

Gly

Lys

Trp

310

Thr

Asp

Gly

Tyr

Pro

135

Pha

Ala

Pro

Gly

His

215

Gly

Ser

val

Ile

Asn

295

Gly

Ser

Pro

His

Glu

120

Gly

Pro

Ser

Gln

Tyr

200

Asn

Tyr

Gly

Glu

280

Glu

Leu

Thr

val

22

Val

105

Gln

Trp

Met

Ile

FPro

185

Asp

Asp

val

Val

265

Val

Gln

Pro

Ser

Thr
345

20

Ala

Asn

Gly

Trp

Gln

170

Lys

Ala

Asn

Ser

250

His

Cys

Ala

Ala

Cys

330

Arg

Trp

Trp

Trp

Phea

155

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

235

Gly

Thr

Gln

Thr

Asn

315

Pro

Gly

Val

Leu

Glu

140

Ile

Pro

Val

Lys

Sar

220

Pro

Asn

Ala

Sar

Phe

300

Arg

His

Leu

Ile

Gly

125

Lys

Arg

Thr

Glu

Arg

205

Lys

Ser

Thr

Asn

Met

285

Gln

Asn

Leu

Glu

110

Gly

vVal

Pro

Gln

Leu

190

Gly

Ser

Val

Gln

270

Gly

Glu

Thr

Ser

Pro
350

95

Ala

Gly

Thr

Asn

Ala

175

Lys

Gly

Ala

Arg

Trp

255

Leu

Ala

Cys

Ila

Ser

335

Glu

Thr

Trp

Arg

Phe

160

Ser

Ile

ASn

Thr

Leu

240

Gln

Gly

Asp

Ala

Arg

320

Val

Asp
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<210> 2

Lys

Ser

385

Ala

Gly

Tyr

Ile

Tyr

465

Asp

<211> 496
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Arg

Asp

370

Ser

Gly

Asn

Ser

Thr

450

Ile

Ile

Leu
355
Gly
Asn
Tyr
Tyr
Thr
435
Tyr
Ala

Ala

Gln

Lys

Thr'

Thr

Thr

420

Asn

Asp

Asn

Gly

Leu

Ile

Val

Leu

405

val

Ser

Gly

Ser

Asn
485
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Lys

Pro

Lys

390

Asp

Ala

Arg

Ala

Gly

470

Arg

Asp

Val

375

Pro

Lys

Asn

Ile

Tyr

455

Gln

Ile

Tyr

360

Ala

val

Asn

Val

Thr

440

Cys

Ser

Phe

Thr

Ala

Asn

Lys

425

Gly

Ile

Ser

Ile

Val

Glu

val

410

Gly

Val

Asn

Tyr

Phe
450

<223> Polipéptido que comprende sustitucién en E163 y R167

<400> 2

23

Lys

Ser

Leu

395

Fro

Asn

Leu

Gly

Ile

475

Gly

Gln

Asn

380

Met

Tyr

Asn

Pro

Tyr

460

Ala

Lys

Ile

385

Glu

Pro

Lys

val

Asn

445

Arg

Thr

Phe

Arg

Ser

Pro

Lys

Arg

430

Rsn

Trp

Gly

Sear

Ala

Ser

Val

Glu

415

Asp

Thr

Ile

Glu

Ala
495

Tyr

Ala

Pro

400

Gln

Gly

Thr

Thr

val

480

val



Met

Lys

Val

Tzp

Ile
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Ser Ile Ile Met Glu
5

Glu Phe Ile Glu Trp
20

Asp Leu Trp Tyr Gly
35

Lys Val Leu Phe Gly
50

Pro Phe Ala Asn Asn

Val Ala

Leu Lys

Phe Gln
40

Leu Leu
55

Phe Asp

24

Thr

Thr

25

Cys

Leu

Gly

Met Gln

10

Sar Glu

Phe Asp

Lys Gly

Leu Ala

Ala

Gly

Tyr

Leu

60

Thr

Lys

Lys

Ala

45

Gly

Val

Gln

30

Asn

Ala

Tyr

Thr Lys

15

Phe Asn

Ala Gly

Lys Asp

Gln Asn



65

Thr

Asn

Leu

Thr

145

Lys

Lys

Ile

Pro

Ala

225

Glu

Asn

Arg
305

Leu

Fro

Tyx

Asp

BRsp

130

Gln

Ser

Lys

Lys

Lys

210

Glu

Ala

Leu

Lys

Ala

230

Leu

His

Asp

Gly

Tyr

115

Arg

His

Ala

Glu

Asp

155

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

275

Thr

Leu

Asn

Phe

Ala

100

Ile

Ile

Ala

Thr

Thr

180

Val

Ile

Tyr

Ila

Glu
260

Tyr

Fhe

Lys

Glu

Gly

Ile

Glu

Tyr

Ala

165

Ala

Val

Val

Arg

Ala

245

Ser

Tyr

Leu

Lys

Fhe
325
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T0

Ala

Tyr

val

Gln

Asp

150

FPro

Lys

Lys

Ile

Asn

230

His

Gln

Gly

Lys

Trp

310

Thr

Gln

Gly

Tyr

Pro

135

Phe

Ala

Pro

Gly

His

215

Gly

Ser

Val

Ile

Asn

235

Gly

Ser

Fro

His

Glu

120

Gly

Pro

Ser

Gln

Tyr

200

Asn

Leu

Tyr

Gly

Glu

280

Glu

Leu

Thr

25

Gly

val

105

Gln

Trp

Met

Ile

Pro

185

Asp

Asp

Val

Val

Trp

2865

Val

Gln

Fro

Ser

Asp

50

Ala

Asn

Gly

Trp

Gln

170

Lysa

Leu

Ala

Asn

Ser

250

His

Cys

Ala

Ala

Cys
330

15

Met

Trp

Trp

Trp

Phe

155

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

235

Gly

Gln

Thr

Asn

315

Pro

Val

val

Leu

Glu

140

Ile

Fro

val

Lys

Ser

220

Pro

Asn

Ala

Ser

Phe

300

Arg

His

Val

Ile

Gly

125

Lys

Arg

Thr

Glu

Ser

Thr

Asn

Met

285

Gln

Asn

Arg

Fhe

Glu

110

Gly

val

Pro

Gln

Leu

150

Gly

Gly

Ser

val

Gln

270

Gly

Glu

Thr

Ser

Gly

95

Ala

Gly

Thr

Asn

Ala

175

Lys

Gly

Ala

Leu

Ala

Cys

Ile

Ser
335

80

Ser

Thr

Trp

Phe

160

Ser

Ile

Asn

Thr

Leu

240

Gln

Gly

Asp

Ala

Arg

320

Val
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Leu

Lys

Sar

385

Ala

Gly

Tyr

Ila

Tyr

465

Asp

<210> 3

His

Arg

Asp

370

Ser

Gly

Asn

Ser

Thr

450

Ila

Ila

<211> 496
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Thr

Leu

355

Gly

Asn

Tyr

Tyr

Thr
435

Tyr

Ala

Ala

Gly

340

Gln

Lys

Thr

Thr

Thr

420

Asn

Asp

Asn

Gly

Fhe

Leu

Ile

val

Leu

405

Val

Ser

Gly

Ser

Asn
485

Asp

Lys

Pro

Lys

350

Asp

Arg

Ala

Gly
470
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Fro

Asp

Val

375

Pro

Lys

Asn

Ile

Tyr
455

Gln

Ile

val

Tyr

360

Ala

val

Asn

Val

Thr

440

Cys

Arg

Ser

Thr

345

Phe

Thr

Ala

Asn

Lys

425

Gly

Ila

Arg

Ser

Arg

Ila

Val

Glu

Val

410

Gly

val

Asn

Tyr

Phe
490

Gly

Lys

Ser

Leu

385

Pro

Asn

Leu

Gly

Ile

475

Gly

Gln

Asn

380

Tyr

Pro

Tyr

460

Ala

Lys

<223> Polipéptido que comprende sustitucién en E163, R167, E179, E189

26

Leu

Ila

365

Glu

Pro

Lys

Val

Asn

445

Arg

Thr

Phe

Pro

350

Arg

Ser

Pro

Lys

Arg

430

Asn

Trp

Gly

Ser

Glu Asp

Ala Tyr

Ser Ala

Val Pro
400

Glu Gln
415

Asp Gly

Thr Thr

Ila Thr

Glu Val

480

Ala Val
495



<400> 3
Met Ser Ile
1

Lys Glu Phe

Val Asp Leu
35

Trp Lys Val
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Ile Met Glu Val ‘Ala Thr Met Gln Ala Lys Leu Thr Lys
5 10 15

Ile Glu Trp Leu Lys Thr Ser Glu Gly Lys Gln Phe Asn
20 25 30

Trp Tyr Gly Phe Gln Cys Phe Asp Tyr Ala Asn Ala Gly
40 45

Leu Phe Gly Leu Leu Leu Lys Gly Leu Gly Ala Lys Asp

27



Ile

635

Thr

Asn

Leu

Thr

145

Lys

Lys

Ile

Pro

Ala

225

Glu

Ala

Asn

Asn

Arg
305

50

Fro

Fro

Tyr

Asp

Asp

130

Gln

Ser

Lys

Lys

Lys

210

Glu

Ala

Leu

Lys

Ala

290

Leu

Phe

Asp

Gly

Tyx

115

Arg

His

Gln

Ala

Asp

195

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

275

The

Leu

Ala

Phe

Ala

100

Ile

Ile

Ala

Thr

Thr

180

Val

Ile

Tyr

Ile

Glu

260

Tyr

Phe

Lys

Asn

Leu

85

Gly

Ile

Glu

Tyr

Ala

165

Val

Val

Ala

245

Ser

Tyr

Leu

Lys
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Asn

70

Ala

Tyr

Val

Gln

Asp

150

FPro

Lys

Lys

Ile

Asn

230

His

Gln

Gly

Lys

Trp
310

55

Phe

Gln

Gly

Tyr

Pro

135

Phe

Ala

Pro

Gly

His

215

Gly

Ser

Val

Ile

Asan

295

Gly

Asp

Pro

His

Glu

120

Gly

Pro

Ser

G1ln

Tyr

200

Asn

Leu

Tyr

Gly

Glu

280

Glu

28

Gly

Gly

val

105

Gln

Irp

Met

Ile

Pro

185

Asp

Val

Val

Trp

265

val

Gln

Pro

Leu

Asp

Ala

Asn

Gly

Trp

Gln

170

Lys

Leu

Ala

Asn

Ser

250

His

Cys

Ala

Ala

Ala
75

Met

Trp

Trp

Trp

Fhe

155

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

235

Gly

Thr

Gln

Thr

Asn
315

60

Thr

val

val

Leu

Glu

140

Ile

Fro

Val

Lys

Ser

220

Pro

Asn

Ala

Ser

Phe
300

Val

val

Ila

Gly

125

Lys

Arg

Thr

Gln

Arg

205

Lys

Ser

Thr

Asn

Met

285

Gln

Asan

Tyr

Phe

Glu

110

Gly

val

Pro

Gln

Leu

130

Gly

Gly

Ser

Val

Gln

270

Gly

Glu

Thr

Gln

Gly

95

Ala

Gly

Thr

Asn

Ala

175

Lys

Gly

Ala

Arg

Ala

Cys

Ila

Asn

80

Ser

Thr

Trp

Arg

Phe

160

Ser

Ila

Asn

Thr

Leu

240

Gln

Gly

Asp

Ala

Arg
320
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Leu His

Leu His

Lys Arg

370

Ser Ser
385

Ala Gly

Gly Asn

Tyr Ser

Ile Thr
450

Tyr Ile
465

Asp Ile

<210>4
<211> 271
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Polipéptido que comprende sustitucién en D214

<400> 4

Asn

Thr

Leu

355

Gly

Asn

Tyr

Tyr

Thr

435

Tyr

Ala

Ala

Glu

Gly

340

Gln

Lys

Thr

Thr

Thr

420

Asn

Asp

Asn

Gly

Fhe

325

Phe

Leu

Ile

Val

Leu -

405

Val

Ser

Gly

Ser

Asn
485

ES 2442 667 T3

Thr

Asp

Lys

Pro

Lys

330

Asp

Ala

Ala

Gly
470

Sar

Pro

Asp

val

375

Pro

Lys

Asn

Ila

Tyr

455

Gln

Ile

Thr

val

Tyr

360

Ala

Val

Asn

Val

Thr

440

Cys

Arg

Ser

29

Ser

Thr

345

Phe

Thr

Ala

Asn

Lys

425

Gly

Ile

Ser

Cys

330

Ile

val

Glu

Val

410

Gly

Vval

Asn

Tyr

Phe
490

Fro

Gly

Lys

Ser

Leu

395

Pro

Agn

Leau

Gly

Ile

475

Gly

His

Lau

Gln

Asn

3B0

Met

Tyr

Asn

Pro

Tyr

460

Lys

Arg

Leu

Ile

365

Glu

Pro

Lys

val

Asn

445

Arg

Thr

Phe

Ser

Pro

350

Ser

Pro

Lys

430

Asn

Trp

Gly

Ser

Ser

335

Glu

Ala

Ser

Val

Glu

415

Asp

Thr

Ile

Glu

Ala
495

val

Asp

Tyr

Ala

Pro

400

Gln

Gly

Thr

Thr

Vval

480

Val
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Met Lys Ile Gly Ile Asn Cys Gly His Thr Lys Thr Gly Ala Gly Ser
1 : 5 10 15

Gly Ala Ile Gly Lya Ile Asn Glu Ser Ile Glu Thr Arg Asn Val Gly
20 25 30

Tyr Lys Val Ile Asp Lys Leu Lys Lys Leu Gly Asn Asn Val Val Asp

30



5

Cys

Thr

65

Phe

Lys

Gly

Lys

Thr

145

Thr

Asn

Lys

Ser

Asn

225

Ser

Trp

<210>5
<211>271

Thr

50

Ala

Asn

Gln

Phe

Llys

130

Glu

Ala

Asan

Val

Tyr

210

Leu

Lys

Ser

<212> PRT

35

Ile

Gln

Ala

Tyr

Thr

115

Thr

Asp

Ile

Tyr

Ser

195

Tyr

Thr

Thr

Asp

Ala

Gly

Gln

100

Asn

Lys

Ala

Val

Asn

180

Ala

Val

Val

Thr

Met
260

Lys

Asn

Gly

85

Asp

Arg

Ala

Asn

Glu

165

Arg

Asp

Thr

Ile

Gly

245

Asp

Ala

Arg

70

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

150

Ala

Tyr

Ila

Glu

Gly

230

Glu

Lys

ES 2442 667 T3

Ser

55

Gln

Lys

Ile

val

Ser

135

Tyre

Ile

Lys

Leu

Ila

215

Gly

Lys

Ala

40

Thr Gln
Asp Leu
Gly Cys
Asp Val

105
Lys Asp
120
Met Leu
Leu Ser
Thr Lys
His Thr
185
Gly Leu
200
Lys Asp
Vval Thr

Phe Thr

Ila Glu
265

31

Ser

Asp

Glu

90

Cys

Gly

Ile

His

170

Ile

Tyr

Tyr

Cys

Gln

250

Phe

Glu

Trp

75

val

Lys

Ser

Glu

Gly

155

Ile

val

Tyr

Lys

Asn

235

Leu

val

Cys
60

Phe

Tyr

Lys

Gly

val

140

Ala

Sar

Tyr

Lys

Pro

220

Lys

Tyr

Lys

45

Lau

Ile

Thr

Ila

Lau

125

Cys

Asp

Sar

Ser

Arg

205

His

Met

Gly

Glu

Ser

Ser

Tyr

Ser

110

Tyr

Phea

Lys

Ala

Gly

130

Lys

Arg

Lys

Asn

Lys
270

Lys

Ile

Lys

85

Asp

val

val

Glu

175

Asp

Lys

Thr

Glu

Asp
255

Ile

His

80

Gly

Lau

val

Asp

Ala

160

Glu

AsSp

Glu

Gln

Met

240

Val
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<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido que comprende sustitucion en R87 y D214

<400> 5

32



Met

Gly

Tyr

Cya

Ala

Phe

Lys

Gly

Lys

Ser

145

Thzr

Aan

Lys

Ser

Asn

225

Ser

Lys

Ala

Lys

Thr

50

Thr

Asn

Gln

Phe

Lys

130

Glu

Ala

Asn

Val

Tyr

210

Leau

Lys

Ile

Ile

val

35

Ile

Gln

Ala

Tyr

Thr

115

Thr

Asp

Ile

Tyr

Ser

1395

Leu

Tyr

Thr

Gly

Gly

20

Ile

Asp

Ala

Gly

Gln

100

Asn

Lys

Ala

Val

Asan

180

Ala

val

Val

Thr

Val

Lys

Asp

Lys

Asn

Lys

a5

Asp

Arg

Ala

AsSn

Glu

165

Arg

Asp

Thr

Ile

Gly

ES 2442 667 T3

Ile

Lys

Arg

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

150

Ala

Tyr

Ile

Glu

Gly

230

Glu

Cys

Asn

Leu

Ser

55

Gln

Lys

Ile

Val

Ser

135

Tyr

Ile

Lys

Lau

Ile

215

Gly

Lys

Gly

Glu

Lys

40

Thr

Asp

Gly

Asp

Lys

120

Lau

Thr

His

Gly

200

Lys

Val

FPhe

33

His

Sar

25

Thr

Gln

Cys

Val

105

ASp

Ser

Lys

Thr

185

Leu

Asp

Thr

Thr

Ser

Asp

Glu

90

Cys

Gly

Ile

Leu

His

170

Ile

Tyr

Tyr

Cys

Gln

Lys

Glu

Gly

Glu

75

val

Lys

Ser

Glu

Gly

155

Ile

Val

Tyr

Lys

Asn

235

Lau

Thr

Thr

Asn

Cys

60

Phe

Tyr

Lys

Gly

Val

140

Ala

Ser

Tyr

Lys

Pro

220

Lysa

Tyr

Gly

Asn

45

Leu

Ile

Thr

Ile

Ala

Asn

30

val

Ser

Sar

Tyr

Ser

110

Leu

125

Cys

Asp

Ser

Ser

Arg

205

His

Gly

Tyr

Phe

Lys

Ala

Gly

190

Lys

Arg

Lys

Asn

Gly

15

Val

val

Lys

Ile

Lys

95

Asp

Val

Val

Glu

175

Asp

Lys

Thre

Glu

Asp

Ser

Gly

hsp

Ile

His

Gly

Leu

Val

Asp

Ala

160

Glu

Asp

Glu

Gln

Met

240

Val
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ES 2442 667 T3

245 250 255

Trp Ser Thr Met Asp Lys Ala Ile Glu Phe Val Lys Glu Lys Leu
260 265 270

<210>6
<211> 341
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido que comprende sustitucién en E7 y E40

<400> 6

34



Gly

Ser

Lys

Gln

65

Asn

Thr

Thr

Gly

145

Ile

Gly

val

Lys

Lys

Asn

50

Val

Ser

Thr

Ser
130

Ser

Asn

Lys

Ser
as

Ala
Ala
Tyr
Phe
Lys
115
Asp
Thr

Lys

Thr

Tyr

Lys

20

Thr

Phe

Asn

Ser

Lys

100

Lys

Lys

Thr

Ala

Gly
180

Gly

Ile

val

Val

Tyr

BS

Lys

Ala

Gly

His

Gln

165

Thr

val

Ala

Asp

Thre

Asn

70

Ala

Asp

Gly

Ile

Gln

150

FPhe

Ala

ES 2442 667 T3

Ala

Asn

Asn

His

55

Tyr

Gln

Tyr

Ile

Lys

135

Asp

Ala

Fro

Asn

Phe

Gln

40

Phe

val

Val

Glu

Pro

120

Ser

Pro

Ser

Ala

35

Lys

val

25

Val

val

Ser

Glu

Val

105

Ile

His

Tyr

Asp

Lys
185

Ile
10

Ile

Sear

Gly

TIp

Leu

50

Tyr

Thr

Lys

Ala

Leu

170

Pro

Ile

Ala

Tyr

Gly

Gly

75

Cys

Lau

Trp

Tyzr

155

Ala

Ser

Ala

His

Mat

Gly

E0

Ala

Gln

Asp

val

140

Leu

Lys

Thr

Gly

Glu

Thr

45

Gly

Gly

Thr

Leu

Ser

125

Ala

Ser

Val

Pro

Leu

Thr

30

Arg

Arg

Gln

Ser

Leu

110

Gly

Asp

Ser

Ser

Ala
190

Pro

15

Ala

Asn

val

Tyr

Asn

85

Val

Ser

Lys

Trp

Gly

175

Pro

Lys

Asn

Trp

val

Ala

80

Ala

Asp

Lys

Leu

Gly

160

Gly

Lys



10

Pro

Ala

225

Thr

Pro

Fro

Lys

Thr

305

Thr

<210>7

Ser

Asn

210

Lys

Thr

Ala

Asn

Ala
230

Tyr

Asp

Val

<211> 341
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Thr

135

Ala

Gln

Leu

Fro

Lys

275

Asn

Thr

Gln

Ile

Pro

Lysa

Tyr

Leau

Lys

260

Gly

Ala

Ile

Phe

Lys
340

Ser

Lya

Gly

Ser

245

Fro

Ile

Gln

Thr

Ile

230

Lys

Ser

Trp

Gly

Lys
310

ES 2442 667 T3

Asn

Asp

215

Ala

Ile

Thr

Ser

Ala

295

Asp

Gly Arg Val

325

Lys

Leu

200

sSer

Asn

Lys

Ser

Val

280

Ile

Gln

Asp

Ser

Tyr

Gly

Thr

265

Tyr

Asn

Gly

val

Lys

Ty

Ser

Gly

250

Ala

Pro

Pro

Asn

Tyr
330

<223> Polipéptido que comprende sustitucion en R92K, R221K

<400> 7

36

Leu

Ser

Gly

235

Ala

Lys

Thr

Thr

Gly

315

Gly

Gly

Asn

220

Thr

Pro

Lys

Asn

Lys

300

Val

Ala

Leu

205

Arg

Ala

Lys

Ile

Lys

285

Phe

Tyr

Pro

Val

Asp

Ser

FPro

Tyr

270

Ala

Gly

Glu

Ser

Lys

Gln

Ser

255

Phe

Pro

Gly

Ile

Thr
335

Tyr

Leu

Asn

240

Thr

Fro

val

Leu

Gln

320

Gly
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Met Val Lys Tyr Thr Val Glu Asn Lys Ile Ile Ala Gly Leu Pro Lys
1 5 10 15

Gly Lys Leu Lys Gly Ala Asn Phe Val Ile Ala His Glu Thr Ala Asn
20 25 30

Ser Lyg Ser Thr Ile Asp Asn Glu Val Ser Tyr Met Thr Arg Asn Trp
35 40 45

Lys Asn Ala Phe Val Thr His Phe Val Gly Gly Gly Gly Arg Val Val
50 55 60

37



Gln
&5

Asn

Thr

Thr

Gly

145

Ile

Gly

Pro

Met

Ala

225

Thr

Pro

Pro

Lys

Thr
305

val

Ser

Thr

Ala

Ser

130

Gly

Ser

Asn

Ser

Asn

210

Lys

Thr

Ala

Asn

Ala

230

Tyr

Ala

Tyr

Phe

Lys

115

Asp

Thr

Lys

Thr

Thr

185

Ala

Gln

Leu

Pro

Lys

275

Asn

Thr

Asn

Ser

Lys

100

Lys

Lys

Thr

Ala

Gly

180

Fro

Lys

Tyr

Leu

Lys

260

Gly

Ala

Ile

val

Tyr

85

Lys

Ala

Gly

His

Gln

165

Thr

Ser

Lys

Gly

Ser

245

Pro

Asn

Ile

Gln
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Asn

70

Ala

Asp

Gly

Ile

Gln

150

Phe

Ala

Thr

Met

Ile

230

Lys

Sar

Trp

Gly

Lys
310

Tyr

Gln

Tyr

Ile

Lys

135

hsp

Ala

Pro

Asn

Asp

215

Ala

Ile

Thr

Ser

Ala

235

Asp

val

Val

Glu

Pro

120

Ser

Pro

Ser

Ala

Leau

200

Ser

Asn

Lys

Ser

Val

280

Ile

Arg

38

Ser

Glu

Val

105

Ile

His

Tyr

Asp

Lys

185

Asp

Ser

Tyr

Gly

Thr

265

Tyr

Asn

Gly

Trp

Leu

30

Tyr

Thr

Lys

Ala

Leu

170

FPro

Lys

Tyr

Ser

Gly

250

Ala

Pro

Pro

AsBn

Gly Ala Gly

75

Cys

Cys

Lys

Gln

Thr

Leau

Leu Asp Ser

Trp

Tyr

155

Ala

Sar

Leau

Ser

Gly

235

Ala

Lys

Thr

Thr

Gly
315

Val
140

Leu

Lys

Thr

Gly

Aszn

220

Thr

Pro

Lys

Asn

Lys

300

val

125

Ala

Sear

Val

Pro

Lau

205

Lys

Ala

Lys

Ila

Lys

285

Phe

Tyr

Gln

Ser

Leu

110

Gly

Asp

Ser

Sar

Ala

130

Val

Asp

Ser

Pro

Tyr

270

Ala

Gly

Glu

Tyr

Asn

95

val

Ser

Lys

Trp

Gly

175

Pro

Asp

Lys

Gln

Sar

255

Phe

Pro

Gly

Ile

Ala

BO

Ala

Asp

Lys

Gly

1&0

Gly

Lys

Tyr

Leau

Asn

240

Thr

Pro

val

Leu

Gln
320



10

Thr Asp Gln Phe Gly Arg Val Gln Val Tyr Gly Ala Pro Ser Thr Gly

325

Ala Val Ile Lys Lys
340

<210>8
<211> 341
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>

ES 2442 667 T3

330

<223> Polipéptido que comprende sustitucion en R92A, R221A

<400> 8

39

335



Gly

Ser

Lys

Gln

€5

Asn

Thr

Leu

Thr

Gly

145

Ila

Gly

Val

Lys

Lys

Asn

50

Val

Ser

Thr

Ser

130

Gly

Ser

Asn

Lys

Leu

Ser

35

Ala

Tyr

Phe

Lys

115

Asp

Thr

Lys

Thr

Tyr

Lys

20

Thr

Phe

Asn

Ser

Lys

100

Lys

Lys

Thr

Gly
180

Gly

Ila

Val

Val

Tyr

8BS

Lys

Gly

His

Gln

165

Thr

ES 2442 667 T3

Val

Ala

Asp

Thr

Asn

70

Ala

Asp

Gly

Ila

Gln

150

Phe

Ala

Glu

Asn

Asn

His

55

Tyr

Gln

Tyr

Ile

Lys

135

Asp

Ala

Pro

Asn

Phe

Glu

40

Phe

Val

val

Glu

Fro

120

Sar

Pro

Ser

Ala

40

Lys

val

25

Val

Val

Ser

Glu

val

105

Ile

His

Tyr

Asp

Lys
185

Ile
10

Ile

Ser

Gly

Trp

Leu

30

Tyr

Thr

Lys

Lau
170

Pro

Ile

Tyr

Gly

Gly

75

Cys

Cys

Leu

Trp

Tyr

155

Ala

Ser

Ala

His

Gly

60

Ala

Ala

Gln

Asp

val

140

Leau

Lys

Thr

Gly

Glu

Thr

45

Gly

Gly

Thr

Leu

Ser

125

Ala

Ser

Val

Pro

Leu

Thr

30

Arg

Gln

Ser

Leu

110

Gly

Asp

Ser

Ser

Ala
1390

Pro

15

Ala

Asn

Val

Tyr

Asan

as

Val

Sar

Lys

Trp

Gly

175

Pro

Lys

Asn

Trp

Val

Ala

BOD

Ala

Asp

Lys

Lau

Gly

160

Gly

Lys



10

Pro

Ala

225

Thr

Fro

Pro

Lys

Thr

305

Thr

Ala

Ser

Asn

210

Lys

Thr

Ala

Asn

Ala

290

Tyr

Val

<210>9
<211> 317
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Thr

185

Ala

Gln

Len

Fro

Lys

275

Asn

Thr

Gln

Ile

Pro

Lys

Tyr

Leu

Lys

260

Gly

Ala

Ila

Phe

Lys
340

Ser

Lys

Gly

Ser

245

Pro

Asn

Ila

Gln

Gly

325

Lys

Thr

Mat

Ile

230

Lys

Ser

Trp

Gly

Lys
310

ES 2442 667 T3

Asp

215

Ala

Ile

Thr

Ser

Ala

295

Asp

Val

Leu

200

Ser

Asn

Lys

Ser

Val

280

Ila

Arg

Gln

Asp

Ser

Tyr

Gly

Thr
265

Tyr

Asn

Gly

Val

<223> Polipéptido que comprende sustitucion en D112E

<400> 9

41

Lys

Tyr

Ser

Gly

250

Ala

Pro

Pro

Asn

Tyr
330

Leu
Sar
Gly
235
Ala
Lys
Thr
Thr
Gly
315

Gly

Gly

Asn

220

Thr

Fro

Lys

Asn

Lys

300

Val

Ala

Leu

205

Ala

Ala

Lys

Ile

Lys

285

Fhe

Tyr

Pro

Val Asp

Asp

Ser

Pro

Tyr

270

Ala

Gly

Glu

Ser

Lys

Gln

Ser

255

Fhe

Pro

Gly

Ile

Thr
335

Tyr

Lau

Asn

240

Thr

Pro

Val

Lau

Gln

320

Gly



ES 2442 667 T3

Met Ala Tyr Lys Val Glu Arg Arg Ile Arg Pro Gly Leu Pro Gln Val
1 5 10 15

Gly Tyr Ala Pro Tyr Gly Gln Val His Ala His Ser Thr Gly Asn Pro
20 25 30

Arg Ser Thr Ala Gln Asn Glu Ala Asp Tyr Phe Gln Thr Lys Asp Ile
35 40 45

Thr Thr Gly Phe Tyr Thr His Ieu Val Gly Asn Gly Arg Val Ile Gln
50 55 &0

42



Lau
65
Gln
Asp
Leu
Gly
Ser
145
Leau
Pro
Ser
Asn
Ala
225
Lys
Pro
Leu
Ala

His
305

Ala
Trp
Glu
Ala
Ile
130
Asp
Ala
"Lral
Pro
val
210
Gly
Thr
Asp
Asp
Met

290

Lys

Glu

Gly

Phe

Lys

115

Ile

His

Gln

Thr

Ala

135

Gln

Gly

Gly

Val

Val

275

Phe

Asp

Val

Tyr

Met

100

Gln

Thr

vVal

Phe

Pro

180

Lys

Gly

Gln

Lys

Thr

260

Thr

Ile

Asn

Ala

85

Arg

Ala

His

Asp

Arg

165

Ser

Thr

Aan

Pro

Glu

245

Lys

Phe

Gly
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Ser

Asp

Gly

Asn

Pro

150

Ser

Lys

Val

Lys

Tyr

230

Ile

Ala

Asp

Thr

Phe
310

Gly

Vval

Tyr

Leu

Tyr

135

Ile

Asp

Pro

Asn

Phe

215

Asn

Ala

Tyr

Val

Asn

255

Asn

Ala

Glu

Lys

Pro

120

Pro

Val

val

Gly

200

Arg

Tyr

Gly

Lys

280

Asp

Glu

43

TIp

Leu

Ile

105

Thr

Thr

Tyr

Ala

Sar

185

Tyr

val

Gly

Gln

val

265

Lys

Lys

Pha

Asp

Ile

90

Tyr

Thr

His

Leu

Asn

170

His

Thr

Ala

Tyr

Leu

250

Lys

Leu

Ala

Tyr

val

75

Glu

Cys

val

Asn

Ala

155

Ala

Asp

Gly

Gly

Val

235

Ala

Gly

Lys

Gly

Phe
315

Gly

Ser

Glu

hAsp

Gln

140

Lysa

Lys

Lys

Lys

Trp

220

Phe

Gly

Gly

Gly

Aszn

300

Thr

Gly

His

Gln
125

Pro

Trp

Ser

Ala

Met

205

Met

Leu

Ala

Thr

Lys

285

Thr

Gly

Ser

Leu

110

Gly

Asn

Gly

Asn

Ile

190

Asp

Leu

Leu

val

Asn

270

Lys

Ala

Trp

Asn

95

His

Agn

Asn

Ile

Ser

175

Ala

Lys

Pro

hsp

Ser

255

Tyr

Phe

Gly

Asn

8o

Arg

Glu

Thr

Gly

Asn

160

Lys

Lys

Phe

Thr

Ala

240

Arg

Gly

Tyr

Gly



10

ES 2442 667 T3

<210> 10
<211> 317
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> Polipéptido que comprende sustitucion en D112A

<400> 10

44



Thr

Leu

Gly

Sar

145

Leu

Pro

Ser

Asn

Ala

Tyr

Ser

Thr

50

Ala

Trp

Glu

Ala

Ile

130

Asp

val

Pro

Val
210

Tyr

Ala

Gly

Glu

Phe

Lys

115

Ila

His

Gln

Thr

Ala

1395

Gln

Lys

Pro

20

Ala

Fhe

Val

Tyr

Met

100

Gln

Thr

Val

Fhe

Fro

180

Lys

Gly

Val

Tyr

Gln

Tyr

Asn

Ala

B5

Ala

His

165

Sar

Thr

Asn

Glu

Gly

Asn

Thr

Arg

70

Ser

Gly

Asn

Pro

150

Ser

Lys

Val

Lya

ES 2442 667 T3

Gln

Glu

His

55

Gly

Val

Tyr

Leu

Tyr

135

Ile

Fro

Asn

FPhe
215

val

Ala

40

Leu

Ala

Glu

Lys

Pro

120

Ala

Pro

val

Val

Gly

200

Arg

45

Ils

His

25

Asp

YVal

Trp

Leu

Ile

105

Thr

Thr

Tyr

Ala

Ser

185

Tyr

Val

Arg
10

Ala

Tyr

Gly

Asp

Ile

50

Tyr

Thr

His

Leu

Asn

170

His

Thr

Pro

His

Fhe

Asn

Val

15

Glu

Cys

Vval

Asn

Ala

155

Ala

Asp

Gly

Gly

Gly

Ser

Gln

Gly

60

Gly

Ser

Glu

Asp

Gln

140

Lys

Lys

Lys

Lys

Trp
220

Leu

Thr

Thr

45

Gly

His

Leu

Gln

125

Pro

Trp

Ser

Met
205

Pro

Gly

30

Lys

Val

Gly

Ser

Leu

110

Gly

Aan

Gly

Asn

Ila

130

Asp

Leu

Gln
15

Asn

Ile

Trp

Asn

95

His

Asn

Asn

Ile

Ser

175

Lys

Pro

Val

Pro

Ile

Gln

Asn

B0

Ala

Thr

Gly

Asn

160

Lys

Lys

Phea

Thr
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Ala Gly
225

Lys Thr

Fro Asp

Leu Asp

Ala Met
250

His Lys
305

<210> 11
<211> 496
<212> PRT

Gly

Gly

Val

Val

275

Phe

Asp

<213> artificial

<220>

<223> Polipéptido que comprende sustitucion en E163, R167

<400> 11

Gln

Lys

Thr

260

Thr

Arg

Ile

Pro

Glu

245

Lys

Phe

Arg

Gly

ES 2442 667 T3

Tyr Asn
230

Ile Ala

Ala Tyr

Asp Val

Thr Asn

235

Phe Asn
310

Tyr

Arg

Gly

Lys

280

Asp

Glu

46

Gly

Gln

val

265

Lys

Lys

Phe

Tyr

Leu

250

Lys

Tyr

val

235

Ala

Gly

Lys

Gly

Fhe
315

Phe

Gly

Gly

Asn

300

Thr

Leu Leu

Ala Val

Thr Asn
270

Lys Lys
285

Thr Ala

Leu

Asp Ala
240

Ser Arg

255

Tyr Gly

FPhe Tyr

Gly Gly



Lys

Val

Trp

Ila

65

Thr

Asn

Leu

Ser

Glu

Asp

Lys

50

Pro

Pro

Tyr

Asp

Ile

FPhe

Leu

35

val

Phe

Asp

Gly

Tyr

Ile

Ile
20

Trp

Leu

Ala

Phe

Ala

100

Ila

Glu

Tyr

Phe

Asn

Leu

B5

Gly

Ila

ES 2442 667 T3

Glu

Trp

Gly

Gly

Asn

70

Ala

Tyr

val

val

Leu

Fhe

Leu

55

Phe

Gln

Gly

Tyr

Atl.a.
Lys
Gln
40

Asp
FPro
His

Glu

47

Thr

Thr

25

Cys

Gly

Gly

val

105

Gln

Met

10

Ser

Phe

Lys

Leu

Asp

Ala

Asn

Gln

Glu

Asp

Gly

Ala

75

Met

Trp

Trp

Ala

Gly

Tyr

Lenu

60

Thr

val

Val

Leu

Lys

Lys

Ala

45

Gly

val

val

Ile

Gly

Leu

Gln

30

Asn

Ala

Tyr

Phe

Glu

110

Gly

Thr
15

FPhe

Lys

Gln

Gly

Lys

Asn

Gly

Asp

Asn

80

Ser

Thr

Trp



Thr

Arg

145

Lys

Lys

Ile

Pro

Ala

225

Glu

Ala

Asn

Asn

Arg

305

Leu

Leu

Lys

Asp

130

Gln

Sar

Lys

Lys

Lya

210

Glu

Ala

Leu

Lys

Ala

290

Leu

His

His

Asp
370

115

His

Gln

Glu

Asp

195

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

275

Thr

Lau

Asn

Thr

Leu

355

Gly

Ile

Ala

Thr

Thr

180

Val

Ile

Tyr

Ile

Glu

260

Tyr

Phe

Lys

Glu

Gly

340

Gln

Lys

Glu

Tyr

Ala

165

Ala

Val

val

Ala
245

Ser

Tyr

Lys

Pha

325

Phe

Ile

ES 2442 667 T3

Gln

Asp

150

Pro

Lys

Lys

Ile

Asn

230

His

Gln

Gly

Lys

Trp

310

Thr

Asp

Lys

Pro

Pro

135

Phe

Ala

Fro

Gly

His

215

Gly

Ser

Val

Ile

Asn

235

Gly

Ser

Fro

hsp

Val
375

120

Gly

Pro

Sar

Gln

Tyr

200

Asn

Leu

Tyr

Gly

Glu

280

Glu

Leu

Thr

Val

Tyr

360

Ala

Trp

Met

Ile

FPro

185

Asp

Asp

VYal

Val

Trp

265

Val

Gln

Pro

Ser

Thr

345

Phe

Thr

48

Gly

Trp

Gln

170

Lys

Leu

Ala

Asn

Ser

250

His

Cys

Ala

Ala

Cys

330

Arg

Ila

Val

.Trp

Phe

155

Sar

Ala

Pro

Gly

Ala

235

Gly

Thr

Gln

Thr

Asn

315

Pro

Gly

Lys

Ser

Glu

140

Ile

Pro

Val

Lys

Ser

220

Pro

Asn

Ala

Ser

Phea

300

Arg

His

Leu

Gln

Aan
380

125

Lys

Thr

Glu

Arg

205

Lys

Ser

Thr

Asn

Meat

285

Gln

Asan

Lau

Ile
365

Glu

Val

Pro

Gln

Leu

150

Gly

Gly

Ser

Val

Gln

270

Gly

Glu

Thr

Ser

Pro

350

Arg

Sar

Thr

Asn

Ala

175

Lys

Gly

Ala

Arg

255

Leu

Ala

Cys

Ila

Ser

335

Glu

Ala

Ser

Arg

Phe

160

Sar

Ile

Asn

Thr

Leu

240

Gln

Gly

Asp

Ala

Arg

320

Val

Asp

Tyr
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Ser Ser
3858

Ala Gly

Gly Asn

Tyr Ser

Ile Thr
450

Tyr Ile
465

Asp Ile

<210>12
<211> 497
<212> PRT
<213> artificial

<220>

Asn Thr

Tyr Thr

Tyr Thr

420

Thr Asn

435

Tyr Asp

Ala Asn

Ala Gly

Val

Leu

405

val

Ser

Gly

Ser

Asn
485

ES 2442 667 T3

Lys

390

Asp

Ala

Arg

Ala

Gly
470

Pro

Lys

Asn

Ile

Tyr

455

Gln

Ile

Val Ala Glu Leu Met Pro Pro Val

Asn Asn Val Pro Tyr Lys Lys

Val Lys Gly Asn Asn Val Arg

335

410

425

Thr Gly Val Leu Pro Asn Asn

440

Cys Ile Asn Gly Tyr Arg Trp

Arg Arg Tyr Ile Ala Thr Gly

Ser Ser Phe Gly Lys Phe Ser

Glu

Pro

400

415

430

445

460

475

490

Asp

Thr

Ile

Glu

Ala

Gln

Gly

Thr

Thr

Val

480

495

val

<223> Polipéptido que comprende sustituciones en L56, L57, E164, R168, Y201, Q171, Q175, S384

<400> 12

Met Ala
1

Lys Lys

Asn Val

Gly Trp
50

Asp Ile
65

Asn Thr

Ser Ile

Glu Phe
20

Asp Leu

35

Lys Val

Pro Phe

Pro Asp

Ile

Ile

Trp

Leu

Ala

Phe

Met

Glu

Tyr

Phe

Asn

70

Leau

Glu

Trp

Gly

Gly

55

Asn

Ala

Val

Fhe

40

His

Phe

Gln

49

Ala Thr Met Gln
10

Lys Thr Ser Glu
25

Gln Cys Phe Asp

Thr Leu Lys Gly
60

Asp Gly Leu Ala
75

Fro Gly Asp Met

Ala Lys

Gly Lys
30

Tyr Ala

45

Leu Gly

Thr val

val val

Leu

15

Gln

Asn

Ala

Tyr

Phe
85

Thr

Phe

Ala

Lys

Gln

BO

Gly



Sar

Trp

Arg

145

FPhe

Ser

Ile

Asn

Thr

225

Leu

Gln

Gly

Asp

Ala

305

Val

Asn

Leu

Thr

130

Arg

Lys

Lys

Ile

Pro

210

Ala

Glu

Ala

Asn

Asn

230

Arg

Leu

Leu

Lys

Tyr
Asp
115
Asp
Gln
Ser
Lys
Lys
195
Lys
Glu
Ala
Leu
Lys
275
Ala
Leau

His

His

Gly
100

Tyr

His

Ala

Glu

180

Asp

Gly

Ala

Gly

Asp

260

Tyr

Thr

Lau

Asn

Thr
340

Ala

Ile

Ila

Ala

Thr

165

Thr

Val

Ile

Tyr

Ila

245

Glu

Tyr

Phe

Lys

Glu

325

Gly

Gln

ES 2442 667 T3

Gly

Ile

Glu

Tyr

150

Ala

Ala

val

val

230

Ala

Ser

Tyr

Leu

Lys

310

FPha

Fhe

Tyx

val

Gln

135

Asp

Pro

Lys

Lys

Ile

215

Asn

His

Gln

Gly

Lys

295

Trp

Thr

Aap

Lys

Gly

Tyr
120

Pro

Phe

Ala

Pro

Gly

200

His

Gly

Ser

Val

Ila

280

Asn

Gly

Ser

Pro

Asp

50

His

105

Glu

Gly

Pro

Ser

Gln

185

His

Asn

Lau

Gly

2865

Glu

Glu

Leau

Thr

val

345

Tyr

Val

Gln

Trp

Ile

170

Pro

Asp

Asp

Val

Val
250

Trp

val

Gln

Pro

Ser

330

Thr

FPhe

Ala

Asgn

Gly

Trp

155

Asan

Lys

Leu

Ala

Asn

235

Ser

Cys

Ala

Ala

315

Cys

Arg

Ila

Trp

Trp

Trp

140

Phe

Ser

Ala

Pro

Gly

220

Ala

Gly

Thr

Gln

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Lys

val

Lau

125

Glu

Ila

Fro

val

Lys

205

Ser

Pro

Ala

Ser

285

Phe

Arg

His

Leu

Gln

Ile
110

Gly

Lys

Glu

130

Arg

Lys

Sar

Asn

270

Met

Gln

Asn

Arg

Leu

350

Ile

Glu

Gly

Val

Pro

Asn

175

Leu

Gly

Gly

Ser

Val

255

Gln

Gly

Glu

Thr

Ser

335

Pro

Ala

Gly

Thr

Asn

160

Ala

Lys

Gly

Ala

Arg

240

Trp

Leu

Ala

Cys

Ile

320

Sar

Glu

Ala
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Tyr

Ala
3as

Pro

Gln

Gly

Thr

Thr

465

val

Vval

<210> 13

<211> 497
<212> PRT

370

Ser

Ala

Gly

Tyr

Ile

450

Tyr

Asp

<213> artificial

<220>

355

Ser

Gly

Aan

Ser

435

Thr

Ile

Ile

Gly

Asn

Tyr

Tyr

420

Thr

Tyr

Ala

Ala

Lys=s

Thr

Thr

405

Thr

Asn

Asp

Asn

Gly
485

ES 2442 667 T3

Ile

Val

330

Leu

Val

Ser

Gly

Ser

470

Asn

Pro
375

Lys

Ala

Arg

Ala

455

Gly

Arg

360

val

Pro

Lys

Asn

Ile

440

Tyr

Gln

Ile

Ala

val

Asn

val

425

Cys

Arg

Ser

Thr

Ala

Asn

410

Lys

Gly

Ile

Ser
450

Val

Glu

39s

val

Gly

Val

Asn

Tyr

475

Phe

Ser
380

Leu

Pro

Asn

Gly
460

Ile

Gly

365

Asn

Met

Tyr

Asn

445

Tyr

Ala

Lys

Glu

Pro

Lys

val

430

Asn

Arg

Thr

Phe

Ser

Pro

Lys

415

Asn

Trp

Gly

Ser
495

Thr

Vval

400

Glu

Asp

Thr

Ile

Glu

480

Ala

<223> Polipéptido que comprende sustituciones en L56, L57, E164, R168, Y201, Q171, Q175, S384

<400> 13

51



ES 2442 667 T3

Met Ala Ser Ile Ile Met Glu Val Ala Thr Met Gln Ala Lys Leu
1 5 10 15

Lys Lys Glu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Thr Ser Glu Gly Lysa Gln
20 25 30

Thr

Phe

Asn Val Asp Leu Trp Tyr Gly Phe Gln Cys Phe Asp Tyr Ala Asn Ala

35 40 45

Gly Trp Lys Val Leu Phe Gly His Thr Leu Lys Gly Leu Gly Ala
50 55 60

52

Lys



Asp

65

Asn

Ser

Thr

Trp

145

Fhe

Ser

Ilea

Asn

Thr

225

Gln

Gly

Asp

Ala
305

Ile

Thr

Asn

Leu

Thr

130

Lys

Lys

Ile

Fro

210

Ala

Glu

Ala

Asn

Asn
230

Pro

Pro

Tyr

Asp

115

Asp

Gln

Ser

Lys

Lys

195

Lys

Glu

Ala

Leu

Lys

275

Ala

Phe

Asp

Gly

100

Tyr

Arg

His

Ala

Glu

180

Asp

Ala

Gly

Asp

260

Tyr

Thr

Leu

Ala

Phe

B5

Ala

Ile

Ile

Ala

Thr

165

Thr

val

Ile

Tyr

Ile

245

Glu

Tyr

Phe

Lys

ES 2442 667 T3

Agn

70

Lau

Gly

Ile

Glu

Tyr

150

Ala

Ala

val

val

Arg

230

Ala

Ser

Tyr

Leu

Lys
310

Asn

Ala

Tyr

val

Gln

135

Asp

Pro

Lys

Lys

Ile

215

Asn

His

Gln

Gly

Lys

2585

Trp

Fhe

Gln

Gly

Tyr

120

Pro

Phe

Pro

Gly

200

Gly

Ser

Val

Ila

280

Asn

Gly

53

Asp

Pro

His

105

Glu

Gly

Pro

Ser

Gln

185

His

Asn

Lau

Tyr

Gly

2E€5

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly

20

Val

Gln

Trp

Met

Ile

170

Pro

Asp

Asp

Val

Val
250

Trp

Val

Gln

Pro

Leu

75

Asp

Ala

Asn

Gly

Trp

155

Ala

Lys

Ala

Asn

235

Ser

His

Cys

Ala

Ala
315

Ala

Mat

Trp

Trp

Trp

140

Phe

Ser

Ala

Pro

Gly

220

Ala

Gly

Thr

Gln

Thr

300

Asn

Thr

val

val

Leu

125

Glu

Ile

Pro

val

Lys

205

Ser

Pro

Asn

Ala

Ser

285

Phe

Arg

Val

Val

Ile

110

Gly

Lys

Arg

Thr

Glu

190

Arg

Lys

Ser

Thr

Asn

270

Met

Gln

ABn

Tyr

Phe

95

Glu

Gly

Val

Pro

Ala

175

Gly

Gly

Ser

Val

255

Gln

Gly

Glu

Thr

Gln

80

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

160

Ala

Lys

Gly

Ala

Arg

240

Trp

Leu

Ala

Ccysa

Ile
320
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Arg Leu His Asn Glu Phe Thr Ser Thr
325

Val Leu His Thr Gly Phe Asp Pro Val
340 345

Asp Lys Arg Leu Gln Leu Lys Asp Tyr
355 360

Tyr Met Asp-Gly Lys Ile Pro Val Ala
370 375

Ala Ser Ser Asn Thr Val Lys Pro Val
385 350

Fro Ala Gly Tyr Thr Leu Asp Lys Asn
405

Gln Gly Asn Tyr Thr Val Ala Asn Val
420 425

Gly Tyr Ser Thr Aan Ser Arg Ile Thr
435 440

Thr Ile Thr Tyr Asp Gly Ala Tyr Cys
450 455

Thr Tyr Ile Ala Asn Ser Gly Gln Arg
465 470

val ﬁsp Ile Ala Gly Asn Arg Ile Ser
485

Val

<210> 14
<211> 497
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Polipéptido que comprende sustitucién en R168

<400> 14

54

Ser
330

Thr

Phea

Ala

Asn

410

Lys

Gly

Ile

Arg

Ser
490

Cys

Ila

Val

Glu

395

val

Gly

val

Asn

Tyr

475

Phe

Pro

Gly

Lys

Ser

380

Leu

Fro

Asn

Leu

Gly

460

Ila

Gly

Leu

Gln

365

Asn

Met

Tyr

Asn

Pro
445

Tyr

Ala

Lys

Arg

Leu

350

Ila

Glu

Pro

Lys

val

430

Asn

Thr

Phe

Ser
335

Pro

Ser

Pro

Lys

415

Asn

Trp

Gly

Ser
495

Ser

Glu

Ala

Ala

vVal

400

Glu

Asp

Thr

Ile

Glu

480

Ala
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Met Ala Ser Ile Ile Met Glu Val Ala Thr Met Gln Ala Lys Leu Thr
1 5 10 15

Lys Lys Glu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Thr Ser Glu Gly Lys Gln Phe
20 25 30

55



Asn

Gly

Asp

Asn

Ser

Thr

Trp

Arg

145

Pha

Ser

Ila

Asn

Thr

225

Leu

Gln

Gly

Val

Trp

50

Ile

Thr

Asn

Leu

Thr

130

Lys

Lys

Ile

Pro

210

Ala

Glu

Ala

Asn

Asp

35

Lys

Fro

Pro

Tyr

Asp

115

Asp

Gln

Ser

Lys

Lys

135

Lys

Glu

Ala

Leu

Lys
275

Leu

val

Phe

Asp

Gly

100

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

180

Asp

Gly

Ala

Gly

Asp

260

Tyr

Trp

Leu

Ala

Phe

85

Ala

Ila

Ile

Ala

Thr

165

Thr

Val

Ile

Tyr

Ile

245

Glu

Tyr

ES 2442 667 T3

Tyr

Phe

Asn

Leu

Gly

Ile

Glu

Tyr

150

Ala

Ala

Val

val

Ser

Tyr

Gly

Gly

55

Asn

Tyr

Val

Gln

135

Asp

Pro

Lys

Lys

Ile

215

Asn

His

Gln

Gly

Phe

40

Leu

Phe

Gln

Gly

Tyr

120

FPro

Phe

Pro

Gly

200

His

Gly

Ser

Val

Ile
280

56

Gln

Leau

Asp

Pro

His

105

Glu

Gly

Fro

Ser

Gln

185

Tyr

Asn

Lau

Tyr

Gly

265

Glu

Cys

Leu

Gly

Gly

50

val

Gln

Trp

Met

Ila

170

Pro

Asp

Asp

Vval

Val
250

TEP

Val

Phe

Lys

Leu

]

Asp

Ala

Asn

Gly

Trp

155

Gln

Lys

Leu

Ala

Asn

235

Ser

His

Asp

Gly

&0

Ala

Met

Trp

Trp

140

Phe

Ser

Ala

Pro

Gly

220

Ala

Gly

Thre

Gln

Tyr

45

Leu

Thr

val

Val

Leu

125

Glu

Ile

Pro

val

Lys

205

Sar

Fro

Asn

Ala

Ser
285

Ala

Gly

Val

Val

Ile

110

Gly

Lys

Arg

Thr

Glu

130

Lys

Sar

Thr

Asn

270

Met

Asn

Ala

Tyr

FPhe

85

Glu

Gly

val

Pro

Gln

175

Lau

Gly

Gly

Ser

Val

255

Gln

Gly

Ala

Lys

Gln

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

160

Ala

Lys

Gly

Ala

240

Ala
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Ala
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val

Asp

Tyr

Ala
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Gln

Gly

Thr

Thr

465
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<211> 497
<212> PRT
<213> atrtificial

Ala

Leu
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Asn
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Asn Thr
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405

Tyr Thr
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Leu

Lys

310

Phe

Phe

Ile

val

350

Leu

Val

Ser

Gly

Ser

470

Asn

Lys

235

Trp

Thr

Asp

Lys

Pro

375

Lys

Asp

Ala

Arg

Ala

455

Gly

Arg

Asn

Gly

Ser

Pro

Asp

360

val

Pro

Lys

Asn

Ile

440

Tyr

Gln

Ile

57

Glu

Leu

Thr

val

345

Tyr

Ala

Vval

Asn

val

425

Thr

Cys

Arg

Ser

Gln

Pro

Ser

330

Thr

Phe

Thr

Ala

Asn

410

Lys

Gly

Ila

Arg

Ser
490

Ala

Ala

315

Cys

Ile

Val

Glu

395

Val

Gly

val

Asn

Tyr

475

Fhe

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Lysa

Ser

380

Leu

Pro

Asn

Leu

Gly

460

Ile

Gly

Phe

Arg

Gln
365

Asn

Tyr

Asn

Pro

445

Tyr

Ala

Lys

Gln

Asn

Arg

Leu

350

Ile

Glu

Pro

Lys

Val

430

Asn

Arg

Thr

Phe

Glu

Thr

Ser

335

Pro

Arg

Ser

Pro

Lys

415

ABn

Trp

Gly

Ser
495

Cys

Ile
320

Ser

Glu

Ala

Ser

val

400

Glu
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Thr

Ile
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Lys

Asn

Gly

Asp

€5

Asn

Ser

Thr

Trp

Arg

145

Fhe

Ser

Ile

Asn

Thr

225

Leu

Ala

Lys

Val

Irp

50

Ile

Thr

Asn

Leu

Thr

130

Arg

Lys

Lys

Ila

Pro

210

Ala

Glu

Ser

Glu

Asp

35

Lys

Pro

Pro

Tyr

Asp

115

Asp

Gln

Ser

Lys

Lys

135

Lys

Glu

Ala

Ile

Phe

20

Leu

val

Phe

Asp

Gly

100

Tyr

Arg

His

Ala

Glu

180

Asp

Gly

Ala

Gly

Ile

Ila

Trp

Ala

Phe

85

Ala

Ile

Ile

Thr

165

Thr

Val

Ile

Tyr

Ile
245

ES 2442 667 T3

Glu

Tyr

Phe

Asn

70

Leu

Gly

Ile

Glu

Tyr

150

Ala

Ala

Val

Val

Arg

230

Ala

Glu

Trp

Gly

Gly

55

Asn

Ala

Tyr

val

Gln

135

Asp

Pro

Lys

Lys

Ile

215

Asn

val

Leu

Phe

40

Leu

Phe

Gln

Gly

Tyr

120

Pro

Phe

Pro

Gly

200

His

Gly

Ser

59

Ala

Lys

25

Gln

Leu

hAsp

Pro

His

105

Glu

Gly

FPro

Ser

Gln

185

Tyr

Asn

Leu

Tyr

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Gly

90

Val

Gln

Trp

Ile

170

Pro

Asp

Asp

val

Val
250

Ser

Phe

Lys

Leu

75

Asp

Ala

Asn

Gly

155

Gln

Lys

Lau

Ala

Asn

235

Ser

Gln

Glu

Asp

Gly

60

Ala

Trp

Trp

Trp

140

Phe

Ser

Ala

Pro

Gly

220

Ala

Gly

Ala

Gly

Tyr

45

Thr

Val

Val

Leu

125

Glu

Ile

FPro

val

Lys

205

Ser

Pro

Asn

Lys

Lys

30

Ala

Gly

Val

Val

Ila

110

Gly

Lys

Thr

Glu

190

Arg

Lys

Ser

Thr

Leu

15

Gln

Asn

Ala

Tyr

Phe

85

Glu

Gly

Val

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Ser

Val
255

Thr

Phe

Ala

Lys

Gln

80

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

160

Ala

Lys

Gly

Ala

Arg

240

Trp



Gln

Gly

Asp

Ala
305

val

Tyr

Ala

Asn

Asn

230

Arg

Leu

Lys

Met

- 370

Ala

385

Pro

Gln

Gly

Thzr

?ar
Ala
Gly
Tyr

Ile
450

Leu
Lys
275
Ala
Leu
His
His
355
Asp
Ser
Gly
Aﬁn
Ser

435

Thr

Thr Tyr Ila

465

Val

Val

Asp

Ile

Asp

260

Tyr

Thr

Leu

Asn

Thr

340

Leu

Gly

Asn

Tyr

Tyr

420

Thr

Tyr

Ala

Ala

Glu

Tyr

Phe

Lys

Glu

325

Gly

Gln

Lys

Thr

Thr

405

Thr

Asn

Asp

Agn

Gly
485
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Ser

Tyr

Leu

Lys

310

Phe

Phe

Leu

Ile

Val

350

Leu

val

Ser

Gly

Sar

470

Asn

Gln

Gly

Lys

295

Trp

Thr

Asp

Lys

Pro

375

Lys

Asp

Ala

Ala
455

Gly

val

Ile

280

Asn

Gly

Ser

Pro

Asp

360

val

FPro

Lys

Asn

Ile

440

Tyr

Gln

Ile

60

Gly

265

Glu

Glu

Leu

Val

345

Tyrxr

Ala

Val

val

425

Thr

Cys

Arg

Ser

Trp

Val

Gln

FPro

Ser

330

Thr

Phe

Thr

Ala

Asn

410

Lys

Gly

Ile

Ser
490

His

Cys

Ala

Ala

315

Cys

Arg

Ila

Vval

Glu

395

val

Gly

val

Asn

Tyr

475

EPhe

Thr

Gln

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Lys

Ser

380

Leu

Pro

Asn

Leu

Gly

4€0

Ila

Gly

Ala

Ser

285

Pha

Arg

His

Gln

365

Asn

Met

Tyr

Asn

Pro
445

Tyr

Ala

Lys

Asn

270

Met

Gln

Asn

Leu

350

Ile

Glu

Pro

Lys

Val

430

Asn

Arg

Thr

Phe

Gln

Gly

Glu

Thr

Ser

335

Pro

Ser

Pro

Lys

415

Arg

Asn

Trp

Gly

Ser
495

Leu

Ala

Cys

Ile

320

Ser

Glu

Ala

Sar

Val

400

Glu

Asp

Thr

Ile

Glu

480

Ala
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Lys

Asn

Gly

Asp

€5

Asn

Ser

Thr

Trp

145

Phe

Ser

Ile

Asn

Ala

Lys

val

Trp

50

Ila

Thr

Asn

Leu

Thr

130

Lys

Lys

Ila

Pro
210

Ser

Glu

Asp

35

Lys

Pro

Pro

Tyr

Asp

115

Asp

Gln

Sar

Lys

Lys

1395

Lys

Ile

Phe

20

Leu

Val

Pha

Asp

Gly

100

Iyr

His

Gln

Ala

180

Asp

Gly

Ile

Ile

Trp

Leu

Ala

Phe

85

Ala

Ile

Ile

Ala

Thr

165

Thr

Val

Ile
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Glu

Tyr

Phe

Asn

70

Lau

Gly

Ile

Glu

Tyr

150

Ala

val

Val

Glu

Trp

Gly

Gly

Asn

Tyr

Val

Gln

135

Asp

Pro

Lys

Lys

Ile
215

Val

Leu

Phe

40

Leu

FPhe

Gln

Gly

Tyr

120

Pro

Pha

Ala

Pro

Gly

200

His

62

Ala

Lys

25

Gln

Lan

Asp

Pro

His

105

Glu

Gly

Pro

Ser

Gln

185

Tyr

Thr
10

Thr

Cys

Gly

Gly

val

Gln

Trp

Met

Ile

170

Pro

Asp

Asp

Met

Ser

Phe

Lys

Lau

75

Asp

Ala

Asn

Gly

Trp

155

Gln

Lys

Ala

Gln

Glu

Asp

Gly

Ala

Trp

Trp

Trp

140

Phe

Sar

Ala

Pro

Gly
220

Ala

Gly

Tyr

45

Leu

Thr

val

val

Leu

125

Glu

Ile

Pro

Val

Lys

205

Sar

Lys

Lys

30

Ala

Gly

Val

Val

Ila

110

Gly

Lys

Arg

Thr

Gln

150

Arg

Lys

Leu

15

Gln

Asn

Ala

Tyr

Phe

95

Glu

Gly

val

Pro

Gln

175

Leu

Gly

Gly

Thr

Phe

Ala

Lys

Gln

80

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

160

Ala

Lys

Gly

Ala



Thr

225

Gln

Gly

Asp

Ala

305

Val

Tyr

Ala

385

Pro

Gln

Gly

Thr

Thr

465

Val

Ala

Glu

Ala

Asn

Asan

2390

Leu

Leu

Lys

370

Ser

Ala

Gly

Tyr

Ile

450

Tyr

Asp

Glu
Ala
Leu
Lys
275

Ala

Leu

His
Arg
355
Asp
Ser
Gly
Asn
Sar
435
Thr

Ile

Ile

Ala

Gly

Asp

260

Tyr

Thr

Leu

Asn

Thr

340

Leu

Gly

Asn

Tyr

Tyr

420

Thr

Tyr

Ala

Rla

Tyr

Ila

245

Glu

Tyr

Phe

Lys

Glu

325

Gly

Gln

Lys

Thr

Thr

405

Thr

Asn

Asp

Asn

Gly
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Arg

230

Ala

Ser

Tyr

Leu

Lys

310

Phe

Pha

Leu

Ile

Val

350

Leu

val

Ser

Gly

Ser

470

Asn

Asn
His
Gln
Gly
Lys
295
Trp
Thr
Asp
Lys
Fro
375

Lys

Asp

Ala
455

Gly

Arg

Gly

Sar

Val

Ile

280

Asn

Gly

Ser

Pro

Asp

360

Val

Pro

Lys

Asn

Ile

440

Tyrx

Gln

Ile

63

Leu

Tyr

Gly

265

Glu

Glu

Leu

Thr

Val
345

Tyr

Ala

Val

Asn

Val

425

Thr

Cys

Arg

Ser

Val

val
250

Trp

Yal

Gln

Pro

Ser

330

Thr

Fhe

Thr

Ala

Asn

410

Lys

Gly

Ile

Arg

Ser

Asn

235

Sar

His

Cys

Ala

Ala

315

Cys

Arg

Ile

Val

Glu

385

val

Gly

Val

Asn

Tyr

475

Fhe

Ala

Gly

Thr

Gln

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Lys

Ser

380

Leu

Pro

Asn

Leu

Gly

460

Ile

Gly

Pro

AsBn

Ala

Ser

285

Phe

Arg

Leu

Gln

365

Asn

Met

TYr

Asn

Pro

445

Tyr

Ala

Lys

Ser

Thr

Asn

270

Met

Gln

Asn

Leu

350

Ile

Glu

Fro

Lys

Vval

430

Asn

Arg

Thr

FPhe

Ser

val

255

Gln

Gly

Glu

Thr

Ser

335

Pro

Ser

Pro

Lys

415

Asn

Trp

Gly

Ser

Arg

240

Trp

Lau

Ala

Cys

Ile

320

Ser

Glu

Ala

Ser

Val

400

Glu

Asp

The

Ile

Glu

480

Ala
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Lys

Asn

Gly

Asp

65

Asn

Ser

Thr

Trp

Arg

145

Phe

Ser

Lys

Val

Trp

50

Ila

Thr

Asn

Leu

Thr

130

Arg

Lys

Lys

Ser

Glu

Asp

Lys

Pro

Pro

Tyr

hAsp

115

Asp

Gln

Ser

Lya

Ile

Phe

20

Lau

Val

Fhe

Asp

Gly

100

Tyr

His

Gln

Glu
180

Ile

Ile

Trp

Leu

Ala

Fhe

B5

Ala

Ile

Ile

Ala

Thr

165

Thr

Glu

Tyr

Phe

Asn

70

Leu

Gly

Ile

Glu

Tyr
150
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Glu

Trp

Gly

Gly

55

Asn

Tyr

Val

Gln

135

Asp

Pro

Lys

val

Phe

40

Leu

Fhe

Gln

Gly

Tyr

120

Pro

Phe

Ala

Pro

65

Ala

Lys

25

Gln

Asp

Fro

His

105

Glu

Gly

Pro

Ser

Gln
185

Thr Met

10

Thr Ser

Cys Phe

Leu Lys

Gly Leu

15

Gly Asp

Val Ala

Gln Asn

Trp Gly

155

Ile Gln
170

Pro Lys

Gln

Glu

Asp

Gly
60

Trp

Trp

Trp

140

Pha

Ser

Ala

Gly

Tyr

45

Leu

Thr

val

Val

Leu

125

Glu

Ila

Pro

Val

Lys

Lys

30

Ala

Gly

Val

Val

Ile

110

Gly

Lys

Arg

Thr

Glu
190

Leu
15

Gln

Asn

Tyr

Pha

95

Glu

Gly

Val

Pro

Gln

175

Leu

Thr

FPhe

Ala

Lys

Gln

BO

Gly

BRla

Gly

Thr

Asn

160

Lys



Ile

Asn

Thr

225

Leu

Gln

Gly

Asp

Ala

305

Val

Asp

Tyr

Ala

385

Pro

Gln

Gly

Thr

Ile

Fro

210

Ala

Glu

Ala

Asn

Asn

290

Arg

Leu

Lys

Met

370

Ser

Ala

Gly

Tyr

Ile

Lys

195

Lys

Glu

Ala

Leu

Lys

275

Ala

Leu

His

His

355

Asp

Ser

Gly

Asn

Ser

435

Thr

Asp

Gly

Ala

Gly

Asp

260

Tyr

Thr

Leu

Asan

Thr

340

Leu

Gly

Asn

Tyr

Tyr

420

Thr

Tyr

Val

Ile

Tyr

Ile

245

Glu

Tyr

Phe

Lys

Glu

325

Gly

Gln

Lys

Thr

Thr

405

Thr

Asn

Asp
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Val

Val

Arg

230

Ala

Ser

Tyr

Leu

Lys

310

Phe

Fhe

Ile

Val

350

Leu

val

Ser

Gly

Lys

Ile

215

Asn

His

Gln

Gly

Lys

295

Trp

Thr

Asp

Lys

Fro

375

Lys

Asp

Ala

Arg

Ala

Gly

200

His

Gly

Ser

val

Ile

280

Asn

Gly

Sar

Pro

Asp

360

Val

Pro

Lys

Asn

Ile

440

TyE

66

Tyr

Asn

Lau

Tyr

Gly

265

Glu

Glu

Leu

Thr

val

345

Tyr

Ala

Val

Asn

val

425

Thr

Cys

Asp

Asp

val

Val
250

Trp

val

Gln

Pro

Ser

330

Thr

Phe

Thr

Ala

Asn

410

Lys

Gly

Ile

Ala

Asn

235

Ser

His

Cys

Ala

Ala

315

Cysa

Ile

Val

Glu

395

Val

Gly

Val

Asan

Pro

Gly

220

Ala

Gly

Thr

Gln

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Lys

Ser

380

Leu

Fro

Gly

Lys
205
Ser
Pro
Agn
Ala
Ser
285
Phe
Arg
His
Leu
Gln
365
Asn
Mat
Tyr
Asn
Pro

445

Tyr

Arg

Lys

Ser

Thr

Asn

270

Met

Gln

Asn

Leu

350

Ile

Glu

Pro

Lys

val

430

Asn

Arg

Gly

Gly

Ser

val

255

Gln

Gly

Glu

Thr

Ser

335

Fro

Arg

Ser

Pro

Lys

415

hrg

Aan

Trp

Gly

Ala

Arg

240

Trp

Ala

Cys

Ile

320

Ser

Glu

Ala

Ser

Val

400

Glu

Asp

Thr

Ile
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Lys

Val

Trp

Ile

65

Thr

Asn

Leu

Thr

Arg
145

Ser

Glu

Asp

Lys

50

Fro

Pro

Tyr

Asp

AsSp

130

Gln

Ile

Phe

Lau

35

val

Phe

Asp

Gly

Tyr

115

His

Ile

Ile
20

Trp

Leu

Ala

Phe

Ala

100

Ile

Ile

Glu

Tyr

Phe

Asn

Leu

85

Gly

Ile

Glu

Tyr
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Glu

Trp

Gly

Gly

Asn

70

Ala

Tyr

Val

Gln

Asp
150

Val

Leau

Phea

Leu

55

Phe

Gln

Gly

Tyr

Pro

135

Phe

Ala

Lys

Gln

40

Leu

hAsp

Pro

His

Elu

120

Gly

Pro

68

Thr

Thr

25

Cys

Léeu

Gly

Gly

Val

105

Gln

Trp

Met

10

Ser

Phe

Lys

Leu

Asp

90

Ala

Asn

Gly

Trp

Gln

Glu

Asp

Gly

Ala

75

Met

Trp

Trp

Trp

Phe
155

Ala

Gly

Tyr

Leu

60

Thr

Val

Val

Lau

Glu

140

Ile

Lys Leu Thr

Lys

Ala

45

Gly

val

Val

Ile

Gly

125

Lys

Gln

30

Asn

Rla

Tyr

Phe

Glu

110

Gly

val

Pro

15

Phe

Ala

Lys

Gln

Gly

=L

Ala

Thr

Lys

Asn

Gly

Asp

Asn

8O

Ser

Thr

Trp

Phe
160



Lys
Lys
Ile
Pro
Ala
225
Glu
Ala
Aan
Asn
Arg
305

Leu

Leu

Lys

Ser
385

Ala

Gly

Ser

Lys

Lys

Lys

210

Glu

Ala

Leu

Lvs

Ala

230

Lau

His

His

Arg

Asp

370

Ser

Gly

Asn

Glu

Glu

Asp

135

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

275

Thr

Leu

Asn

Thr

Leu

355

Gly

Asn

Tyr

Tyr

Thzr

Thr

180

Val

Ile

Tyr

Ila

Glu

260

Tyr

Phe

Lys

Glu

Gly

340

Gln

Lys

Thr

Thr

Thr

Ala

165

Ala

Val

Val

Arg

Ala

245

Ser

Tyr

Leu

Lys

Phe

325

FPha

Leu

Ila

Val

Leu

405

Val
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Pro
Lys
Lys
Ile
As.n
230
His
Gln
Gly
Lys
310
Thr
Asp
Lys
Pro
Lys
350

Asp

Ala

Arg Ser Ile

Pro
Gly
His
215
Gly
Sar
Val
Ile
Asn
295
Gly
Ser
Pro
Asp
val
375
Pro

Lya

Asn

Gln

Tyr

200

Asn

Leu

Tyr

Gly

Glu

280

Glu

Leu

Thr

Val

Tyr

360

Ala

Val

Aan

Val

69

Fro

185

Asp

Asp

val

val

Trp

265

Val

Gln

Pro

Ser

Thr

345

Phae

Thr

Ala

Asn

Lys

Gln

170

Lys

Leu

Ala

Aan

Ser

250

His

Cys

Ala

Ala

Cys

330

Ile

Val

Glu

Val

410

Gly

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

235

Gly

Thr

Gln

Thr

Asn

315

Pro

Gly

Lys

Ser

Leu

395

Pro

Asgn

Pro

Val

Lys

Ser

220

Pro

Asn

Ala

Ser

Pha

300

Arg

His

Gln

Asn

380

Mat

Tyr

Asn

Thr

Glu

Arg

205

Lys

Ser

Thr

Asn

Met

285

Gln

Asn

Leu

Lle

365

Glu

Pro

Lys

val

Gln

Leu

130

Gly

Gly

Ser

val

Gln

270

Gly

Glu

Thr

Ser

Pro

350

Arg

Ser

Pro

Lys

Arg

Ala

175

Lys

Gly

Ala

Arg

Trp

255

Ala

Cys

Ile

Ser

335

Glu

Ala

Sar

Val

Glu

415

Asp

Ser

Ile

Asn

Thr

Leu

240

Gln

Gly

Asp

Ala

320

Val

Asp

Tyr

Ala

Pro

400

Gln

Gly
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Tyr

Ile

Tyr
465

Asp

<210> 19
<211> 497
<212> PRT
<213> artificial

<220>

ES 2442 667 T3

420 425 430

Ser Thr Asn Sear Arg Ile Thr Gly Val Leu Pro Asn Asn Thr Thr
435 440 445

Thr Tyr Asp Gly Ala Tyr Cys Ile Asn Gly Tyr Arg Trp Ile Thr
450 455 460

Ile Blﬁ Asn Ser Gly Gln Arg Arg Tyr Ile Ala Thr Gly Glu Val
470 475 480

Ile Ala Gly Asn Arg Ile Ser Ser Phe Gly Lys Phe Ser Ala Val
485 490 495

<223> CHAP-AMIpitti26- CBDUSA-Add2

<400> 19

70



Lys

Asn

Gly

Asp

65

Asn

Ser

Thr

Trp

Lys

val

Trp

50

Ile

Thr

Asn

Leu

Thr
130

Ser Ile

Glu Phe
20

Asp Leu

Lys Val

Pro Phe

Pro Asp

Tyr Gly

100

Asp Tyr
115

Asp Arg

Ile

Ile

Trp

Ala

Phe

85

Ala

Ile

Ile

Glu

Tyr

Phe

Asn

70

Lau

Gly

Ila

Glu
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Glu

Trp

Gly

Gly

55

Asn

Ala

Tyr

Val

Gln
135

val

Leu

Fhe

40

Len

Phe

Gln

Gly

Tyr

120

Pro

71

Ala

Lys

25

Gln

Len

Asp

Pro

His

105

Glu

Gly

Thr

10

Thr

Cys

Leu

Gly

Gly

val

Gln

Trp

Met Gln

Ser Glu

Phe Asp

Lys Gly

&0

Leu Ala
15

Asp Met

Ala Trp

Gly Trp
140

Ala

Gly

Tyr

Leu

Thr

val

val

Leu

125

Glu

Lys

Lys

30

Ala

Gly

val

Val

Ile

110

Gly

Lys

Leu

15

Gln

Asn

Ala

Tyr

Pha

95

Glu

Gly

Val

Thr

Fhe

Ala

Lys

Gln

80

Gly

Ala

Gly

The



Arg

145

Phe

Ser

Ila

Aan

Thr

225

Leau

Gln

Gly

Asp

Ala

305

Val

Asp

Tyr

Ala

385

Pro

Arg

Lys

Lys

Tle

Fro

210

Ala

Glu

Ala

Asn

Asn

2590

Arg

Leu

Lys

Met

370

Ser

Ala

Gln

Ser

Lys

Lys

195

Lya

Glu

Ala

Lya

275

Ala

Leu

His

Arg

355

Asp

Ser

Gly

His

Glu

Glu

180

Asp

Gly

Ala

Gly

Asp

260

Tyr

Thr

Leu

Asn

Thr

340

Lau

Gly

Asn

Tyr

Ala
Thr
LE5
Thr
Vval
Ile
Tyr
Ile
245
Glu
Tyr
Phe
Lys
Glu
325
Gly
Gln

Lys

Thr
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Tyr

150

Ala

Ala

Val

Val

Arg

230

Ala

Ser

Tyr

Leu

Lys

310

Phe

Phe

Lau

Ile

Val

350

Lau

Asp

Fro

Lys

Lys

Ile

215

Asn

His

Gln

Gly

Lys

295

Trp

Thr

Asp

Lysa

Pro

375

Lys

Asp

Phe

Arg

Fro

Gly

200

His

Gly

Ser

Val

Ile

280

Asn

Gly

Sar

Pro

Asp

360

Val

Pro

Lys

72

Pro

Ser

Gln

185

Tyr

Asn

Lau

Tyr

Gly

265

Glu

Glu

Leu

Thr

Val

345

Tyr

Ala

Val

ABn

Met

Ile

170

Pro

Asp

Asp

Val

Val
250

Trp

Val

Gln

Pro

Ser

330

Phe

Thr

Ala

Asn

Trp

155

Gln

Lys

Leu

Ala

Asn

235

Ser

His

Cys

Ala

Ala

315

Cys

Ila

Val

Glu

a8s

Val

Pha

Ser

Ala

Fro

Gly

220

Ala

Gly

Thr

Gln

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Lys

Sar

380

Leu

Pro

Ile

Fro

val

Lys

205

Ser

Fro

Asn

Ala

Sear

285

Phe

Arg

His

Leu

Gln

365

Asn

Mat

Tyr

Arg

Thr

Glu

190

Arg

Lya

Ser

Thr

Asn

270

Met

Gln

Asn

Leu

350

Ila

Glu

Pro

Lys

Pro

Gln

175

Leu

Gly

Gly

Ser

Val

255

Gln

Gly

Glu

Thr

Ser

335

Pro

Ser

Pro

Lys

Asn
160

Ala

Lys

Gly

Ala

Arg

240

Trp

Leu

Ala

Cys

Ile

320

Ser

Glu

Ala

Ser

vVal

400

Glu
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Gln Gly

Gly Tyr

Thr Ile
450

Thr Tyr
465

val Asp

Val

<210> 20
<211> 393
<212> PRT
<213> artificial

<220>

ES 2442 667 T3

405

Asn Tyr Thr Val Ala
420

Ser Thr Asn Ser Arg
435

Thr Tyr Asp Gly Ala
455

Ile Ala Asn Ser Gly
470

Ile Ala Gly Asn Arg
485

<223> CHAP-AMIpitti26

<400> 20

410

Asn Val Lys Gly Asn Asn
425

Ile Thr Gly Val Leu Pro
440 445

Tyr Cys Ile Asn Gly Tyr
460

Gln Arg Arg Tyr Ile Ala

475

Ila Ser Ser Phe Gly Lys
490

73

Val

430

Asn

Arg

Thr

Phe

415

Arg Asp

Asn Thr

Trp Ile

Gly Glu

480

Sear Ala
435
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Lys

val

Trp

Ile
65

Thr

Asn

Ser

Glu

Asp

Lys

50

Pro

Pro

Tyr

Ile

Phe

Leu

35

Val

Phe

Gly

Ile

Ile
20

Trp

Lau

Ala

Phe

Ala
100

Glu

Tyr

Phe

Asn

Leu

85

Gly

Glu

Trp

Gly

Gly

Agn

70

Ala

Tyr
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Val

Leu

Phe

Laeu

55

Pha

Gln

Gly

Ala

Lys

Gln

40

Leu

Asp

Fro

His

Thr

Thr

25

Cys

Leu

Gly

val
105

74

Met

10

Ser

Phe

Lys

Leu

Asp

Ala

Gln

Glu

Asp

Gly

Ala

75

Met

Trp

Ala

Tyr

Lau

60

Thr

Val

val

Lys

Lys

Ala

45

Gly

val

val

Ile

Leu

Gln

30

Aan

Ala

Tyr

Phe

Glu
110

Thr
15

FPhe

Ala

Lys

Gln

Gly

95

Ala

Lys

Asn

Gly

Asp

Asn

BO

Sar

Thr



Leu

Arg

145

Lys

Lys

Ile

Pro

Ala

225

Glu

Ala

Asn

Asn

Arg

305

Leu

Leu

Lys

Met

Asp

Asp

130

Gln

Ser

Lys

Lys

Lys

210

Glu

Ala

Leu

Lys

Ala

290

Leu

His

Arg

Asp

Tyr

115

Arg

His

Glu

Glu

Asp

195

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

275

Thr

Leu

ABn

Thr

Leu

355

Gly

Ile

Ile

Ala

Thr

Thr

180

Val

Ile

Tyr

Ile

Glu

260

Tyr

Phe

Lys

Glu

Gly

340

Gln

Lys

Ile

Glu

Tyr

Ala

165

Ala

Val

vVal

Arg

Ala

245

Ser

Tyr

Leu

Lys

Phe

325

Phe

Leu

Ila
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Val

Gln

Asp

150

Pro

Lys

Lys

Ila

Asn

230

His

Gln

Gly

Lys

Trp

310

Thr

Asp

Lys

Pro

Tyr

Pro

135

Phe

Pro

Gly

His

215

Gly

Ser

val

Ile

Asn

2895

Gly

Ser

Pro

Asp

val

Glu

120

Gly

Pro

Ser

Gln

Tyr

200

Asn

Leu

Tyr

Gly

Glua

280

Glu

Leu

Thr

val

Tyr

360

Ala

75

Gln

TIp

Met

Ile

Pro

185

Asp

Asp

Val

Val

Trp

265

val

Gln

Pro

Ser

Thr

345

Phe

Thr

Asn

Gly

Trp

Gln

170

Lys

Leu

Ala

Asn

Ser

250

His

Cys

Ala

Ala

Cys

330

Arg

Ile

val

Trp

TZp

Phe

155

Ser

Ala

Fro

Gly

Ala

235

Gly

Thr

Gln

Thr

Asn

315

Pro

Gly

Lys

Ser

Leu

Glu

140

Ile

Pro

Vval

Lys

Sar

220

Pro

Asn

Ala

Ser

Fhe

300

Arg

His

Leu

Gln

ABnD

Gly
125

Lys

Thr

Glu

205

Lys

Ser

Thr

Asn

Met

285

Gln

Asn

Leu

Ile
365

Glu

Gly

Val

Pro

Gln

Leu

150

Gly

Gly

Ser

Val

Gln

270

Gly

Glu

Thr

Ser

Pro

350

Arg

Sar

Gly

Thr

Asn

Ala

175

Lys

Gly

Ala

Arg

Trp

255

Leu

Ala

Cys

Ile

Ser

335

Glu

Ala

Ser

Trp

Arg

Phe

160

Ser

Ile

Asn

Thr

Leu

240

Gln

Gly

Asp

Ala

Arg

320

Val

Asp

Tyr
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370 375 380

Ser Ser Asn Thr Val Lys Prco Val Ala
385 350

<210> 21

<211> 341

<212> PRT

<213> Bacteriéfago A511

<400> 21

76



Gly

Ser

Lys

Gln

65

Asn

Thr

Leu

Thr

Gly

145

Ile

Gly

Pro

Val

Lys

Lys

Asn

30

val

Ser

Thr

Ala

Ser

130

Gly

Ser

Asn

Ser

Lys

Leu

Ser

35

Ala

Ala

Tyx

Fhe

Lys

115

Asp

Thr

Lys

Thr

Thr
195

Tyr
Lys
20

Thr
Phe
Asn
Ser
Lys
100
Lys
Lys
Thr
Ala
Gly

180

Pro

Thr

Gly

Ile

val

val

Tyr

Lys

Gly

His

Gln

165

Ser

Val

Ala

Asp

Thr

Asn

70

Ala

Gly

Ile

Gln

150

Phe

Thr
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Glu

Asn

Asn

His

55

Tyr

Gln

Tyr

Ile

Lys

135

Asp

Ala

Pro

Asn

Asn

Phe

Glu

40

Phe

val

YVal

Glu

FPro

120

Ser

Pro

Ser

Ala

Leu
200

7

Lys

vVal

25

Val

Val

Ser

Glu

val

105

Ile

His

Tyi‘

ABp

Lys

185

Asp

Ila

10

Ile

Eer

Gly

Trp

Leu
90

Tyr

Thr

Lys

Ala

Leu

170

Fro

Lys

Ila

Ala

Tyr

Gly

Gly

75

Cys

Leu

Trp

Tyr

155

Ala

Sar

Lau

Ala

His

Met

Gly

60

Ala

Arg

Gln

Asp

Vval

140

Lys

Thr

Gly

Gly

Glu

Thr

45

Gly

Gly

Thr

Leu

Ser

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lau
2058

Lau

Thr

30

Arg

Gln

Ser

Leu

110

Gly

Asp

Ser

Ser

Ala

190

Val

Pro

15

Ala

Asn

val

Tyr

Asn

25

val

Ser

Lys

Trp

Gly

175

Fro

Asp

Lys

Asn

Trp

Val

Ala

BO

Asp

Lys

Leu

Gly

160

Gly

Lys

Tyr
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Ala

225

Thr

Pro

FPro

Lys

Thr

305

Thr

Ala

ABn

210

Llys

Thr

Ala

Asn

Ala
230

Tyr

Asp

Val

<210> 22
<211> 497
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Ala

Gln

Leu

Pro

Lys

275

Asn

Thr

Gln

Ile

Lys

Tyr

Leu

Lys

260

Gly

Ala

Ile

Phe

Lys
340

Lys

Gly

Ser

245

Pro

Asn

Ile

Gln

Gly

325

Lys
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Met

Ila

230

Lys

Ser

Trp

Gly

Lys

310

Arg

Asp

215

Ala

Ile

Thr

Ser

Ala

295

Asp

val

Ser

Asn

Lys

Ser

val

280

Ile

Arg

Gln

Ser
Tyr
Gly
Thr
265
Tyr
Asn
Gly

val

Tyr

Ser

Gly

250

Ala

Pro

Pro

Asn

Tyr
330

Ser

Gly

235

Ala

Lys

Thr

Thr

Gly

315

Gly

Asn

220

Thr

Fro

Lys

Asn

Lys

300

val

Ala

<223> Polipéptido que comprende sustituciones en L56, L57, E164, R168, Y201

<400> 22

78

Ala

Lys

Ile

Lys

285

Fhe

Tyr

Pro

Asp Lys Leu

Ser Gln Asn
240

Pro Ser Thr
255

Tyr Phe Pro
270

Ala Pro Val

Gly Gly Leu

Glu Ile Gln
320

Ser Thr Gly
335



Lys

Asn

Gly

Asp

Ala

Lys

Val

Trp
50

Ile

Ser

Glu

Asp

35

Lys

Pro

Ile Ile Met
5

Phe Ile Glu

20

Leu Trp Tyr

Val Leu Phe

Phe Ala Asn
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Glu

Trp

Gly

Gly

55

Asn

Val

Leu

Phe

40

His

Pha

79

Ala

Lys

25

Gln

Thr

Asp

Thr Met Gln Ala Lys Leu
10 15

Thr Ser Glu Gly Lys Gln
30

Cys Phe Asp Tyr Ala Asn
45

Leu Lys Gly Leau Gly Ala
60

Gly Leu Ala Thr val Tyr

Thr

Fhe

Ala

Lys

Gln



65

Asn

Ser

Thr

Trp

Arg

145

Phe

Ser

Ile

Asn

Thr

225

Leu

Gln

Gly

Asp

Ala
305

Thr

Asn

_Lau

Thr

130

Lys

Lys

Ile

Pro

210

Ala

Glu

Ala

Asn

Asn

290

Arg

Pro

Tyr

Asp

115

Asp

Gln

Ser

Lys

Lys

185

Lys

Glu

Ala

Leu

Lys

275

Ala

Leu

His

Asp

Gly

100

Tyr

Arg

His

Ala

Glu

180

Asp

Gly

Ala

Gly

Asp

260

Tyr

Thr

Lau

Asn

Phe

85

Ala

Ile

Ile

Ala

Thr

165

Thr

Val

Ila

Tyr

Ile

245

Glu

Tyr

Phea

Lys

Glu
325
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70

Leu

Gly

Ile

Glu

Tyr

150

Ala

Ala

Val

Val

Arg

230

Ala

Ser

Tyr

Lau

Lys

310

Phe

Tyr

Val

Gln

135

Asp

Pro

Lys

Lys

Ile

215

Asn

His

Gln

Gly

Lys

235

Trp

Thr

Gln

Gly

Tyr

120

Fro

Phe

Pro

Gly

200

His

Gly

Ser

Val

Ile

280

Asn

Gly

Ser

80

Pro

His
105

Glu-

Gly

Pro

Sar

Gln

185

His

Asn

Leu

Tyr

Gly

265

Glu

Glu

Leu

Thr

Gly

50

Val

Gln

Trp

Ile

170

Pro

Asp

Asp

val

val
250

Trp

Val

Gln

Pro

Ser
330

75

Asp

Ala

Asn

Gly

Trp

155

Gln

Lys

Leu

Ala

Asn

235

Ser

His

Cya

Ala

Ala

315

Cya

Trp

Trp

Trp

140

Phe

Sar

Ala

Pro

Gly

220

Ala

Gly

The

Gln

Thr

300

Asn

FPro

val

Val

Lau

125

Glu

Ile

Pro

val

Lys

205

Ser

Pro

Asn

Ala

Ser

285

Pha

Arg

His

Val

Ile

110

Gly

Lys

Arg

Thr

Glu

150

Arg

Lys

Ser

Thr

Asn

270

Met

Gln

Asn

Arg

Phe

85

Glu

Gly

Val

Pro

Gln

175

Len

Gly

Gly

Ser

Val

255

Gln

Gly

Glu

Thr

Ser
335

80

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

160

Ala

Lys

Gly

Ala

Arg

240

Trp

Ala

Cys

Ila

320

Ser



Val

Asp

Tyr

Ala

385

Pro

Gln

Gly

Thr

Thr

465

val

val

Leu

Lys

Met

370

Ser

Ala

Gly

Tyr

Ile

450

Tyr

Asp

His

355

Asp

Ser

Gly

Asn

Ser

435

Thr

Ila

Ile

Thr

340

Leu

Gly

Asn

Tyr

Tyr

420

Thr

Iyr

Ala

Ala

Gly

Gln

Lys

Thr

Thr

405

Thr

Asn

Asp

Asn

Gly
485

ES 2442 667 T3

Pha

Leu

Ile

Val

3s%0

Leu

Val

Ser

Gly

Sear

470

Asn

Asp

Lys

Pro

375

Lys

Asp

Ala

Ala
455

Gly

Arg

Bro

Asp

360

val

Fro

Lys

Asn

Ile

440

Tyr

Gln

Ile

81

Val

345

Tyr

Ala

Val

Asn

Val

425

Thr

Cys

Arg

Ser

Thr

Phe

Thr

Ala

Asn

410

Lys

Gly

Ile

Arg

Ser
490

Arg

Ile

Val

Glu

385

Val

Gly

val

Asn

Tyr

475

Phe

Gly

Lys

Ser

380

Leu

Pro

Asn

Leu

Gly

460

Ile

Gly

Leu

Gln

365

Asn

Met

Tyr

Asn

Pro

445

Tyr

Ala

Lys

Leu
350

Ile

Glu

Pro

Lys

Val

430

Asan

Arg

Thr

Phe

Pro

Arg

Ser

Pro

Lys

415

Arg

Asn

Trp

Gly

Ser
495

Glu

Ala

Ser

Val

400

Glu

Asp

Thr

Ile

Glu

480

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Variante polipeptidica del polipéptido de acuerdo con la SEQ ID N°: 1, seleccionandose la variante polipeptidica
del grupo que consiste en: SEQ ID N¢: 2, 3, 11, 12y 13.

2. Molécula de acido nucleico, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido de
acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Vector de expresioén, que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 2.

4. Célula huésped que contiene una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 2 o un vector de
expresion de acuerdo con la reivindicacion 3.

5. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 como farmaco o como agente de diagnéstico.

6. Polipéptido de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para su uso como farmaco para la prevencion o la terapia de
enfermedades provocadas por bacterias Gram positivas, en particular clostridios, bacilos, listerias, estafilococos,
lactobacilos, enterococos, aerococos, pediococos, estreptococos, micoplasmas y/o Leuconostoc.

7. Uso del polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 para la supresion del crecimiento de bacterias Gram
positivas en las industrias medioambiental, alimentaria o cosmética.

8. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso como agente de diagnostico en medicina e industrias
medioambiental, alimentaria o cosmética.
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(A) CHAP-Ami_Pitti26-CBD_USA
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(B) CHAP-Ami_Pitti26-CBD_USA Mutante 4, Tabla 3
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(D) CHAP-Ami_Pitti26-CBD_USA Mutante 13, Tabla 3
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(F) CHAP-Ami_Pitti26-CBD_USA-Add2
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(G) CHAP-Ami_Pitti26-CBD_USA-Add2 como Mutante 4, Tabla 3
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(H) CHAP-Ami_Pitti26-CBD_USA-Add2 como Mutante
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10, Tabla 3
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(I) CHAP-Ami_Pitti26-CBD_USA-Add2 como Mutante 13, Tabla 3
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Fig. 11
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