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DESCRIPCION
Mutante de aminasa 5'-xmp especifico de amoniaco
Campo técnico

La presente invencion se refiere, en general, a un procedimiento de preparacion de un mutante de aminasa de acido
5'-xantilico (XMP) que tiene una actividad potenciada, un mutante de aminasa 5'-XMP preparado de acuerdo con el
procedimiento, y un procedimiento para producir acido 5'-guanilico (GMP) con eficacia potenciada y, mas en particular,
a un procedimiento de preparacion de un mutante de aminasa 5'-XMP especificamente reactivo para amoniaco, un
mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco preparado de acuerdo con el procedimiento, y un procedimiento
de produccién de 5-GMP con alto rendimiento usando el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco.

Técnica anterior

El acido 5'-guanilico (GMP) compite con al acido 5-inosinico (IMP) como el potenciador del sabor mas ampliamente
usado. El 5'-GMP es una de las sustancias responsables del gusto de las setas. Por si solo, el 5'-GMP no tiene mucho
gusto, pero su efecto es notable cuando se usa en combinacion con 1-glutamato de monosodio (MSG). El 5'-GMP crea
un efecto potenciador del sabor sinérgico en combinacién con el 5-IMP.

Son conocidos varios procedimientos para producir 5-GMP, incluyendo: (1) la extraccion de ARN de levadura y la
digestion enzimatica del mismo, (2) fermentacion microbiana para la produccion directa del mismo, (3) fermentacion
microbiana para formar guanosina, seguido de fosforilacion quimica de guanosina, (4) fermentacién microbiana para
formar guanosina, seguido de fosforilacion microbiana de guanosina, (5) fermentacién microbiana para la produccion
de 5'-XMP, seguido de la conversién de 5'-XMP a 5-GMP usando Corynebacterium spp, o (6) fermentacién microbiana
para la produccion de 5'-XMP, seguido de la conversion de 5-XMP a 5'-GMP por E. coli. De estos procedimientos, el
procedimiento (1) tiene problemas relacionados con el suministro de material y la economia, y el procedimiento (2)
sufre la desventaja de tener un bajo rendimiento de producciéon debido a que las membranas celulares son
impermeables a 5'-GMP. Por estos motivos, en la industria se aplican tipicamente los otros procedimientos.

In vivo, para la conversion de 5'-XMP a 5'-GMP, como en el caso de los procedimientos (5) y (6), la aminasa 5-XMP es
la responsable, que cataliza las siguientes reacciones (Pantel et al. (1975), J. Biol. Sei., 250(7), 2609-2613).

1) 5-XMP + ATP + NHz — 5-GMP + AMP + PPi

1
Aminasa 5'-XMP

2) 5-XMP + ATP + L-Glutamina — 5-GMP + AMP + PPi + Acido L-glutamico
T
Aminasa 5'-XMP

La aminasa 5-XMP es un miembro de la superfamilia de glutamina amidotransferasas. Las glutamina
amidotransferasas hidrolizan la glutamina en el grupo gamma-amida grupo para generar amoniaco. El amoniaco libre
resultante se asimila en aminoacidos, nucledtidos, azlicares, coenzimas, y similares por medio de reacciones de
polimerizacion. Las glutamina amidotransferasas tienen muchas sustancias objetivo diversas, pero el procedimiento
por el que se hidroliza la glutamina para formar amoniaco se ha conservado bien durante la evolucion. Las glutamina
amidotransferasas se han dividido en dos subfamilias: clase | y clase Il. Las enzimas de clase | incluyen antranilato
sintasa, carbamoil fosfato sintetasa, CTP sintetasa, formilglicinamidina sintetasa, acido 5-xantilico aminasa, imidazol
glicerol fosfato sintasa, aminodesoxicorismato sintasa, y p-aminobenzoato sintasa. Todas estas enzimas usan,
ademas de glutamina, amoniaco externo como dador de amina (Cell Mol. Life Sei. 54, 205- 222, 1998). A diferencia de
cémo se transfiere el amoniaco, libre de glutamina, a un sustrato, se considera que el amoniaco externo se transfiere
directamente a la transferasa.

En el contexto de la estructura de la proteina, la aminasa 5'-XMP se puede separar en dos dominios bien definidos: uno
que tiene actividad glutaminasa responsable de la hidrélisis catalitica de la glutamina y el otro dominio que tiene
actividad transferasa (Nat. Str. Biol. 3(1), 74- 86, 1996). El dominio N-terminal con actividad glutaminasa es
estructuralmente similar a la carbamoil fosfato sintetasa, que ha sido bien estudiada. La actividad glutaminasa se logra
principalmente por una triada catalitica de residuos cisteina, histidina y glutamato, lo que es similar al mecanismo
catalitico de la cisteina proteasa (Cell Mol. Life Sei. 54, 205-222, 1998). En particular, en E. coli, la cisteina 86, la
histidina 181 y el acido glutamico 183 forman una triada catalitica. En el mecanismo enzimatico de la glutaminasa, el
residuo de cisteina catalitico forma un enlace tioéster gamma-glutamilo con glutamina, sirviendo la histidina como base
para la hidrdélisis de glutamina en acido glutamico y amoniaco (Fukuyama et al. Biochemistry 3, 1448-1492, 1964; von
der Saal et al. Biochemistry 24, 5343-5350, 1985). Por medio de un canal formado en la enzima, este amoniaco
participa en la conversion del acido 5'-xantilico en acido 5™-guanilico (Raushel et al. Biochemistry, 38(25), 7891-7899,
1999).
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La conversion catalizada por aminasa XMP de 5-XMP en 5-GMP usando amoniaco muestra el mismo mecanismo
que el de la reacciéon usando L-glutamina, pero es ligeramente diferente en sus propiedades. La aminasa 5'-XMP,
aunque es 6ptima a pH 8,3 para ambos sustratos, presenta dos o0 mas veces como mucho actividad catalitica para la
L-glutamina que para el amoniaco (Pantel et al. (1975), J. Biol. Sei., 250(7), 2609-2613). La diferencia se incrementa a
medida que el pH de la reaccion se aproxima al neutro, lo que implica que la aminasa 5-XMP no emplea una fase de
solucién de amoniaco (NHs), pero se aprovecha de la L-glutamina en la conversién de 5-XMP en 5'-GMP in vivo.

Cuando se trata con el reactivo sulfhidrilo reactivo con cisteina yodoacetamida o con el derivado de glutamina
clorocetona o acivicina, la actividad de aminasa 5'-XMP disminuye con L-glutamina, pero permanece sin cambios con
amoniaco, lo que indica que el residuo cisteina en el sitio activo de la glutaminasa es esencial para la actividad
dependiente de glutamina de la aminasa 5'-XMP, pero no para la actividad dependiente de amoniaco de la aminasa
5'-XMP (Zalkin y Truitt, J. Biol. Sei. 252(15), 5431-5436, 1977; Massiere y Badet-Denisot, Cell Mol. Life Sei. 54,
205-222, 1998).

En el caso de la antranilato sintasa, que pertenece a la misma clase que la aminasa 5'-XMP, se informa de que la
sustitucion del residuo de cisteina conservado con glicina suprime la actividad de antranilato sintasa dependiente de
glutamina pero no la actividad dependiente de NH3 de la enzima (Paluh et al., J. Biol. Chem. 260, 1889-8601, 1985).
Ademas, cuando el residuo de cisteina conservado de la para-aminobenzoato sintasa se reemplaza por serina, la
produccion del aducto de tioéster de y-glutamilo se atenuda, lo que da lugar a una disminucién en la produccion de
aminodesoxicorismato (Roux et al., Biochemistry, 32, 3763-3768, 1993). Al igual que para la carbamoil fosfato
sintetasa, su actividad dependiente de glutamina también desaparece cuando el residuo de cisteina conservado se
reemplaza con serina o glicina (Rubino et al., J. Biol. Chem., 261, 11320-11327, 1986).

Tipicamente, puesto que las enzimas nativas han evolucionado hasta tener una actividad adecuada para las células, a
menudo presentan propiedades inadecuadas para aplicaciones industriales debido a su baja actividad. Para superar
este problema, se han estudiado tipicamente en la técnica la clonacion génica de una enzima de interés y la
sobreexpresion de la misma. En la practica, se aisld exitosamente un gen de aminasa 5'-XMP (guaA) a partir de
Escherichia coli natural y se cloné en un plasmido de expresion inducible que se puede aplicar para la produccion de
5'-GMP de 5'-XMP (Biosci. Biotech. Biochem. 61(5), 840-845, 1997).

Otro procedimiento de incremento de la expresion de proteinas de bacterias naturales usando resistencia a farmacos
se describe en la publicacién de patente coreana abierta a inspeccién publica n.° 2000-004 0840. En esta publicacion,
se proporciona una cepa mutante que tiene una actividad potenciada de aminasa 5'-XMP, que se prepara impartiendo
resistencia a decoyinina a una cepa de Escherichia coli natural, para incrementar la expresion de un gen de interés.

Los vectores de expresion inducible para uso general requieren inductores de expresion caros tales como IPTG, y por
tanto no son adecuados para aplicaciones industriales que impliquen la produccién de proteinas en una gran escala.
Un sistema de expresion constitutiva surge como solucion a este problema. Se ha informado de un gran nimero de
sistemas de expresién constitutiva. En particular, se desarrollé un promotor de expresién constitutiva novedoso para
Corynebacterium ammoniagenes conocida porque es adecuada para la produccion fermentativa de acidos nucleicos
(solicitud de patente coreana n.° 2004-107215). Los sistemas de expresion constitutiva son Gtiles porque mantienen la
expresion de una proteina introducida durante un periodo de cultivo de células huésped sin el uso de un inductor de
expresion. Sin embargo, cuando la sobreexpresion de una proteina introducida afecta al crecimiento de células
huésped, las células dejan de crecer, o se retira un vector introducido en las células, dando como resultado una baja
eficacia de expresion. Se ha informado de los mismos resultados para la aminasa 5-XMP (Biosci. Biotech. Biochem.
61(5), 840-845, 1997).

La detencién del crecimiento o la retirada del vector en el sistema de expresién constitutiva de la aminasa 5-XMP es
atribuible, en la opinién de los presentes inventores, a la citotoxicidad del producto sobreexpresado constitutivamente.
Como solucion para eludir este problema, los presentes inventores suprimieron la actividad glutaminasa de 5'-XMP.
Como se menciona anteriormente, puesto que la aminasa 5'-XMP utiliza la L-glutamina para convertir 5'-XMP en
5'-GMP dentro de las células, un mutante de aminasa 5-XMP con actividad L-glutaminasa suprimida tiene una
actividad disminuida en, y por tanto baja toxicidad para, las células. Ademas, el mutante de aminasa 5'-XMP retiene la
actividad dependiente de amoniaco aunque pierde su actividad dependiente de glutamina, de modo que es aplicable
para la conversion industrial de 5'-XMP en 5'-GMP. Por medio de un examen riguroso del mecanismo bioquimico de la
aminasa 5-XMP, los presentes inventores han desarrollado una aminasa 5-XMP especifica de amoniaco con
glutaminasa suprimida y se han dado cuenta exitosamente de su actividad potenciada en el fluido de cultivo, dando
lugar a la presente invencion.

Divulgacion de la invencion

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un mutante de la aminasa acido 5'-xantilico (XMP)
especifico de amoniaco que tenga una actividad potenciada, que se prepara impartiendo especificidad por amoniaco a
una aminasa 5'-XMP natural o a un mutante de aminasa 5'-XMP que tenga una actividad potenciada.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar un procedimiento de preparacion de un mutante de aminasa
5'-XMP especifico de amoniaco que tenga una actividad potenciada.
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Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar una molécula de acido nucleico que codifique un mutante de
aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco.

Es otro objetivo mas de la presente invencion proporcionar un vector de expresion que lleve una molécula de acido
nucleico que codifique un mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco.

Es otro objetivo mas de la presente invencion proporcionar un transformante transformado con el vector de expresion
anterior.

Es otro objetivo mas de la presente invencion proporcionar un procedimiento de conversion de 5-XMP a 5-GMP
usando un mutante de aminasa 5-XMP especifico de amoniaco.

Breve descripcion de los dibujos

El anterior y otros objetivos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencion se comprenderan mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada conjuntamente con los dibujos adjuntos, en los que:

La FIG. 1 muestra esquematicamente un procedimiento para producir un mutante de aminasa 5'-XMP, que comprende
la construccion de una coleccion de mutantes de aminasa 5'-XMP por mutagénesis aleatoria y el cribado de la
coleccién de mutantes para seleccionar mutantes de aminasa 5'-XMP altamente activos;

La FIG. 2 muestra esquematicamente un procedimiento para introducir un gen mutado aleatoriamente que codifica el
mutante de aminasa 5'-XMP altamente activo en un vector de expresion constitutivo;

La FIG. 3 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion que lleva un gen que codifica un mutante de
aminasa 5'-XMP altamente activo, G3;

La FIG. 4 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pF12 que lleva un gen que codifica un mutante
de aminasa 5'-XMP altamente activo, F12;

La FIG. 5 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pF63 que lleva un gen que codifica un mutante
de aminasa 5'-XMP altamente activo, F63;

La FIG. 6 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ-G3-1 que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP altamente activo, G3-1;

La FIG. 7 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ-F12-1 que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP altamente activo, F12-1;

La FIG. 8 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ-F63-1 que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP altamente activo, F63-1;

La FIG. 9 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-G1 que lleva un gen que codifica una
aminasa 5'-XMP natural, G1;

La FIG. 10 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-G3-1 que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP altamente activo, G3-1;

La FIG. 11 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-F12-1 que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP altamente activo, F12-1;

La FIG. 12 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-F63-1 que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP altamente activo, F63-1;

La FIG. 13 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-G1C que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco, G1C;

La FIG. 14 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-G3C que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco, G3C;

La FIG. 15 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-F12C que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco, F12C;

La FIG. 16 es una vista esquematica que muestra un vector de expresion pCJ1-F63C que lleva un gen que codifica un
mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco, F63C;

La FIG. 17 es un grafico que muestra las actividades por unidad de una aminasa 5'-XMP natural (G1) derivada de E.
coli, mutantes de 5-XMP (G3-1, F12-1, F63-1) preparados por medio de mutagénesis aleatoria , y mutantes
especificos de amoniaco (G1C, G3C, F12C, F63C) en medio de cultivo que contiene amoniaco o L-glutamina como
sustrato, en el que Ammo significa amoniaco y GIn significa glutamina; y
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La FIG. 18 es un grafico que compara la estabilidad intracelular entre un vector de expresion que lleva un gen (G1) que
codifica la aminasa 5'-XMP natural y un vector de expresion que lleva un gen (G1C) que codifica una aminasa 5'-XMP
especifica de amoniaco, en el que el residuo de cisteina en la posicion 86 del gen G1 esta sustituido con alanina.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

De acuerdo con un aspecto, se proporciona un mutante de aminasa de acido 5'-xantilico (XMP) especifico de
amoniaco que tiene una actividad potenciada. Preferentemente, se puede preparar el mutante de aminasa 5-XMP
especifico de amoniaco a partir de amilasa natural derivada de Escherichia coli o un mutante de la misma que tenga
actividad potenciada.

Con mayor detalle, la mutagénesis dirigida a sitio para impartir especificidad por amoniaco se lleva a cabo en una
aminasa 5-XMP que tenga una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO.: 2, 4,
6, 8, 10, 12 y 14 para preparar un mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco, derivado de Escherichia coli,
que, por tanto, tiene actividad potenciada adicional.

En un modo de realizacién, para obtener un vector que exprese la aminasa 5'-XMP, se preparé un vector que lleva un
de 1,578 pb de longitud (SEQ ID NO.: 1) que codifica la aminasa 5'-XMP derivada de Escherichia coli K12, seguido una
reaccion en cadena de polimerizacion que induce mutantes (PCR propensa a error) con el vector como molde. Como
resultado, se obtuvieron moléculas de ADN de mutante de aminasa 5-XMP, dentro de las que se introdujeron
aleatoriamente mutaciones. Se insertaron las moléculas de ADN de mutante en un vector de expresion adecuado para
expresar mutantes de aminasa 5'-XMP. Se transformaron los vectores resultantes en una cepa de E. coli deficiente en
el gen de aminasa 5'-XMP para construir una coleccion de mutantes.

Puesto que la E. coli deficiente en el gen de aminasa 5'-XMP sélo puede crecer cuando se transforma con un vector
que expresa un mutante que tiene actividad de aminasa 5-XMP, sélo se obtuvieron mutantes activos de aminasa
5'-XMP a partir de la coleccidon de mutantes.

Para seleccionar clones de E. coli clones transformados con un vector que expresa una forma mutante altamente
activa de aminasa 5'-XMP a partir de colonias cultivadas de E. coli, se realizé la conversion de 5-XMP en 5'-GMP en
microplacas de 98 pocillos. Después de que se terminara la reaccién, se seleccionaron los clones de E. coli que
producen aminasa 5-XMP con una actividad incrementada comparando los valores de absorbancia con un control.

Se determinaron las secuencias de nucleétidos de mutantes de aminasa 5' -XMP con una actividad potenciada usando
un procedimiento conocido. La comparacion de las secuencias de nucleétidos entre mutantes de aminasa 5'-XMP y
aminasa 5'-XMP natural divulgé que seis mutantes seleccionados de aminasa 5'-XMP tuvieron nuevas secuencias de
aminoacidos cada una alterada en dos, dos, cuatro, cuatro, tres y seis residuos aminoacidicos, y se designaron como
"aminasa 5-XMP G3", "aminasa 5'-XMP F12", "aminasa 5'-XMP F63", "aminasa 5'-XMP G3-1", "aminasa 5'-XMP
F12-1"y "aminasa 5'-XMP F63-1", respectivamente.

Cada mutante tiene una alteracion en su secuencia de aminoacidos en comparacién con la de una aminasa 5'-XMP
natural, como se describe en detalle a continuacion. El mutante G3 tiene una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO.:
4) en la que los residuos aminoacidicos en las posiciones 52 y 191 estan reemplazados por cisteina y treonina,
respectivamente. El mutante F12 tiene una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO.: 6) en la que los residuos
aminoacidicos en las posiciones 93 y 152 estan reemplazados por valina y prolina, respectivamente. El mutante F63
tiene un residuo valina en la posicién 93, un residuo alanina en la posiciéon 113, un residuo treonina en la posicién 191,
y un residuo glicina en la posicion 467 en la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO.: 8). Al igual que para el mutante
G3-1, su secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO.: 10) caracteriza un residuo cisteina en la posicion 52, un residuo
treonina en la posicién 191, un residuo arginina en la posiciéon 253, y un residuo isoleucina en la posicion 454. El
mutante F12-1 tiene una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO.: 12) en la que los residuos aminoacidicos en las
posiciones 93, 152 y 454 estan reemplazados por valina, prolina y isoleucina, respectivamente. En el mutante F63-1
(SEQ ID NO.: 14), valina se encuentra en la posicion 93, isoleucina en la posicion 100, alanina en la posicion 113,
treonina en la posicién 191, isoleucina en la posicion 454, y glicina en la posicion 467.

Posteriormente, para preparar aminasa 5'-XMP especifica de amoniaco, la aminasa 5-XMP natural derivada de
Escherichia coliy los mutantes G3-1, F12-1 y F63-1 con actividad potenciada se sometieron a mutagénesis dirigida a
sitio preparar reemplazar el residuo cisteina en la posicién 86 dentro del sitio activo de glutaminasa con alanina.
Después de la mutagénesis dirigida a sitio, los mutantes resultantes se designaron como G1C (SEQ ID NO.: 16), G3C
(SEQ ID NO.: 18), F12C (SEQ ID NO.: 20), y F63C (SEQ ID NO.: 22), respectivamente. Se determinaron las
secuencias de nucleétidos de estos mutantes de aminasa 5'-XMP usando un procedimiento de secuenciacion de
bases conocido. Se descubrié que los mutantes resultantes utilizaban, como dador de amina, glutamina con una
eficacia muy baja, pero amoniaco externo con una gran eficacia.

De acuerdo con un modo de realizacion preferente de este aspecto de la presente invencion, por tanto, se proporciona
un mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.: 16, 18,
20 0 22.
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En la siguiente seccion de ejemplos, so6lo se describen los procedimientos de preparacion de los mutantes de aminasa
5'-XMP especificos de amoniaco que tienen SEQ ID NO.: 16, 18, 20 y 22, junto con sus actividades, pero se entendera
por completo por los expertos en la técnica que los mutantes de aminasa 5-XMP especificos de amoniaco que tienen
una actividad potenciada se pueden preparar facilmente impartiendo especificidad por amoniaco a los mutantes de
aminasa 5'-XMP de actividad potenciada de SEQ ID NO.: 4,6y 8.

Ademas, sélo los mutantes de 5'-XMP que tienen secuencias de aminoacidos en las que el residuo cisteina en la
posicion 86 esta reemplazado por alanina se describen en la siguiente seccion de ejemplos, pero los expertos en la
técnica entenderan por completo que los mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de amoniaco se pueden obtener
facilmente cuando un residuo aminoacidico, tal como serina o glicina, en lugar de alanina, se introduce usando una
técnica de mutagénesis dirigida a sitio.

Ademas, el mutante de aminasa 5-XMP especifico de amoniaco de la presente invencién no quiere decir sélo las
proteinas que tienen cada una la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 16, 18, 20 o 22, sino que también incluye
un equivalente funcional que ejerce la actividad idéntica a estas proteinas mutantes. El término "equivalente funcional",
como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina que tiene una secuencia diferente de una secuencia
de aminoacidos del mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco de la presente invencion, por una delecién,
una insercion, una sustitucion conservadora o no conservadora o combinaciones de las mismas en uno o mas residuos
aminoacidicos, y que ejerce la actividad de aminasa 5'-XMP especifica de amoniaco de forma casi exactamente tan
alta como la de la aminasa 5 -XMP especifica de amoniaco de la presente invencién. Los intercambios de
aminoacidos en proteinas y péptidos, que, en general, no alteran la actividad de las proteinas o péptidos, son
conocidos en la técnica (H. Neurath, R. L. Hill, The proteins, Academic Press, Nueva York, 1979).

Se descubrié que, cuando los mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de amoniaco de la presente invencién se
expresan usando un sistema de expresion constitutiva, como se describira después, tienen mayor actividad por
solucién de reaccion que la forma nativa. En detalle, se mide la actividad incrementada hasta una cantidad de 1,6
veces para el mutante de aminasa 5-XMP G1C, 1,4 veces para el mutante de aminasa 5-XMP G3C, 1,4 veces para el
mutante de aminasa 5'-XMP F12C, y 1,45 veces para el mutante de aminasa 5-XMP F63C, en comparacion con la
forma nativa. Por lo tanto, los mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de amoniaco pueden ser altamente Utiles en la
produccién de 5-GMP.

Los mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de amoniaco de acuerdo con la presente invencién se pueden preparar
por un procedimiento de sintesis quimica (Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 85:2149-2156, 1963), o por un
procedimiento recombinante de ADN (Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New
York, USA, 22 ed., 1989). Cuando se usa una técnica de recombinacion genética, se puede obtener un mutante de
aminasa 5-XMP especifico de amoniaco insertando una secuencia de acido nucleico que codifica el mutante de
aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco en un vector de expresion adecuado, transformando el vector de expresion
recombinante en una célula huésped, cultivando la célula huésped para expresar el mutante de aminasa 5'-XMP
especifico de amoniaco, y recuperando el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco de la célula huésped.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, por tanto, se proporciona un procedimiento para preparar un
mutante de 5'-XMP especifico de amoniaco que tiene actividad potenciada. Con mayor detalle, la presente invencion
proporciona un procedimiento para preparar un mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco desprovisto de
actividad glutaminasa, que presente una actividad in vivo minima y por tanto, se reduce considerablemente en
citotoxicidad, pero con una actividad dependiente de amoniaco que permanece sin cambios, pudiendo de este modo
convertir eficazmente 5'-XMP a 5'-GMP.

En la presente invencion, el residuo cisteina en la posicion 86 dentro del sitio activo de glutaminasa de aminasa 5-XMP
derivada de E. coli se reemplaza por alanina, serina o glicina por medio de mutagénesis dirigida a sitio, de modo que el
nuevo aminoacido en la posicion 86 no puede formar un enlace tioéster de y-glutamilo con el acido glutamico en 183,
suprimiendo de este modo la actividad dependiente de glutamina pero conservando la actividad dependiente de
amoniaco. En un modo de realizacion preferente, el procedimiento para preparar un mutante de aminasa 5-XMP
especifico de amoniaco se efectlia reemplazando el residuo cisteina en la posicién 86 de aminasa 5'-XMP derivada de
Escherichia coli con alanina.

En este aspecto de la presente invencion, el mutante de 5-XMP especifico de amoniaco se prepara reemplazando el
residuo cisteina en la posicidon 86 de una secuencia de aminoacidos por el mutante de aminasa 5'-XMP que tiene una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO.: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o 14 con alanina, glicina o serina,
proporcionada de acuerdo con los modos de realizacién de la presente invencion, que tiene una actividad potenciada.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que codifique un mutante de
aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco.

En un modo de realizacién preferente de este aspecto de la presente invencién, el mutante de aminasa 5-XMP
especifico de amoniaco G1C de SEQ ID NO.: 16 se codifica por la molécula de acido nucleico de SEQ ID NO.: 15, el
mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco G3C de SEQ ID NO.: 18 por la molécula de acido nucleico de
SEQ ID NO.: 17, el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco F12C de SEQ ID NO.: 20 por la molécula de
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acido nucleico de SEQ ID NO.: 19, y el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco F63C de SEQ ID NO.: 22
por la molécula de acido nucleico de SEQ ID NO.: 21. Las secuencias de las moléculas de acido nucleico pueden ser
monocatenarias o bicatenarias, y se pueden formar por ARN (ARNm) por sustitucion de uracilo (U) con timina (T) en
una molécula o secuencia de ADN.

La secuencia de acido nucleico que codifica el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco de la presente
invencion se puede introducir en un vector para expresar el mutante para que se exprese como una proteina.

En otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona un vector de expresion que lleva una molécula de acido
nucleico que codifica el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco.

Como se usa en el presente documento, el término "vector de expresion" que describe un vector que puede expresar
una proteina en una célula huésped adecuada, se refiere a una construccion genética que comprende elementos
reguladores esenciales a los que se une de forma funcional un inserto de gen de tal forma que se exprese en una
célula huésped.

Por el término "unido de forma funcional”, como se usa en el presente documento, se quiere decir que existe un enlace
funcional entre una secuencia de control de expresion de acidos nucleicos y una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina diana de tal forma que permita funciones generales. Por ejemplo, se puede enlazar de forma
funcional un promotor a un acido nucleico que codifica una proteina, y puede afectar a la expresion de la secuencia de
acido nucleico codificante. El enlace funcional a un vector recombinante se puede preparar usando una técnica de
recombinacién genética que es bien conocida en la técnica, y la escision y ligacion de ADN especifica de sitio se puede
lograr usando enzimas conocidas generalmente en la técnica. Los promotores Utiles en un vector de expresion pueden
ser los disponibles de las células huésped Escherichia spp. o Bacillus spp. Los ejemplos de promotores Utiles en
Escherichia spp. incluyen promotor trc, promotor trp, promotor lac, promotor recA, promotor APL, promotor Ipp y
promotor T7. Aligual que para la especie Bacillus como células huésped, los promotores utiles obtenidos a partir de las
mismas se pueden ejemplificar por promotor SP01, promotor SP02 y promotor penP. Los codones de iniciacién y
detencién son necesarios para que sean funcionales en un individuo al que se le ha administrado una construccion
genética, y deben estar en fase con la secuencia codificante. Un vector de expresion también puede incluir un
marcador seleccionable que permite la seleccion de célula huésped que contienen el vector. Un vector de expresion
replicable puede incluir un origen de replicacion.

En una practica de la presente invencion, se construyeron vectores de expresion, pCJ1-G1C, pCJ1-G3C, pCJ1-F12C
y pCJ1-F63C, llevando cada uno un gen que codifica un mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco, de los
que las estructuras se muestran en diagramas esquematicos de las FIG. 13, 14, 15 y 16, respectivamente. Estos
vectores de expresion se introdujeron individualmente en Escherichia coli DH5a para obtener Escherichia coli
transformada. Los transformantes asi producidos se designaron como “Escherichia coli DH5a/pCJ1-G1C",
"Escherichia coli DH5a/pCJ1-G3C", "Escherichia coli DH5a/pCJ1-F12C" y "Escherichia coli DH5 a/pCJ1-F63C",
respectivamente, y se depositaron en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 2 de diciembre de 2005,
con los nimeros de acceso KCCM-10715P, KCCM-10717P, KCCM-10721P y KCCM-10720, respectivamente.

Por lo tanto, aun en otro aspecto, la presente invencion proporciona un transformante transformado con uno de los
vectores de expresion.

La transformacion incluye cualquier procedimiento por el que se pueden introducir acidos nucleicos en
microorganismos, células, tejidos u 6rganos, y, como es conocido en la técnica, se pueden realizar usando al menos
una seleccionar de forma adecuada de las técnicas estandar que dependen de células huésped. Estos procedimientos
incluyen, pero no se limitan a, electroporacion, fusion de protoplastos, precipitacion con fosfato de calcio (CaPOQ.),
precipitacion con cloruro de calcio (CaCl,), y agitaciéon con fibra de carburo de silicio, transformacién mediada por
agrobacterias, y transformacion mediada por PEG, sulfato de dextrano, y transformacién mediada por lipofectamina.

Las células huésped mas adecuadas para los objetivos se pueden seleccionar y usar porque los niveles de expresion,
modificacién, o similares de las proteinas varian dependiendo de las células huésped en las que se transforma un
vector de expresidn que expresa el mutante de aminasa 5-XMP de la presente invencion. Las células huésped
incluyen, pero sin limitarse a, células procariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces,
Paeudomonas, Proteus mirabilis o Staphylococcus.

Ademas, como células huésped se pueden utilizar células eucariotas inferiores, tales como hongos (por ejemplo,
especie Aspergillus) y levaduras (por ejemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces,
Neurospora crassa).

Auln en otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para preparar un mutante de aminasa
5'-XMP, que comprende cultivar el transformante y aislar una proteina mutante de aminasa 5-XMP del fluido del
cultivo.

El cultivo de células huésped (transformantes) transformadas con un vector de expresion que expresa el mutante de
aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco de la presente invencion se puede llevar a cabo bajo condiciones de cultivo
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adecuadas para expresar la proteina objetivo, el mutante de aminasa 5-XMP especifico de amoniaco, usando un
procedimiento generalmente conocido por los expertos en la técnica.

Las proteinas de la presente invencion, expresadas en células huésped, se pueden purificar por procedimientos
convencionales. Por ejemplo, se pueden usar procedimientos de desalado (por ejemplo, precipitacion de sulfato de
amonio, precipitacion de fosfato de sodio, etc.), precipitacion de disolvente (por ejemplo, precipitacion de fraccion de
proteina usando acetona, etanol, etc.), dialisis, filiracion de gel, procedimientos de cromatografia tales como
cromatografia de intercambio iénico y cromatografia de fase inversa, y ultrafiltracion, por separado o en combinacion,
para purificar las proteina mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de amoniaco de la presente invencion.

Se puede obtener una mejor comprension de la presente invencion por medio de los siguientes ejemplos, que se
exponen para ilustrar, pero no deben interpretarse como limite de la presente invencion.

Ejemplo 1: Construccion de la coleccion de mutantes de aminasa 5'-XMP

Se introdujeron mutaciones aleatorias en un gen de aminasa 5'-XMP por una reaccion en cadena de polimerizacion
que induce mutantes (PCR propensa a error), para preparar varios mutantes de aminasa 5'-XMP como sigue.

En primer lugar, se unié de forma funcional un gen de aminasa 5-XMP (SEQ ID NO.: 1) de 1,578 pb derivado de
Escherichia coli a un vector de expresion, pTrc99a, que incluye un promotor trc y un origen de replicacién funcional en
Escherichia coli, proporcionando asi un plasmido recombinante, pGl, como molde para PCR propensa a error. Se
realizé esta PCR con un par de un cebador N-terminal, representado por SEQ ID NO.: 23, y un cebador C-terminal,
representado por SEQ ID NO.: 24. Se sintetizaron los cebadores en base a la secuencia de nucleétidos del gen de
aminasa 5'-XMP derivado de E. coli.

SEQ ID NO: 23: 5 CGCGAATTCATGACGGAAAACATTCATAA 3'
SEQ ID NO: 24: 5' CTAGTCTAGATCATTCCCACTCAATGGT 3'

Se realiz6 una mezcla de PCR para que contuviera 0,4 mM de N-cebador y de C-cebador de cada uno, 5 ng del
plasmido recombinante pG1, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 7 mM, MnCl; 0,1 mM, dATP 0,2 mM, dGTP
0,2 mM, dCTP 1 mM, dTTP 1 mM y 5 unidades de Taq polimerasa, en un volumen final de 50 ml. Se llevo a cabo la
PCR propensa a error con 25 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, alineacion a 50 °C durante 1 min, y
elongacioén a 72 °C durante 1 min, seguido de elongacion final a 72 °C durante 7 min, para producir genes mutantes.

Se separaron los productos de PCR asi preparados por electroforesis en gel de agarosa. Se digirieron los fragmentos
de ADN purificados en gel con EcoRI y Hindill y se insertaron en un vector de expresion, pTrc99a, util para expresar
aminasa 5'-XMP, construyendo asi los plasmidos recombinantes. Se introdujeron los vectores recombinantes que
llevaban los mutantes de genes de aminasa 5'-XMP en Escherichia coli BW (cepa con gen guaA inactivado) para
construir una coleccion de mutantes de aminasa 5'-XMP. Se preparé una cepa de Escherichia coli BW con gen guaA
eliminado usando un procedimiento de biologia molecular ordinario (Datsenko KA, 2000, Proc. Natl. Acad. Sei., 97(12),
6640-6645).

Ejemplo 2: Cribado para mutantes de aminasa 5'-XMP

Se untd un caldo de la coleccidon de mutante de aminasa 5'-XMP preparado en el ejemplo 1 sobre placas LB que
contenian bactotriptona al 0,5 %, extracto de levadura al 1 %, NaCl al 1 %, agar al 1,5 % y IPTG 0,2 mM. Se cultivaron
las colonias de Escherichia coli crecidas en medio LB en microplacas de pocillos hondos. A continuacion, se diluyo el
cultivo de acuerdo con el grado de crecimiento hasta dar un volumen final de 100 ml. Se afiadieron 5 ml de xileno a
cada pocillo de las placas, y se incubaron las placas a 37 °C durante 30 min. Se afiadieron 100 ml de una solucién de
sustrato precalentada hasta 42 °C a cada pocillo antes de la incubacién de las placas a 42 °C durante 20 min. La
solucion de sustrato estaba compuesta de XMP 30 mM, ATP 13 mM, MgSQO4-7H20 16 mM y (NH4)2SO4 40 mM en
tampodn de HCI Trizma 16 mM (pH 8,6). Después de la adicion de 800 ml de acido perclérico al 3,5 % a cada pocillo
para terminar la reaccion, se transfirieron 200 ml de la mezcla de reaccién en una microplaca transparente UV de 96
pocillos para medir la absorbancia a 290 nm. Se midié el rendimiento de 5-GMP y se compararon las actividades
enzimaticas para seleccionar un transformante de Escherichia coli JM105 que expresara un mutante de aminasa
5'-XMP con actividad potenciada.

Se digirieron el plasmido pG3 asi obtenido, que lleva un gen mutante de aminasa 5'-XMP, y el plasmido pGl que lleva
un gen de aminasa 5'-XMP nativa con enzimas de restriccion apropiadas, se ligaron y se sometieron a PCR propensa
a error bajo las mismas condiciones que en el ejemplo 1. El cribado para determinar la actividad enzimatica y la
comparacion de las actividades dio como resultado la obtencién de los plasmidos pF12, pF63, pCJ-G3-1, pCJ-F12-1y
pCJ-F63-1, que expresaron la aminasa 5'-XMP con actividad potenciada con relacion a la enzima original.

La FIG. 1 ilustra esquematicamente un procedimiento para producir un mutante de aminasa 5-XMP con actividad
potenciada, descrito en los ejemplos 1y 2.

La escala de la coleccion de mutantes de aminasa 5-XMP y
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las descripciones de los mutantes preparados en el ejemplo 2 se resumen en la tabla 1, a continuacion.

Tabla 1 Evolucién molecular de aminasa 5'-XMP y mutantes seleccionados

1R 2R
Gen original Gen guaA nativo Gen nativo y gen mutante G3
Procedimiento de construccién de PCR propensa a error Digestion de enzima de restriccion y PCR
coleccién propensa a error
Escala de coleccion >~10° >~ 1,500
1° cribado ~2x10° ~1,500
2° cribado 73 colonias 66 colonias
Mutantes obtenidos G3 F12, F63, G3-1, F12-1, F63-1

Ejemplo 3: Secuenciacion de bases de genes que codifican mutantes de aminasa 5-XMP

Se analizaron secuencias de nucleétidos de mutantes de aminasa 5'-XMP, preparados en los ejemplos 1y 2, usando
un modelo de secuenciador automatico ABI3730xl (Applied Biosystems). Se identificaron las secuencias de
nucleétidos como SEQ ID NO.: 3 para el mutante G3, SEQ ID NO.: 5 para el mutante F12, SEQ ID NO.: 7 para el
mutante F63, SEQ ID NO.: 9 para el mutante G3-1, SEQ ID NO.: 11 para el mutante F12-1, y SEQ ID NO.: 13 para el
mutante F63-1. Ademas, las secuencias de aminoacidos deducidas de las secuencias de nucleétidos se representan,
respectivamente, por SEQ ID NO.: 4 (G3), SEQ ID NO.: 6 (F12), SEQ ID NO.: 8 (F63) , SEQ ID NO.: 10 (G3-1), SEQ
ID NO.: 12 (F12-1), y SEQ ID NO.: 14 (F63-1). Los mapas esquematicos de los plasmidos que llevan genes que
codifican los mutantes G3, F12, F63, G3-1, F12-1 y F63-1 se dan en las FIG. 3, 4, 5, 6, 7 y 8, respectivamente.

Con mayor detalle, se dedujo la secuencia de aminoacidos del mutante G3 a partir de la secuencia de nucleétidos del
gen mutante de aminasa 5'-XMP G3 altamente activo en el plasmido pG3, y se representa por SEQ ID NO.: 4. Se
dedujo la secuencia de aminoacidos del mutante F12 a partir de la secuencia de nucleétidos del gen mutante de
aminasa 5'-XMP F12 altamente activo en el plasmido pF12, y se representa por SEQ ID NO.: 6. Asimismo, se dedujo la
secuencia de aminoacidos del mutante F63 a partir de la secuencia de nucleétidos del gen mutante de aminasa
5'-XMP F63 altamente activo en el plasmido pF63, y se representa por SEQ ID NO.: 8. Se dedujo la secuencia de
aminoacidos del mutante G3-1 a partir de la secuencia de nucleétidos del gen mutante de aminasa 5-XMP G3-1
altamente activo en el plasmido Pg3-1, y se representa por SEQ ID NO.: 10. Se dedujo la secuencia de aminoacidos
del mutante F12-1 a partir de la secuencia de nucledtidos del gen mutante de aminasa 5'-XMP F12-1 altamente activo
en el plasmido pCJ-F12-1, y se representa por SEQ ID NO.: 12. Se dedujo la secuencia de aminoacidos del mutante
F63-1 a partir de la secuencia de nucleétidos del gen mutante de aminasa 5-XMP F63-1 altamente activo en el
plasmido pCJ-F63-1, y se representa por SEQ ID NO.: 14.

Cuando se compararon las secuencias de aminoacidos de los mutantes de aminasa 5-XMP altamente activos G3,
F12, F63, G3-1, F12-1 y F63-1 con la secuencia de aminoacidos de la aminasa 5'-XMP nativa, representada por SEQ
ID NO.: 2, se descubrio que tenian sustituciones de aminoacidos para dos, dos, cuatro, cuatro, tres y seis residuos
aminoacidicos, respectivamente.

En detalle, el mutante G3 tiene una secuencia de aminoacidos en la que los residuos aminoacidicos en las posiciones
52 y 191 estan reemplazados por cisteina y treonina, respectivamente. El mutante F12 tiene una secuencia de
aminoacidos en la que los residuos aminoacidicos en las posiciones 93 y 152 estan reemplazados por valina y prolina,
respectivamente. El mutante F63 tiene una secuencia de aminoacidos que caracteriza un residuo valina en la posicién
93, un residuo alanina en la posicién 113, un residuo treonina en la posicion 191 y un residuo glicina en la posicion 467.
El mutante G3-1 tiene una secuencia de aminoacidos en la que los residuos aminoacidicos en las posiciones 52, 191,
253 y 454 estan reemplazados por cisteina, treonina, arginina e isoleucina, respectivamente. El mutante F12-1 tiene
una secuencia de aminoacidos en la que los residuos aminoacidicos en las posiciones 93, 152 y 454 estan
reemplazados por valina, prolina e isoleucina, respectivamente. El mutante F63-1 tiene una secuencia de aminoacidos
en la que existen sustituciones de residuos aminoacidicos en la posiciéon 93 para valina, posicién 100 para isoleucina,
posiciéon 113 para alanina, posicion 191 para treonina, posicion 454 para isoleucina y posicion 4 67 para glicina. Los
resultados del analisis de las secuencias de aminoacidos y el ensayo de actividad enzimatica indican que los mutantes
G3, F12, F63, G3-1, F12-1 y F63-1 son formas mutantes de aminasa 5'-XMP novedosas, de las que cada una tiene
una secuencia de aminoacidos que difiere de la de aminasa 5'-XMP de E. coli nativa y es altamente activa.
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Ejemplo 4: Construccion del vector de expresion constitutivo del mutante de 5-XMP

Se expresaron los mutantes de aminasa 5-XMP altamente activos preparados anteriormente usando un vector de
expresion constitutivo como sigue.

Se unieron de forma funcional los genes mutantes y naturales de aminasa 5'-XMP el vector de expresion constitutivo
pECG117-CJI, que incluye un promotor CJ1 y un origen de replicacion funcional en Escherichia coliy Corynebacterium
ammoniagenes, para producir plasmidos recombinantes. Se realiz6 una PCR propensa a error con un conjunto del
cebador N-terminal (guaA-f) de SEQ ID NO.: 25 y el cebador C-terminal (quaA-r) de SEQ ID NO.: 26. Se sintetizaron
estos cebadores en base a la secuencia de nucleétidos del gen de aminasa 5'-XMP derivado de Escherichia coli.

SEQ ID NO: 25: 5 ACGTGCCGGCATGACGGAAAACATTCATAAGC 3'
SEQ ID NO: 26: 5 ACGTGGATCCTCATTCCCACTCAATGGTAGC 3'

Una mezcla de PCR estaba compuesta de 0,4 mM de N-cebador y C-cebador de cada uno, 5 ng del plasmido
recombinante pG1, pCJ-G3-1, pCJ-F12-1 o pCJ-F63-1, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 7 mM, dATP 0,2
mM, dGTP 0,2 mM, dCTP 0,2 mM, dTTP 0,2 mM y 5 unidades de Pfu polimerasa, en un volumen final de 50 ml. Se
llevé a cabo la PCR propensa a error con 25 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, alineacién a 50 °C
durante 1 min, y elongacion a 72 °C durante 1 min, seguido de elongacion final a 72 °C durante 5 min.

Se separaron los productos de PCR asi preparados por electroforesis en gel de agarosa. Se digirieron los fragmentos
de ADN purificados en gel con Nael y BamHI y se insertaron en un vector de expresion, pECG117-CJl, util para
expresar aminasa 5-XMP, para construir plasmidos recombinantes (FIG. 2). Los vectores recombinantes que llevan
los genes naturales y mutantes de aminasa 5'-XMP se designaron como pCJ1-G1 (natural), pCJ1-G3-1, pCJ1-F12-1y
pCJ1-F63-1, respectivamente, de los que las estructuras se muestran en los diagramas esquematicos de las FIG. 9,
10, 11 y 12, respectivamente.

Ejemplo 5: Produccion de aminasa 5'-XMP especifica de amoniaco

Se produjo aminasa 5'-XMP especifica de amoniaco aprovechando la aminasa 5-XMP natural y los mutantes de la
aminasa 5-XMP altamente activa preparados en los ejemplos anteriores. A este respecto, se disefiaron un par de
cebadores para introducir una mutacién de un residuo cisteina en la posicion 86 a alanina, y se represento6 por SEQ ID
NO.: 27y 28

SEQ ID NO: 27: 5' CCGGTATTCGGCGTTGCATATGGCATGCAGACCATG 3'
SEQ ID NO: 28: 5' CATGGTCTGCATGCCATATGCAACGCCGAATACCGG 3'

En presencia de estos cebadores, se realizd una mutagénesis dirigida a sitio usando un kit de mutagénesis dirigida a
sitio QuickChange Il XL, disponible comercialmente de Stratagene, de acuerdo con el protocolo proporcionado por el
fabricante. Se aislaron plasmidos de las colonias formadas y se usaron para determinar las secuencias de nucleotidos
de los genes asi obtenidos. Como resultado, se obtuvieron mutantes de 5'-XMP novedosos, en los que, en base a la
aminasa 5' -XMP natural o a los mutantes de la misma, se sustituyé un residuo de alanina por cisteina en la posicion
86, y se designaron como G1C, G3C, F12C y F63C, respectivamente.

Para examinar si se introdujo la mutacion correcta en la posicion deseada, se analizaron las secuencias de nucleétidos
de mutantes de aminasa 5'-XMP usando un secuenciador automatico ABI3730xI, fabricado por Applied Biosystems.
Se identificaron las secuencias de nucleotidos como SEQ ID NO.: 15 (G1C), SEQ ID NO.: 17 (G3C), SEQ ID NO.: 19
(F12C), y SEQ ID NO.: 21 (F63C). Se construyeron plasmidos que llevaban genes que codifican los mutantes de
aminasa 5'-XMP y se designaron como pCJ1-G1C, pCJ1-G3C, pCJ1-F12C y pCJ1-F63C, respectivamente, de los que
los mapas esquematicos se dan en las FIG. 13, 14, 15 y 16, respectivamente.

Ejemplo 6: Evaluacion de la actividad de los mutantes de aminasa 5-XMP

Se evalud la actividad especifica de aminasa 5'-XMP como sigue. En primer lugar, se midieron los niveles de expresion
de proteina en un gel SDS-PAGE usando un analizador para concentracion de proteina. Como resultado, los mutantes
de aminasa 5'-XMP presentaron niveles de expresion similares entre si, lo que indica que la actividad potenciada de
los mutantes de aminasa 5'-XMP resulté del incremento en la actividad especifica.

Se compard la actividad de los mutantes de aminasa 5'-XMP con la de la forma nativa, como sigue. En primer lugar, se
inocularon los transformantes que expresan mutantes en 25 ml de un medio de cultivo que contenia 16 g/l de
bactotriptona, 10 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl y 50 mg/l de kanamicina, y se cultivd a 37 °C durante 12 h.
Después de que se recuperaran las células cultivadas, se mezcldé 1 ml de cada fluido de cultivo con 20 ml de xileno y se
incubd a 37 °C durante 20 min con agitacién a 250 rpm. A continuacion, se diluyé la mezcla de reaccion 10 veces antes
de que se llevaran a cabo los ensayos para determinar la reactividad con amoniaco. A este respecto, se mezclaron 200
ml de la solucién de enzima diluida con 800 ml de una solucién de sustrato que estaba compuesta de XMP 30 mM,
ATP 13 mM, MgS04:7H,0 16 mM y (NH4)2SO4 10 mM en tampdn HCI Trizma 200 mM (pH 8,6), y se incubd a 42 °C
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durante 15 min. Se mezclaron 200 ml de la mezcla de reaccion resultante con 3,8 ml de TCA al 0,175 % para terminar
la reaccion, y se sometio a HPLC para determinar la cantidad de 5-GMP producida. Por separado, para medir la
actividad catalitica de los mutantes de aminasa 5'-XMP con glutamina como sustrato, se mezclaron 200 ml de la
solucién de enzima diluida 10 veces con 800 ml de una solucion de sustrato que estaba compuesta de XMP 30 mM,
ATP 13 mM, MgS0O4-7H,0 16 mM y L-glutamina 5 mM en tampdn HCI Trizma 200 mM (pH 8,6), seguido de incubacion
a 42 °C durante 15 min. Se analizé cuantitativamente el producto 5-GMP usando HPLC. Se definié una unidad de
actividad de aminasa 5-XMP como la cantidad de enzima que forma un micromol de 5'-GMP por minuto. Se realiz
una HPLC bajo las siguientes condiciones.

Eluyente A:

Tetrabutilamonio dihidrégeno fosfato al 0,02 %
amonio hidrégeno fosfato al 0,2 %, pH 2,4
Eluyente B: acetonitrilo

A:B=97:3

Longitud de onda de medida: 254 nm

Caudal: 1,0 ml/min

Cuando se usa amoniaco como sustrato, se mide la actividad enzimatica como sigue. Se midieron 13,61 U/ml en la
aminasa 5'-XMP natural, 17,62 U/ml en la aminasa G3-1, 20,82 U/ml en el mutante F12-1, y 16,47 U/ml en el mutante
F63-1. Al igual que para los mutantes de aminasa 5-XMP especificos de amoniaco, se midieron 22,64 U/ml en el
mutante G1C, 19,30 U/ml en el mutanteG3C, F12C, 22,76 U/ml en el mutanteF12C, y 19,62 U/ml en el mutanteF63C.

Por otra parte, cuando se usa L-glutamina como sustrato, se mide la actividad enzimatica como sigue. Se analizaron
8,32 U/ml en la cepa natural, 19,15 U/ml en el mutante G3-1, 4,31 U/ml en el mutante F12-1, y 0,54 U/ml en el mutante
F63-1. Al igual que para los mutantes 5'-XMP especificos de amoniaco, se descubrié que las actividades enzimaticas
eran de 0,21 U/ml para G1C, 0,16 U/ml para G3C, 0,24 U/ml para F12C, y 0,40 U/ml para F63C.

Como es evidente de los datos anteriores, los mutantes de aminasa 5-XMP especificos de amoniaco son casi
inactivos en la conversion de 5-XMP a 5-GMP cuando se usa L-glutamina como sustrato, pero se descubrid que
tienen una actividad aproximadamente de 1,4 a 1,7 veces mayor en la conversion de 5-XMP a 5'-GMP en presencia de
amoniaco que los correspondientes mutantes naturales o aleatorios (FIG. 17).

Ejemplo 7: Estabilidad intracelular de los vectores de expresion para los mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de
amoniaco

Para comparar los vectores de expresion de los mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de amoniaco con respecto a
la estabilidad intracelular, se midieron cuantitativamente los vectores de expresion restantes tras el cultivo.

Después de la terminacion del cultivo, se diluy6 el fluido de cultivo hasta 10 su concentracion original y se unté sobre
placas LB (Bacto-Trypton al 1 %, extracto de levadura al 1 %, NaCl al 0,5 %) que contenian 50 g/ml de kanamicina o
bien ningun antibiético. La incubacién a 30 °C durante 16 h se siguié del recuento del nimero de colonias formadas. Se
expresaron los numeros de colonias como porcentajes del control, y los resultados se representan en la FIG. 18.

Como se observa en la FIG. 18, el nUmero de colonias en las que esta contenido el vector de expresion que lleva el gen
que codifica el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco G1C ascendié a un 54,3 % del control, mientras
que en el caso de la aminasa 5'-XMP natural, el nUmero no es mayor de un 36,0 %. Estos datos indican que el vector
de expresion que lleva un gen que codifica la aminasa 5'-XMP especifica de amoniaco es mas estable dentro de la
célula, potenciando asi la actividad catalitica.

Aplicabilidad industrial

Como se describe y se demuestra anteriormente en el presente documento, para producir eficazmente 5'-GMP (til
como potenciador del sabor, la presente invencion proporciona mutantes de aminasa 5'-XMP especificos de amoniaco
impartiendo especificidad de amoniaco a la aminasa 5-XMP natural y mutantes de aminasa 5-XMP mutados
aleatoriamente que tienen actividad potenciada, junto con un procedimiento de preparacion del mismo. Ademas de
tener una actividad potenciada con relaciéon a la forma nativa, los mutantes de aminasa 5-XMP especificos de
amoniaco de la presente invencién son utiles en un procedimiento biolégico para producir 5'-GMP debido a que se
pueden mantener de forma estable dentro de las células debido a su baja citotoxicidad.
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510

FPhe
175
Met
Leu
Glu
Asp
Leau
255
Glu
His
Asp
Phe
Gly
335
Lys
Glu
Glu
Tyr
Glu
415
Phe
Ala
Gly
Asp
Arg

495

Val

Tyr

Arg

Trp

Gln

Sar

240

Thr

Gln

val

Pro

Asp

320

Thr

Ala

Mat

val

Arg

400

val

Ile

Phe

Arg

Phe

480

val

Tyx
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15

Asp Ile Serxr Gly Lys Pro Pro Ala Thr Ile Glu Trp Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg
Mat
1

tet
Ser

tae
Tyr

tte
Pha

gaa
Glu
65

ccg

Pro

gge
Gly

gtt
Val

ctyg

gat
Asp
145

gaa
Glu

acyg
Thr

cag
Gln

tge
Cys

aat
Asn

gaa
Glu

gta
Val

ggt
Gly

gaa
Glu

aca
Thr
130

aaa

Lys

age
Ser

515
3

1578
ADN
Secuencia artificial

ES 2476425 T3

520

Secuencia de ADN del mutante G3

CDS
(1)..(1575)
Secuencia de aminoacidos del mutante G3 de aminasa XMP

3
gaa
Glu

tac
Tyx

gaa
Glu
35

¢ga
Pro

aag
Asn

tte
Phe

cac
His

gtec
Val
115

gea
Ala

'gtt

Val

tge
Cys

aac
Asn

act
Thr
20

ctyg
Leu

tge
Cys

agt
Sar

gge
Gly

gtt
Val
100

gta
Val

gac
Asp

ace
Thr

ccg
Pro

att
Ile
5

caa
Gln

tgg
Trp

ggc
Gly

ceyg
Pro

gtt
Val
85

gaa
Glu

aag
Asn

ggt
Gly

gct
Ala

ttt
Phe
165

cat
His

ctg
Leu

geyg
Ala

att
Ila

cgt
Arg
70

tge
Cys

gee
Ala

gac
Asp

daaa
Lys

att
Ile
150

gee
Ala

aag
Lys

gtt
Val

tgg
Trp

att
Ila
55

gcg
Ala

tat
Tyr

tot
Ser

age
Sar

ccg
Pro
135

ceg

Pro

att
Ile

cat
His

geg
Ala

gat
Asp
40

ctt
Leu

1=~
Pro

gge
Gly

aacg
Asn

gca
Ala
120

ety

tee
Ser

atg
Met

cge
Arg

cge
Axg
25

gtg
val

tee
Ser

cag
Gln

atg
Met

gaa
Glu
105

ctyg
Leu

cte
Leau

gac
Asp

get
Ala

ate
Ile
10

cge
Arg

aca
Thr

gge
Gly

tat
Tyr

cag
Gln
=11

cgt
Arg

gtt
val

gat
Asp

tte
Phe

aae
Asn
170

16

cte
Leu

gtg
val

gaa
Glu

gge
Gly

gte
Val
75

ace
Thr

gaa
Glu

age
Arg

gte
Val

ate
Ile
155

gaa
Glu

att
Ila

egt
Arg

gea
Ala

ceg
Pro
60

ttt
Phe

atg
Met

ttt
Phe

ggt
Gly

tgg
Trp
140

acc

Thr

gaa
Glu

525

ctg
Len

gag
Glu

caa
Gln
45

gaa
Glu

gaa
Glu

geca
Ala

gge
Gly

ate
Ile
125

atg
Met

gta
Val

aaa
Lysa

gac
Asp

ctg
Leu
30

att
Tle

agt
Ser

gca
Ala

atg
Met.

tac
Tyr
110

gaa
Glu

age
Ser

gac
Ala

oge
Arg

tte
Phe
15

agt
Gly

cegt
Arxg

act
Thr

gge
Gly

cag
Gln
95

gcg
Ala

gat
Asp

cac
His

age
Ser

tte
Phe
175

agt
Gly

gtt
val

gac
Asp

act
Thr

gta
Val
80

ttg

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly

ace
Thr
160

tat
Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



gge
Gly

atg
Met

acq
Thr

gta
Val
225

oo
Ser

tge
Cys

gtt
Val

ceg
Pro

gaa
Glu
305

gaa

Glu

ate
Ila

cac
Hi=

aag
Lys

cgt
Arg
385

cac
His

aaqg
Lys

gaa

gta
val

ctg
Leu

cca
Pro
2190

gge
Gly

gta
Val

gta
val

ctg
Leu

gca
Ala
290

gca

Ala

gaa
Glu

tac
Tyr

gte
Val

atg
Met
370

aag
Lys

ccg
Pro

aaa
Lys

gaa

cag
Gln

gag
Glu
195

gcg
Ala

gac
Asp

ace
Thr

tte
Phe

gat
Asp
275

gaa

Glu

aaa
Lys

gcg
Ala

cct
Pro

atce
Ile
355

gge
Gly

att
Ila

tte
Fhe

gag
Glu

ctg

tte
Phe
180

cgt
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

gca
Ala

gte
Val
260

atg
Mat

gat
Asp

cgt
Arg

ety
Leu

gac
Asp
340

aaa
Lys=s

ctg
Leu

ggt
Gly

ccg
Pro

tac
Tyr
420

cae
His

ttt
Phe

att
Ile

aaa
Lys

atg
Met
245

gac
Asp

ttt
Pha

age
Arg

aaa
Lys

aaa
Lys
325

gttt
Val

tot
Ser

gtt
val

ctg
Leu

gga
Gly
405

tgt
Cys

aaa

ccg
Pro

gtg
Val

ate
Ila

gte
val
230

ctg
Len

Aaac
Asn

gge
Gly

tte
Phe

ate
Ile
310

ctg
Leu

ate
Ila

cae
His

gaa
Glu

gag
Glu
390

cca
Pro

gae
Asp

geg

gaa
Glu

cgt
Arg

gac
Asp
215

atc
Ile

ctg
Lau

gge
Gly

gat
Asp

ctyg
Leu
295

ate

Ile

gaa
Glu

gaa
Glu

cac
His

ceg
Pro
375

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

gac

ES 2476425 T3

gtg
Val

gat
Asp
200

gat
Asp

cte
Leu

cac
His

ctg

cac
His
280

tea
Ser

ggt
Gly

gag
Asp

tet
Ser

aac
Asn
360

ctg
Leu

ggc
Gly

<ttt
Leu

ctg
Leu

etg

act
Thr
185

ate
Ils

gect
Ala

gge
Gly

cge

ctyg
265
ttt
Phe

geg
Ala

cge

gtg
val

gcg
Ala
345

gtg
Val

aaa
Lys

ctg
Leu

gg<
Gly

cge
Arg
425

tac

cat
His

tgc
Cys

gta
Val

cte
Leu

get
Ala
250

cge
Arg

Gly

oty
Leu

gttt
Yal

aag
Lya
330

geg
Ala

gge
Gly

gay
Glu

ceg
Pro

gttt
Val
4190

cgt
Arg

gac
17

ace
Thr

cag
Gln

gct
Ala

tet
Serx
235

ate
Ile

cte
Lau

ctt
Leu

get
Ala

tte
Phe
315

tgg
Trp

tet
Ser

ggc
Gly

ctyg
Lau

tac
Tyr
395

cgt
Arg

get
Ala

Az

cge
Arg

tgt
Cys

cge
Arg
220

Gly

ggt
Gly

aac¢
Asn

aac
Asn

gge
Gly
300

gtt
Val

ctg

gcoa
Ala

ctg
Leu

ttc
Phe
380

gac
Asp

gtt
Val

gac
Asp

cag
Gln

gaa
Glu
205

ate
Ile

ggt
Gly

aaa
Ly=z

gaa
Glu

att
Ile
285

gaa

Glu

gaa
Glu

gcg
Ala

ace
Thr

ceqg
Pro
365

ana
Lys

atg
Met

ctg
Leu

gee
Ala

aqge

ggt
Gly
190

gee
Ala

cge
Arg

gty
Val

aae
Asn

geca
Ala
270

gtt
Val

aac
Asn

gta
Val

cag
Gln

ggt
Gly
350

Lys

gac
Asp

ctg
Leu

agt
Gly

ate
Ila
430

cag

acy
Thr

ctg
Lau

Jag
Glu

gat
Asp

ctg
Leu
255

gag
Glu

cac
His

gat
Asp

tte
Phe

gyge
Gly
335

aaa

Lys

gag
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
415

tte
Phe

gcqg

cge

tgg
Trp

cag
Gln

tee
Sexr
2490

act
Thr

cag
Gln

gta
val

ecg
Pro

gat
Asp
320

age
Thr

goea
Ala

atg
Mat

gtg
val

cgt
Axrg
400

gtg
Val

att
Ile

tte

576

624

672

720

768

8lé

864

912

260

1008

1056

1104

1152

1200

1243

1296

1344



Glu

act
Thr

aag
Lys
465

atg
Mat

teeo
Sar

gag
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

1

Ser
Tyr
Phe
Glu

65
Pro
Gly
Vval
Lau
Asp
145

Glu

Gly

Glu

gtg
val

450
tat
Tyr

ace
Thr

aac
Asn

ate
Ile

4
5

Lau
435

tte
Phe

gac

geca
Ala

cge
Arg

agc
Ser
515

25

PRT
Secuencia artificial

<400> 4
Met Thr Glu Asn

Gln

Cys

Asn

50

Glu

Val

Gly

Glu

Thr

130

Lys

Sar

Yval

Tyr

Glu

35

Pro

Asn

Phe

His

val

115

Ala

val

Cys

Gln

Arg

ctg

tag
Tzrp

cac
His

att
Ile
500

gge
Gly

Thrx

20

Lau

Cys

Sax

Gly

val

100

Val

Asp

Thr

Pro

Phe
180

tgg geg cat
Trp Ala His

Lys Ala Asp

ccg gta gt
Pro Val Arg

ES 2476425 T3

Lau

440

455

gtt gte tct
Val Val Ser

470

485

atc aat gaa
Ile Asn Glu

aag ccyg cca
Lys Pro Pro

Ils
5

Gln

Txp

Gly

Pro

Val

85

Glu

Gly
Ala
Phe

165

His

His Lys

Len Val

Ala Trp

Ile Ile

Arg Ala

70

Cys Tyr

‘Ala Ser

Asp Ser
Lysa Pro
135

Ile Pro
150

Ala Ile

Pro Glu

tecc
Serxr

ctg
Leu

ety
Leu

gtg
Val

gct
Ala

Tyr

gtt
val

cgt
Arg

cceg
Pro

azc
Asn

Asp

gge
Gly

get
Ala

tac
Tyr

Lys Val

gta atg
Val Met

460

gtc gaa
Val Glu

475

490

505

520

His
Ala
Asp

40
Leu
Pro
Gly
Agn
Ala
120

Leu

Ser

Val

Arg

Arg

25

val

Ser

Gln

Met

Glu

105

Leu

Leu

Asp

Ala

Thr
185

acec
Thr

Ila

10
Arg
Thr
Gly
Tyr
Gln

a0
Arg
Val
Asp
Phe
Asn

170

His

ggt
Gly

att
Ile

Leu

Val

Glu

Gly

Val

735

Thr

Glu

Arg

Val

Ile

155

Glu

Thr

18

gat tte
Asp Phe

att tec
Ile Ser

gag tgg
Glu Trp

Ser Gln

445

ggec gat
Gly Asp

acc ate
Thr Ila

cte ggt

Leu Gly

ege gty
Arg Val

Ala Phe

ggt cgt
Gly Arg

gac ttt
Asp Phe

480

cge gttt
Arg Val

495

510

gaa
Glu
525

Ile Leu Asp

Arg Glu Leu

30

Ala Gln Ile
45

Pr¢ Glu Ser

Phe Glu Ala

Met Ala Met

Phe Gly Tvyr

119

Gly Ile Glu
125

Trp Met Ser

140

Thx Val Ala

Glu Lys Arg

Axrg Gln Gly

120

Phe

15
Gly
Arg
Thr
Gly
Gln

a5
Ala
Asp
His
Ser
Phe

175

Thr

gtg tat
Val Tyr

tga

Gly

val

Asp

Val
80
Lau

Gln

Gly

Thr
160

Tyr

Arg

1392

1440

1488

1536

1578



ES 2476425 T3

Met Leu Glu Arg Pha Val Arg Asp Ile Cys Gln Cys Glu Ala Leu Trp
195 200 205

Thr Pre Ala Lys Ile Ile Asp Asp Ala Val Ala Arg Ile Arg Glu Gln
210 215 220

Val Gly Asp Asp Lys Val Ile Leu Gly Leu Ser Gly Gly Val Asgp Ser
225 230 235 240

Sar Val Thr Ala Mat Leu Leu His Arg Ala Ile Gly Lys Asn Leu Thr
248 250 255

Cys Val Phe Val Asp Asn Gly Leu Leu Arg Leu Asn Glu Ala Glu Gln
260 265 270

Val Leu Asp Met Phe Gly Asp His Phe Gly Leu Asn Ile Val His Val
275 280 285

Pro Ala Glu Asp Arg Pha Leu Ser Ala Leu Ala Gly Glu Asn Asp Pro
290 295 300

Glu Ala Lys Axg Lys Ile Ile Gly Arg Val Phe Val Glu Val Phe Asp
305 310 315 320

Glu Glu Ala Leu Lys Leu Glu Asp Val Lys Trp Leu Ala Gln Gly Thr
325 330 335

Ila Tyr Pro Asp Val Ile Glu Ser Ala Ala Sar Ala Thr Gly Lys Ala
340 345 350 .

Higs Val Ile Lys Ser His His Asn Val Gly Gly Leu Pro Lys Glu Met
355 360 365

Lys Met Gly Leu Val Glu Pro Leu Lys Glu Leu Phe Lys Asp Glu Val
370 375 380 .

Arg Lys Ile Gly Leu Glu Leu Gly Leu Pro Tyr Asp Mat Leu Tyxr Arg
388 390 395 400

His Pro Phe Pro Gly Pro Gly Leu Gly Val Arg Val Leu Gly Glu Val
405 410 415

Lys Lys Glu Tyr Cys Asp lLeu Leu Arg Arg Ala Asp Ala Ile Phe Ile
4290 425 430

Glu Glu Leu Arg Lys Ala Asp Leu Tyr Asp Lys Val Ser Gln Ala Phe
435 440 445

Thr Val Phe Leu Pro Val Arg Ser Val Gly Val Met Gly Asp Gly Arg
450 455 460

Lys Tyr Asgp Trp Val Val Ser Leu Arg Ala Val Glu Thr Ile Asp Phe
465 470 475 480

Met Thr Ala His Trp Ala His Leu Pro Tyr Asp Phe Leu Gly Arg Val
485 490 495

Ser Asn Arg Ile Ile Asn Glu Val Asn Gly Ile Ser Arg Val Val Tyr
500 505 510

Asp Ile Sar Gly Lys Pro Pro Ala Thr Ile Glu Trp Glu
515 520 525

19
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg
Met
1

tct
Ser

tac
Tyr

tte
Phea

gaa
Glu
65

ecy

Pro

ggc
Gly

gtt
Val

ctg
Leu

gat
Asp
145

gaa
Glu

ggc
Gly

atg

acg
Thr

cag
Gln

tge
Cys

aat
Asn
50

gaa
Glu

gta
Val

ggt
Gly

gaa
Glu

ace
Thr
130

aaa
Lys

age
Ser

gta
Val

ctg

5

1578

ADN

Secuencia artificial

Secuencia artificial

CDS

(1)..(1575)

ES 2476425 T3

Secuencia de aminoacidos del mutante F12 de aminasa XMP

5
gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
35

cca

Pro

aac
Asn

tte
Phe

cac
Hia

gte
Val
115

gca
Ala

gttt
Val

tge
Cys

cag
Gln

gag

aacg
Asn

act
20
ctg

Leu

age
Ser

agt

Ser

gge
Gly

gtt
Val
100

gta
Val

gac
Asp

ace
Thr

ccg
Pro

ttec
Phe
180

cgt

att
Ila
5

caa
Gln

tgg
Trp

gge
Gly

cog
Pro

gttt
Val
85

gaa

Glua

aac
Asn

ggt
Gly

gct
Ala

ttt
Phe
165

cac
His

ttt

cat
His

ctg
Leu

gcyg
Ala

att
Tle

gt
Arg
70

tge
Cya

gcc
Ala

gac
Asp

aaa
Lys

att
Ila
150

gce
Ala

ceg
Pro

gtg

aag
Lys

gtt
val

tgg
Trp

att
Ile
55

gcg
Ala

tat
Tyr

tct
Sar

age
Ser

ceg
Pro
135

¢y
Pro

att
Ile

gaa
Glu

cgt

cat
His=s

gcg
Ala

gat
Asp
40

ctt
Lau

ceg
Pro

ggc
Gly

Asn

gea
Ala
120

ckyg
Leu

coe
Pro

atg
Met

gtg
Val

gat

cge
Arg

cge
Arg
25

gtg
Val

teco
Ser

cag
Gln

atg
Mat

gaa
Glu
105

ctyg
Leu

cte
Leu

gac
Asp

get
Ala

act
Thr
185

ate

ate
Ila
10

cge
Arg

aca
Thr

ggc
Gly

tat
Tyr

cag
Gln
20

cgt
Arg

gtt
val

gat
Asp

tte
Phe

aac
Asn
170

cat
His

tge

20

cte
Lau

gtg
val

gaa
Glu

gg<
Gly

gtec
val
75

acac

Thr

gaa
Glu

ege
Arxg

gte
Val

atc
Ile
155

gaa
Glu

ace
Thr

cag

att
Ile

cgt
Arg

gca
Ala

acqg
Pro
60

ttt
Phe

atg
Met

ttt
Phe

ggt
Gly

tgg
140
ace

Thr

gaa
Glu

cge
Arg

tgt

ety
Leu

gag
Glu

caa
Gln
45

gaa

Glu

gaa
Glu

gta
Vval

gge
Gly

ate
Ile
125

atg
Met

gta
Val

Lys

caqg
Gln

gaa

gac
Asp

ctyg
Leu
30

act
Ile

agt
Sear

gca
Ala

atg
Mat

tac
Tyr
110

gaa

Glu

agce
Sar

gcc
Ala

cge
Arg

ggt
Gly
120

goc

tte
Phe
15

Gly

cgt
Arg

act
Thr

age
Gly

caqg
Gln
95

geg
Ala

gat
Asp

cae
His

age
Ser

ttc
Phe
175

atg
Met

ctg

ggt
Gly

gttt
Val

gac
Asp

act

gta
val
80

ttyg
Leu

cag
Gln

gcg
Ala

ggc
Gly

ace
Thr
160

tat
Tyr

cge
Arg

tgg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



acg
Thr

gta
val
225

tce
Ser

tge
Cya

gtt
val

ceg
Pro

gaa
s1lu
308

qgaa
Glu

ate
Ile

cac
His

aag
Lys

agt
Arg
385

cac

Hisg

aag
Lysa

gaa
Glu

act
Thr

Leu

cca
Pro
210

ggc
Gly

gta
Val

gta
Val

etg

gca
Ala
290

gca
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr

gte
val

atg
Met
370

aag

Lys

ccg
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

gtg
val

Glu
195

gcg
Ala

gac
Asp

ace
Thr

tte
Phe

gat
Asp
275

gaa

Glu

aaa
Lys

geg
Ala

cot
Pro

ate
Ile
355

ggec
Gly

att
Ile

tte
Phe

gag
Glu
ctyg
435

tte
Fhe

Arg

aaa
Lysa

gat
Asp

geca
Ala

gta
Val
269

aty
Met

gat
Asp

cgt
Arg

ctg
Leu

gac
Asp
340

aaa
Lys

ctg
Leu

ggt
Gly

ceg
Pro

tac
Tyr
420

cgt
Arg

ctg
Lau

Phe

att
Ile

aaa
Lys

atg
Met
245

gac
Asp

Lttt
Phe

cgc
Arg

aaa
Lys=s

aaa
Lya
325

gtt
val

tet
Ser

gtt
val

ctg
Leu

gga
Gly
405

tgt
Cys

aaa
Lys

ceg
Pro

Val

ate
Ile

gtc
Val
230

ctg
Leu

aag
Asn

gg<
Gly

tte
Phe

ate
Ila
310

ctg

Leu

atg
Ila

cac
His

gaa
Glu

gag
Glu
390

cca

Pro

gac
Asp

gcg
Ala

gta
val

Axrg

gag
Asp
215

ate
Ile

ctg
Lau

gge
Gly

gat
Asp

ctg
Lau
295

atc

Ile

gaa
Glu

gaa
Glu

cac
His

cog
Pro
375

ctyg
Lau

ggec
Gly

ctg

gac
Asp

cgt
Arg

ES 2476425 T3

Asp
200

gat
Asp

cta
Leu

cac
His

ctg
Leu

cac
His
280

tea
Ser

ggt
Gly

gac
Asp

tet
Ser

aac
Asn
360

]

gge
Gly

ctt
Leu

ctg
Leu

aetg
Leu
440

tee
Ser

Ile

get
Ala

gg<
Gly

cge
Arg

ctg
Leu
265

ttt
Phe

gcg
Ala

cge
Arg

gtg
val

gcg
Ala
345

gtg
Val

aaa
Lys

ctyg
Leu

ggc
Gly

cge
Arg
425

tac

Tyr

gtt
Val

Cya

gta
Val

ate
Leu

got
Ala
250

cge
Arg

ggt
Gly

¢kyg
Leu

gtt
Val

aaqg
Lys
330

gcg
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

ccg
Pro

gtt
Val
410

cgt
Arg

gac
Asp

ggec
Gly

21

Gln

get
Ala

tet
Ser
235

ate
Ile

cte
Leu

ctt
Leu

get
Ala

tte
Phe
315

tgg
Trp

tet
Ser

gge
Gly

ctg
Leu

tac
Tyr
3ass

cgt
Arg

get
Ala

aaa
Lys

gta
Vval

Cys

ege
220

ggt
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

aac
Asn

gge
Gly
300

gtt
Val

ctg
Lau

gca
Ala

ctg
Leu

tte
Pha
380

gac

Asp

gtt
Val

gac
Asp

gtec
val

atg
Met

Glu
205

ate
Ile

ggt
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu

att
Ile
285

gaa
Glu

gaa
Glu

gcg
Ala

acg
Thr

ceg
Pro
365

aaa
Lya

atg
Mat

ctg
Lau

ges
Ala

age
Ser
445

ggc
Gly

Ala

cgce
Arg

gty
val

aac
Asn

gca
Ala
270

gtt
Val

aac
Asn

gta
Val

cag
Gin

ggt
Gly
350

aaa
Lys

gac
Asp

ety
Leu

ggt
Gly

ate
Ile
430

cag
Gln

gat
Asp

Leu

gag
Glu

gat
Asp

ctg

255

gag
Glu

cac
His

gat
Asp

tte
Pha

gge
Gly
335

aaa
Lys

gag
Glu

gaa
Glu

tae
Tyr

gaa
Glu
415

tte
Phe

gcg
Ala

ggt
Gly

Trp

cag
Gln

tee
Ser
240

act
Thr

cag
Gln

gta
Val

cog
Pro

gat
Asp
320

age
Thx

gca
Ala

atg
Met

gtg
Val

egt
Arg
300

gtg
Val

att
Ile

tte
Phe

cgt
Arg

6712

720

768

g8l6

864

212

260

1008

1056

1104

1152

1200

1248

129¢

1344

1392



aaqg
Lys
465

atg
Mat

tee
Ser

gac
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

450
tat
Tyr

ace
Thr

aac
Asn

ate
Ile

gac
Asp

gca
Ala

cge
Arg

age
Ser
515

6

525
PRT
Secuencia artificial

<400>
Met Thr Glu Asn Ile

1

Ser

Tyx

Phe

Glu

65

Pro

Gly

val

Lau

Asp

145

Glu

Gly

Thr

Gln

Cya

Agn

50

Glu

Val

Gly

Glu

Thr

130

Lys

Ser

Val

Leu

Fro

6

Tyr

Glu

35

Pro

Asn

Pha

His

Val

115

Ala

Val

Cys

Gln

Glu
19%

Ala

tgg
Trp

cac
Hisg

att
Ile
500

gge
Gly

Thr

20
Leu
Sar
Ser
Gly
Val
100

vVal

Agp

Pro

Phe
180

Arg

Lys

gttt
Val

tgg
485
ate

Ile

aag
Lys

5

Gln

Trp

Gly

Pro

Val

85

Glu

Asn

Gly

Ala

Phe

165

His

Phe

Ile

gte
Val
470

gcg
Ala

aat
Asn

ceg
Pro

Hise

Leu

Ala

Ila

Arg

70

Cys

Ala

Asp

Lys

Ile

1590

Ala

Pro

Val

Ile

455
tet

Ser

cat
His

gaa
Glu

esa
Fro

Lys

val

Txp

Ile

55

Ala

Tyr

Ser

Ser

Pro

135

Pro

Ile

Glu

Arg

Asp

ES 2476425 T3

cty

Lau Arg

ctyg
Leu

gtg

VYal Asn

get
Ala
520

His

Ala

Asp

40

Leu

Pro

Gly

Asn

Ala

120

Leau

Pro

Met

Val

Asp
200

Asp

cgt get
Ala

ceg tac
Pro Tyr

gtec
Val

460

475

490

aac

505

ace att
lle

Thr

Arg

25

Val

Sar

Gln

Met

Glu

105

Leu

Lau

Asp

Ala

Thr

185

Ile

Ala

ggt
Gly

Ile

10
Arg
Thr
Gly
Tyr
Gln

90
Arg
val
Asp
Pha
Asn
170
His

Cys

Val

22

gat
Asp

att
Ile

gag
Glu

Leu

val

Glu

Gly

val

75

Thr

Glu

Arg

Val

Ile

155

Glu

Thr

Gln

Ala

gaa
Glu

tte
Fhe

tee
Ser

tgg
Trp

acce atc
Thxr Ile

cte ggt
Leu Gly

ege gtg
Arg Vval

gac
Asp

cge
Arg

ttt
Phe

480

495

510

gaa
Glu

825

Ile

Arg

Ala

Pro

60

Phe

Mat

Phe

Gly

Trp

140

Thr

Glu

Arqg

Cys

Arg

Leu

Glu

Gln

45

Glu

Glu

val

Gly

Ile

125

Mat

Val

Lys

Gln

Glu

205

Ile

Asp
Lau

30
Ile
Ser
Ala
Mat
Tyr
110
Glu
Sar
Ala
Axg
Gly
190

Ala

Arg

gtg
val

gtt
Val

tat
Tyr

tga

Pha

15

Gly

Arg

Thr

Gly

Gln

95

Ala

Asp

His

Serx

Phe

175

Met

Glu

Gly

vVal

Asp

val

80
Leu
Gln
Ala
Gly
Thr

160

Tyr

Trp

Gln

1449

1438

1536

1578



Val
225

Ser

Cys

Val

Pro

Glu

305

Glu

Ile

His

Lys

Arg

385

Hisa

Lys

Glu

Lys
465

Ser

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

210

Gly
val
Val
Lau
Ala
290
Ala
Glu
Tyr
Val
Met
31N
Lys
Pro
Lys
Glu
val
450
Tyr
Thr

Asn

Ile

Asp

Thr

Phe

Asp

275

Glu

Lys

Ala

Pro

Ile

358

Gly

Ile

Phe

Glu

Leu

435

Phe

Asp

Ala

Arg

Ser
515

7
1578
ADN

Asp

Ala

Val

260

Mat

Asp

Arg

Leu

Asp

340

Lys

Leau

Gly

Pro

Tyr

420

Arg

Leu

Trp

His

Ile

500

Gly

Lys

Met

245

Asp

Phe

Arg

Lys

Lys

325

Val

Ser

Val

Leu

Gly

405

Cys

Lys

Pro

Val
Trp
485

Ils

Lys

215

val 1le
230

Leu Leu

Asn Gly

Gly Asp

Phe Leu
295

Ile Ile
310

Leu Glu
Ile Glu
His His
Glu Pro

375

Glu Leu
390

Pro Gly
Asp Leu
Ala Asp
Val Arg

455
Val Ser
470
Ala His

Asn Glu

Pro Pro

Secuencia artificial

ES 2476425 T3

Lau

Him

His

280

Ser

Gly

Asp

Ser

Asn

360

Gly

Lan

Leu

Leu

4149

Ser

Leu

Leu

Val

Ala
520

Gly

Arg

Leu

265

Phea

Ala

Arg

val

Ala

345

Val

Lys

Leu

Gly

Arg

425

Tyr

val

Aryg

Pro

Asn

505

Thr

Leu
Ala
250
Arg
Gly
Leu
val
Lys
330
Ala
Gly
Glu
Pro
Val
410
Arg
Asp
Gly
Ala
Tyx
490

Gly

Ile

23

Sar

235

Ile

Leu

Leu

Ala

Phe
315

Trp

Ser

Gly

Leu

Tyr

395

Arg

Ala

Lys

Val

val
475

Asp

Ila

Glu

220

Gly
Gly
Asn
Asn
Gly
300

val

Lau

Leu
Phe
380
Asp
Val
Asp
Val
Met
460
Glu

Phe

Ser

Trp

Gly
Lys
Glu
Ila
285
Glu
Glu
Ala
Thr
Pro
365
Lys
Met
Lau
Ala
Ser
445
Gly
Thr
Lau

Arg

Glu
525

val

Asn

Ala

270

Val

Asn

Vval

Gln

Gly

350

Lys

Asp

Leu

Gly

Ile

430

Gln

Asp

Ile

Gly

Vval
510

Asp

Lau

255

Glu

His

Asp

Phe

Gly

335

Lys

Glu

Glu

Tyr

Glu

415

Phe

Ala

Gly

Asp

Arg

4595

Val

Ser

240

Thr

Gln

Val

Pro

Asp

320

Thr

Ala

Mat

Val

Arg

400

Val

Ile

Phe

Arg

Phe

4180

Val

Tyr



<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

atg
Met
1

tet
Ser

tag
Tyr

tte
Phe

gaa
Glu
65

ceg

Pro

gge
Gly

get
Ala

ctg

gat

Asp
145

gaa

Glu

ggc
Gly

atg
Met

acy
Thr

Secuencia artificial

CDS

(1)..(1575)

ES 2476425 T3

Secuencia de aminoacidos del mutante F63 de aminasa XMP
<400> 7

acg gaa
Thr Glu

cag tac
Gln Tyr

tge gaa
Cys Glu
35

aat cca
A=n Pro
50

gaa aac
Glu Asn

gta ttc
Vval Pha

ggt cac
Gly His

gaa gte
Glu val
115

age gea
Thr Ala
130

aaz gtt
Lys Val

agce tgc
Ser Cys

gta cag
Val Gln

ctg gag
Leu Glu
1985

cca geg
Pro Ala

aac
Asn

act
Thr
20

oty
Leu

agec
Ser

agt

Ser

ggc
Gly

gtt
Val
100

gta
Val

gac
Asp

ace
Thr

ceg
Pro

tte
FPhe
180

cgt
Arg

aaa
Lysa

att
Ile
5

caa
Gln

tgg
Trp

gge
Gly

ceg
Pro

gtt
Val

gaa
Glu

aaa
Asn

ggt
Gly

get
Ala

ttt
Pha
165

cac
His

ttt
Phe

att
Ile

cat
His

ctg
Leu

geg
Ala

att
Ile

cgt
Arg
70

tge
Cys

gee
Ala

gac
Asp

aaa
Lys

att
Ile
150

gee
Ala

acg
Pro

gtg
Val

ate
Ile

aag
Lys=

gtt
Val

tgy
Trp

att
Ile
55

geg
Ala

tat
Tyr

tet
Sear

age
Sar

ceqg
Pro
135

coyg
Pro

att
Ile

gaa
Glu

gt
Arg

gac
Asp

cat
His

gag
Ala

gat
Asp
40

ctt
Leu

ecg
Pro

gge
Gly

aac
Asn

gca
Ala
120

ctg
Leu

teog
Ser

atg
Met

gtg
Val

gat
Asp
200

gat
Aasp

cgc
Arg

cge
Arg
25

gtg
Val

tee
Sar

cag
Gln

atg
Mat

gaa
Glu
105

ctg
Leu

ctc
Lau

gac
Asp

get
Ala

act
Thr
185

ate

Ile

gct
Ala

ate
Ile
10

cge

Arg

aca
Thr

gge
Gly

tat
Tyr

cag
Gln

cgt
Arg

gtt
Val

gat
Asp

tte
Phe

aac
Asn
170

cat
His

tge
Cys

gta
Vval

24

cta
Leu

gtg
Val

gaa
Glu

ggc
Gly

gte
val
75

ace
Thr

gaa
Glu

cge
Arg

gte
val

ate
Ile
155

gaa
Glu

acgc
Thr

cag
Gln

get
Ala

att
Ile

cgt
Arg

gea
Ala

ccg
Pro
60

ttt
Phe

atg
Mat

ttt
Phe

ggt
Gly
tag
140

acc
Thr

gaa
Glu

cgce
Arg

tgt
Cys

cge
Arg

ctg
Lau

gag
Glu

[=f_F_§
Gln

gaa
Glu

gaa
Glu

gta
val

ggc
Gly

ate
Ila
125

atg
Met

gta
Val

aaa
Lysa

cag
Gln

gaa
Glu
2058

ate
Ila

gac
Asp

ctg
Lieu
30

att
Ile

agt
Ser

gca
Ala

atg
Met

tac
Tyr
1140

gaa
Glu

age
Ser

gce
Ala

cge
Arg

ggt
Gly
190

gee

Ala

cge
Arg

tte
Phe
15

ggt
Gly

cgt
Arg

act
Thr

ggc
Gly

cag
Gln
95

gcg
Ala

gat
Asp

cag
His

age
Ser

tte
Phe
175

acg
Thr

ctg
Leu

gag
Glu

ggt
Gly

gtt
Val

gac
Asp

act
Thr

gta
Val
80

ttg
Leu

cag
Gln

geg
Ala

gge
Gly

acc
Thr
160

tat
Tyr

cge
Arg

tgg
Trp

cag
Gln

48

9¢

144

192

2490

288

336

384

432

480

528

576

624

€72



gta
val
225

tee
Ser

tge
Cys

gtt
Val

ceg
Pro

gaa
Glu
305

gaa
Glu

ate
Ile

cac
Hisg

aag
Lys

ogt
Arg
385

cac
His

aaqg
Lys

gaa
Glu

act
Thr

aag
Lys
465

210

ggc
Gly

gta
val

gta
Val

ety
Leu

gca
Ala
290

gea
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr

gtec
Vval

atg
Mat
370

aag
Lys

ceg
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

gtg
Val

450

tat
Tyr

gac
As=p

ace
Thr

tte
Phe

gat
Asp
275

gaa
Glu

aaa
Lys

gog
Ala

-1} A
Pro

ate
Ile
355

ggc
Gly

att
Ile

tte
Phe

gag
Glu

ctqg
Leu
435

tte
Phe

ggc
Gly

gat
Asp

gca
Ala

gte
Val
260

atg
Met

gat
Asp

cgt
Arg

ctg
Leu

gac
Asp

2AN
L L

aaa
Lya

oty
Leu

gqgt
Gly

ecqg
Pro

tac
Tyr
420

egt
Arg

etg
Leu

tgg
Tzp

aaa
Lys

atg
Met
245

gaa
Asp

tet
Phe

cgc
Arg

aaa
Lys

aaa
Lys
325

gt
Val

tet
Ser

gtt
Vval

ctyg
Leu

gga
Gly
405

tgt
Cys

aaa
Lys

ccg
Pro

gtt
Val

gte
Val
230

ctg
Leu

aae
Asn

age
Gly

tte
Phe

ate
Ila
310

ctg
Lau

atoe
Ile

cae
His

gaa
Glu

gag
Glu
390

fatat
Pro

gac
Asp

g<g
Ala

gta
Val

gte
val
470

215

ate
Ile

ctg
Leu

gge
Gly

gat
Asp

ctg
Leu
295

atce
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu

cac
His

ceg
Pro
375

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

gac
Asp

egt
Arg
455

tet
Ser

ES 2476425 T3

cte
Leu

cag
His

ctg
Leu

cae
His
280

tca
Ser

ggt
Gly

gac
Asp

teot
Ser

aac
Aan
360

ctg
Lau

gge
Gly

ctt
Leu

ety
Lau

ctg
Leu
440

tee

Ser

ctyg
Leu

gge
Gly

cge
Arg

ctg
Leu
265

ttt
Fhe

gcg
Ala

cge
Arg

gtg
val

geg
Ala

TAR
- R

gtg
val

aaa
Lys

ctg
Leu

gge
Gly

cege
Arg
425

tac

Tyr

gtt
Val

cgt
Arg

[=) X=)
Leu

gect
Ala
250

cge
Arg

Gly

ctg
Lau

gtt
val

aag
Lys
330

geg
aAla

gge
Gly

gag
Glu

ccg
Pro

gtt
Val
410

cgt
Arg

gac
Asp

gge
Gly

get
Ala

25

tet
Sar
235

ate
Ile

cta
Leau

ctt
Leu

get
Ala

tte
Phe
315

tgg
Txp

tet
Ser

gge
Gly

ctg
Leun

tac
Tyr
395

egt
Arg

gct
Ala

aaa
Lys

gta
val

gte
Val
475

220

ggt
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

aac
Asn

gge
Gly
300

gtt
Val

ctg
Leu

goa
Ala

ctg
Leu

tte
Pha
380

gac
Asp

gtt
Val

gac
Asp

gte
val

atg
Mat
460

gaa
Glu

ggt
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu

att
Ile
285

gaa
Glu

gaa
Glu

gcg
Ala

ace
Thr

ceg
Pro
365

aaa

Lys

atg
Mat:

ctg

gee
Ala

age
Ser
445

gge
Gly

acae
Thr

gtg
Val

aac
Asn

gca
Ala
270

gtt
Val

aac
Asn

gta
val

cag
Gln

ggt
Gly

2ENM
-t

aaa
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

ggt
Gly

ate
Ila
430

cag

Gln

gat
Asp

atc
Ile

gat
Asp

ctg
Leu
255

gag
Glu

cac
Hisg

gat
Asp

tte
Phe

ggc
Gly
335

Lys

gag
Glu

gaa
Glu

tac
Tyx

gaa
Glu
415

tte
FPhe

gcg
Ala

qggt
Gly

gac
Asp

tee
Ser
240

act
Thr

cag
Gln

gta
Val

ccqg
Pro

gat
Asp
320

acc
Thr

gca
Ala

atg
Mat

gtyg
Val

cgt
Arg
400

gtg
Val

att
Ile

tte
Pha

cgt
Arg

ttt
Phe
480

720

768

8lé

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

l248

1296

1344

1392

14490



atg
Met

tce
Ser

gac
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

acc
Thx

aac
Asn

atc
Ile

8

geca
Ala

cge
Arg

age
Ser
515

525
PRT
Secuencia artificial

.8

cac
His

att
Ile
500

ggc
Gly

Mat Thr Glu Asn

1

Ser

Tyr

Phe

Glu

65

Pro

Gly

Ala

Leu

Asp

145

Glu

Gly

Thr

Val
225

Gln

Cys

Asn

50

Glu

val

Gly

Glu

Thr

130

Lys

Ser

Val

Leu

Pro

210

Gly

Tyr
Glu

35
Pro
Asn
Phe
His
Val
115
Ala
Val
Cys
Gln
Glu
155

Ala

Asp

Thr

20
Leu
Serx
Ser
Gly
val
100
Val
Asp
Thr
Pro
Phe
180
Arg

Lys

Asp

tag

485
atec

Ile

aag
Lys

Ile
5

Gln

Trp

Gly

Pro

Val

85

Glu

Asn

Gly

Ala

Phae

165

His

Phe

Ila

Lys

gcg
Ala

aat
Asn

ccg
Pro

His

Ala

Ile

Arg

70

Cys

Ala

Asp

Lys

Ila

150

Ala

Pro

Vval

Jle

val
230

cat
His

gaa
Glu

cca
Pro

Lys

Val

Trp

Ile

5%

Ala

Tyr

Ser

Ser

Pro

135

Pro

Ile

Glu

Arg

Asp

215

Ila

ES 2476425 T3

oty
Leu

gtg
Val

gct
Ala
520

His

Ala

Asp

40

Leu

Pro

Gly

Asn

Ala

120

Leu

Ser

Met

Val

Asp

200

Asp

Lau

¢og
Pro

aac
Asn
505

aca

Arg

Arg

25

Val

Sar

Gln

Met

Glu

1905

Leu

Asp

Ala

Thr

185

Ile

Ala

Gly

tac

Tyr
490

Gly

att
Ile

Ile

Arg

Thx

Gly

Tyxr

Gln

20

Arg

val

Asp

Phe

Aan

170

His

Cys

Vval

Leu

26

gat
Asp

att
Ila

gayg
Glu

Leu

Vval

Glu

Gly

Val

75

Thr

Glu

Arg

val

Ila

155

Glu

Thr

Gln

Ala

Ser
235

tte
Fhe

tee
Serx

tgg
Trp

Ile

-Arg

Ala
Pro

&0
Phe
Met
Phe
Gly
Trp
140

Thr

Glu

Cys

Arg
220

Gly

cte
Leu

cge
Axg

gaa
Glu
525

Glu
Gln

45
Glu
Glu
Val
Gly
Ile
125
Mat
val
Lys
Gln
Glu
205

Ile

Gly

ggt
Gly

gtg
val

510

Asp

Leu

30

Ile

Sar

Ala

Met

Tyr

110

Glu

Ser

Ala

Arg

Gly

150

Ala

Arg

Val

cge
Arg
495

gtg
val

Pha
15
Gly

Arg

Thr

Gly

Gln

295

Ala

Asp

His

Ser

Phe

175

Thr

Leu

Glu

Asp

gtk
Val

tat
Tyr

tga

Gly

Val

Asp

Thr

Val

80

Leu

Gln

Ala

Gly

Thr

160

Tyr

Arg

Trp

Gln

Ser
240

1488

1536

1578



10

Ser

Cys

Val

Pro

Glu
305

Glu

Ile

His

Lys

Arg
385

His

Lys

Glu

Thr

Lys
465

Ser

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

Vval

Vval

Leu

Ala

250

Ala

Glu

Tyr

Val

Meat

370

Lys

Pro

Lys

Glu

Val

450

Tyr

Thr

Asn

Ile

CDS

Thr

Phe

Asp

275

Glu

Lya

Ala

Pro

Ila

355

Gly

Ila

Phe

Glu

Leu

435

Phe

Gly

Ala

Arg

Ser
515

9
1578
ADN

Ala

Val

260

Met

Asp

Arg

Leu

Asp

340

Lys

Leu

Gly

Pro

Tyx

420

Arg

Leu

Trp

Hia

Ile

500

Gly

Met

245

Asp

Phe

Arg

Lys

Lys

325

Val

Ser

Val

Leu

Gly

405

Cys

Lys

Pro

Val

Trp
485

Ile

Lys

Leu

Asn

Gly

Phe

Ile

310

Leu

Ila

His

Glu

Glu

390

Pro

Asp

Ala

Val

Val

470

Ala

Aan

Pro

Secuencia artificial

Leu

Gly

Asp

Leu

295

Ile

Glu

Glu

His

Pro

375

Leu

Gly

Leu

Asp

Arg

455

Ser

His

Glu

Pro
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His

Lau

His

280

Sex

Gly

Asp

Ser

Asan

360

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

440

Ser

Leu

Leu

Val

Ala
520

Secuencia de ADN de G3-1

Arg

Lau

265

Pha

Ala

Arg

Val

Ala

345

Vval

Lys

Leu

Gly

Arg

425

Tyr

Val

Arg

Pro

Asn

505

Thr

Ala
250

Gly

val
Lys
330
Ala
Gly
Glu
Pro
val
410
Arg
Asp
Gly
Ala
Tyr
490

Gly

Ile

27

Ile

Leu

Leu

Ala

Phe
315

Trp

Sar

Gly

Leu

Tyr

395

Arg

Ala

Lys

Val

Val

475

Asp

Ile

Glu

Gly

Asn

Asn

Gly

300

Val

Leu

Ala

Leu

Phe

380

Asp

val

Agp

Val

Met

460

Glu

Phe

Ser

Trp

Lys

Glu

Ila

285

Glu

Glu

Ala

Thr

Pro

365

Lys

Met

Ala
Ser
445

Gly

Thr

Arg

Glu
525

Ala

270

Val

Asn

val

Gln

Gly

350

Lys

Asp

Leu

Gly

Ile

430

Gln

Asp

Ile

Gly

Val
510

Leau

2535

Glu

His

Asp

Phe

Gly

335

Lys

Glu

Glu

Tyr

Glu

415

Phe

Ala

Gly

Asp

495

Val

Thr

Gln

Val

Pro

Asp

320

Thx

Ala

Mat

val

Arg

400

Val

Ile

Phe

Arg

FPhe

480

Val

Tyr



<222>

atg
Met
1

tet
Ser

tac
Tyr

tte
Phe

gaa
Glu
65

ceg
Pro

ggec
Gly

gtt
val

oty
Len

gat
Asp
145

gaa
Glu

gge
Gly

atg
Met

acg
Thr

gta
Val
225

(1)..(1575)
<223> Aminoacido de G3-1

<400>
acg gaa aac

Thr

cag
Gln

tge
Cys

aat
Asn
50

gaa
Glu

gta
val

ggt
Gly

gaa
Glu

ace
Thr
130

aaa
Lys

age
Ser

gta
val

ctg
Leu

cca
Pro
210

gge
Gly

9

Glu

tac
Tyx

gaa
Glu
35

cca
Pro

aac
Asn

tte
Phe

cac
His

gte
val
115

gea
Ala

gtt
Vval

tge
Cys

cag
Gln

qgag
Glu
195

gcg
Ala

gac
Asp

Asn

act
Thr
20

ttg
Leu

tgc
Cya

agt

Ser

gge
Gly

gtt
Vval
100

gta
val

gac
Asgp

ago
Thr

ccg
Pro

tte
Phe
B R: 1]

cgt
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

att
Ile
5

caa
Gln

tgg
Trp

gge
Gly

ccqg
Pro

gtt
val
85

gaa
Glu

aac
Aszn

ggt
Gly

gct
Ala

ttt
Pha
165

cace

Hia

ttk
Phe

att
Ile

aaa
Lys

cat
His

ctg
Lau

geg
ala

att
Ila

cgt
Arg
70

tge
Cys

gec
Ala

gac
Asp

aaa
Lys

att
Ile
150

gee
Ala

cog
Pro

gtg
Val

atc
Ile

gte
val
230

aag
Lys

gtt
Vval

tgg
Txp

att
Ile
55

geg
Ala

tat
Tyr

tet
Ser

agc
Ser

ceg
Pro
135

ccg
Pro

att
Ila

gaa
Glu

cqt
arg

gac
Asp
215

ate
Ila

ES 2476425 T3

cat
His

gcg
Ala

gat
Asgp
40

ctt
Leu

ccyg
Pro

gge
Gly

aac
Asn

gea
Ala
120

ctg
Leu

teo
Sar

atg
Mat

gtg
val

gat
Asp
200

gat
Asp

cte
Leu

age
Arg

cge
Arg
25

gtg
Val

tee
Sar

cag
Gln

atg
Mat

gaa
Glu
105

ctyg
Leu

cte
Leu

gac
Asp

geot
Ala

act
Thr
185

atc
Ile

got
Ala

gge
Gly

ate
Ile
10

cge
Arg

aca
Thr

ggc
Gly

tat
Tyr

cag
Gln
29

cgt
Arg

gt
val

gat
Asp

tte
Pha

aac
Asn
170

cat
His

tgec
Cys

gta
val

ete
Leau

28

cte
Leu

gtg
Val

gaa
Glu

gge
Gly

gte
Val
15

ace
Thr

gaa
Glu

age
Arg

gte
Val

ate
Ile
155

gaa
Glu

ace
Thr

caq
Gln

get
Ala

tet
Ser
235

att
Ile

cgt
Arg

gca
Ala

ceg
Pro
60

ttt
Phe

atg
Met

ttt
Phe

ggt
Gly
tog
140
ace

Thr

gaa
Glu

ege
Arg

tgt
Cys

cge
Axrg
220

Gly

ctg
Len

gag
Glu

caa
Gln
45

gaa
Glu

gaa
Glu

gca
Ala

ggc
Gly

ate
Ila
125

atyg
Mat

gta
Val

aaa
Lys

cag
Gln

gaa
&1la
205

ate

Ila

ggt
Gly

gac
Asp

ctg

30

att
Ile

agt

Ser

gca
Ala

atg
Met

tac
Tyr
110

gaa
Glu

age
Ser

gce
Ala

cge
Arg

ggt
Gly
190

gce
Ala

cge
Axg

gtg
val

tte
Phe
15

Gly

cgt
Arg

act
Thr

gge
Gly

cag
Gln
95

Jgcg
Ala

gat
Asp

cacg
His

age
Serx

tte
Phea
175

acyg
Thr

ctg
Leu

gag
Glu

gat
Asp

ggt
Gly

gtt
Val

gac
Asp

act
Thr

gta
val
80

ttg

cag
Gln

geg
Ala

gac
Gly

acc
Thr
160

tat
Tyr

age
Arg

tgg
Trp

cag
Gln

tee
Ser
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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teec gta ace gea atg ctg ctg cac cge get ate ggt aga aac otg act 768
Ser Val Thr Ala Met Leu Leu His Arg Ala Ile Gly Arg Asn Leu Thr
245 250 255

tge gta tte gte gac aac gyge ctg cbg cge ctc aac gaa goea gag cag 816
Cys Val Phe Val Asp Asn Gly lLeu Leu Arg Leu Asn Glu Ala Glu Gln
260 265 270

gtt ¢tg gat atg ttt gge gat cac ttt ggt ctt aac att gtt cagc gta 864
Val Leu Asp Met Phe Gly Asp His Phe Gly Leu Asn Ile Val His Val
275 280 285

cog gea gaa gat ege tte ctg tca goeg ctg get gge gaa aac gat ceg 912
Pro Ala Glu Asp Arg Phe Len Ser Ala Leu Ala Gly Glu Aan Asp Pro
230 295 200

gaa g¢a aaa ogt aasa ate atc ggt cge gttt tte gttt gaa gta ttae gat 960
Glu Ala Lys Arg Lys Ile Ile Gly Arg Val Phe Val Glu Val Phe Aap
305 310 31s 320

gaa gaa gcg ctg aaa ctg gaa gac gtg aag tgg ctg geog cag gge acc 1008
Glu Glu Ala Leu Lys Leu Glu Asp Val Lys Trp Leu Ala Gln Gly Thr
325 330 335

ate tac cct gac gtt ate gaa tet gog geg tet gea ace ggt aaa gea 1056
Ilae Tyr Pro Asp Val Ile Glu Ser Ala Ala Ser Ala Thr Gly Lys Ala
340 345 350

cac gte ate aaa tet cac cac aae gtg gge gge ¢ty <cg aaa gag atg 1104
His Val Ile Lys Ser His His Asn Val Gly Gly Leu Pro Lys Glu Met
355 360 365

aag atg ggc ctg gtt gaa ¢cg ctg aaa gag ¢tg ttc aaa gac gaa gtg 1152
Lya Met Gly Leu Val Glu Pro Leu Lys Glu Leu Phe Lys Asp Glu Val
370 375 380

cgt aag att ggt ctg gag ctg gge ctg ccg tac gac atg ctg tac cgt 1200
Arg Lys Ile Gly Leu Glu Leu Gly Leu Pro Tyr Asp Mat Leu Tyr Arg
385 390 395 400

caqc aeg tte ceg gga coca gge ctt gge gtt cgt gttt otg ggt gaa gtg 1248
His Pro Phe Pro Gly Pro Gly Leu Gly Val Arg Val lLeu Gly Glu Val

405 410 415

aag aaa gag tac tgt gac ctg ctg cge cgt get gac gec ate tte att 1296
Lys Lys Glu Tyr Cys Asp Leu Leu Arg Arg Ala Asp Ala Ile Phe Ile
420 425 430

gaa gaaz ctg cgt aaa geg gac ctg tac gac aaa gtc age cag geg tte 1244
Glu Glu Leu Arg Lys Ala Asp Leu Tyr Asp Lysg Val Ser Gln Ala Phe
435 440 ' 445

act gtg ttc ctg ccg ata cgt tee gtt gge gta atg ggec gat ggt cot 1382
Thr Val Phe Leu Pro Ile Arg Ser Val Gly Val Met Gly Asp Gly Arg
450 455 460

aag tat gac tgyg gtt gte tet ctg cgt get gte gaa ace ate gac ttt 1440
Lys Tyr Asp Trp Val Val Ser Leu Arg Ala Val Glu Thr Ile Asp Phe
465 470 475 480

atg acc geca cac tgg gog cat ctg ccg tac gat ttc cte ggt cge gtt 1488
Met Thr Ala His Trp Ala His Leu Pro Tyr Asp Phe Leu Gly Arg Val
485 490 495

29
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taoe aac cge att ate aat gaa gtg aac ggt att tce ege gtg gtg tat
Ser Asn Arg Ile Ile Asn Glu Val Asn Gly Ile Ser Arxg Val Val Tyr
500 505 510

gac atc agc ggo aag ctg cca goct acc att gag tgg gaa
Asp Ile Ser Gly Lys Pro Pro Ala Thr Ile Glu Trp Glu

515 520 25

<210> 10
<211> 525
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 10

Met Thr Glu Asn Ile His Lys His Arg lIle Leu Ile Leu

1 5 10

Ser Gln Tyr Thr Gln Leu Val Ala Arg Arg Val Arg Glu
20 25

Tyr Cys Glu Leu Trp Ala Trp Asp Val Thr Glu Ala Gln
35 ' 40 45

Phe Asn Pro Cys Gly Ile Ile Leu Ser Gly Gly Pro Glu
50 55 60

Glu Glu Asn Ser Pro Arg Ala Pro Gln Tyr Val Phe Glu
65 70 75

Pro Val Pha Gly Val Cys Tyr Gly Met Gln Thr Met Ala
85 20

Gly Gly His Val Glu Ala Ser Asn Glu Arg Glu Phe Gly
100 105

Val Glu Val Val Asn Asp Ser Ala Lau Val Arg Gly Ile
115 120 125

Lau Thr Ala Asp Gly Lys Pro Leu Lau Asp Val Trp Met
120 135 144a

Asp Lys Val Thr Ala Ile Pro Saer Asp Phe Ile Thr Val
145 150 155

Glu Ser Cys Pro Phe Ala Ile Met Ala Asn Glu Glu Lys
165 170

Gly Val Gln Phe His Pro Glu Val Thr His Thr Axrg Gln
180 185

Met Lau Glu Arg Phe Val Arg Asp Ile Cys Gln Cys Glu
155 200 205

Thr Pre Ala Lys Ile Ile Asp Asp Ala Val Ala Arg Ile
210 215 2290

Val Gly Asp Asp Lys Val Ile Leu Gly Leu Ser Gly Gly
225 230 235

Ser Val Thr Ala Met Leu Leu His Arg Ala Ile Gly Arxrg
245 250

Cys Val Phe Val Asp Asn Gly Leu Leu Arg Leu Asn Glu
260 265

30

Asp

Lau

30

Ile

Ser

Ala

Met

Tyr

110

Glu

Ser

Ala

Arg

Gly

190

Ala

val

Asn

Ala
270

tga

Phe

15
Gly
Arg
Thr
Gly
Gln

95
Ala
Asp
His
Sar
Phe
175
Thr
Leu
Glu
Asp
Ieu

255

Glu

Gly

val

Asp

Thr

Val

80

Leu

Gln

Ala

Gly

Thx

160

Tyr

Arg

Trp

Gln

Sar

240

Thx

Gln

1536

1578
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Val Leu Asp Mat Phe Gly Asp His Phe Gly Leu Asn Ile Val His Val
275 280 28%

Pro Ala Glu Asp Arg Phe Leu Sar Ala Leu Ala Gly Glu Asn Asp Pro
290 295 300

Glu Ala Lys Arg Lys Ile Ile Gly Arg Val Phe Val Glu Val Phe Asp
305 319 315 320

Glu Glu Ala Leu Lys Leu Glu Asp Val Lys Trp Leu Ala Gln Gly Thr
3z2s 330 335

Ile Tyr Pro Asp Val Ile Glu Ser Ala Ala Ser Ala Thr Gly Lys Ala
340 345 350

His Val Ile Lys Sear His His Asn Val Gly Gly Leu Pro Lys Glu Met
355 360 365

Lys Met Gly Leu Val Glu Pro Leu Lys Glu Leu FPhe Lys Asp Glu Val
370 375 380

Arg Lys Ile Gly Leu Glu Leu Gly Leu Pro Tyr Asp Met Leu Tyr Arg
385 390 395 400

His Pro Phe Pro Gly Pro Gly Leu Gly Val Arg Val Leu Gly Glu Val
405 410 415

Lys Lys Glu Tyr Cys Asp Leu Leu Arg Arg Ala Asp Ala Ile Phae Ile
420 425 430

Glu Glu Leu Arg Lys Ala Asp Leu Tyr Asp Lys Val Ser Gln Ala Phe
435 440 445

Thr Val Phe Leu Pro Ile Arg Ser Val Gly Val Met Gly Asp Gly Arg
450 455 460

Lys Tyr Asp Trp Val Val Ser Leu Arg Ala Val Glu Thr Ile Asp Phe
465 470 475 480

Met Thr Ala His Trp Ala His Leu Pro Tyr Asp Phe Leu Gly Arg Val
485 490 455

Ser Asn Arg Ile Ile Asn Glu Val Asn Gly Ile Ser Arg Val Val Tyr
500 505 510

Asp Ile Ser Gly Lys Pro Pro Ala Thr Ile Glu Trp Glu
515 520 825
<210> 11
<211> 1578
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN de F12-1

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1575)

<223> Secuencia de aminoacidos de F12-1

31



<400>

atg
Met
1

tet
Sar

tac
Tyr

tte
Phea

gaa
Glu
65

ccqg
Pro

ggc
Gly

gtt
Val

ctg
Leu

gat
Asp
145

gaa
Glu

gge
Gly

atyg
Mat

acg
Thr

gta
Val
225

tee
Ser

acg
Thr

cag
Gln

tge
Cys

aat
Asn

gaa
Glu

gta
Val

Gly

gaa

Glu
ace
130
aaa

Lys

age
Ser

gta
val

atg
Leu

Gcoa
Pro
210

gge
Gly

gta
val

11
gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
35

cca
Pro

aac
Asn

tte
Phe

cac
His

gte
Val
115

gca
Ala

gtt
Val

tge
Cys

cag
Gln

gag
Glu
195

gcg
Ala

gac
Asp

acc
Thr

aag
Asn

act
20

ctg
Leu

age
Sar

agt
Ser

age
Gly

agtt
Val
100

gta
Val

gac
Asp

ace
Thr

cag
Pro

tte
Phe
180

cgt
Axg

aaa
Ly=

gat
Asp

gea
Ala

att
Ile

caa
Gln

tgg
Trp

gge
Gly

ccg
Pro

gtt
Vval
85

gaa
Glu

aag
Asn

agt
Gly

get
aAla

ttt
Phe
165

cac
His

ttt
Pha

att
Ile

aaa
Lys

atg
Met
245

cat
His

ctyg

gcg
Ala

att
Ile

cgt
70

tge
Cys

gee
Ala

gac
Asp

aaa
Lys

att
Tla
150

gee
Ala

ceg
Pro

gtg
Val

ate
Ila

gtc
Val
230

ctg
Leu

ES 2476425 T3

aag cat
Lys Hia

gtt geg
Val Ala

tgg gat
Trp Agp
40

att ctt
Ile Lau
55

gcg ccq
Ala Pro

tat ggc
Tyr Gly

tet aac
Ser Asn

agc gea
Ser Ala
120

ceg ctg
Pro Leu
135

ccg coe
Pro Pro

att atg
Ila Met

gaa gtg
Glu val

cgt gat
Arg Asp
200

gac gat
Asp Asp
215

atc cte

Ile Leu

ety cac
Leu His

cge
Arg

ege
Arg
25

gtg
Val

tee
Ser

cag
Gln

atg
Mat

gaa
Glu
105

ctg
Leu

cte
Leu

gac
Asp

gect
Ala

act
Thr
185

ate
Ile

get
Ala

gge
Gly

ege
Arg

atce
Ile
10

cge
Arg

aca
Thr

gge
Gly

tat
TYr

cag
Gln
20

cgt:
Arg

gtt
val

gat
Asp

tte
Phe

aac
Asn
170

cat

His

tge
Cys

gta
Val

cte
Leu

get
Ala
250

32

cte
Leu

gtg
Val

gaa
Glu

gge
Gly

gte
val
7%

ace
Thr

gaa
Glu

cge
Arg

gte
val

ate
Ile
155

gaa
Glu

ace
Thr

cag
Gln

get
Ala

tct
Ser
235

ate
Ile

att
Ile

cgt
Arg

gca
Ala

ceg
Pro
60

ttt
Pha

atg
Mat

ttt
Phe

ggt

Gly

tag
140

ace
Thr

gaa
Glu

cge
Arg

tgt
Cys

cge
Arg
220

ggt
Gly

agt
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

caa
Gln
45

gaa
Glu

gaa
Glu

gta
Vval

gge
Gly

ate
Ile
125

atyg
Met

gta
val

aaa
Lys

caqg
Gln

gaa
Glu
205

ate

Ile

ggt
Gly

aaa
Lys

gac
Asp

ctg
Leu
30

att
Ile

Ser

gca
Ala

atg
Mat

tac
Tyr
110

gaa
Glu

age
Ser

gee
Ala

cge
Arg

ggt
Gly
190

gee

Ala

age
Arg

gtg
val

aa¢
Asn

tte
Pha
15

Gly

cgt
Arg

act
Thr

ggc
Gly

cag
Gln
95

geg
Ala

gat
Asp

cac
His

age
Sar

tte
Phe
175

atg
Met

ctg
Leu

gagq
Glu

gat
Asp

ctg
Leu
255

ggt
Gly

gtt
Val

gac
Asp

act
Thx

gta
val
80

ttg
Lau

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly

ace
Thr
160

tat
Tyr

cge
Arg

tgg
Trp

cag
Gln

tec
Ser
240

act
Thr

48

96

144

192

2440

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



tgc
Cys

gkt
Val

ceqg
Pro

gaa
Glu
305

gaa
Glu

ate
Ile

cac
His

aag
Lys

egt
Arg
385

cac

His

aag
Lys

gayg
Glu

act
Thr

aaqg
Lys
465

atg
Meat

tea
Ser

gac

gta
Val

ety
Leu

gea
Ala
290

geca
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr

gte
Val

atg
Met
370

aag

Lys

cag
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

gtg
Val
450

tat
Tyr

ace
Thr

aac
Asan

ate

tte
Phe

gat
Asp
275
gaa
Glu

aaa
Lya

gcg
Ala

cct
Pro

ate
Ile
355

gge
Gly

att
Ile

tte
Phe

gag
Glu

ctg
435

tte
Fhe

gae
Asp

gea
Ala

cgc

age

gtec
Val
260

atg
Met

gat
Asp

egt
Arg

ctqg
Leu

gac
Asp
340

aaa

Lys

ctg
Leu

ggt
Gly

acg
Pro

tag
Tyx
420

cgt

ctyg
Leu

tgg
Trp

cac
His

att
Ile
500

gg<

gac
Asp

ttt
Pha

egc
Arg

aaa
Lys

aaa
Lys
325

gtt
Val

tet
Ser

gtt
Val

ety

gga
Gly
408

tgt
Cys

aaa
Lys

ceg
Pro

gtt
Val

tgg

485

ate
Ile

aag

aac
Asn

gge
Gly

tte
Phe

ate
Ile
310

ctg
Leu

ate
Ile

cac

gaa
Glu

gag
Glu
390

cca
Pro

gac
Asp

gcg
Ala

ata
Ile

gte
val
470

gcg
Ala

aat
Asn

ceg

ggc
Gly

gat
Asp

ctg
Len
295

ate

Ila

gaa
Glu

gaa
Glu

<ac
His

ccg
Pro
375

otg

ggc
Gly

ety
Lau

gac
Asp

gt
Arg
458

tet
Ser

cat
His

gaa
Glu

cca

ES 2476425 T3

ctg
Lau

cac
His
280

tea
Ser

ggt
Gly

gac¢
Asp

tect
Ser

aac
Asgn
360

ctg
Leu

gge
Gly

ctt
Leu

ctyg
Leu

aetg
Leu
440

tee
Ser

ctyg
Leu

otg
Leu

gtg
Val

get

ctg
265

ttt
Phe

gcqg
Ala

age
Arg

gtyg
vVal

gcg
Ala
345

gtg
Val

aaa
Lys

ctg

gge
Gly

cge
Arg
425

tac

Tyrx

gtt
Val

egt
Arg

ecyg
Pro

aac
Asn
505

acc

cge
Arg

gat
Gly

ctg
Leun

gtt
Val

aag
Lys
330

gcqg
Ala

gge
Gly

gag
Glu

ceg
Pro

gtt
Val
410

cgt

gac
Asp

gg<
Gly

got
Ala

tac
Tyr
490

ggt
Gly

att

cte
Lau

ctt
Leun

get
Ala

tte
Phe
315

tgg
Trp

tot
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

tac
Tyr
395

cgt
Arg

get
Ala

aaa
Lys

gta
Val

gte
Val
475

gat
Asp

att
Ila

gag

33

aacg
Asn

aac
Asn

gge
Gly
300

gtt
val

ctg
Leu

gca
Ala

ctg

tte
Phe
380

gac

Asp

gtt
Val

gat
Asp

gte
val

atg
Mat
460

gaa
Glu

tte
Phe

tee
Sear

tgg

gaa
Glu

att
Ile
285

gaa
Glu

gaa
Glu

g<g
Ala

ace
Thx

ccg
Pro
365

aaa
Lys

atg
Met

ctg
Leu

gee
Ala

age
Ser
445

gge
Gly

ace

cte
Lau

cge
Axg

gaa

gea
Ala
270

gtt
val

aac
Aan

gta
Val

cag
Gln

ggt
Gly
230

aaa
Lys

gac
Asgp

ctg

ggt
Gly

ate
Ile
430

cag
Gln

gat
Aap

ate
Ile

ggt
Gly

gtg
val
510

gag
Glu

cac
His

gat
Asp

tte
Phe

gge
Gly
335

aaa
Lys

gag
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
415

tte
Phe

gcg
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

ege
Axrg
495

gtg
Val

cag
Gln

gta
val

ecg
Pro

gat
Asp
320

ace
Thx

gea
Ala

atg
Mat

gtg
val

cgt
Arg
400

gtg
val

att
Ile

tte
Phe

cgt
Arg

ttt
Phe
480

gtt
val

tat
Tyxr

tga

8lé

864
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tte
Phe

gaa
Glu
65

ceg
Pro

gge
Gly

gtt
val

ctg
Leu

gat
Asp
145

gaa
Glu

gge
Gly

atg
Met

acg
Thr

gta
Val
225

tee

Ser

tge
Cys

gtt
Val

ccg
Pro

Cys

aat
Asgn
50

gaa
Glu

gta

Vval

gat
Gly

gaa
Glu

acc
Thx
130

aaa

Lys

agec
Ser

gta
Val

ctyg

cca
Pro
210

ggc
Gly

gta
Val

gta
val

ctg
Leu

gca
Ala

Glu
35

cCca
Pro

aac
Asn

tte
Phe

cac
His

gte
Val
115

gca
Ala

gtt
Val

tge
Cys

cag
Gln

gayg
Glu
195

gcg
Ala

gac
Asp

ace
Thr

tte
Pha

gat
Asp
275

gaa
Glu

Leu

age
Ser

agt
Ser

gge
Gly

gtt
val
100

gta
Val

gac
Asp

ace
Thr

ccg
Pro

tte
Phe
180

cgt
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

gca
Ala

gte
Val
260

atg
Met

gat
Asp

Trp

ggc
Gly

ceg
Pro

gtt
Val
85

gaa
Glu

aac
Agn

agt
Gly

get
Ala

ttt
Phe
165

cac
His

ttt
Phe

att
Ile

aaa
Lys

atg
Mat
245

gac

Asp

ttt
Phe

cge
Arg

Ala

att
Ile

cgt
Arg
70

gca
Ala

gee
Ala

gac
Asp

aaa
Lys

att
Ila
150

gee
Ala

cag
Pro

gtg
Val

ate
Ile

gte
Val
230

oLy

Leu

aac
Asn

gge
Gly

tte
Phe

Trp

att
Ile
55

gog
Ala

tat
Tyr

tek
Ser

agc
Ser

cog
Pxo
135
cog
Pro

att
Ile

gaa
Glu

egt
Axg
qag
215
atg

Ile

ctg
Leu

gac
Gly

gat
Asp

ctg
Leu
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Asp
40

ctt
Leu

ceg
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

gca
Ala
120

ctg
Leu

tee
Ser

atg
Met

gtg
Val

gat
Asp
200

gat
Asp

cte
Leu

cac
His

ctyg
Lau

cac
His
280

tea
Ser

Val

tec
Ser

cag
Gln

atg
Met

gaa
Glu
195

ctg
Lau

ctce
Leu

gac¢
Asp

gct
Ala

act
Thx
185

at¢
Ile

gct
Ala

ggc
Gly

cgc
Arg
ctg
265

ttt
Phe

gcg
Ala

ggc
Gly

tat
Tyx

cag
Gln
90

cat
Arg

gtt
Val

gat
Asp

tte
Phe

aac
Asn
170

cat

His

tge
Cys

gta
val

cte
Leu

get
Ala
250

cac

Arg

ggt
Gly

ctg
Leu

40

Glu

ggc
Gly

gte
Val
75

ace
Thr

gaa
Glu

cge
Arg

gte
Val

ate
Ile
155

gaa
Glu

ase
Thr

cag
Gln

got
Ala

tect
Ser
235

atc
Ile

cte
Leu

ctt
Leu

got
Ala

Ala

ceq
Prxo
60

ttt
Pha

atg
Mat

ttt
FPhe

ggt
Gly
tag
140

ace

gaa
Glu

cge
Arg

tgt
Cys

cge
Arg
220

ggt
Gly

qgt
Gly

aac
Aan

aa¢
Asn

gge
Gly

Gln
45

gaa
Glu

gaa
Glu

gca
Ala

gge
Gly

atc
Ila
125

atg
Met

gta
Vval

aaa
Lys=

cag
G1ln

gaa
Glu
205

at¢
Ile

ggt
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu

att
Ila
285

gaa
Glu

Ile

agt
Ser

gca
Ala

atg
Met

tag
Tyr
110

gaa
Glu

age
Ser

geae
Ala

ege
Arg

ggt
Gly
150

gce
Ala

age
Arg

gtg
Val

aac
Asn

geca
Ala
279

gtt
val

aac
Asn

Arg

act
Thr

ggc
Gly

caqg
Gln
95

gcg
Ala

gat
Asp

cac
His

age
Ser

tte
Pha
175

atg
Met

ctg

gag
Glu

gat
Asp

ctg
Leu
255

gag
Glu

cac
His

gat
Asp

Asp

act

gta
val
80

ttg
Leu

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly

ace
Thr
160

tat
Tyx

ege
Arg

tgg
Trp

cag
Gln

tee
Sex
240

act
Thr

cag
Gln

gta
Vval

ceqg
Pro

132

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8lé6

864

912



gaa
Glu
308

gaa
Glu

ate
Ile

cac
Hia

aag
Lys

ogt
Arg
385

cae
His

aag
Lys

gaa
Glu

act
Thr

aag
Lys
465

atg
Met

teg
Ser

gac
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

290
gca

Ala

gaa
Glu

tac

Tyr

gte
val
atg
370
aag

Lys

ceg
Pro

aaa
Ly=s

gaa
Glu

gtg
Val

450
tat
Tyr

ace
Thr

aag
Asn

ate
Ila

anpa
Lys

gcg
Ala

cct
Pro

ate
Ile
355

gge
dly

att
Ile

tte
Phe

gag
Glu

ctg
Leu
435

tte
Phe

gac
Asp

gea
Ala

cgc
Arg

agce
Ser
515

16

525
PRT
Secuencia artificial

16

cgt
Arg

ctg

gac
Asp
3490

aaa
Lys

ctg
Leu

ggt
Gly

cey
Pro

tac
Tyr
420

cgt
Arg

ctg
Leu

tgg
Trp

cae
His

att
Ile
500

gge
Gly

aaa
Lys

Lys
325

gtt
Val

tct
Ser

gttt
Val

ctg
Leu

gga
Gly
408

tgt
Cys

aaa
Lys

ccg
Pro

gtt
val
tgg
485

atc
Ile

aaqg
Lys

ate
Ile
310

ctg
Leu

ate
Ile

cac
His

gaa
Glu

gag
Glu
390

cca
Pro

gac
Asp

gcg
Ala

gta
Vval

gte
val
470

asg
Ala

aat
Asn

cag
Pro

295

atc
Ile

gaa
Glu

gqaa
Glu

cagc
His

cey
Pro
375

ctg
Leu

gge
Gly

ctg
Leu

gac
Agp

cgt
Arg
455

tet

Ser

cat
His

gaa
Glu

cca
Pro
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Gly

gac
Asp

tct
Ser

aag
Asn
360

ctg
Leu

ggae
Gly

okt
Leu

ctg

ctg
Leu
440

tece
Ser

ctg
Leu

ckg
Leu

gtg
Val

get
Ala
520

cge
Arg

gtg
val

gcg
Ala
345

gtg
val

aaa
Lys

ctg

ggec
Gly

cgc
Arg
425

tac
Tyr

gtt
Val

cqt
Axrg

ceg
Pro

aac
Asn
505

ace
Thr

gtt
Val

aag
Lya
330

gcqg
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

ceg
Pro

gttt
val
410

cgt
Arg

gac
Asp

ggc
Gly

gect
Ala

tac
Tyr
490

ggt
Gly

att
Ile

41

tte
Phe
315

tgg
Trp

tect
Sar

gge
Gly

ctg
Lau

tae
Tyxr
395

cgt
Arg

gct
Ala

aaa
Lys=s

gta
Val

gto
val
475

gat
Asp

att
Tle

gag
Glu

300

gtt
Val

ctg
Lau

gca
Ala

ctg

tte
Phe
380

gac
Asp

gtt
vVal

gac
Asp

gt¢
val

atg
Met
460

gaa
Glu

tte
Pha

too
Sar

tgg
Trp

gaa
Glu

geq
Ala

acae
Thr

caqg
Pro
365

aaa
Lys

atg
Met

cty
Leu

gec
Ala

age
Serx
445

ggc
Gly

age
Thr

cte
Leu

cge
Arg

gaa
Glu
525

gta
Val

cag
Gln

ggt
Gly
350

aaa
Lys

gae
Asp

ctg
Leu

Gly

atc
Ile
430

cag
Gln

gat
Asp

ate
Ile

ggt
Gly

gtg
Val

510

tte
Phea

gge
Gly
338

aaa
Lysa

gag
Glu

gaa
Glu

tac
Tyx

gaa
Glu
415

tte
Pha

gcyg
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

ege
Arg
495

gtg
val

gat
Asp
320

ace
Thx

gca
Ala

atg
Met

gtg
val

cgt
Arg
4400

gtg
val

att
Ile

tte
Phe

cgt
Arg

ttt
Fhe
480

gtt
Vval

tat
Tyr

tga

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1578



Ser

Tyr

Phe

Glu

65

Pro

Gly

val

Asp

145

Glu

Gly

Met

Thr

val

225

Ser

Cys

val

Pro

Glu

305

Glu

Ile

Thr

Gln

Cys

Asn

50

Glu

val

Gly

Glu

Thr

130

Lys

Ser

Val

Leu

Pro

210

Gly

Val

Val

Leu

Ala

290

Ala

Glu

Tyr

Glu

Tyr

Glu

35

Pro

Asn

Phe

His

val

115

Ala

Vval

Cys

Gln

Glu

195

Ala

Asp

Thr

Phe

Asp

275

Glu

Lys

Ala

Pro

Asn

Thr

20

Leu

Ser

Ser

Gly

Val

100

Val

Asp

Thr

Pro

Phe

180

Arg

Lys

Asp

Ala

val

260

Met

Asp

Arg

Leu

Asp
340

Ile

Gln

Trp

Gly

Pro

Val

85

Glu

Asn

Gly

Ala

Phe

165

His

Phe

Ile

Lys

Met

245

Asp

Phe

Arg

Lys

Lys

325

Val

His

Leu

Ala

Ile

Arg

70

Ala

Ala

Asp

Lys

Ile

150

Ala

Pro

val

Ile

Val

230

Leu

Asn

Gly

Phe

Ile

310

Leu

Ile

Lys

Val

Trp

Ile

55

Ala

Tyr

Ser

Ser

Pro

135

Pro

Ile

Glu

Arg

Asp

215

Ile

Leu

Gly

Asp

Leu

295

Ile

Glu

Glu
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His

Ala

Asp

40

Leu

Pro

Gly

Asn

Ala

120

Leu

Ser

Met

Val

Asp

200

Asp

Leu

His

Leu

His

280

Ser

Gly

Asp

Ser

Axg

Arg

25

val

Ser

Gln

Met

Glu

105

Leu

Leu

Asp

Ala

Thr

185

Ile

Ala

Gly

Arg

Leu

265

Phe

Ala

Arg

Val

Ala
345

Ile

10

Arg

Thr

Gly

Tyr

Gln

90

Arg

Vval

Asp

Phe

Asn

170

His

Cys

Val

Leu

Ala

250

Arg

Gly

Leu

Val

Lys

330

Ala

42

Leu

val

Glu

Gly

val

75

Thr

Glu

Arg

val

Ile

155

Glu

Thr

Gln

Ala

Ser

235

Ile

Leu

Leu

Ala

Phe
315

Trp

Ser

Ile

Arg

Ala

Pro

60

Phe

Met

Phe

Gly

Trp

140

Thr

Glu

Arg

Cys

Axrg

220

Gly

Gly

Asn

Asn

Gly

300

Val

Leu

Ala

Leu

Glu

Gln

45

Glu

Glu

Ala

Gly

Ile

125

Met

Val

Lys

Gln

Glu

205

Ile

Gly

Lys

Glu

Ile

285

Glu

Glu

Ala

Thr

Asp
Leu

30
Ile
Ser
Ala
Met
Tyr
110
Glu
Ser
Ala
Arg
Gly
190
Ala
Arg
Val
Asn
Ala
270
val
Asn
Val

Gln

Gly
350

Phe

15

Gly

Arg

Thr

Gly

Gln

95

Ala

Asp

His

Ser

Phe

175

Met

Leu

Glu

Asp

Leu

255

Glu

His

Asp

Phe

Gly

335

Lys

Gly

Val

Asp

Thr

Val

80

Leu

Gln

Ala

Gly

Thr

160

Tyr

Arg

Trp

Gln

Ser

240

Thr

Gln

Val

Pro

Asp

320

Thr

Ala



10

His

Lys

Arg

385

His

Lys

-G@lua

Lys
465

Ser

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Vval

Mat

370

Lys

Pro

Lys

Glu

Val

450

Tyr

Thr

Asn

Ile

<400>

atg
Met
1

tet
Ser

tac

tte
Phe

acyg
Thr

cag
Gln

tge
Cys

aat
Aan

Ile

3585

Gly

Ile

Phe

Glu

Leu

435

Phe

Asp

Ala

Arg

Ser
515

17

1578
ADN

Lys=

Leu

Gly

Pro

Tyr

420

Arg

Leu

Trp

Hisg

Ile

500

Gly

Sear

Val

Leu

Gly

4405

Cys

Lys

Pro

Val

Trp
485

Ile

Lya

His

Glu

Glu

390

Pro

Asp

Ala

val

Val

470

Ala

Asn

Pro

Secuencia artificial

Hia

Pro

375

Leu

Gly

Leu

Asp

Arg

455

Sar

His

Gla

Pro
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Aan

360

Leu

Gly

Leu

Lau

Leu

440

Ser

Leun

Lau

Val

Ala
520

Secuencia de ADN de G3C

CDS
(1)..(1575)

Val

Lys

Leu

Gly

Arg

425

Tyr

val

Arg

Pro

Asn

505

Thx

Secuencia de aminoacidos de G3C

17
gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Gln
35

cca
Pro

aac
Asn

act
Thr
20

ttg

tge
Cys

att
Ile
5

caa

Gln

tgg
Trp

gge
Gly

cat
His

ctg
Leu

geg
Ala

att
ITla

aag
Lys

gtt
val

tgg
Trp

att
Ile

cat
His

geg
Ala

gat
Asp
40

ottt
Leu

ogc
Arg

cge
Arg
25

gtg
val

tece
Ser

Gly

Glu

Pro

val

410

Arg

Asp

Gly

Ala

Tyr

490

Gly

Ila

ate
Ile
10

cgc
Arg

aca
Thr

gge
Gly

43

Gly

Lau

Tyr

395

Arg

Ala

Lysa

Val

Val

475

Asp

Ile

Glu

cte
Lau

gtg
Val

gaa
Glu

gg<
Gly

Leu

Pha

380

Asp

Val

Asp

val

Met

460

Glu

Phe

Sar

Trp

att
Ile

cgt
Arg

gca
Ala

ceg
Pro

Pro
365

Lys

Met

Leu

Ala

Sar

445

Gly

Thr

Leu

Axg

Glu
525

ctyg
Leu

gag
Glu

caa
Gln
45

gaa
Glu

Ly=

Asp

Leu

Gly

Ile

430

Gln

Asp

Ile

Gly

Val
510

gae
Asp

ctg
Leu

att
Ile

agt

Sar

Glu

Glu

Tyx

Glu

415

Phe

Ala

Gly

Asp

Arg

495

Val

tte
Phe

ggt
Gly

egt
Arg

act.
Thr

Met

Val

Arg

400

val

Ila

Pha

Arg

Phe

480

Vval

Tyr

ggt
Gly

gtt
val

gac
Asp

act
Thr

48

1

144

192



gaa
Glu
65

ccg
Preo

gge
Gly

gtt
Val

ctyg
Leu

gat
Asp
145

gaa
Glu

age
Gly

atg
Met

acg
Thr

gta
Val
225

tee
Ser

tge
Cysa

gtt
Val

cecg
Pro

gaa
Glu
305

S0

gaa
Glu

gta
Val

Gly

gaa
Glu

ace
Thr
130

aaa
Lys

age
Sar

gta
Yal

ctg
Leu

cca
Pro
210

ggc
Gly

gta
val

gta
val

ctg
Len

gca
Ala
290

gea
Ala

aac
Asn

tte
Pha

cagc
His

gte
Val
115

gca
Ala

gtt
val

tge
Cys

cag
Gln

gag
Glu
185

gecg
Ala

gac
Asp

ace
Thr

tte
Phe

gat
Asp
275

gaa
Glu

aaa

Lys

agt

Sar

gge
Gly

gtt
Vval
100

gta
Vval

gac¢
Agp

ace
Thx

cog
Pro

tte
Phe
180

cgt
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

gea
Ala

gtec
Val
260

atg
Mat

gat
Asp

cgt
Arg

cecqg
Pro

gtt
val
85

gaa
Glu

aac
Asn

Gly

get
Ala

tth
Phe
165

cac
His

tet
Phe

att
Ile

aaa
Lys

atg
Met
245

gac
Asp

ttt
Pha

cge
Arg

aaa
Lys

cgt
Axg
70

gca
Ala

gec
Ala

gac
Asp

aaa
Ly=s

att
Ile
150

gea
Ala

ceg
Pro

gtg
val

ate
Ile

gte
Val
230

ctyg
Leu

aac
Asn

gge
Gly

tte
Phe

ate
Ile
31¢

55

gcg
Ala

tat
Tyr

tet
Ser

age
Ser

ceg
Pro
135

ccg

Pro

att
Ila

gaa
Glu

cgt
Arg

gac
Asp
215

atec
Ile

ety
Leau

ggc
Gly

gat
A=mp
ctg
295

ate
Ile
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accg
Pro

ggc
Gly

aac
Asan

gca
Ala
120

ctg
Leu

tee
Serx

atg
Met

gtg
val

gat
Asp
200

gat
Asp

ctec
Leu

cac
His

ctg
Lau

cae
His
280

tca

Sar

ggt
Gly

cag
Gln

atg
Meat

gaa
Glu
105

actg
Leu

cte
Leu

gac
Asp

get
aAla

act
Thr
185

ate

Ile

gct
Ala

ggc
Gly

cge
Axg
cty
265

ttt
Phe

geq
Ala

cge
Arg

tat
Tyx

cag
Gln
99

cgt
Arg

gtt
Val

gat
Asp

tte
Phe

aac
Asn
170

cat
His

tgc
Cys

gta
Val

cte
Leu

gct
Ala
250

cgc
Arg

Gly

ctg
Leau

gtt
val

44

gte
Vval
75

ace
Thr

gaa
Glu

cge
Arg

gte
val

ate
Ile
155

gaa
Glu

ace
Thr

cag
Gln

gct
Ala

tet
Ser
235

atg
Ile

cte
Leu

ettt
Lau

gct
Ala

tte
Pha
315

€0

ttt
Pha

atg
Mat

Lttt
Phe

ggt
Gly

tgg
140

ace
Thr

gaa
Glu

age
Axqg

tgt
Cys

cge
Arg
220

ggt
Gly

agt
Gly

aac
Asn

aac
Asn

ggc
Gly
300

gtt
val

gaa
Glu

gca
Ala

gg<
Gly

ate
Ile
125

atg
Met

gta
Val

aaa
Lys

cag
Gln

gaa
Glu
205

ate
Ile

ggt
Gly

aga
Arg

gaa
Glu

att
Ila
285

gaa
Glu

gaa
Glu

gea
Ala

atg
Mat

tac
Tyr
110

gaa
Glu

age
Ser

goe
Ala

age
Arg

ggt
Gly
190

gee
Ala

cge
Axrg

gtg
Val

aac¢
Asn

gca
Ala
270

gtt
val

aac
Asn

gta
val

gge
Gly

cag
Gln
95

gcg
Ala

gat
Asp

cag
His

age
Ser

tte
Phe
175

acyg

ctg
Leu

gaq
Glu

gat.
Asp
ctg

255

gag
Glu

cac
His

gat
Asp

tLe
Phe

gta
Val
80

ttg
Leu

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly

ace
Thr
160

tat
Tyr

cge
Arg

tag
Txp

cag
Gln

tee
Ser
240

act
Thr

cag
Gln

gta
vVal

ccg
Pro

gat
Asp
320

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

812

960



gaa
Glu

ate
Ila

cac
His

aag
Ly=s

agt
385

cac
His

aag
Lys

gaa
Glu

act
Thr

aag
Lys
465

atg

tece
Ser

gac
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Thr Glu Agn Ile His Lys His Arg Ile Leu Ile Lau Asp Phe Gly

1

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

gaa
Glu

tac
Tyr

gte
val

atg

370

gcqg
Ala

cot
Pro

ate
Ile
355

gge
Gly

aag att

Lys

ccg
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

atg

‘Val

450
tat
Tyr

ace
Thr

aac
Asn

ate
Ile

Ile

ttc
Phe

gag
Glu

ety
Leu
435

tte
Phe

gac
Asp

gea
Ala

cge
Arg

agec
Ser
515

18

525

PRT

ctg
Lau

gaec
Asp
340

aaa
Ly=

ctg
Leu

ggt
Gly

ccg
Pro

tac
Tyr
420

cgt
Arg

ctg
Leu

tag
Trp

cas
His

att
Ile
500

ggc
Gly

aaa
Lys
325

gtt
Val

tet
Ser

gtt
Val

cty
Lau

gga
Gly
405

togt
Cys

aaa
Lys

cog
Pro

gtt
Val
tag
485
ate

Ila

aag
Lys

otg
Lax

ate
Ile

cac
His

gaa
Glu

gag
Glu
380

cca
Pro

gac
Asp

gcg
Ala

ata
Ile

gte
Val
470

geg
Ala

aat
Asn

ceg
Pro

Secuencia artificial

18

20

5

gaa
Glu

gaa
Glu

cag
His
ecg
375

ctg
Leu

gge
Gly

ctg
Leu

gac
Asp

egt
Arg
455

tet

Ser

cat
His

gaa
Glu

cca
Pro
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gac
Axp

tet
Ser

aac
Asn
360

ety
Leun

gge
Gly

ot
Leu

¢ty
Leu

ctg
Leu
440

tee
Ser

ctg
Leu

atg
Leu

gtg
Val

get
Ala
520

gtg
val

gcg
Ala
345

gtg
Vval

aaa
Lys

ctg
Lau

gage
Gly

cge
Axg
425

tac
TYyr

gtt
Val

cgt
Axrg

cag
Pro

aac
Asn
505

ace
Thr

aag
Lys
330

gcyg
Ala

gyge
Gly

gag
Glu

ceg
Pro

gtt
Val
410

cgt
Arg

gac
Asp

gge
Gly

gct
Ala

tae
Tyr
490

ggt
Gly

att
Ile

tgg
TIp

tot
Ser

gge
Gly

ctg
Leu

tace
Tyr
395

cgt
Arg

gct
Ala

aaa
Lys

gta
VvVal

gte
val
475

gat
Asp

att
Ile

gag
Glu

10

25

45

ctg
Leu

geca
Ala

ctg

tte
Phe
380

gac
Asp

gtt
Val

ga¢
Asp

gte
val

atg
Met
460

gaa
6lu

tte
Phe

tece
Ser

tyy
Txp

gcg
Ala

acc
Thr

ccg
Pro
365

aaa
Lys

atg
Mat

ctg
Leu

gce
Ala

age
Sar
445

gge
Gly

acc
Thr

ate
Leu

cge
Arg

gaa
Glu
525

cag
Gln

ggt
Gly
a59

aaa
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

ggt
Gly

ate
Ila
430

cag
Gln

gat
Asp

ate
Ila

ggt
Gly

gtg
Val

510

gg¢
Gly
335

aaa
Lys

gag
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
415

tte
Phe

gey
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

cge
Arg
495

gtg
Val

30

acc
Thr

gca
Ala

atg
Met

gtg
Val
cgt
400

gtg
Val

att
Ile

tte
Pha

egt
Axg

ttt
Phe
480

gttt
val

tat
Tyr

tga

15

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

153&

1578



Tyx

Phe

Glu

Pro

Gly

Val

Leu

Asp

145

Glu

Gly

Vval
225
Ser
Cys
Val
Pro
Glu
305
Glu
Ile

His

Lys

Cys Glu
35

Asn Pro
50

Glu Asn
Vval Phae
Gly His
Glu Val

115

Thr Ala
130

Lys Vval

Sar Cys

Val Gln

Leu Glu
155

Pro Ala
210

Gly Asp
Val Thr
Val Phe
Leu Asp

275

Ala Glu
290

Ala Lys
Glu ala
Tyr Pro
val Ile

355

Met Gly

Leu

Cys

Ser

Gly

Val

100

Val

Thr

Pro

Phe

180

Arg

Lys

Asp

Ala

val

260

Mat

Asp

Leu
Asp
3440

Lys

Leu

Trp

Gly

Bro

Val

85

Glu

Asn

Gly

Ala

Phe

165

His

Phe

Ile

Lys

Mat
245

Asp

Phe

Arg

Lys

Lys

325

val

Sex

Vval

Ala

Ile

Arg

70

Ala

Ala

Asp

Lys

Ile

150

Ala

Pro

val

Ile

Val

230

Lau

Asn

Gly

Phe

Ile

310

Leu

Ile

His

Glu

Trp
Ils
L)

Ala

Tyr

Ser

Ser

Pro

135

Pro

Ila

Glua

Arg

Asp

215

Ile

Leou

Gly

Asp

Lau

295

Ile

Glu

Glu

His

Pro
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Asp

40

Leu

Pro

Gly

Asn

Ala

120

Ser

Mat

val

Asp

200

Asp

Leu

His

Leaeu

His

280

Ser

Gly

Asp

Ser

Asn

360

Leu

Val

Ser

Gln

Met

Glu

1935

Leu

Leu

Asp

Ala

185

Ile

Ala

Gly

Arg

Leu

265

Phe

Ala

Axg

val

Ala

345

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

Gln
90

Arg

Val

Asp

Pha

Asn

170

His

Cys

val

Leu

Ala

250

Arg

Gly

Leu

val

Lya

330

Ala

Gly

Glu

46

Glu
Gly
Val

75

Thr

Glu

Val

Ila

155

Glu

Thr

Gln

Ala

Ser

235

Ile

Leu

Leu

Ala

FPhe
315

Trp

Ser

Gly

Leu

Ala
Pro

60
Phe
Met
Phe
Gly
Txp
140

Thr

Glu

Cys

220

Gly

Gly

Asn

Asn

Gly

300

val

Leu

Ala

Leu

Phe

Gln

45

Glu

Glu

Ala

Gly

Ilea

125

Met

Val

Lys

Gln

Glu

205

Ile

Gly

Axg

Glu

Ile

285

Glu

Glu

Ala

Thr

Pro

365

Lys

Ile

Ser

Ala

Mat

Tyr

110

Glu

Ser

Ala

Arg

Gly

190

Ala

Arg

val

Asn

Ala

270

val

RAsn

val

Gln

Gly

350

Lys

Asp

Arg

Thr

Gly

Gln

95

Ala

Asp

His

Ser

Pha

175

Thr

Leau

Glu

Asp

Leu

255

Glu

His

Asp

Phe

Gly

335

Lys

Glu

Glu

Asp

Thr

Val

80

Lau

Gln

Ala

Gly

Thr

1lé0

Tyr

Aryg

Trp

Gln

Ser

240

Thr

Gln

val

Pro

Asp

320

Thr

Ala

Met

val



10

Arg
385

His

Lys=

Glu

Thr

Lys

465

Met

Ser

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

370

Lys

Pro

Lys

Glu

Val

450

Tyr

Thr

Asn

Ile

<400>

atg
Met
1

tet
Sar

tac
Tyrx

tto
Phe

gaa
Glu
65

acg
Thr

cag
Gln

tge
Cya

aat
hsn
S0

gaa
Glu

Ile

Phe

Glu

Leu

435

Asp

Ala

Arg

Sear
515

19

Gly

Pro

Tyr
420
Arg
Leu
Trp

His

Ile
500

Gly

1578
ADN
Secuencia artificial

Lau
Gly
405
Cys
Lys

Proe

val

Trp
485

Ile

Lys

Glu

390

Pro

Asp

Ala

Ile

val

470

Ala

Asn

Pro

ES 2476425 T3

375

Leu Gly Leu

Gly Leu Gly

Leu Leu Arg

425

Asp Leu Tyr
440

Arg Ser Val

455

Ser Leu Arg

His Leu Pro

Glu Val Asn

505

Pro Ala Thr
520

Secuencia de ADN de F12C

CDS

(1)..(1575)

Secuencia de aminoacidos de F12C

18
gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
35

oca
Pro

aac
Asn

aac att
Asn Ile

act caa
Thr Gln

20

ctg tgg
Leu Trp

age gge
Saer Gly

agt ccg
Ser Pro

5

His

ety
Lau

acg
Ala

att
Ile

cgt
Axg

70

cat aag cat
Lys His

gtt geg
Vval Ala

tgg gat
Txp Asp

40

att ettt
Ile Leu
55

gcqg ocg
Ala Fro

cge ate
Arg Ile
10

cge cge
Arg Arg

25

gtg aca
Val Thr

tee gge
Sar Gly

cag tat
GLn Tyr

Pro

Val

410

Asp

Gly

Ala

Tyx

490

Gly

Ile

cte
Leau

gtg
val

gaa
Glu

gge
Gly

gte
val

Tyx
395
Axg
Ala
Lys
Val
Val
475
Asp

Ile

Glu

att
Tle

cgt
Arg

gca
Ala

ceg
Pro

380

Asp

Val

Asp

Val

Met.

460

Glu

Phe

Ser

Trp

ctg
Len

gag
Glu

¢aa
Gln

Met

Lau

Ala

Ser

445

Gly

Thr

Leu

Axrg

Glu
525

Leu Tyr Arg

400

Gly Glu Val

415

Ile Phe Ile

430

Gln Ala Phe

Asp Gly Arg

Ila Asp Phe

480

Gly Arg Val

495

val val Tyr

510

gac tte
Asp Phe

18

ctg ggt
Leu Gly

30

45

60

75

47

tte
Phe

gaa
Glu

gaa
Glu

att cgt
Ilas Arg

agt act
Ser Thr

geca gge
Ala dGly

ggt
Gly

gtt
Val

ga¢
Asp

act
Thr

gta
val
80

48

96

144

192

240



ceg
Pro

gge
Gly

gtt
Val

ctg
Lau

gat
Asp
145

gaa
Glu

gge
Gly

atg
Met

acg
Thr

gta
Val
225

tce
Sear

tge
Cys

gtt
Val

ooy
Pro

gaa
Glu
205

gaa
Glu

gta
Vval

ggt
Gly

gaa
Glu

ace
Thx
1320

aaa
Lys

agc
Sar

gta
val

ctg
Lau

cca
Pro
210

ggc
Gly

gta
val

gta
Val

ctg
Leu

gca
Ala
290

gea
Ala

gaa
Glu

ttec
Phe

cac
His

gte
val
115

gca
Ala

gtt
val

tge
Cys

cag
Gln

gag
Glu
1985

gcg
Ala

gac
Asp

acc
Thr

tte
Phe

gat
asp
275

gaa

Glu

aaa
Lys

gcg
Ala

ggec
Gly

gtt
Vval
100

gta
Val

gac
Asp

aes
Thzx

ccg
Pro

tte
Phe
180

cgt
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

gea
Ala

gte
val
260

atg
Mat

gat
Asp

cgt
Arg

ckg
Leu

gtt
Val
85

gaa
Glu

aag
Asn

ggt
Gly

get
Ala

ttt
Phe
165

cac
His

ttt
Pha

att
Ile

aaa
Lyasa

atg
Met
245

gac
Asp

£ttt
Phe

cge
Arg

aaa
Lys

aaa
Lys
325

gea
Ala

gee
Ala

gac
Asp

aaa
Lys

att
Ile
150

gce
Ala

ceg
Pro

gtg
val

ate
Ile

gte
Val
239

ctg
Leu

aac
Asn

gge
Gly

tte
Phe

ate
Ile
310

atg
Leu

tat
Tyr

tet
Ser

age
Ser

ccg
Pro
135
ceqg
Pro

att
Ile

gaa
Glu

cgt
Arg

gac
Asp
215
ate
Ile

ctg

gg<
Gly

gat
Asp
ctg
295
ate

Ile

gaa
Glu
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ggec
Gly

aac
asn

gca
Ala
120

cty
Lou

cca
Pro

atg
Mat

gtg
Val

gat
Asp
200

gat
Asp

ete
Leu

cac
His

ctyg
Leu

cae
His
280

teca
Ser

ggt
Gly

gacs
Asp

atyg
Met

gaa
Glu
105

ctg
Leu

cte
Leau

gac
Asp

gct

act
Thr
185

ate
Ile

get
Ala

gge
Gly

ege
Arg

ety
Lau
265

ttt
Phe

gog
Ala

cge
Arg

gtg
val

cag
Gln
90

egt
arg

gttt
Val

gat
Asp

tte
Phea

aac
Asn
170

cat
His

tge
Cys

gta
Val

cte
Lau

gct
Ala
250

cge

Arg

ggt
Gly

¢ty
Leu

gtt
val

aag
Lys
330

48

ace
Thr

gaa
Glu

cgc
Arg

gte
Val

ate
Ile
155

gaa
Glu

ace
Thr

cag
Gln

get
Ala

tect
Sar
235

ate
Ile

cte
Leu

ctt
Leu

get
Ala

tte
Phe
315

tgg
Trp

atg
Met

ttt
Pha

agt
Gly

tag
Trp
140

ace
Thr

gaa
Glu

oge
Arg

tgt
Cys

cge
Arg
220

ggt
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

aac
Asn

gge
Gly
300

agtt
Val

oty

gta
Val

ggc
Gly

ate
Ile
125

atg
Mat

gta
Val

aaa
Lys

cag
Gln

gaa
Glu
205

atc
Ile

ggt
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu

att
Ila
285

gaa
Glu

gaa
Glu

gcg
Ala

atqg
Mat

tae
Tyr
110

gaa
Glu

age
Sar

gee
Ala

oge
Arg

ggt
Gly
190

gee
Ala

ege
Arg

gtg
val

aac
Asn

gca
Ala
270

gtt
Val

aac
Asn

gta
Val

caqg
Gln

cag
Gln
85

gcy
Ala

gat
Asp

cac
Hisg

age
Sexr

tte
Phe
17%

atg
Mat

ctg
Leu

gag
Glu

gat
Asp
ctg
25%

gag
Glu

cac
Hig

gat
Asp

tte
Phe

gge
Gly
335

ttg
Leu

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly

ase
Thr
160

tat
Tyr

cge
Arg

tgg
Trp

caqg
Gln

tce
Ser
240

act
Thr

cag
Gln

gta
val

ccg
Pro

gat
Asp
320

aca
Thr

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

264

912

960

1008



atc tac cct
Ila Tyr Pro

cac gtec ate
His val Ile
355

aag atg gge
Lys Met Gly
370

cgt aag att
Arg Lys Ile
388

cag eccg tte
His Pro Phe

aag aaa gag
Lya Lys Glu

gag gaa ctg
Glu Glu Leu
435

act gtg tte
Thr Val Pha
450

aag tat gac
Lys Tyr Asp
465

atg acc gca
Met Thr Ala

tee aac ege
Ser Asn Arg

gac atc ago
Asp Ile Ser
515

<210> 20
<211> 525
<212> PRT

gac
Asp
340

aaa
Lys

ctg
Leu

gagt
Gly

ceqg
Pro

tac
Tyr
420

egt
Arg

ctyg
Lau

tgg
Trp

cac
His

att
Ile
500

ggc
Gly

gtt
val

tet
Ser

gtt
val

ctg
Leu

ggda
Gly
405

tgt
Cysa

aaa
Lys

ecyg
Pro

gtt
Val
tgyg
485
ate

Ile

aag
Lys

ate gaa
Ila Glu

¢age cac
His His

gaa cog
Glu Pro
375

gag ctg
Glu Leu
390

cca gge
Pro Gly

gac ctg
Asp Leu

geg gac
Ala Asp

ata cgt
Ile Arg
455

gte tct
Vval Ser
470

gog ¢cat
Ala His

aat gaa
Asn Glu

cog ¢ca
Pro Pro

<213> Secuencia artificial

<400> 20

Mat Thr Glu Asn Ile Hiszs Lys His Arg Ile Leu Ile Lau

1
Ser Gln Tyr
Tyr Cys Glu
35

Phe Asn Pro

Thr Gln Leu Val Ala Axrg Arg Val Arg Glu
20

5
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tet
Sar

aac
Asn
360

ctg
Leau

gg¢
Gly

ctt
Leu

ety
Leu

ety
Leu
440

tee
Sar

ctg
Leu

ctg
Leu

gty
Val

gct
Ala
520

gcg
Ala
345

gtg
val

aaa
Lys

ctg
Leu

ggec
Gly

ege
Arg
425

tae
Tyr

gtt
val

cgt
Arg

ccg
Pro

aac
Asn
505

ace
Thr

gcg
Ala

gge
Gly

gag
Glu

cog
Pro

gtt
val
4190

cgt
Arg

ga¢
Asp

gge
Gly

get
Ala

tac
Tyr
480

agt
Gly

att
Ile

25

tct
Ser

gge
Gly

oty
Leu

tac
Tyr
395

egt
Arg

gct
Ala

aaa
Lys

gta
Val

gtc
Val
475

gat
Asp

att
Ila

gag
Glu

10

gca
Ala

ctg
Lau

tte
Phe
380

gac
Agp

qtt
val

gat
Asp

gte
val

atg
Mat
460

gaa
Glu

ttc
Phe

tece
Sar

tgg
Trp

ace
Thr

cag
Pro
365

aaa
Lys

atg
Met

ety
Leu

goe
Ala

age
Ser
445

gge
Gly

ace
Thr

ctc
Leu

cge
Arqg

gaa
Glu
525

ggt
Gly
350

aaa
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

ggt
Gly

ate
Ile
430

cag
Gln

gat
Asp

ate
Ile

ggt
Gly

gtg
val

510

Leu Trp Ala Trp Asp Val Thr Glu Ala Gln
40

45

Ser Gly Ile Ile Leu Ser Gly Gly Pro Glu

49

aaa
Lys

gag
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
415

tte
Phe

gcg
Ala

Gly

gac
Asp

cge
Arg
495

gtg
val

Asp

Lau

30

Ile

Serx

gca
Ala

atg
Mat

gtg
val

cgt
Aryg
400

atg
Val

att
Ile

tte
Pha

cgt
Arg

ttt
Phe
480

gttt
val

tat
Tyr

tga

Phe Gly

Gly val

Arg Asp

Thr Thr

1056

1104

1152

1200

1248

129¢

1344

1392

1440

1488

1536

1578



Glu

&5

Pro

Gly

val

Leu

Asp

145

Glu

Gly

Met

Thr

val

225

Ser

Cys

Val

Pro

Glu

305

Glu

Ile

Hig

Lys

Arg
385

50

Glu

val

Gly

Glu

Thr

130

Lys

Sar

val

Lau

Pro

210

Gly

Val

Val

Leu

Ala

290

Ala

Glu

Tyr

Val

Met

370

Ly=s

Asn

Phe

Hisg

Val

115

Ala

Val

Cys

Gln

Glu

195

Ala

asp

Thr

Phe

Asp

275

Glu

Lys

Ala

Pro

Ile

355

Gly

Ila

Ser

Gly

val

100

val

Asp

Thr

Fro

Phe

180

Arg

Lys

Asp

Ala

val

260

Met

Asp

Arg

Leu

Asp

340

Lys

Leu

Gly

Pro

val

85

Glu

Asn

Gly

Ala

Phe

165

Eis

Phe

Ila

Lys

Met

245

Asp

Phe

Arg

Lys=

Lys

325

val

Sar

val

Leu

Arg

70

Ala

Ala

Asp

Lya

Ila

150

Ala

Pro

val

Ile

vVal

230

Leu

Asn

Gly

Phe

Ile

310

Leu

Ile

Hia

Glu

Glu
390

ES

Ala

Tyr

Ser

Ser

Pro

135

Fro

Ila

Glu

Arg

Asp

215

Ile

Leu

Gly

Asp

Leu

295

Ila

Glu

Glu

Hisg

Pro

375

Leu
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Pro

Gly

Asn

Ala

120

Leu

Pro

Mat.

Val

Asp

200

Asap

Leu

His

Leu

His

280

Ser

Gly

Asp

Ser

Aan

360

Leu

Gly

Gln

Mat

Glu

105

Leu

Asp

Ala

Thr

185

Ila

Ala

Gly

Arg

Leu

265

Phe

Ala

Arg

val

Ala

345

Val

Lys

Leu

T'yr

Gln

90

Arg

Val

Asp

Phe

Asn

170

His

Cys

val

Leu

Ala

250

Axg

Gly

Leu

Val

Lys

330

Ala

Gly

Glu

Pro

50

val

Thr

Glu

Arg

Val

Ile

155

Glu

Thr

Gln

Ala

Ser

235

Ila

Lau

Lau

Ala

Phe
315

Trp

Ser

Gly

Leu

Tyr
395

60

Phe

Met

Phe

Gly

Glu

Arg

Cys

Arg

220

Gly

Gly

Asn

Agn

Gly

3200

vVal

Leau

Phe
380

Asp

Glu

Val

Gly

Ile

125

Met

Val

Lys

Gln

Glu

205

Ile

Gly

Lys

Glu

Ile

285

Glu

Glu

Ala

Thr

Pro

365

Lys

Mat

Ala

Mat

Tyx
110
Glu
Ser
Ala
Arg
Gly
190
Ala
Arg
Val
Asn
Ala
270
Val
Asgn
Val
Gln
Gly
350
Lys

Asp

Leu

Gly

Gln

95

Ala

Asp

His

Ser

Phe

175

Met

Leu

Glu

Aap

Leu

255

Glu

His

aAsp

Phe

Gly

335

Lys

Glu

Glu

Tyr

val

Leu

Gln

Ala

Gly

Thr

160

Tyr

Arg

Trp

G1ln

Ser

240

Thrx

Gln

vVal

Pro

Asp

320

Thr

Ala

vVal

Arg
400
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His

Lya

Glu

Lys
465

Mat

Ser

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Pro
Lys
Glu
Val
450
Tyr
Thr

Asn

Ile

<400>

atg
Met
1

tat
Ser

tac
Tyx

tte
Pha

gaa
Glu
65

ceg
Pro

acqg
Thr

cag
Gln

tge
Cys

aat
Asn
50

gaa

Glu

gta
Val

Phe

Glu

Leu

Pro

Tyr

Gly

405

420

435

Phe

Asp

Ala

Arg

Ser

Arg

Leu

Trp

His

Ile

Cys

Ly=a

Pxro

vVal

Pro

Asp

Ala

ile

Val

Gly

Leu

Asp

Arg
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Leu

Lan

Leu

Gly

Arg

val

41¢

425

440

455

470

485

500

515

21

1578
ADN

Secuencia artificial

Gly

Ile

Lys

Ala

Pro

Serxr

His

Glu

Pro

Ser

Leu

Leu

val

Ala

Tyr

vVal

Pro

Asn

Arg

Asp

Gly

Ala

Tyr

Arg Val

Ala Asp

Lys Val

Val Met

460

Val Glu

473

490

505

520

Secuencia de ADN de F63C

CDS
(1)..(1575)
Secuencia de aminoacidos de F63C

21
gaa
Glu

tac
Tyx

gaa
Glu
35

cca
Pro

aag
Asn

tte
Phe

aac
Asn

act
Thr
20

ctg
Leu

age
Sar

agt
Ser

gge
Gly

att
Ile
5

caa
Gln

Trp

agc
Gly

ceg
Pro

gtt
val
85

cat aag cat

His

ctg
Lau

gog
aAla

att
Ile

cgt
Arg
70

gca
Ala

Lys

gtt
Val

tgg
Trp

att
Ile
55

gcg
Ala

tat
Tyr

His

gcg
Ala

gat
Asp
40

ctt
Leu

ceg
Pro

gge
Gly

age
Arg

cge
Arg
25

gtg
val

toe
Ser

cag
Gln

atg
Met

Thx

ato
Ile
10

cge
Arg

aca
Thr

gge
Gly

tat
Tyr

caqg
Gln
20

Gly

Ile

cte
Lau

gtg
Val

gaa
Glu

agc
Gly

gte
Val
75

ace
Thr

51

Asp Phe

Ile Ser

Glu Trp

Lau Gly

Ala Ile

Glu Val

415

430

Ser Gln

445

Gly Asp

Thr Ile

Leu Gly

Arg Val

510

Glu
525

att ctg gac
Ile Leun Asp

cgt gag ctg
Arg Glu Leun

30

gca caa att
Ala Gln Ile
45

cCg gaa agt
Pro Glu Ser

60

ttt gaa gea
Phe Giu Ala

atg gta atg
Mat Val Met

tte
Phe
15

Gly

cgt

act
Thr

ggc
Gly

cag
Gln
95

Phe Ila

Ala Phe

Gly Arg

Asp Phe

480

Arg Val
495

val Tyr

ggt
Gly

gtt
Val

gag
Asp

act
Thr

gta
Val
80

ttg
Leu

48

96

144

132

240

288
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gge ggt cac att gaa goc tet aac gaa cogt gaa ttt gge tac gog cag 336
Gly Gly His Ile Glu Ala Ser Asn Glu Arg Glu Phe Gly Tyr Ala Gln
100 105 110
get gaa gtc gta aac gac age gea ctg gtt cge ggt ate gaa gat geg 384
Ala Glu Val Val Asn Asp Ser Ala Leu Val Arg Gly Ile Glu Asp Ala
115 120 125
ctg ace geca gac ggt aaa ccg ctg ctec gat gtc tgg atg age cac gge 432
Leu Thr Ala Agp Gly Lys Pro Leu Leu Asp Val Trp Met Ser His Gly
130 135 140
gat aaa gtt acc gect att ceg tee gac tte ate ace gta gec age ace 480
Asp Lys Val Thr Ala Ile Pro Ser Asp Fhe Ile Thr Val Ala Ser Thr
145 150 155 160
gaa age tgco ceg ttt geoe att atg geot aae gaa gaa aaa cge tte tat 528
Glu Ser Cys Pro Phe Ala Ile Met Ala Asn Glu Glu Lys Arg Phe Tyr
165 170 175
qac gta cag tte cac cog gaa gtg act cat ace cge ¢ag ggt acg <ge 576
Gly Val Gln Phe His Pro Glu Val Thr His Thr Arg Glan Gly Thr Axg
1840 185 190
atg c¢tg gag cgt ttt gtg cgt gat atc tge cag tgt gaa gcc ctg tgg 624
Met Leu Glu Arg Phe Val Arg Asp Ile Cys Gln Cys Glu Ala Leu Trp
195 200 205
acg cca geg aaa att atc gac gat get gta get cge atc cge gag cag 672
Thr Pro Ala Lys Ile Ile Asp Asp Ala Val Ala Arg Ile Arg Glu Gln
210 21% 220
gta ggc gac gat aaa gtt atc cte gge cte tet ggt ggt gtg gat tece 720
val Gly Asp Asp Lys Val Ile Leu Gly Leu Ser Gly Gly Val Aszp Sar
225 230 235 240
toe gta ace geca atg otg otg cae cge got ate ggt aaa aace ¢tg act 768
Ser Val Thr Ala Met Leu Leu His Arg Ala Ile Gly Lys Asn Leu Thr
245 250 255
tge gta tte gte gac aac gge ctg ctg cge cte aac gaa goa gag cag 816
Cys Val Phe Val Asp Asn Gly Leu Leu Arg Leu Asn Glu Ala Glu Gln
260 265 270
gtt etg gat atg ttt gge gat cac ttt ggt ottt aac att gtt cac gta 864
Val Leu Asp Met Phe Gly Asp His Phe Gly Leu Asn Ile Val His val
275 280 285
ceg goa gaa gat cge tte ¢tg teca geg ctg get gge gaa aag gat cag 212
Pro Ala Glu Asp Arg Phe Leu Ser Ala Leu Ala Gly Glu Asn Asp Pro
280 295 300
gaa gca aaa cgt aaa atc atc ggt cge gtt ttc gtt gaa gta tte gat 260
Glu Ala Lys Arg Lys Ile 1le Gly Arg Val Phe Val Glu Val Phe Asp
305 310 315 320
gaa gaa gcg ctg aaa ctg gaa gac gtg aag tgg <¢tg geg cag gge ace 1008
Glu Glu Ala Leu Lys Leu Glu Asp Val Lys Trp Leu Ala Gln Gly Thr
325 330 335
ate tac cct gac gtt atc gaa tot gog gog tot gea ace ggt aza gca 1056
Ile Tyr Pro Asp Val Yle Glu Ser Ala Ala Ser Ala Thr Gly Lys Ala
340 345 350
cac gtc atc azaa tet cac cac aac gtg ggc gge ¢tg ¢cg aaa gag atg 1104
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His

aag
Lys

cgt
Arg
385

cag
His

aag
Lys

gaa
Glu

act
Thr

aag
Lys
465

atg
Mat

toe
Ser

gac
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

val

atg
Met
370

aag
Lys

ceg
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

gty
val

450
tat
Tyr

aco
Thr

aac
Asn

atce
Ile

<400>

Met Thr Glu Asn Ile His

1

Ser Gln

Tyr Cys

Phe Asn

Glu Glu

65

Ile
355

gge
Gly

att
Ila

tte
Phe

gayg
Glu

ctg
Lau
435

tte
Phe

age
Gly

gea
Ala

age
Arg

age
Sar
515

22
525
PRT

Lys

ctg
Leu

ggt
Gly

ccg
Pro

tac
Tyr
420

cgt
Arg

ety
Leu

tgg
Trp

cac
His

att
Ile
500

gge
Gly

Ser

gtt
val

aty

gga
Gly
405

tgt
Cys

aaa
Lys

oy
Pro

gtt
Val
tgg
485

ate
Ile

aag
Lys

Hig His

gaa ccg
Glu Pro
375

gag ctg
Glu Leu
390

cca ggc
Pro Gly

gac ctg
Asp Leu

gcog gac
Ala Asp

ata agt
Ile Arg
455

gtc tet
Val Ser
470

geg cat
Ala Hias

aat gaa
Asn Glu

cog cea
Pro Pro

Secuencia artificial

22

Tyr

Glu

Thr

20

35

50

Pro

Asn

Ser

Ser

Leu

Gln Leu

Trp Ala

Gly Ilae

Pre Arg

5

70

Asn
360

ctg
Leu

gge
Gly

-1
Leu

ctg
Leu

ctg
440
tee

Ser

cty
Leu

=11 §
Leu

gty
val

get
Ala
520

Lys

Val

Trp

Ila

55

Ala
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val

aaa
Lys

atg

gge
Gly

cge
Arg
425
tac
Tyr

gtt
Val

egt
Arg

ceg
Pro

aac
Asn
505

acc
Thr

Ala
Asp
40

Leu

Pro

Gly

qgag
Glu

aog
Pro

gtt
val
410

cgt
Arg

gac
Asp

gge
Gly

get
Ala

taec
Tyr
490

agt
Gly

att
Ila

Arg
Arg

25
Val

Ser

Gln

Gly

ctg
Lau

tac
Tyr
395

cgt
Arg

gct
Ala

aaa
Lys

gta
val

gte
Val
475

gat
Asp

att
Ile

gag
Glu

Ile Leu Ile
10

Arg Val Arg

Thr Glu Ala

Gly Gly Pro

Tyr Val Pha

53

Leu

tte
Phe
380

gac
Asp

gtt
val

gac
Asp

gte
Val

atg
Met.
460

gaa

Glu

tte
Phe

tcoe
Ser

tgg
Tzp

Pro
365

aaa
Lys

atg
Met

ctg
Leu

gec
Ala

age
Ser
445

ggc
Gly

acc
Thr

cte
Leau

cge
Arg

gaa
Glu
525

Lys

gac
Asp

ctg

Gly

atg
Ile
430

cag

Gln

gat
Asp

atc
Ile

Gly

gtg
val
510

Leu

Glu

Gln

Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
415

tte
Phe

gcg
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

cge
Arg
495

gtg
val

45

60

75

Glu

Glu

Mat

gtg
val

agt
Arg
400

gtg
val

att
Ile

ttec
Phe

cgt
Arg

tte
Phe
480

gtt
Val

tat
Tyr

tga

Asp Phe

15

Leu Gly

30

Ile Arg

Ser Thr

Ala Gly

Gly

Val

Asp

Thr

Val
80

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1578



Pro

Gly

Ala

Leu

Asp

145

Glu

Gly

Thx
Val
225
Ser
Cys
Val
Pro
Glu
305

Glu

Ile

Lys

Azxg
385

Lys

Val

Gly

Glu

Thr

130

Lys

Ser

val

Leu

Pxo

210

Gly

val

Val

Leu

Ala

290

Ala

Glu

Tyx

Val

Met

370

Lys

Pxo

Lys

Pho

val

115

Ala

val

Cys

Gln

Glu

195

Ala

Asp

Thr

Phe

Asp

275

Glu

Lys

Ala

Pro

Ile

355

Gly

Tle

Phe

Glu

Gly
Ile
100
Val
Asp
Thx
Pro
Phe
180
Axg
Lys
Asp
Ala
Val
260

Mat

Asp

Leu

Asp

340

Lys

Leu

Gly

Pro

Tyr
420

Val

85

Glu

Asn

Gly

Ala

Phe

165

His

Phe

Ile

Lya

Met

245

Asp

Phe

Arg

Lys

Lys

3258

Val

Ser

Val

Leu

Gly

405

Cys

Ala

Ala

Asp

Lys

Ila

150

Ala

Pro

val

Ile

val

230

Leu

Gly
Fhe
Ile
310
Leau
Ils
Hisg
Glu
Glu
390

Pro

Asp

Tyr

Ser

Ser

Pro

135

Pro

Ile

Glu

Asp
215
Ile
Leu
Gly
Asp
Leu
295
Ile
Glu
Glu
His
Pro
375
Lau

Gly

Leu
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Gly

Asn

Ala

120

Leu

Ser

Met

Val

Asp

200

Asp

Leu

His

Leu

His

280

Sar

Gly

As=p

Ser

Asn

360

Leu

Gly

Leu

Leau

Glu

105

Leu

Leu

Asp

Ala

Thr

185

Ile

Ala

Gly

aArg

Leu

265

Phe

Ala

Arg

val

Ala

345

Val

Lys

Leu

Gly

Arg
425

Gln

0

Arg

Vval

Asp

Phe

Asn

170

His

Cys

val

Leu

Ala

250

Arg

Gly

Leu

val

Ly=

330

Ala

Gly

Glu

Preo

val

410

Arg

54

Thr

Glu

Arg

Val

Ila

155

Glu

Thx

Gln

Ala

Ser

235

Ile

Lau

Leu

Ala

Phe

315

Sar

Gly

Leau

Tyr

395

Arg

Ala

Het

Fhe

Gly

140

Thr

Glu

Arg

Cys

Arg

220

Gly

Gly

Asn

Asn

Gly

300

val

Leau

Ala

Leu

Phe

380

Asp

Val

hsp

Val

Gly

Ile

125

Met

val

Lys

Gln

Glu

205

Ile

Gly

Lys

Glu

Ile

285

Glu

Glu

Ala

Thr

Pro

365

Lys

Met

Leu

Ala

Met

Tyr

110

Glu

Ser

Ala

Axg

Gly

190

aAla

Arg

Val

Asn

Ala

270

Val

Asn

Val

Gln

Gly

350

Lys

Asp

Leu

Gly

Ile
430

Gln

95

Ala

Asp

His

Ser

Pha

175

Thr

Leu

Glu

Asp

Lau

253

Glu

His

Asp

Pha

Gly

335

Lys

Glu

Glu

Tyr

Glu

415

Phe

Leu

Gln

Ala

Gly

Thr

160

Ty

Arg

Trp

Gln

Ser

240

Thr

Gln

val

Pro

Asp

329

Thr

Ala

Met

val

Arg

400

val

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

435 4490 445
Thr Val Phe Leu Pro Ile Arg Ser Val Gly Val Met Gly Asp
450 455 460
Lys Tyr Gly Trp Val Val Ser Leu Arg Ala Val Glu Thr Ile
465 470 475
Mat Thr Ala His Trp Ala His Leu Pro Tyr Asp Phe Leu Gly
485 490
Ser Asn Arg Ile Ile Asn Glu Val Asn Gly Ile Sar Arg Val
500 505 510
Asp Ile Ser Gly Lys Pro Pro Ala Thr Ile Glu Trp Glu
515 520 525
<210> 23
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador para mutagénesis de guaA
<400> 23
cgcgaattca tgacggaaaa cattcataa 29
<210> 24
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador para mutagénesis de guaA
<400> 24
ctagtctaga tcattcccac tcaatggt 28
<210> 25
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador para mutagénesis de guaA
<400> 25
acgtgccggce atgacggaaa acattcataa gc 32
<210> 26
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador para mutagénesis de guaA
<400> 26
acgtggatcc tcattcccac tcaatggtag ¢ 31
<210> 27

55

Ala Phe

Gly Arg

Asp Phe
480

Arg Val
495

Val Tyr
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<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para mutagénesis de guaA
<400> 27

ccggtattcg gegttgcata tggcatgcag accatg

<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para mutagénesis de guaA
<400> 28

catggtctgc atgccatatg caacgccgaa taccgg

56
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REIVINDICACIONES

Un mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco, preparado sustituyendo cisteina en la posicién 86 de
aminasa 5'-XMP con alanina, serina o glicina, en el que la aminasa 5-XMP tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO.: 2, 4, 6, 8, 10, 12y 14.

El mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la cisteina
en la posicion 86 esta sustituida con alanina.

El mutante de aminasa 5-XMP especifico de amoniaco de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO.: 16, 18, 20 o 22.

Una molécula de acido nucleico que codifica el mutante de aminasa 5-XMP especifico de amoniaco de la
reivindicacion 1.

Un vector de expresion que lleva la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 4.
Un transformante procariota, transformado con el vector de expresioén de la reivindicacion 5.

Un procedimiento para convertir 5-XMP en 5-GMP, que comprende usar el mutante de aminasa 5'-XMP
especifico de amoniaco de una de las reivindicaciones 1 a 3.

Un procedimiento para preparar un mutante de aminasa 5-XMP especifico de amoniaco, que comprende
sustituir un residuo cisteina en la posicién 86 de una secuencia de aminoacidos de aminasa 5'-XMP que tiene una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO.: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o 14, con alanina, glicina o serina,
donde el mutante de aminasa 5'-XMP especifico de amoniaco es sustancialmente inactivo para glutamina, pero
reacciona especificamente con amoniaco para convertir 5'-XMP en 5-GMP a una eficacia potenciada.
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[Fig. 1]
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[FIG. 3]

Prro EcoRl
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[FIG. 4]
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[FIG. 5]

Poro EcoR!

Mutante de aminasa 5-XMP
altamente activo F63

Hindlll

terminador

Ampr

Hindlll

terminador

61



ES 2476425 T3

[FIG. 7]
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pCJ1-G3-1

psrl
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[FIG. 17]
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[FIG. 18]
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