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DESCRIPCION
Colagenasa de fusion a la que se une una marca de afinidad, y método para producir la misma
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una colagenasa usada para aislar células (masa celular) de un 6rgano, tales como
células de los islotes pancreaticos de un pancreas.

Antecedentes de la técnica

Como terapia para la curacién para la diabetes, se ha conocido el trasplante de islotes pancreaticos, en el que los
islotes pancreaticos (células que producen insulina) aislados de un pancreas tratado con una proteasa se trasplantan
en la vena porta de un paciente diabético a través de goteo intravenoso. Este método de trasplante no requiere
laparotomia para el paciente durante el transplante, y por lo tanto recientemente ha atraido la atencién como una
terapia de curacion, que es segura y sencilla, para la diabetes.

Los islotes pancreaticos se aislan de un pancreas mediante el tratamiento del pancreas con una colagenasa y una
metaloproteasa neutra. Como la colagenasa usada para este fin, es particularmente eficaz una colagenasa derivada
de Clostridium histolyticum (Bibliografias de No Patente 1, 2).

Se ha averiguado que la colagenasa derivada de Clostridium histolyticum incluye dos tipos de enzimas que tienen
diferente especificidad hacia el sustrato; colagenasa G y colagenasa H (Bibliografias de No Patente 1, 2). Los genes
que codifican la colagenasa G y la colagenasa H ya se han aislado, y se ha encontrado que ambas colagenasas son
enzimas de dominios multiples que incluyen un dominio catalitico en el lado del extremo amino y un dominio de
unioén a colageno (en lo sucesivo en el presente documento, denominado "CBD") en el lado del extremo carboxilo
(Bibliografias de No Patente 1, 2).

Sin embargo, se ha encontrado el problema de que, cuando se produce una colagenasa con Clostridium
histolyticum, parte de la colagenasa expresada se degrada (Bibliografia de No Patente 2), y el tratamiento de un
pancreas con una colagenasa mezclada con la colagenasa degradada disminuye la calidad de los islotes
pancreaticos aislados. Por lo tanto, para aislar los islotes pancreaticos, es deseable tratar un pancreas con una
colagenasa obtenida retirando tal colagenasa degradada tanto como sea posible a partir del mismo.

Sin embargo, una colagenasa no degradada y una colagenasa degradada son similares en las propiedades
fisicoquimicas, y por lo tanto ha sido dificil separar estas colagenasas con métodos tales como cromatografia de
intercambio i6nico o cromatografia hidrofébica.

En tales antecedentes, se ha deseado un método para preparar una colagenasa por recogida selectiva de una
colagenasa no degradada a partir de colagenasas derivadas de Clostridium histolyticum.

Se deberia indicar que aun no se ha informado la degradacién de una colagenasa derivada de Clostridium
histolyticum con la colagenasa siendo expresada como una proteina recombinante en un huésped tal como E. coli.

[Lista de citas]
[Bibliografias de no patente]

[NPL 1] Yoshihara, K. et. al. Journal of Bacteriology. (1994), 176, 6489-6496
[NPL 2] Matsushita, O. et. al. Journal of Bacteriology. (1999), 181, 923-933

Sumario de la invencion

BIOMOLECULAR NMR ASSIGNMENTS, vol. 2, n® 2, p. 127-129 desvela una proteina de fusién que comprende una
colagenasa de C. histolyticum y una marca de GST. El dominio de unién a colageno C-terminal de la colagenasa
esta condensado con el extremo C de la marca de GST. APL MICROBIOL BIOTECHNOL (2008) 19: 627-635
describe una colagenasa de fusién en la que una marca de afinidad que contiene seis Histidinas se une a los
extremos carboxilo de la colagenasa expresada en Clostridium perfringens.

Problema técnico

La presente invencién tiene como objetivo la recogida de forma selectiva de una colagenasa no degradada por
retirada de una colagenasa degradada de colagenasas derivadas de Clostridium histolyticum.
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Solucion al problema

Con respecto a las colagenasas derivadas de Clostridium histolyticum, los presentes inventores prepararon
colagenasas de fusién en las que marcas de afinidad unidas a los extremos carboxilo de las colagenasas se
expresaban como proteinas recombinantes. Cuando una colagenasa derivada de Clostridium histolyticum se
expresa como una proteina recombinante en un huésped tal como E. coli, no se ha predicho bien si la proteina
recombinante se degrada por la accién de una proteasa en un huésped o no, ni como se degrada la proteina
recombinante suponiendo que se degrade. Sin embargo, los presentes inventores purificaron la proteina de fusién
expresada en un huésped con una columna de afinidad, y encontraron de forma accidental que se retiraba una
colagenasa degradada y que se recogia de forma selectiva una sola colagenasa que tenia una actividad de
colagenasa. Esto se basa en las siguientes suposiciones: una colagenasa derivada de Clostridium histolyticum
expresada en un huésped se degrad6 en el CBD en las cercanias de la marca de afinidad fusionada, y por lo tanto la
degradacién del CBD permitié que la marca de afinidad se separara de la colagenasa; y en la etapa de purificacion
por cromatografia por afinidad, la colagenasa degradada no se adsorbia a la columna de afinidad sino que solo se
adsorbié una colagenasa no degradada a la columna de afinidad.

En otras palabras, los presentes inventores encontraron que si una marca de afinidad se une a una colagenasa en
una configuracion especifica, una sola colagenasa que tiene una actividad de colagenasa se puede recoger de
forma selectiva en el proceso de purificacién por afinidad sin que se adsorba la colagenasa degradada en un
huésped. Este descubrimiento ha llevado a los inventores a la finalizacién de la presente invencion.

La presente invencién se refiere a un método para producir una colagenasa de fusién, en el que:

un cultivo obtenido mediante el cultivo de E. coli transformada por uno cualquiera de un ADN que codifica la
colagenasa de fusion y un vector de expresién que comprende el ADN se purifica mediante cromatografia por
afinidad que corresponde a una marca de afinidad para recoger de ese modo de forma selectiva la colagenasa
de fusién que tiene un dominio de unién a colageno, en el que la colagenasa de fusién tiene las siguientes
caracteristicas (i) a (ii):

(i) la marca de afinidad se une directa o indirectamente a un extremo carboxilo de la colagenasa;
(i) la colagenasa se selecciona entre los siguientes (a) a (h):

(a) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una
cualquiera de las SEC ID N%: 1y 2;

(b) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una
cualquiera de las SEC ID N2 1 y 2 en la que se suprimen, sustituyen, insertan, o afladen de 1 a 30
aminoacidos;

(c) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 80 % o
superior con la secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una cualquiera de las SEC ID
N2 1y 2;

(d) una colagenasa en la que una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a -1 de una
cualquiera de las SEC ID N2 1 y 2 se retira de una cualquiera de las colagenasas que se han descrito en
(@) a(c);

(e) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una
cualquiera de las SEC ID N%: 5y 6;

(f) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una
cualquiera de las SEC ID N°%: 5y 6 en la que se suprimen, sustituyen, insertan, o afladen de 1 a 30
aminoacidos;

(g) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 80 %
0 superior con la secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una cualquiera de las SEC ID
N2: 5y 6;

(h) una colagenasa en la que una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a -1 de una cualquiera
de las SEC ID N2: 5y 6 se retira de una cualquiera de las colagenasas que se han descrito en (e) a (g).

La colagenasa de fusion de acuerdo con la invencién, en la que la marca de afinidad se une directa o indirectamente
a un extremo carboxilo de la colagenasa.

La colagenasa de fusién de acuerdo con la invencién, en la que la marca de afinidad es dos o mas restos de
histidina consecutivos.

La colagenasa de fusién de acuerdo con la invencion, en la que la colagenasa se deriva de Clostridium histolyticum.
La colagenasa de fusion de acuerdo con la invencion puede comprender una secuencia de aminoacidos de las

posiciones -110 a 1021 de la SEC ID N¢: 3. En particular, a partir de la colagenasa de fusion que se ha mencionado
anteriormente se retira una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a -1 de la SEC ID N2: 3.
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La colagenasa de fusién de acuerdo con la invencién, comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -
40 a 994 de la SEC ID N®: 7. En particular, a partir de la colagenasa de fusion que se ha mencionado anteriormente
se retira una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a -1 de la SEC ID N¢: 7.

En el presente documento se describe un ADN que codifica la colagenasa de fusion de acuerdo con la invencién.

En el presente documento se describe un ADN que comprende una secuencia de bases de las posiciones 1 a 3396
de la SEC ID N¢: 4.

En el presente documento se describe un ADN que comprende una secuencia de bases de las posiciones 1 a 3105
de la SEC ID N¢: 8.

En el presente documento se describe un vector de expresion que comprende el ADN que se ha mencionado
anteriormente.

Ademas, en el presente documento se describe una célula huésped transformada con uno cualquiera del ADN y el
vector de expresién que se han mencionado anteriormente. La célula huésped es E. coli.

En el presente documento se describe una colagenasa de fusion producida con el método de acuerdo con la
invencion.

Efecto ventajoso de la invencion

La presente invencion proporciona una colagenasa de fusion en la que se une una marca de afinidad a una
colagenasa derivada de Clostridium histolyticum, en la que la colagenasa y la marca de afinidad se unen entre si de
tal modo que un fragmento que tiene una actividad de colagenasa y la marca de afinidad se separan entre si cuando
la colagenasa de fusion expresada en un huésped se degrada por accién del huésped.

La presente invencion también proporciona un ADN necesario para producir la colagenasa de fusion como una
proteina recombinante de forma eficaz, y una célula huésped que expresa la colagenasa de fusion como una
proteina recombinante. Ademas, la presente invencién proporciona un método capaz de recoger de forma selectiva
una sola colagenasa de fusiéon que tiene un CBD por retirada de una colagenasa en la que partié todo de un CBD se
degrada a partir de una solucién de cultivo obtenida por cultivo de una célula huésped que expresa la colagenasa de
fusion. La presente invencion conducia una produccion eficaz de una colagenasa de fusion que tiene un CBD.

Breve descripcion de las figuras

[Fig. 1] La Figura 1 es una figura que muestra una estructura de un pColG plasmido. En la figura, los significados
de los simbolos son tal como sigue a continuacion (en la figura se subrayan los tipos oblicuos). colG: un gen de
colagenasa G, PlacZ: un promotor de lacZ, y Amp': un gen de resistencia a la ampicilina.

[Fig. 2] La Figura 2 es una figura que muestra una estructura de un pColG-His plasmido. En la figura, los
significados de los simbolos son tal como sigue a continuacién (en la figura se subrayan los tipos oblicuos). colG:
un gen de colagenasa G, PlacZ: un promotor de lacZ, Amp": un gen de resistencia a la ampicilina, MCS: un sitio
de clonacién multiple, y 6XHis: una marca de histidina.

[Fig. 3] La Figura 3 es una imagen de electroforesis que muestra el resultado de la actividad de tincion realizada
en un extracto de E. coli que tiene colagenasa G de fusion expresada.

[Fig. 4] La Figura 4 es una imagen de electroforesis que muestra el resultado de la actividad de tincion realizada
en una solucion de colagenasa G de fusion sometida a cromatografia por afinidad.

[Fig. 5] La Figura 5 es una figura que muestra una estructura de un plasmido pColH. En la figura, los significados
de los simbolos son tal como sigue a continuacién (en la figura se subrayan los tipos oblicuos). colH: un gen de
colagenasa H, PlacZ: un promotor de lacZ, y Amp": un gen de resistencia a la ampicilina.

[Fig. 6] La Figura 6 es una figura que muestra una estructura de un plasmido pColH-His. En la figura, los
significados de los simbolos son tal como sigue a continuacién (en la figura se subrayan los tipos oblicuos). colH:
un gen de colagenasa H, PlacZ: un promotor de lacZ, Amp": un gen de resistencia a la ampicilina, MCS: un sitio
de clonacién multiple, y 6XHis: una marca de histidina.

[Fig. 7] La Figura 7 es una imagen de electroforesis que muestra el resultado de la actividad de tincion realizada
en un extracto de E. coli que tiene colagenasa H de fusién expresada.

[Fig. 8] La Figura 8 es una imagen de electroforesis que muestra el resultado de la actividad de tincién realizada
en una solucion de colagenasa H de fusion sometida a cromatografia por afinidad.

Descripcion de realizaciones

(Colagenasa de fusioén)

En la presente invencién, una colagenasa de fusion se refiere a una proteina en la que una marca de afinidad se une
directa o indirectamente a una colagenasa, es decir una colagenasa de fusién en la que la colagenasa y la marca de
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afinidad se unen entre si de tal modo que un fragmento que tiene una actividad de colagenasa y la marca de afinidad
en la colagenasa de fusion se separan entre si cuando la colagenasa de fusidon expresada en un huésped se
degrada por una acciéon de huésped. La forma de unién de tal colagenasa a la marca de afinidad es una unién
preferentemente a un CBD de la colagenasa, y lo mas preferentemente una union al extremo carboxilo del CBD (es
decir el extremo carboxilo de la colagenasa). En la presente invencion, el "CBD" se refiere a regiones de de los
segmentos 3a y 3b en la colagenasa G (posicion 776 del extremo carboxilo de cada una de las SEC ID N%: 1y 2),y
una regién de un segmento 3 en la colagenasa H (de la posicién 864 al extremo carboxilo de la SEC ID N2 5)
(Bibliografia de No Patente 2).

En la presente invencidén, como una colagenasa se puede usar cualquier colagenasa siempre y cuando se puedan
aislar islotes pancreaticos de un pancreas al tratarlos en combinacién con una metaloproteasa neutra. De forma
particular, se desea el uso de una colagenasa derivada de Clostridium histolyticum. Se puede usar cualquier
colagenasa derivada de Clostridium histolyticum, pero se desea en particular el uso de la colagenasa G de una
cualquiera de las SEC ID N% 1 y 2, o la colagenasa H de una cualquiera de las SEC ID N2 5 y 6. Ademas, tal
colagenasa puede incluir una secuencia de aminoacidos que tiene retirada toda o parte de una secuencia de sefal.

Aqui, la secuencia de aminoacidos de la colagenasa G puede ser cualquiera de las siguientes siempre y cuando se
mantengan la actividad de colagenasa y la unién al colageno: (i) una colagenasa que comprende toda o parte de una
secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una cualquiera de las SEC ID N2 1 y 2; (ii) una
colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una cualquiera de las
SEC ID N%: 1y 2 en la que se suprimen, sustituyen, insertan, afaden uno o mas aminoacidos; (iii) una colagenasa
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 70 % o superior con la secuencia de
aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una cualquiera de las SEC ID N 1 y 2; y (iv) una colagenasa en la
que toda o parte de una secuencia de sefial que incluye una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a -1
de una cualquiera de las SEC ID N% : 1 y 2 se retira a partir de una de las colagenasas que se describen en (i) a (iii).

De forma anéloga, la secuencia de aminoacidos de la colagenasa H puede ser cualquiera de las siguientes siempre
y cuando se mantengan la actividad de colagenasa y la unién al colageno: (i) una colagenasa que comprende toda o
parte de una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una cualquiera de las SEC ID N2: 5 y 6; (ii)
una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una cualquiera de las
SEC ID N%: 5y 6 en la que se suprimen, sustituyen, insertan, afaden uno o mas aminoacidos; (iii) una colagenasa
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 70 % o superior con la secuencia de
aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una cualquiera de las SEC ID N2: 5y 6; y (iv) una colagenasa en la que
toda o parte de una secuencia de sefial que incluye una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a -1 de una
cualquiera de las SEC ID N°%: 5 y 6 se retira a partir de una de las colagenasas que se describen en (i) a (iii).

Aqui, la "secuencia de aminoacidos en la que se suprimen, sustituyen, insertan, afiaden uno o mas aminoacidos" se
refiere a que la secuencia de aminoacidos se modifica con métodos bien conocidos tales como mutagénesis dirigida
al sitio, o sustituciéon o similares de aminoacidos con el mismo nimero de aminodcidos sustituidos de forma natural.
El numero de modificacién de los aminoacidos es preferentemente de 1 a 50, mas preferentemente 1 a 30, ademas
preferentemente de 1 a 10, aln ademas preferentemente de 1 a 5, y lo mas preferentemente de 1 a 2. Un ejemplo
de la secuencia de aminoacidos modificada puede ser preferentemente una secuencia de aminoacidos que tiene
una 0 mas sustituciones conservadoras (preferentemente, de 1 a varias, o 1, 2, 3 0 4) de aminoacidos de la misma.
Aqui, la "sustitucion conservadora” se refiere a que al menos un resto de aminodcido esta sustituido con otro resto
de aminoacido quimicamente similar. Los ejemplos incluyen un caso en el que un determinado resto hidréfobo esta
sustituido con otro resto hidr6fobo, un caso en el que un determinado resto polar esta sustituido con otro resto polar
que tiene la misma carga, otros casos. En la técnica se conocen aminoacidos funcionalmente similares que se
pueden someter a tal sustitucién para cada aminoacido. Los ejemplos especificos de aminoacidos no polares
(hidréfobos) incluyen alanina, valina, isoleucina, leucina, prolina, triptéfano, fenilalanina, metionina, etc. los ejemplos
especificos de aminoacidos polares (neutros) incluyen glicina, serina, treonina, tirosina, glutamina, asparagina,
cisteina, etc. los ejemplos especificos de aminoacidos cargados de forma positiva (basicos) incluyen arginina,
histidina, lisina, etc. Ademas, los ejemplos especificos de aminoacidos cargados de forma negativa (acidos) incluyen
acido aspartico, acido glutamico, etc.

Ademas, la "secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 70 % o superior" puede ser una secuencia de
aminoacidos que tiene una homologia de, preferentemente un 80 % o superior, mas preferentemente un 85 % o
superior, ademas preferentemente un 90 % o superior, aun ademas preferentemente un 95 % o superior, de forma
particularmente preferente un 98 % o superior, y lo mas preferentemente un 99 % o superior. El término "homologia"
con respecto a la secuencia de bases o0 a la secuencia de aminoacidos se usa como un significado del grado de
correspondencia, entre secuencias a comparar, en restos de bases o aminoacidos que constituyen cada secuencia.
Cada uno de los valores numéricos de la "homologia" que se describe en la presente descripcion puede ser
cualquier valor numérico calculado usando un programa de busqueda de homologias conocido por los expertos en la
materia, y se puede calcular facilmente usando los parametros por defecto (ajuste inicial) en FASTA, BLAST, etc.,
por ejemplo.
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En la presente invencién, como la marca de afinidad a fusionar directa o indirectamente a la colagenasa, se puede
usar cualquier marca de afinidad siempre y cuando se pueda unir de forma selectiva a un determinado tipo de
vehiculo. Por ejemplo, se puede usar una marca de histidina que incluye dos o mas restos de histidina consecutivos
que se unen de forma selectiva a una columna de quelato de niquel que se describe en la Patente Japonesa N°
2686090, un dominio de unién a celulosa que se une de forma selectiva a una celulosa insoluble, un dominio de
unién a maltosa que se une de forma selectiva a una resina de unién a maltosa, y similares. De forma particular, se
desea el uso de la marca de histidina que tiene un peso molecular menor.

En la presente invencion, la marca de afinidad se une directa o indirectamente a la colagenasa. Aqui, cuando la
colagenasa y la marca de afinidad se unen indirectamente entre si, la secuencia de aminoacidos que interviene entre
ellas puede ser cualquier secuencia siempre y cuando no inhiba materialmente la actividad de la colagenasa de
fusion y la unién al colageno.

Los ejemplos de la colagenasa de fusion que satisface los requisitos anteriores incluyen una colagenasa de fusion
que comprende toda una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N 3 en la que la marca de histidina se une al
extremo carboxilo de la colagenasa G, y una colagenasa de fusién que comprende todo de secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N2 7 en la que la marca de histidina se une al extremo carboxilo de la colagenasa H.
Ademas, los ejemplos incluyen una colagenasa de fusién que comprende parte de tal secuencia de aminoacidos
siempre y cuando se mantenga la actividad de colagenasa, la unién al colageno, y la unién a la marca de afinidad.

(Secuencia de aminoécidos que codifica un ADN de colagenasa de fusién)

En la presente invencion, un ADN que codifica la colagenasa de fusion puede ser un ADN que comprende cualquier
secuencia de bases siempre y cuando el ADN codifique la secuencia de aminoacidos de la colagenasa de fusién que
se ha descrito anteriormente.

El ADN que codifica la colagenasa de fusién de la presente invencion se puede obtener por sintesis quimica artificial.
Ademas, el ADN que codifica la colagenasa de fusién se puede obtener por construccién de un ADN que codifica la
colagenasa y un ADN que codifica la marca de afinidad de forma separada y uniéndolos en conjunto. En este caso,
el gen de la colagenasa se puede amplificar por PCR usando un cebador sintetizado basandose en la secuencia del
gen y con un molde de un ADN, tal como ADN gendémico, ADNc, y plasmido, que incluye el gen. Por ejemplo, la
colagenasa G o la colagenasa H derivadas de Clostridium histolyticum se pueden amplificar por PCR usando un
cebador disefiado basandose en la secuencia del extremo en la posiciéon 5’ y el extremo en la posicion 3’ de la
secuencia del gen de la colagenasa G que se describe en la Bibliografia de No Patente 1 o el gen de la colagenasa
H que se describe en la Bibliografia de No Patente 2 y con un molde de un ADN gendémico derivado de Clostridium
histolyticum. Ademas, el ADN que codifica la marca de afinidad se puede amplificar por PCR con un molde de ADN
gendémico, ADNc, plasmido, o similar que incluye el gen que codifica la marca de afinidad. Por ejemplo, un ADN que
codifica la marca de histidina se puede amplificar por PCR con un molde de pET-24a(+), un vector disponible en el
mercado.

Los ejemplos del ADN que satisface los requisitos mencionados anteriormente incluyen un ADN que comprende
toda o parte de la secuencia de bases de la SEC ID N2: 4 que codifica la colagenasa de fusion en la que la marca de
histidina se une al extremo carboxilo de la colagenasa G; y un ADN que comprende toda o parte de la secuencia de
bases de la SEC ID N¢: 8 para unir la marca de histidina al extremo carboxilo de la colagenasa H.

(Vector de expresién, y célula huésped transformada por el vector de expresién)

La presente invencion proporciona un vector de expresion que comprende el ADN que codifica la secuencia de
aminoacidos de la colagenasa de fusion que se ha descrito anteriormente, que es capaz de replicar el ADN en una
célula huésped, y que comprende una proteina codificada por la secuencia de ADN en un estado de expresion. El
presente vector de expresion se puede construir basandose en un vector de autorreplicacion, es decir, por ejemplo,
un plasmido que existe en forma de un elemento extracromosémico independiente y que se replica
independientemente de la replicacion del cromosoma. Ademas, el presente vector de expresion puede ser cualquier
vector que se introduce en una célula huésped, a continuacion se incorpora en el genoma de la célula huésped, y se
replica junto con el cromosoma incorporado con el mismo. Como un procedimiento y un método para construir el
vector de acuerdo con la presente invencién, se puede usar cualquier procedimiento y cualquier método usado
habitualmente en el campo de la ingenieria genética.

El vector de expresion de acuerdo con la presente invencion, para expresar la colagenasa de fusién cuando el vector
de expresion se introduce realmente en la célula huésped, comprende de forma deseable, ademas del ADN que
codifica la secuencia de aminoacidos de la colagenasa de fusién que se ha descrito anteriormente, una secuencia de
ADN para regular la expresion del ADN, un marcador genético para seleccionar la célula huésped transformada, y
similares. La secuencia de ADN para regular la expresion incluye una secuencia de ADN que codifica un promotor,
terminador, un péptido de sefal, y similares. El promotor no se limita de forma en particular siempre y cuando
presente la actividad de transcripcion en una célula huésped, y se pueda obtener como la secuencia de ADN para
regular la expresion del gen que codifica una proteina homogénea o heterogénea con respecto a la célula huésped.
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Ademas, el péptido de sefal no se limita de forma en particular siempre y cuando contribuya a la secrecion de la
proteina en la célula huésped, y se pueda obtener a partir de la secuencia de ADN derivada del gen que codifica una
proteina homogénea o heterogénea con respecto a la célula huésped. Ademas, en la presente invencion el
marcador genético se puede seleccionar de forma apropiada dependiendo del método para seleccionar el
transformante, y se puede usar, por ejemplo, un gen que codifica la resistencia al farmaco y un gen que
complementa la auxotrofia.

Ademas, de acuerdo con la presente invencién, se proporciona una célula huésped transformada por este vector de
expresion. Este sistema de huésped-vector no se limita de forma particular, y se puede usar un sistema que usa, por
ejemplo, E. coli, actinomiceto, levadura, hongo filamentoso, célula animal, etc., o similares. De forma particular,
como huésped se usa de forma deseable E. coli.

Ademas, la célula huésped se puede transformar con tales vectores de expresion de acuerdo con métodos usados
habitualmente en la técnica.

(Cultivo de célula huésped que expresa colagenasa de fusidn, y recogida selectiva de colagenasa de fusidon que
tiene CBD mediante cromatografia por afinidad)

En la presente invencion, la colagenasa de fusién se puede obtener a partir de un cultivo que se obtiene mediante el
cultivo de la célula huésped que expresa la colagenasa de fusién se puede cultivar en un medio adecuado. El cultivo
y su condicién para la célula huésped que expresa la colagenasa de fusion pueden ser basicamente los mismos y
éstos se usan para la célula huésped.

La colagenasa de fusion secretada en la célula huésped que expresa la colagenasa de fusiéon o en la solucion de
cultivo se puede recoger adoptando métodos usados habitualmente en la técnica.

La colagenasa de fusién recogida de acuerdo con el método anterior se somete a cromatografia por afinidad para
retirar una colagenasa degradada, recogiendo de ese modo de forma selectiva la colagenasa de fusiéon que tiene el
CBD. Es necesario que la cromatografia por afinidad usada en este caso sea un método que corresponda a la marca
de afinidad unida a la colagenasa. Por ejemplo, cuando la marca de histidina se une a la colagenasa, se usa una
columna de quelato de niquel o similar a la que la marca de histidina se une de forma selectiva para purificacién.

La extension hasta la que se retira una colagenasa degradada mediante cromatografia por afinidad se puede evaluar
sometiendo la solucion de colagenasa de fusion a electroforesis usando gel con gelatina afnadida al mismo y a
continuacion la actividad de tincion.

(Otros aspectos)

De acuerdo con el conocimiento de los presentes inventores acerca de que la expresién una colagenasa
recombinante por E. coli o similar hace que parte o todo su CBD se degrade, la colagenasa degradada se puede
eliminar y una colagenasa recombinante no degradada se puede purificar por afinidad de forma especifica usando
un anticuerpo que se une al CBD de la colagenasa recombinante. En este caso, es ventajoso en que no es
necesario que la marca de afinidad se fusione con la colagenasa recombinante. De forma especifica, la presente
invencion también proporciona un método para producir una colagenasa, caracterizado por que un cultivo obtenido
mediante el cultivo de una célula huésped que tiene una colagenasa recombinante expresada se purifica con un
anticuerpo que se une a un CBD de la colagenasa recombinante para recoger de ese modo de forma selectiva una
colagenasa que tiene el CBD. Ademas, dado que el CBD y el colageno tienen una afinidad entre si, la colagenasa
recombinante se puede purificar por afinidad de forma especifica usando colageno en lugar del anticuerpo que se ha
descrito anteriormente. De forma especifica, la presente invencion también proporciona un método para producir una
colagenasa, en el que un cultivo obtenido mediante el cultivo de una célula huésped que tiene una colagenasa
recombinante expresada se purifica con colageno para recoger de ese modo de forma selectiva una colagenasa que
tiene el CBD.

Ejemplos
La presente invencién se describira de forma mas especifica por medio de de Ejemplos, pero la presente invencién
no se va a limitar a los Ejemplos que siguen a continuacion pero aun estan dentro del punto esencial de la presente

invencion.

Ejemplo 1] Expresion de colagenasa de fusion (colagenasa G de fusién) en la que se une marca de histidina a
extremo carboxilo de la colagenasa G derivada de Clostridium histolyticum

(1-1) Preparacion de fragmento de gen de colagenasa G

Se amplificd un gen de colagenasa G derivado de Clostridium histolyticum desde el extremo en la posicion 5 al
extremo la posicion 3’ del mismo mediante PCR con un molde de ADN gendmico derivado de Clostridium
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histolyticum. En este caso, los cebadores se disefiaron de modo que el extremo la posicién 3’ del gen amplificado de
la colagenasa G sirvieran como una secuencia de reconocimiento de Xbal y adicionalmente se afadié una
secuencia de reconocimiento de BamHI posteriormente al codén de parada del gen. Como resultado, se introdujeron
mutaciones en la secuencia de aminoacidos en dos posiciones (aminoacidos en las posiciones 1007 y 1008 de la
SEC ID N2 1) en el plato del extremo carboxilo de la colagenasa G natural que se describe en la Bibliografia de No
Patente 1. Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos se modifico a la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N%: 2.

Los cebadores usados en esta PCR fueron los que siguen a continuacion .

colG-F:

ATGAAAAAAAATATTTTAAAGATTC (SEC ID N%: 9)
colG-R:

CCGGATCCTATCTAGATACCCTTAACT (SEC ID N2: 10)

El fragmento amplificado del gen de la colagenasa G se digirié con BamHI.
(1-2) Preparacion de fragmento de ADN que incluye la region que codifica marca de histidina

Para preparar un ADN que codifica la marca de histidina que incluye seis restos de histidina consecutivos, el ADN
que codifica la marca de histidina se amplific6 mediante PCR con un molde de pET-24a(+), un vector disponible en
el mercado. En el fragmento de ADN, ademas del ADN que codifica la marca de histidina, se incluyeron un sitio de
clonacion multiple originado a partir del vector y un fragmento de gen que corresponde a un terminador T7. Los
cebadores se disefiaron para que incluyeran la secuencia de reconocimiento de Xbal en el extremo en la posicién 5’
del fragmento de ADN amplificado y la secuencia de reconocimiento de BamHI en el extremo en la posiciéon 3’ del
mismo.

Los cebadores usados en esta PCR fueron los que siguen a continuacion.

His-F:

GCTCTAGAAAGCTTGCGGCCGCACTCGA (SEC ID N2: 11)
His-R:

CGGGATCCGGATATAGTTCCTCCT (SEC ID N2: 12)

El fragmento de ADN amplificado que incluye la regién que codifica la marca de histidina se digirié6 doblemente con
Xbal y BamHlI.

(1-3) Preparacion de fragmento de promotor lacZ

Un promotor lacZ se prepard como un promotor para expresar la colagenasa de fusiéon. El fragmento de ADN se
amplificd mediante PCR con un molde de pUC19. En este caso, los cebadores se disefiaron para que incluyeran una
secuencia de reconocimiento de Hindlll en el extremo en la posiciéon 5’ del fragmento de ADN amplificado.

Los cebadores usados en esta PCR fueron los que siguen a continuacion.

lac-F:

CCGGCAAGCTTGCCCAATACGCAAACCG (SEC ID N2: 13)
lac-R:

AGCTGTTTCCTGTGTGAA (SEC ID N°: 14)

El fragmento del promotor lacZ amplificado se digirié con Hindlll.
(1-4) Construccion de vector de expresion para la colagenasa G de fusién a la que se une marca de histidina

Se insertaron tres tipos de fragmentos de ADN preparados con el método que se ha descrito anteriormente en
pBR322, un vector disponible en el mercado, con el fin de unirlos en el orden del promotor lacZ, el gen de la
colagenasa G, y el fragmento de ADN que incluye la marca de histidina del extremo en la posicién 5. En primer
lugar, el promotor lacZ y el gen de la colagenasa G se insertaron en pBR322. De forma especifica, la region del
promotor lacZ y el fragmento de gen de la colagenasa G preparado tal como se ha descrito anteriormente se
fosforilaron, y a continuacién se insertaron en pBR322 que se habia digerido doblemente con Hindlll y BamHI para
construir pColG (Fig. 1). Se debe indicar que la region del promotor del gen lacZ (PlacZ) y el gen de colG se unieran
entre si en sus extremos truncados. Posteriormente, el ADN que codifica la marca de histidina preparado con el
método que se ha descrito anteriormente se inserté en pColG que se habia digerido doblemente con Xbal y BamHI
para construir pColG-His (Fig. 2). EI ADN que se insert6 por Ultimo en pBR322 fue un ADN que tenia la secuencia de
bases de las posiciones 1 a 3396 del Listado de Secuencias: 4.
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(1-5) Preparacion de E. coli que expresa la colagenasa G de fusion

pColG-His se transform6 en E. coli, cepa x1776 de Escherichia coli, de acuerdo con el método convencional, y se
cultivé a 37 °C durante todo un dia en agar LB al que se habian afiadido 20 pg/ml de acido diaminopimélico, 100
pg/ml de timidina, y 50 pg/ml de ampicilina. Por lo tanto, se preparoé la E. coli que expresa la colagenasa G de fusion.

Ejemplo 2] Cultivo de E. coli que expresa la colagenasa G de fusion, y recogida selectiva de la colagenasa G que
tiene CBD

(2-1) Cultivo de E. coli que expresa la colagenasa G de fusion

La E. coli que expresa la colagenasa G de fusién obtenida en el Ejemplo 1 se inocul6 en un matraz de Erlenmeyer
250 ml afadiendo 100 ml de un medio, y se cultivd con agitacién a 200 rpm a 28 °C durante 16 horas. El medio
usado en este cultivo era un medio de TB (triptona al 1,2 %, extracto de levadura al 2,4 %, hidrogenofosfato
dipotésico al 0,94 %, dihidrogenofosfato potasico al 0,22 %, glicerol al 0,8 %) al que se afadieron 100 pg/ml de acido
diaminopimélico, 20 ug/ml de timidina, 50 pg/ml de ampicilina, y 0,1 mM de IPTG.

(2-2) Preparacion de extracto de E. coli que expresa la colagenasa G de fusion

La solucién de cultivo resultante obtenida en (2-1) se sometié a centrifugacién para recoger células, seguido de lisis
de las células recogidas en 10 ml de Reactivo de cultivo POP (fabricado por Merck & Co., Inc.) para extraer una
proteina en las células. El sobrenadante obtenido por centrifugacién del lisado se filtré6 con una membrana de 0,2 um
para retirar un gen recombinante, proporcionando de ese modo un extracto de la E. coli que expresa la colagenasa
G de fusion.

(2-3) Recogida selectiva de la colagenasa G de fusion que tiene CBD mediante cromatografia por afinidad

Para retirar una colagenasa degradada del extracto de E. coli que expresa la colagenasa G de fusion obtenida en (2-
2), el extracto se fraccioné con una columna de quelato de niquel que se sometié a cromatografia por afinidad para
la marca de histidina. A 10 ml del extracto de la E. coli que expresa la colagenasa G de fusion preparada con el
método que se ha descrito anteriormente, se afiadieron 60 ml de un tampoén (tampon de fosfato sédico 20 mM (pH
7,5) al que se anadieron NaCl 0,5 M e imidazol 20 mM) para union a la columna de quelato de niquel. La mezcla se
pasé a través de una columna de quelato de niquel de 100 ml equilibrada con un tampén para la unién a la columna
de quelato de niquel. A continuacién, la columna se lavd con una cantidad adecuada de un tampén para la union a la
columna de quelato de niquel para retirar una colagenasa degradada que no habia sido capaz de ser adsorbida a la
columna de quelato de niquel. A partir de ese momento, se pasaron a través de la columna 100 ml de un tampén
para unién a la columna de quelato de niquel a la que se habia afiadido imidazol 500 mM. Por lo tanto, se recogio la
colagenasa G de fusion que tenia el CBD.

(2-4) Confirmacion de retirada de colagenasa degradada

Para confirmar que la colagenasa degradada se retir6 del extracto de la colagenasa G de fusion, la actividad de
tincion se realizé en el extracto de la E. coli que expresa la colagenasa G de fusion y la solucion de la colagenasa G
de fusion se someti6 a la cromatografia por afinidad. La actividad de tincion se realizé en 0,25 pl del extracto de la E.
coli que expresa la colagenasa G de fusion obtenida en (2-2) y 2,5 pl de la solucion de la colagenasa G de fusién
sometida a la cromatografia por afinidad obtenida en (2-3) con Zymogram-PAGE mini (fabricado por TEFCO). Como
resultado, se observaron cinco bandas que indicaban actividad de proteasa para el extracto de la E. coli que expresa
la colagenasa G de fusion (Fig. 3). Por otro lado, para la soluciéon de la colagenasa G de fusién sometida a la
cromatografia por afinidad, se observé una banda que indicaba el peso molecular maximo como una banda principal
entre las cinco bandas mencionadas anteriormente (Fig. 4). Basandose en la comparacién y el andlisis de estas
bandas, se encontr6 que parte o todo el CBD se degradaba cuando la colagenasa G de fusion se expresaba por E.
coli. Los resultados anteriores mostraron que la colagenasa de fusién que tenia el CBD se recogi6 de forma selectiva
satisfactoriamente purificando el extracto de la E. coli que expresa la colagenasa G de fusion mediante la
cromatografia por afinidad y retirando de ese modo la colagenasa en la que se degrad6 parte o todo el CBD.

Ejemplo 3] Expresiéon de colagenasa de fusion en la que se une marca de histidina a extremo de carboxilo de la
colagenasa H derivada de Clostridium histolyticum

(3-1) Preparacion de fragmento de gen de colagenasa H

Se amplificé un gen de la colagenasa H derivado de Clostridium histolyticum desde el extremo en la posicion 5’ al
extremo en la posicién 3’ del mismo por PCR con un molde de ADN gendmico derivado de Clostridium histolyticum.
En este caso, los cebadores se diseiiaron de modo que el extremo en la posicién 3’ del gen de la colagenasa H
amplificada servian como una secuencia de reconocimiento de Xbal y adicionalmente se afiadié una secuencia de
reconocimiento de BamHI después del coddn de parada del gen. Como resultado, se introdujo una mutacion en la
secuencia de aminodcidos en una posicion (un aminoacido en la posicién 980 de la SEC ID N%: 5) en el lado del
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extremo carboxilo de la secuencia de aminoacidos de la colagenasa H natural que se describe en la Bibliografia de
No Patente 2. Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos se modificé a la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N2:
6.

Los cebadores usados en esta PCR fueron los que siguen a continuacion.

colH-F:

ATGAAAAGGAAATGTTTATC (SEC ID N¢: 15)

colH-R:

CCGGATCCTATCTAGATACTGAACCTT (SEC ID N2: 16)

El fragmento del gen de la colagenasa H amplificada se digiri6 con BamHI.
(3-2) Preparacion de fragmento de ADN que incluye regién que codifica marca de histidina

Se prepard un fragmento de ADN que incluye la regién que codifica la marca de histidina con el mismo método que
en el Ejemplo 1.

(3-3) Preparacion del fragmento del promotor lacZ
Se prepar6 un fragmento del promotor lacZ con el mismo método que en el Ejemplo 1.
(3-4) Construccion de vector de expresion para colagenasa H de fusion a la que se une marca de histidina

Se insertaron tres tipos de fragmentos de ADN preparados con el método que se ha descrito anteriormente en
pBR322, un vector disponible en el mercado, con el fin de unirnos en el orden de promotor lacZ, el gen de la
colagenasa H, y el fragmento de ADN que incluye la marca de histidina desde el extremo en la posicién 5’. En primer
lugar, para insertar el promotor lacZ y el gen de la colagenasa H en pBR322, la regién del promotor lacZ y el
fragmento del gen de la colagenasa H preparado tal como se ha descrito anteriormente se fosforilaron, y a
continuacion se insertaron en pBR322 que se habia digerido doblemente con Hindlll y BamHI para construir pColH
(Fig. 5). Se debe indicar que la region del promotor del gen lacZ y el gen de la colagenasa H se unieron entre si en
sus extremos truncados. Posteriormente, el fragmento de ADN que incluia el ADN que codifica la marca de histidina
preparada con el método que se ha descrito anteriormente se inserté en pColH that que se habia digerido
doblemente con Xbal y BamHI para construir pColH-His (Fig. 6). EI ADN que se habia insertado por ultimo en
pBR322 era un ADN que tenia la secuencia de bases de las posiciones 1 a 3105 del Listado de Secuencias: 8.

(3-5) Preparacion de E. coli que expresa la colagenasa H de fusion
La E. colique expresa la colagenasa H de fusién se cred con el mismo método que en el Ejemplo 1.

Ejemplo 4] Cultivo de E. coli que expresa la colagenasa H de fusion, y recogida selectiva de la colagenasa H que
tiene CBD

(4-1) Cultivo de E. coli que expresa la colagenasa H de fusion

La E. coli que expresa la colagenasa H de fusién obtenida en el Ejemplo 3 se cultivo con el método que se ha
descrito en el Ejemplo 2 para obtener una solucién de cultivo.

(4-2) Preparacién de extracto de E. coli que expresa la colagenasa H de fusién

Se obtuvo un extracto de la E. coli que expresa la colagenasa H de fusidn a partir de la solucién de cultivo resultante
obtenida en (4-1) con el método que se ha descrito en el Ejemplo 2.

(4-3) Recogida selectiva de la colagenasa H de fusién que tiene CBD mediante cromatografia por afinidad

El extracto de la E. coli que expresa la colagenasa H de fusion obtenida en (4-2) se someti6 a cromatografia por
afinidad con el método que se ha descrito en el Ejemplo 2 para recoger de este modo la colagenasa H de fusién que
tiene el CBD.

(4-4) Confirmacion de retirada de colagenasa degradada

Para confirmar en qué medida se retiré la colagenasa degradada a partir de la colagenasa H de fusion, la actividad
de tincion se realizé después de electroforesis con el método que se ha descrito en el Ejemplo 2. Como resultado, se
observaron cuatro bandas que indicaban actividad de proteasa para el extracto de la E. coli que expresa la
colagenasa H de fusion (Fig. 7). Por otro lado, para la solucion de la colagenasa H de fusion sometida a la
cromatografia por afinidad, se observé una banda que indicaba el peso molecular maximo como una banda principal
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entre las cuatro bandas mencionadas anteriormente (Fig. 8). Basandose en la comparacion y el analisis de estas
bandas, se encontrd que se degradaba parte o todo el CBD en la colagenasa H de fusion expresada por E. coli. Los
resultados anteriores mostraron que la colagenasa H de fusién que tenia el CBD se recogié satisfactoriamente de
forma selectiva mediante purificacion del extracto de la E. coli que expresa la colagenasa H de fusion mediante la
cromatografia por afinidad y de ese modo se retird la colagenasa en la que se degrada parte o todo el CBD.

Aplicabilidad Industrial
De acuerdo con la presente invencién, se puede producir una colagenasa como una proteina recombinante con
pureza elevada y sin incluir un producto degradado causado por una accién de un huésped. El uso de una
colagenasa producida con el método de la presente invencidén permite, por ejemplo, que los islotes pancreaticos se
separen de un pancreas sin disminuir la calidad de los islotes pancreaticos, contribuyendo de ese modo en gran
medida al trasplante de islotes pancreaticos en pacientes diabéticos.
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Met Lys Lys Asn Ile Leu Lys Ile Leu Met Asp Ser Tyr Ser Lys
-110 - =105 -100

Glu Ser Lys Ile Gln Thr Val Arg Arg Val Thr Ser Val Ser Leu Leu
-95 -90 -85 -80

Ala Val Tyr Leu Thr Met Asn Thr Ser Ser Leu Val Leu Ala Lys Pro
-7 -70 -65

Ile Glu Asn Thr Asn Asp Thr Ser Ile Lys Asn Val Glu Lys Leu Arg
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-60 -55 -50

Asn Ala Pro Asn Glu Glu Asn Ser Lys Lys Val Glu Asp Ser Lys Asn
-45 -40 -35

Asp Lys Val Glu His Val Lys Asn Ile Glu Glu Ala Lys Val Glu Gln
-30 -25 -20

Val Ala Pro Glu Val Lys Ser Lys Ser Thr Leu Arg Ser Ala Ser Ile
15 -10 -5 11

Ala Asn Thr Asn Ser Glu Lys Tyr Asp Phe Glu Tyr Leu Asn Gly Leu
5 10 15

Ser Tyr Thr Glu Leu Thr Asn Leu lle Lys Asn He Lys Trp Asn Gln
20 25 30 '

Ile Asn Gly Leu Phe Asn Tyr Ser Thr Gly Ser Gln Lys Phe Phe Gly
35 40 45

Asp Lys Asn Arg Val Gin Ala Ile lle Asn Ala Leu Gln Glu Ser Gly
50 556 60 65

Arg Thr Tyr Thr Ala Asn Asp Met Lys Gly Ile Glu Thr Phe Thr Glu
70 75 80

Val Leu Arg Ala Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Tyr Asn Asp Gly Leu Ser
85 90 95

Tyr Leu Asn Asp Arg Asn Phe Gln Asp Lys Cys Ile Pro Ala Met Ile
100 1056 110

Ala Ile GIn Lys Asn Pro Asn Phe Lys Leu Gly Thr Ala Val Gln Asp
115 120 125
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Glu Val Ile Thr Ser Leu Gly Lys Leu Ile Gly Asn Ala Ser Ala Asn
130 135 140 145

Ala Glu Val Val Asn Asn Cys Val Pro Val Leu Lys Gln Phe Arg Glu
150 155 160

Asn Leu Asn Gln Tyr Ala Pro Asp Tyr Val Lys Gly Thr Ala Val Asn
165 170 175

Glu Leu Ile Lys. Gly Ile Glu Phe Asp Phe Ser Gly Ala Ala Tyr Glu
180 186 190 '

Lys Asp Val Lys Thr Met Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Pro Phe Ile
195 200 206

Asn Glu Leu Lys Ala Leu Gly Leu Tyr Gly Asn Ile Thr Ser Ala Thr
210 215 220 225

Glu Trp Ala Ser Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Leu Ser Lys Phe Gly Leu
230 2356 240

Tyr Ser Thr Asn Arg Asn Asp Ile Val Gln Ser Leu Glu Lys Ala Val
245 250 255

Asp Met Tyr Lys Tyr Gly Lys Ile Ala Phe Val Ala Met Glu Arg Ile
260 265 270

Thr Trp Asp Tyr Asp Gly lle Gly Ser Asn Gly Lys Lys Val Asp His
275 280 28b5

Asp Lys Phe Leu Asp Asp Ala Glu Lys His Tyr Leu Pro Lys Thr Tyr
290 295 300 305

Thr Phe Asp Asn Gly Thr Phe Ile Ile Arg Ala Gly Asp Lys Val Ser
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310 315 320

Glu Glu Lys Ile Lys Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Arg Glu Val Lys Ser
325 330 335

Gln Phe His Arg Val Val Gly Asn Asp Lys Ala Leu Glu Val Gly Asn
340 345 350

Ala Asp Asp Val Leu Thr Met Lys Ile Phe Asn Ser Pro Glu Glu Tyr
355 360 365

Lys Phe Asn Thr Asn Ile Asn Gly Val Ser Thr Asp Asn Gly Gly Leu
370 375 380 385

Tyr Ile Glu Pro Arg Gly Thr Phe Tyr Thr Tyr Glu Arg Thr Pro Gin
390 395 400

Gln Ser [le Phe Ser Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His
405 410 415

Tyr Leu Gln Ala Arg Tyr Leu Val Asp Gly Leu Trp Gly GIn Gly Pro
420 425 430

Phe Tyr Glu Lys Asn Arg Leu Thr Trp Phe Asp Glu Gly Thr Ala Glu
435 440 445 '

Phe Phe Ala Gly Ser Thr Arg Thr Ser Gly Val Leu Pro Arg Lys Ser
450 455 460 465

Ile Leu Gly Tyr Leu Ala Lys Asp Lys Val Asp His Arg Tyr Ser Leu
470 475 480

Lys Lys Thr Leu Asn Ser Gly Tyr Asp Asp Ser Asp Trp Met Phe Tyr
485 490 495
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Asn Tyr Gly Phe Ala Val Ala His Tyr Leu Tyr Glu Lys Asp Met Pro
500 505 510

Thy Phe Ile Lys Met Asn Lys Ala Ile Leu Asn Thr Asp Val Lys Ser
515 520 525

Tyr Asp Glu Ile Ile Lys Lys Leu Ser Asp Asp Ala Asn Lys Asn Thr
530 535 540 545

Glu Tyr GIn Asn His Ile Gln Glu Leu Ala Asp Lys Tyr Gln Gly Ala
550 55656 560

Gly Ile Pro Leu Val Ser Asp Asp Tyr Leu Lys Asp His Gly Tyr Lys
565 570 575

Lys Ala Ser Glu Val Tyr Ser Glu Ile Ser Lys Ala Ala Ser Leu Thr
580 585 590

Asn Thr Ser Val Thr Ala Glu Lys Ser Gln Tyr Phe Asn Thr Phe Thr
595 600 6056

Leu Arg Gly Thr Tyr Thr Gly Glu Thr Ser Lys Gly Glu Phe Lys Asp
610 615 620 625

Trp Asp Glu Met Ser Lys Lys Leu Asp Gly Thr Leu Glu Ser Leu Ala
630 : 635 640

Lys Asn Ser Trp Ser Gly Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn
645 650 655

Tyr Arg Val Thr Ser Asp Asn Lys Val Gln Tyr Asp Val Val Phe His
660 665 670

Gly Val Leu Thr Asp Asn Ala Asp Ile Ser Asn Asn Lys Ala Pro Ile
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675 680 685

Ala Lys Val Thr Gly Pro Ser Thr Gly Ala Val Gly Arg Asn Ile Glu
690 695 700 705

Phe Ser Gly Lys Asp Ser Lys Asp Glu Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr
710 715 720

Asp Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ala Thr Ser Arg Gly Lys Asn Ser Val
725 730 735

His Ala Tyr Lys Lys Ala Gly Thr Tyr Asn Val Thr Leu Lys Val Thr
740 745 750

Asp Asp Lys Gly Ala Thr Ala Thr Glu Ser Phe Thr Ile Glu Ile Lys
755 760 765

Asn Glu Asp Thr Thr Thr Pro Ile Thr Lys Glu Met Glu Pro Asn Asp
770 775 780 785

Asp Ile Liys Glu Ala Asn Gly Pro Ile Val Glu Gly Val Thr Val Lys
790 795 800

Gly Asp Leu Asn Gly Ser Asp Asp Ala Asp Thr Phe Tyr Phe Asp Val
805 810 815

Lys Glu Asp Gly Asp Val Thr Ile Glu Leu Pro Tyr Ser Gly Ser Ser
820 825 830

Asn Phe Thr Trp Leu Val Tyr Lys Glu Gly Asp Asp Gln Asn His Ile
835 840 845

Ala Ser Gly Ile Asp Lys Asn Asn Ser Lys Val Gly Thr Phe Lys Ser
850 855 860 865
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Thr Lys Gly Arg His Tyr Val Phe Ile Tyr Lys His Asp Ser Ala Ser
870 875 380

Asn Ile Ser Tyr Ser Leu Asn Ile Lys Gly Leu Gly Asn Glu Lys Leu
885 890 895

Lys Glu Lys Glu Asn Asn Asp Ser Ser Asp Lys Ala Thr Val Ile Pro
900 905 910

Asn Phe Asn Thr Thr Met Gln Gly Ser Leu Leu Gly Asp Asp Ser Arg
915 920 9256

Asp Tyr Tyr Ser Phe Glu Val Lys Glu Glu Gly Glu Val Asn Ile Glu
930 935 940 945

Leu Asp Lys Lys Asp Glu Phe Gly Val Thr Trp Thr Leu His Pro Glu
950 955 960

Ser Asn Ile Asn Asp Arg Ile Thr Tyr Gly Gln Val Asp Gly Asn Lys
965 970 975

Val Ser Asn Lys Val Lys Leu Arg Pro Gly Lys Tyr Tyr Leu Leu Val
980 985 990

Tyr Lys Tyr Ser Gly Ser Gly Asn Tyr Glu Leu Arg Val Asn Lys
995 1000 1005

<210>2

<211>1118

<212> PRT

<2183> Clostridium histolyticum

<221> SENAL
<2225 (-110)..(-1)

<221> mat_peptide
<222> (1)..(1008)

<400> 2

18
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Met Lys Lys Asn Ile Leu Lys Ile Leu Met Asp Ser Tyr Ser Lys
-110 -106 -100

Glu Ser Lys Ile Gln Thr Val Arg Arg Val Thr Ser Val Ser Leu Leu
-95 -90 -85 -80

Ala Val Tyr Leu Thr Met Asn Thr Ser Ser Leu Val Leu Ala Lys Pro
-75 70 -6b

Ile Glu Asn Thr Asn Asp Thr Ser Ile Lys Asn Val Glu Lys Leu Arg
-60 -55 : -50

Asn Ala Pro Asn Glu Glu Asn Ser Lys Lys Val Glu Asp Ser Lys Asn
.45 -40 -356

Asp Lys Val Glu His Val Lys Asn Ile Glu Glu Ala Lys Val Glu Gln
-30 -25 -20

Val Ala Pro Glu Val Lys Ser Lys Ser Thr Leu Arg Ser Ala Ser Ile
-15 -10 -b -11

Ala Asn Thr Asn Ser Glu Lys Tyr Asp Phe Glu Tyr Leu Asn Gly Leu
5 10 15 '

Ser Tyr Thr Glu Leu Thr Asn Leu Ile Lys Asn Ile Lys Trp Asn Gin
20 25 30

Ile Asn Gly Leu Phe Asn Tyr Ser Thr Gly Ser Gln Lys Phe Phe Gly
35 40 45
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Asp Lys Asn Arg Val GIn Ala Ile Ile Asn Ala Leu Gln Glu Ser Giy
50 55 _ 60 65

Arg Thr Tyr Thr Ala Asn Asp Met Lys Gly Ile Glu Thr Phe Thr Glu
70 75 80

Val Leu Arg Ala Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Tyr Asn Asp Gly Leu Ser
85 90 95

Tyr Leu Asn Asp Arg Asn Phe Gln Asp Lys Cys Ile Pro Ala Met Ile
100 105 110

Ala Ile Gln Lys Asn Pro Asn Phe Lys Leu Gly Thr Ala Val Gln Asp
115 120 125

Glu Val Ile Thr Ser Leu Gly Lys Leu Ile Gly Asn Ala Ser Ala Asn
130 135 140 145

Ala Glu Val Val Asn Asn Cys Val Pro Val Leu Lys Gln Phe Arg Glu
150 155 160

Asn Leu Asn Gln Tyr Ala Pro Asp Tyr Val Lys Gly Thr Ala Val Asn
165 170 175

Glu Leu lle Lys Gly Ile Glu Phe Asp Phe Ser Gly Ala Ala Tyr Glu
180 185 190

Lys Asp Val Lys Thr Met Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Pro Phe Ile
195 200 205

Asn Glu Leu Lys Ala Leu Gly Leu Tyr Gly Asn Ile Thr Ser Ala Thr
210 215 220 225

Glu Trp Ala Ser Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Leu Ser Lys Phe Gly Leu
230 236 240
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Tyr Ser Thr Asn Arg Asn Asp fle Val Gln Ser Leu Glu Lys Ala Val
245 260 255

Asp Met Tyr Lys Tyr Gly Lys [le Ala Phe Val Ala Met Glu Arg Ile
260 265 270

Thr Trp Asp Tyr Asp Gly Ile Gly Ser Asn Gly Lys Lys Val Asp His
275 280 285

Asp Lys Phe Leu Asp Asp Ala Glu Lys His Tyr Leu Pro Lys Thr Tyr
290 295 300 305

Thr Phe Asp Asn Gly Thr Phe Ile Ile Arg Ala Gly Asp Lys Val Ser
310 3156 320

Glu Glu Lys Ite Lys Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Arg Glu Val Lys Ser
325 330 335

GIn Phe His Arg Val Val Gly Asn Asp Lys Ala Leu Glu Val Gly Asn
340 345 350

Ala Asp Asp Val Leu Thr Met Lys He Phe Asn Ser Pro Glu Glu Tyr
355 360 365

Lys Phe Asn Thr Asn Ile Asn Gly Val Ser Thr Asp Asn Gly Gly Leu
370 375 380 385

Tyr Ile Glu Pro Arg Gly Thr Phe Tyr Thr Tyr Glu Arg Thr Pro Gln
390 395 400

Gln Ser Ile Phe Ser Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His
405 410 415
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Tyr Leu Gln Ala Arg Tyr Leu Val Asp Gly Leu Trp Gly Gln Gly Pro
420 425 430

Phe Tyr Glu Lys Asn Arg Leu Thr Trp Phe Asp Glu Gly Thr Ala Glu
435 440 445

Phe Phe Ala Gly Ser Thr Arg Thr Ser Gly Val Leu Pro Arg Lys Ser
450 455 460 465

Ile Leu Gly Tyr Leu Ala Lys Asp Lys Val Asp His Arg Tyr Ser Leu
470 475 480

Lys Lys Thr Leu Asn Ser Gly Tyr Asp Asp Ser Asp Trp Met Phe Tyr
485 490 495

Asn Tyr Gly Phe Ala Val Ala His Tyr Leu Tyr Glu Lys Asp Met Pro
500 505 510

Thr Phe Ile Lys Met Asn Lys Ala Ile Leu Asn Thr Asp Val Lys Ser
515 520 525

Tyr Asp Glu Ile Ile Lys Lys Leu Ser Asp Asp Ala Asn Lys Asn Thr
530 535 540 545

Glu Tyr Gln Asn His Ile Gln Glu Leu Ala Asp Lys Tyr Gln Gly Ala
550 565 560

Gly 1le Pro Leu Val Ser Asp Asp Tyr Leu Lys Asp His Gly Tyr Lys
565 570 - 575

Lys Ala Ser Glu Val Tyr Ser Glu lle Ser Lys Ala Ala Ser Leu Thr
580 585 590

Asn Thr Ser Val Thr Ala Glu Lys Ser GIn Tyr Phe Asn Thr Phe Thr
595 600 605
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Leu Arg Gly Thr Tyr Thr Gly Glu Thr Ser Lys Gly Glu Phe Lys Asp
610 615 620 625

Trp Asp Glu Met Ser Lys Lys Leu Asp Gly Thr Leu Glu Ser Leu Ala
630 635 640

Lys Asn Ser Trp Ser Gly Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn
645 650 655

Tyr Arg Val Thr Ser Asp Asn Lys Val Gln Tyr Asp Val Val Phe His
660 665 670

Gly Val Leu Thr Asp Asn Ala Asp Ile Ser Asn Asn Lys Ala Pro Ile
675 680 685

Ala Lys Val Thr Gly Pro Ser Thr Gly Ala Val Gly Arg Asn Ile Glu
690 695 700 705

Phe Ser Gly Lys Asp Ser Lys Asp Glu Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr
710 715 720

Asp Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ala Thr Ser Arg Gly Lys Asn Ser Val
725 730 735

His Ala Tyr Lys Lys Ala Gly Thr Tyr Asn Val Thr Leu Lys Val Thr
740 745 750

Asp Asp Lys Gly Ala Thr Ala Thr Glu Ser Phe Thr Ile Glu Ile Lys
755 760 765

Asn Glu Asp Thr Thr Thr Pro Ile Thr Lys Glu Met Glu Pro Asn Asp
770 775 780 785
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Asp Ile Lys Glu Ala Asn Gly Pro Ile Val Glu Gly Val Thr Val Lys
790 795 800

Gly Asp Leu Asn Gly Ser Asp Asp Ala Asp Thr Phe Tyr Phe Asp Val
805 810 816

Lys Glu Asp Gly Asp Val Thr Ile Glu Leu Pro Tyr Ser Gly Ser Ser
820 825 830

Asn Phe Thr Trp Leu Val Tyr Lys Glu Gly Asp Asp Gln Asn His Ile
8356 840 845

Ala Ser Gly Ile Asp Lys Asn Asn Ser Lys Val Gly Thr Phe Lys Ser
850 8556 860 8656

Thr Lys Gly Arg His Tyr Val Phe Ile Tyr Lys His Asp Ser Ala Ser
870 875 880

Asn Ile Ser Tyr Ser Leu Asn Ile Lys Gly Leu Gly Asn Glu Lys Leu
885 890 895

Lys Glu Lys Glu Asn Asn Asp Ser Ser Asp Lys Ala Thr Val Ile Pro
900 905 910

Asn Phe Asn Thr Thr Met Gln Gly Ser Leu Leu Gly Asp Asp Ser Arg
915 920 925

Asp Tyr Tyr Ser Phe Glu Val Lys Glu Glu Gly Glu Val Asn Ile Glu
930 935 940 945

Leu Asp Lys Lys Asp Glu Phe Gly Val Thr Trp Thr Leu His Pro Glu
950 9556 960

Ser Asn Ile Asn Asp Arg Ile Thr Tyr Gly Gin Val Asp Gly Asn Lys
965 970 975

24



10

15

ES 2531402713

Val Ser Asn Lys Val Lys Leu Arg Pro Gly Lys Tyr Tyr Leu Leu Val
980 985 990

Tyr Lys Tyr Ser Gly Ser Gly Asn Tyr Glu Leu Arg Val Ser Arg
995 1000 \ 1005

<210> 3

<211> 1131

<212> PRT

<213> Clostridium histolyticum

<220> B
<221> SENAL
<222> (-110)..(-1)

<220>

<221> mat_peptide
<222> (1)..(1021)
<223>

<400> 3

Met Lys Lys Asn lle Leu Lys Ile Leu Met Asp Ser Tyr Ser Lys
-110 -105 -100

Glu Ser Lys Ile Gln Thr Val Arg Arg Val Thr Ser Val Ser Leu Leu
-95 -90 -85 -80

Ala Val Tyr Leu Thr Met Asn Thr Ser Ser Leu Val Leu Ala Lys Pro
-75 -70 -65

Ile Glu Asn Thr Asn Asp Thr Ser Ile Liys Asn Val Glu Lys Leu Arg
-60 -5 -50

Asn Ala Pro Asn Glu Glu Asn Ser Lys Lys Val Glu Asp Ser Lys Asn
-4H -40 -35
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Asp Lys Val Glu His Val Lys Asn Ile Glu Glu Ala Lys Val Glu Gln
-30 -25 -20

Val Ala Pro Glu Val Lys Ser Lys Ser Thr Leu Arg Ser Ala Ser le
-15 -10 -5 -11

Ala Asn Thr Asn Ser Glu Lys Tyr Asp Phe Glu Tyr Leu Asn Gly Leu
5 10 15

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

Ile Asn Gly Leu Phe Asn Tyr Ser Thr Gly Ser Gln Lys Phe Phe Gly
35 40 45

Asp Lys Asn Arg Val Gln Ala Ile Ile Asn Ala Leu Gln Glu Ser Gly
50 55 60 65

Arg Thr Tyr Thr Ala Asn Asp Met Lys Gly Ile Glu Thr Phe Thr Glu
70 75 80

Val Leu Arg Ala Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Tyr Asn Asp Gly Leu Ser
85 90 95

Tyr Leu Asn Asp Arg Asn Phe Gin Asp Lys Cys Ile Pro Ala Met Ile
100 105 110

Ala Ile GIn Lys Asn Pro Asn Phe Lys Leu Gly Thr Ala Val Gln Asp
115 120 125

Glu Val Ile Thr Ser Leu Gly Lys Leu Ile Gly Asn Ala Ser Ala Asn
130 " 135 140 145

Ala Glu Val Val Asn Asn Cys Val Pro Val Leu Lys Gln Phe Arg Glu
150 155 160
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Asn Leu Asn Gln Tyr Ala Pro Asp Tyr Val Lys Gly Thr Ala Val Asn

165 170 175

Glu Leu Ile Lys Gly Ile Glu Phe Asp Phe Ser Gly Ala Ala Tyr Glu
180 185 190

Lys Asp Val Lys Thr Met Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Pro Phe Ile
195 200 205

Asn Glu Leu Lys Ala Leu Gly Leu Tyr Gly Asn Ile Thr Ser Ala Thr
210 215 220 225

Glu Trp Ala Ser Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Leu Ser Lys Phe Gly Leu
230 235 240

Tyr Ser Thr Asn Arg Asn Asp [le Val Gin Ser Leu Glu Lys Ala Val
245 250 255

Asp Met Tyr Lys Tyr Gly Lys Ile Ala Phe Val Ala Met Glu Arg Ile
260 265 270

Thr Trp Asp Tyr Asp Gly Ile Gly Ser Asn Gly Lys Lys Val Asp His
275 280 285

Asp Lys Phe Leu Asp Asp Ala Glu Lys His Tyr Leu Pro Lys Thr Tyr
290 295 300 305

Thr Phe Asp Asn Gly Thr Phe lle Ile Arg Ala Gly Asp Lys Val Ser
310 315 320

Glu Glu Lys Ile Lys Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Arg Glu Val Lys Ser
325 330 335
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GIn Phe His Arg Val Val Gly Asn Asp Lys Ala Leu Glu Val Gly Asn
340 345 , 350

Ala Asp Asp Val Leu Thr Met Lys Ile Phe Asn Ser Pro Glu Glu Tyr
366 360 365

Lys Phe Asn Thr Asn Ile Asn Gly Val Ser Thr Asp Asn Gly Gly Leu
370 375 380 385_

Tyr Ile Glu Pro Arg Gly Thr Phe Tyr Thr Tyr Glu Arg Thr Pro Gln
390 395 400

Gln Ser Ile Phe Ser Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His
405 410 415

.Tyr Leu Gln Ala Arg Tyr Leu Val Asp Gly Leu Trp Gly Gln Gly Pro
420 425 430

Phe Tyr Glu Lys Asn Arg Leu Thr Trp Phe Asp Glu Gly Thr Ala Glu
435 440 445

Phe Phe Ala Gly Ser Thr Arg Thr Ser Gly Val Leu Pro Arg Lys Ser
450 455 460 465

Tle Leu Gly Tyr Leu Ala Lys Asp Lys Val Asp His Arg Tyr Ser Leu
470 475 480

Lys Lys Thr Leu Asn Ser Gly Tyr Asp Asp Ser Asp Trp Met Phe Tyr
485 490 495

Asn Tyr Gly Phe Ala Val Ala His Tyr Leu Tyr Glu Lys Asp Met Pro
500 505 510

Thr Phe Ile Lys Met Asn Lys Ala Ile Leu Asn Thr Asp Val Lys Ser
5156 520 525
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Tyr Asp Glu Ile Ile Lys Lys Leu Ser Asp Asp Ala Asn Lys Asn Thr
530 535 540 545

Glu Tyr Gln Asn His Ile GIn Glu Leu Ala Asp Lys Tyr Gin Gly Ala
550 555 560

Gly Ile Pro Leu Val Ser Asp Asp Tyr Leu Lys Asp His Gly Tyr Lys
565 570 575

Lys Ala Ser Glu Val Tyr Ser Glu Ile Ser Lys Ala Ala Ser Leu Thr
580 585 590

Asn Thr Ser Val Thr Ala Glu Lys Ser Gln Tyr Phe Asn Thr Phe Thr
595 600 605

Leu Arg Gly Thr Tyr Thr Gly Glu Thr Ser Lys Gly Glu Phe Lys Asp
610 615 620 625

Trp Asp Glu Met Ser Lys Lys Leu Asp Gly Thr Leu Glu Ser Leu Ala
630 635 640

Lys Asn Ser Trp Ser Gly Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn
645 650 655

Tyr Arg Val Thr Ser Asp Asn Lys Val Gln Tyr Asp Val Val Phe His
660 665 670

Gly Val Leu Thr Asp Asn Ala Asp Ile Ser Asn Asn Lys Ala Pro 119
675 680 685

Ala Lys Val Thr Gly Pro Ser Thr Gly Ala Val Gly Arg Asn Ile Glu
690 695 700 705
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Phe Ser Gly Lys Asp Ser Lys Asp Glu Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr
710 715 720

Asp Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ala Thr Ser Arg Gly Lys Asn Ser Val
725 730 735

His Ala Tyr Lys Lys Ala Gly Thr Tyr Asn Val Thr Leu Lys Val Thr
740 745 750

Asp Asp Lys Gly Ala Thr Ala Thr Glu Ser Phe Thr Ile Glu Ile Lys
755 760 765

Asn Glu Asp Thr Thr Thr Pro Ile Thr Lys Glu Met Glu Pro Asn Asp
770 775 780 785

Asp Ile Lys Glu Ala Asn Gly Pro Ile Val Glu Gly Val Thr Val Lys
790 795 800

Gly Asp Leu Asn Gly Ser Asp Asp Ala Asp Thr Phe Tyr Phe Asp Val
805 810 815

Lys Glu Asp Gly Asp Val Thr Ile Glu Leu Pro Tyr Ser Gly Ser Ser
820 825 830

Asn Phe Thr Trp Leu Val Tyr Lys Glu Gly Asp Asp Gln Asn His Ile
835 840 845

Ala Ser Gly Ile Asp Lys Asn Asn Ser Lys Val Gly Thr Phe Lys Ser
850 855 860 865

Thr Lys Gly Arg His Tyr Val Phe Ile Tyr Lys His Asp Ser Ala Ser
870 875 880

Asn Ile Ser Tyr Ser Leu Asn Ile Lys Gly Leu Gly Asn Glu Lys Leu
885 890 895 _ "
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Lys Glu Lys Glu Asn Asn Asp Ser Ser Asp Lys Ala Thr Val Ile Pro
900 905 910

Asn Phe Asn Thr Thr Met Gln Gly Ser Leu Leu Gly Asp Asp Ser Arg
915 920 925

Asp Tyr Tyr Ser Phe Glu Val Lys Glu Glu Gly Glu Val Asn Ile Glu
930 935 940 945

Leu Asp Lys Lys Asp Glu Phe Gly Val Thr Trp Thr Leu His Pro Glu
950 955 960

Ser Asn Ile Asn Asp Arg [le Thr Tyr Gly Gln Val Asp Gly Asn Lys
965 970 975

Val Ser Asn Lys Val Lys Leu Arg Pro Gly Lys Tyr Tyr Leu Leu Val
980 985 990

Tyr Lys Tyr Ser Gly Ser Gly Asn Tyr Glu Leu Arg Val Ser Arg Lys
995 1000 1005

Leu Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His His
1010 1015 1020

<210> 4

<211> 3396

<212> ADN

<213> Clostridium histolyticum

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(3396)

<400> 4

atg aaa aaa aat att tta aag att ctt atg gat agt tat tct aaa gaa 48
Met Lys Lys Asn Ile Leu Lys Ile Leu Met Asp Ser Tyr Ser Lys Glu
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1 3] 10 15

tct aaa att caa act gta cgt agg gtt acg agt gta tca ctt tta geg 96
Ser Lys Ile Gln Thr Val Arg Arg Val Thr Ser Val Ser Leu Leu Ala
20 25 30

gta tat ctt act atg aat act tca agt tta gtt tta geca aaa cca ata 144
Val Tyr Leu Thr Met Asn Thr Ser Ser Leu Val Leu Ala Lys Pro [le
35 40 45

gaa aat act aat gat act agt ata aaa aat gtg gag aaa tta aga aat 192
Glu Asn Thr Asn Asp Thr Ser Ile Lys Asn Val Glu Lys Leu Arg Asn
50 b5 60

get cca aat gaa gag aat agt aaa aag gta gaa gat agt aaa aat gat 240
Ala Pro Asn Glu Glu Asn Ser Lys Lys Val Glu Asp Ser Liys Asn Asp
65 70 75 80

aag gta gaa cat gtg aaa aat ata gaa gag gca aag gtt gag caa gtt 288
Lys Val Glu His Val Lys Asn Ile Glu Glu Ala Lys Val Glu Gln Val
85 90 95

gea ccc gaa gta aaa tet aaa tea act tta aga agt get tet ata geg 336
Ala Pro Glu Val Lys Ser Lys Ser Thr Leu Arg Ser Ala Ser Ile Ala
100 1056 110

aat act aat tct gag aaa tat gat ttt gag tat tta aat ggt ttg age 384
Asn Thr Asn Ser Glu Lys Tyr Asp Phe Glu Tyr Leu Asn Gly Leu Ser
116 120 125

tat act gaa ctt aca aat tta att aaa aat ata aag tgg aat caa att 432
Tyr Thr Glu Leu Thr Asn Leu Ile Lys Asn Ile Lys Trp Asn Gln Ile
130 135 140

aat ggt tta ttt aat tat agt aca ggt tct caa aag tte ttt gga gat 480
Asn Gly Leu Phe Asn Tyr Ser Thr Gly Ser Gln Lys Phe Phe Gly Asp
145 150 155 160

aaa aat cgt gta caa get ata att aat get tta caa gaa agt gga aga 528
Lys Asn Arg Val Gln Ala Ile Ile Asn Ala Leu Gln Glu Ser Gly Arg
165 170 175

act tac act gca aat gat atg aag ggt ata gaa act ttc act gaggtt 576

Thr Tyr Thr Ala Asn Asp Met Lys Gly Ile Glu Thr Phe Thr Glu Val
180 185 190
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tta aga gct ggt tit tat tta ggg tac tat aat gat ggt tta tct tat 624
Leu Arg Ala Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Tyr Asn Asp Gly Leu Ser Tyr
195 200 205

tta aat gat aga aac ttc caa gat aaa tgt ata cct gea atg att gca 672
Leu Asn Asp Arg Asn Phe Gln Asp Lys Cys lle Pro Ala Met Ile Ala
210 215 220

att caa aaa aat cct aac tit aag cta gga act geca gtt caagat gaa 720
Ile GIn Lys Asn Pro Asn Phe Lys Leu Gly Thr Ala Val Gln Asp Glu
225 230 235 240

gtt ata act tct tta gga aaa cta ata gga aat get tet get aat gt 768
Val Ile Thr Ser Leu Gly Lys Leu Ile Gly Asn Ala Ser Ala Asn Ala
245 250 255

gaa gta gtt aat aat tgt gta cca gtt cta aaa caa ttt aga gaa aac 816
Glu Val Val Asn Asn Cys Val Pro Val Leu Lys Gln Phe Arg Glu Asn
260 265 270

tta aat caa tat get cct gat tac gtt aaa gga aca get gta aat gaa 864
Leu Asn Gln Tyr Ala Pro Asp Tyr Val Lys Gly Thr Ala Val Asn Glu
275 280 285

tta att aaa ggt att gaa ttec gat ttt tet ggt get gea tat gaa aaa 912
Leu Ile Lys Gly Ille Glu Phe Asp Phe Ser Gly Ala Ala Tyr Glu Lys
290 295 300

gat gtt aag aca atg cct tgg tat gga aaa att gat cca ttt ata aat 960
Asp Val Lys Thr Met Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Pro Phe Ile Asn
305 310 315 320

gaa ctt aag gee tta ggt cta tat gga aat ata aca agt gca act gag 1008
Glu Leu Lys Ala Leu Gly Leu Tyr Gly Asn Ile Thr Ser Ala Thr Glu
325 330 335

tgg gea tet gat gtt gga ata tac tat tta agt aaa ttec ggt ctt tac 1056
Trp Ala Ser Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Leu Ser Lys Phe Gly Leu Tyr
340 345 350

tca act aac cga aat gac ata gta cag tca ctt gaa aag get gta gat 1104
Ser Thr Asn Arg Asn Asp Ile Val Gln Ser Leu Glu Lys Ala Val Asp
355 360 365

atg tat aag tat ggt aaa ata gce ttt gta gea atg gag aga ata act 11562
Met Tyr Lys Tyr Gly Lys lle Ala Phe Val Ala Met Glu Arg Ile Thr
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370 375 380

tgg gat tat gat ggg att ggt tet aat ggt aaa aag gtg gat cac gat 1200
Trp Asp Tyr Asp Gly Ile Gly Ser Asn Gly Lys Lys Val Asp His As
385 390 395 400 :

aag ttc tta gat gat gct gaa aaa cat tat ctg cca aag aca tat act 1248
Lys Phe Leu Asp Asp Ala Glu Lys His Tyr Leu Pro Lys Thr Tyr Thr
405 410 415

ttt gat aat gga acc ttt att ata aga gca ggg gat aag gta tcc gaa 1296
Phe Asp Asn Gly Thr Phe Ile Ile Arg Ala Gly Asp Lys Val Ser Glu
420 425 430

gaa aaa ata aaa agg cta tat tgg gea tca aga gaa gtg aag tct caa 1344
Glu Lys Ile Lys Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Arg Glu Val Lys Ser Gln
435 440 445

ttc cat aga gta gtt ggc aat gat aaa get tta gag gtg gga aat geec 1392
Phe His Arg Val Val Gly Asn Asp Lys Ala Leu Glu Val Gly Asn Ala
450 455 460

gat gat gtt tta act atg aaa ata ttt aat age cca gaa gaa tat aaa 1440
Asp Asp Val Leu Thr Met Lys Ile Phe Asn Ser Pro Glu Glu Tyr Lys
465 470 475 480

ttt aat acc aat ata aat ggt gta age act gat aat ggt ggt cta tat 1488
Phe Asn Thr Asn Ile Asn Gly Val Ser Thr Asp Asn Gly Gly Leu Tyr
4856 490 495

ata gaa cca aga ggg act ttc tac act tat gag aga aca cct caacaa 1536
Ile Glu Pro Arg Gly Thr Phe Tyr Thr Tyr Glu Arg Thr Pro Gln Gin
500 505 510

agt ata ttt agt ctt gaa gaa {tg ttt aga cat gaa tat act cac tat 1584
Ser Ile Phe Ser Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His Tyr
515 520 H25

tta caa geg aga tat ctt gta gat ggt tta tgg ggg caa ggt cca ttt 1632
Leu Gln Ala Arg Tyr Leu Val Asp Gly Leu Trp Gly GIn Gly Pro Phe
530 535 540

tat gaa aaa aat aga tta act tgg ttt gat gaa ggt aca gct gaa tte 1680

Tyr Glu Lys Asn Arg Leu Thr Trp Phe Asp Glu Gly Thr Ala Glu Phe
545 550 5556 560
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ttt gea gga tet acc cgt aca tet ggt gtt tta cca aga aaa tca ata 1728
Phe Ala Gly Ser Thr Arg Thr Ser Gly Val Leu Pro Arg Lys Ser Ile
565 570 575

tta gga tat ttg get aag gat aaa gta gat cat aga tac tca tta aag 1776
Leu Gly Tyr Leu Ala Lys Asp Lys Val Asp His Arg Tyr Ser Leu Lys
580 085 590

aag act ctt aat tca ggg tat gat gac agt gat tgg atg ttc tat aat 1824
Lys Thr Leu Asn Ser Gly Tyr Asp Asp Ser Asp Trp Met Phe Tyr Asn
595 600 605

tat gga ttt gea gtt gea cat tac cta tat gaa aaa gat atgcct aca 1872
Tyr Gly Phe Ala Val Ala His Tyr Leu Tyr Glu Lys Asp Met Pro Thr
610 615 620

ttt att aag atg aat aaa gct ata ttg aat aca gat gtg aaa tet tat 1920
Phe Ile Lys Met Asn Lys Ala Ile Leu Asn Thr Asp Val Lys Ser Tyr
625 630 635 640

gat gaa ata ata aaa aaa tta agt gat gat geca aat aaa aat aca gaa 1968
Asp Glu Ile Ile Lys Lys Leu Ser Asp Asp Ala Asn Lys Asn Thr Glu
645 650 655

tat caa aac cat att caa gag tta gea gat aaa tat caa gga gea gge 2016
Tyr Gln Asn His Ile Gln Glu Leu Ala Asp Lys Tyr Gln Gly Ala Gly
660 665 670

ata cct cta gta tea gat gat tac tta aaa gat cat gga tat aag aaa 2064
Ile Pro Leu Val Ser Asp Asp Tyr Leu Lys Asp His Gly Tyr Lys Lys
675 680 686

gca tet gaa gta tat tct gaa att tca aaa get get tet ctt aca aac 2112
Ala Ser Glu Val Tyr Ser Glu Ile Ser Lys Ala Ala Ser Leu Thr Asn
690 695 760

act agt gta aca gca gaa aaa tet caa tat ttt aac aca ttc act tta 2160
Thr Ser Val Thr Ala Glu Lys Ser Gln Tyr Phe Asn Thr Phe Thr Leu
705 710 715 720

aga gga act tat aca ggt gaa act tct aaa ggt gaa ttt aaa gat tgg 2208
Arg Gly Thr Tyr Thr Gly Glu Thr Ser Lys Gly Glu Phe Lys Asp Trp
725 730 735

gat gaa atg agt aaa aaa tta gat gga act ttg gag tee ctt gct saa 2256
Asp Glu Met Ser Lys Lys Leu Asp Gly Thr Leu Glu Ser Leu Ala Lys
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740 745 750

aat tct tgg agt gga tac aaa act tta aca gea tac ttt acg aat tat 2304
Asn Ser Trp Ser Gly Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn Tyr
755 760 765

aga gtt aca agc gat aat aaa gtt caa tat gat gta gtt ttc cat ggg 2352
Arg Val Thr Ser Asp Asn Lys Val Gln Tyr Asp Val Val Phe His Gly
770 775 780

gtt tfa aca gat aat geg gat att agt aac aat aag get cca ata gea 2400
Val Leu Thr Asp Asn Ala Asp Ile Ser Asn Asn Lys Ala Pro Ile Ala
785 790 795 800

aag gta act gga cca agc act ggt get gta gga aga aat att gaa ttt 2448
Lys Val Thr Gly Pro Ser Thr Gly Ala Val Gly Arg Asn Ile Glu Phe
805 810 815

‘agt gga aaa gat agt aaa gat gaa gat ggt aaa ata gta tea tat gat 2496
Ser Gly Lys Asp Ser Lys Asp Glu Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr Asp
820 825 830

tgg gat ttt ggc gat ggt gea act agt aga gge aaa aat tea gta cat 2544
Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ala Thr Ser Arg Gly Lys Asn Ser Val His
835 840 845 '

gct tac aaa aaa gea gga aca tat aat gtf aca tta aaa gta act gac 2592
Ala Tyr Lys Lys Ala Gly Thr Tyr Asn Val Thr Leu Lys Val Thr Asp
850 855 860

gat aag ggt gea aca get aca gaa age tit act ata gaa ata aag aac 2640
Asp Lys Gly Ala Thr Ala Thr Glu Ser Phe Thr Ile Glu Ile Lys Asn
865 870 8756 880

gaa gat aca aca aca cct ata act aaa gaa atg gaa cct aat gat gat 2688
Glu Asp Thr Thr Thr Pro Ile Thr Lys Glu Met Glu Pro Asn Asp Asp
885 890 895

ata aaa gag gct aat ggt cca ata gtt gaa ggt gtt act gta aaa ggt 2736
Ile Lys Glu Ala Asn Gly Pro Ile Val Glu Gly Val Thr Val Lys Gly
900 905 910

gat tta aat ggt tet gat gat get gat acc tte tat ttt gat gta aaa 2784

Asp Leu Asn Gly Ser Asp Asp Ala Asp Thr Phe Tyr Phe Asp Val Lys
915 920 925

36



ES 2531402713

gaa gat ggt gat gtt aca att gaa ctt cct tat tca ggg tea tct aat 2832
Glu Asp Gly Asp Val Thr Ile Glu Leu Pro Tyr Ser Gly Ser Ser Asn
930 935 940

ttc aca tgg tta gtt tat aaa gag gga gac gat caa aac cat att gca 2880
Phe Thr Trp Leu Val Tyr Lys Glu Gly Asp Asp GIn Asn His Ile Ala
945 950 955 960

agt ggt ata gat aag aat aac tca aaa gtt gga aca ttt aaa tet aca 2928
Ser Gly e Asp Lys Asn Asn Ser Lys Val Gly Thr Phe Lys Ser Thr
965 970 975

aaa gga aga cat tat gtg ttt ata tat aaa cac gat tct get tca aat 2976
Lys Gly Arg His Tyr Val Phe Ile Tyr Lys His Asp Ser Ala Ser Asn
980 985 990

ata tcc tat tet tta aac ata aaa gga tta ggt aac gag aaa ttg aag 3024
Ile Ser Tyr Ser Leu Asn lle Lys Gly Leu Gly Asn Glu Lys Leu Lys
995 1000 1005

gaa aaa gaa aat aat gat tct tet gat aaa get aca gtt atacca 3069
Glu Lys Glu Asn Asn Asp Ser Ser Asp Lys Ala Thr Val Ile Pro
1010 1015 1020

aat ttc aat acc act atg caa ggt tca ctt tta ggt gat gat tca 3114
Asn Phe Asn Thr Thr Met Gln Gly Ser Leu Leu Gly Asp Asp Ser
1025 1030 10356

aga gat tat tat tet ttt gag gtt aag gaa gaa gge gaa gtt aat 3159
Arg Asp Tyr Tyr Ser Phe Glu Val Lys Glu Glu Gly Glu Val Asn
1040 1045 1050

ata gaa cta gat aaa aag gat gaa ttt ggt gta aca tggacacta 3204
Ile Glu Leu Asp Lys Lys Asp Glu Phe Gly Val Thr Trp Thr Leu
1055 1060 1065

cat cca gag tca aaf att aat gac aga ata act tac gga caa gtt 3249
His Pro Glu Ser Asn [le Asn Asp Arg Ile Thr Tyr Gly Gln Val
1070 1075 1080

gat ggt aat aag gta tct aat aaa gtt aaa tta aga cca gga aaa 3294
Asp Gly Asn Lys Val Ser Asn Lys Val Lys Leu Arg Pro Gly Lys
1085 1090 1095

tat tat cta ctt gtt tat aaa tac tca gga tca gga aactat gag 3339
Tyr Tyr Leu Leu Val Tyr Lys Tyr Ser Gly Ser Gly Asn Tyr Glu
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1100 1105 1110

tta agg gta tct aga aag ctt gecg gee gea cic gag cac cac cac 3384
Leu Arg Val Ser Arg Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu His His His
1115 1120 1125

cac cac cac tga 3396
His His His
1130

<210>5

<211> 1021

<212> PRT

<213> Clostridium histolyticum

<220> _

<221> SENAL
<222> (-40)..(-1)
<220>

<221> mat_peptide
<222> (1)..(981)

<400> 5

Met Lys Arg Lys Cys Leu Ser Lys Arg Leu Met Leu Ala Ile Thr Met
-40 -35 -30 -26

Ala Thr Ile Phe Thr Val Asn Ser Thr Leu Pro Ile Tyr Ala Ala Val
-20 -15 -10

Asp Lys Asn Asn Ala Thr Ala Ala Val Gln Asn Glu Ser Lys Arg Tyr
-5 -11 5

Thr Val Ser Tyr Leu Lys Thr Leu Asn Tyr Tyr Asp Leu Val Asp Leu
10 15 20

Leu Val Lys Thr Glu Ile Glu Asn Leu Pro Asp Leu Phe Gln Tyr Ser
25 30 35 40
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Ser Asp Ala Lys Glu Phe Tyr Gly Asn Lys Thr Arg Met Ser Phe lle
45 50 55

Met Asp Glu lle Gly Arg Arg Ala Pro Gln Tyr Thr Glu Ile Asp His
60 65 70

Lys Gly Ile Pro Thr Leu Val Glu Val Val Arg Ala Gly Phe Tyr Leu
75 80 85

Gly Phe His Asn Lys Glu Leu Asn Glu Ile Asn Lys Arg Ser Phe Lys
90 95 100

Glu Arg Val Ile Pro Ser Ile Leu Ala Ile Gln Lys Asn Pro Asn Phe
105 110 115 126

Lys Len Gly Thr Glu Val Gln Asp Lys Ile Val Ser Ala Thr Gly Leu
125 130 135

Leu Ala Gly Asn Glu Thr Ala Pro Pro Glu Val Val Asn Asn Phe Thr
140 145 150

Pro Ile Leu Gln Asp Cys Ile Lys Asn Ile Asp Arg Tyr Ala Leu Asp
155 160 165

Asp Leu Lys Ser Lys Ala Leu Phe Asn Val Leu Ala Ala Pro Thr Tyr
170 175 180

Asp Ile Thr Glu Tyr Leu Arg Ala Thr Lys Glu Lys Pro Glu Asn Thr
185 190 195 200

Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Gly Phe Ile Asn Glu Leu Lys Lys Leu
205 210 215

Ala Leu Tyr Gly Lys Ile Asn Asp Asn Asn Ser Trp 1le Ile Asp Asn
220 2256 230
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Gly Ile Tyr His Ile Ala Pro Leu Gly Lys Leu His Ser Asn Asn Lys
235 240 245

He Gly Ile Glu Thr Leu Thr Glu Val Met Lys Val Tyr Pro Tyr Leu
250 256 260

Ser Met Gln His Leu Gln Ser Ala Asp Gln Ile Lys Arg His Tyr Asp
265 270 275 280

Ser Lys Asp Ala Glu Gly Asn Lys Ile Pro Leu Asp Lys Phe Lys Lys
285 290 295

Glu Gly Lys Glu Lys Tyr Cys Pro Lys Thr Tyr Thr Phe Asp Asp Gly
300 305 310

Lys Val Ile Ile Lys Ala Gly Ala Arg Val Glu Glu Glu Lys Val Lys
315 320 325

Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Lys Glu Val Asn Ser GIn Phe Phe Arg Val
330 335 340

Tyr Gly Ile Asp Lys Pro Leu Glu Glu Gly Asn Pro Asp Asp Ile Leu
345 350 355 360

Thr Met Val Ile Tyr Asn Ser Pro Glu Glu Tyr Lys Leu Asn Ser Val
365 370 375

Leu Tyr Gly Tyr Asp Thr Asn Asn Gly Gly Met Tyr Ile Glu Pro Glu
380 385 390

Gly Thr Phe Phe Thr Tyr Glu Arg Glu Ala Gln Glu Ser Thr Tyr Thr
395 400 405
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Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His Tyr Leu Gln Gly Arg
410 415 420

Tyr Ala Val Pro Gly Gln Trp Gly Arg Thr Lys Leu Tyr Asp Asn Asp
425 430 435 440

Arg Leu Thr Trp Tyr Glu Glu Gly Gly Ala Glu Leu Phe Ala Gly Ser
445 450 455

Thr Arg Thr Ser Gly Ile Leu Pro Arg Lys Ser Ile Val Ser Asn Ile
460 465 470

His Asn Thr Thr Arg Asn Asn Arg Tyr Lys Leu Ser Asp Thr Val His
475 480 485

Ser Lys Tyr Gly Ala Ser Phe Glu Phe Tyr Asn Tyr Ala Cys Met Phe
490 495 500

Met Asp Tyr Met Tyr Asn Lys Asp Met Gly Ile Leu Asn Lys Leu Asn
505 510 515 520

Asp Leu Ala Lys Asn ‘Asn Asp Val Asp Gly Tyr Asp Asn Tyr Ile Arg
525 530 535

Asp Leu Ser Ser Asn Tyr Ala Leu Asn Asp Lys Tyr Gln Asp His Met
540 545 550

GIn Glu Arg Ile Asp Asn Tyr Glu Asn Leu Thr Val Pro Phe Val Ala
5565 560 565

Asp Asp Tyr Leu Val Arg His Ala Tyr Lys Asn Pro Asn Ghu Ile Tyr
570 575 580

Ser Glu Ile Ser Glu Val Ala Lys Leu Lys Asp Ala Lys Ser Glu Val
585 590 595 600
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Lys Lys Ser Gln Tyr Phe Ser Thr Phe Thr Leu Arg Gly Ser Tyr Thr
605 610 615

Gly Gly Ala Ser Lys Gly Lys Leu Glu Asp Gln Lys Ala Met Asn Lys
620 625 630

Phe Ile Asp Asp Ser Leu Lys Lys Leu Asp Thr Tyr Ser Trp Ser Gly
635 640 645

Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn Tyr Lys Val Asp Ser Ser
650 655 660

Asn Arg Val Thr Tyr Asp Val Val Phe His Gly Tyr Leu Pro Asn Glu
665 670 675 680

Gly Asp Ser Lys Asn Ser Leu Pro Tyr Gly Lys Ile Asn Gly Thr Tyr
685 690 695

Lys Gly Thr Glu Lys Glu Lys Ile Lys Phe Ser Ser Glu Gly Ser Phe
700 705 710

Asp Pro Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr Glu Trp Asp Phe Gly Asp Gly
715 720 725

Asn Lys Ser Asn Glu Glu Asn Pro Glu His Ser Tyr Asp Lys Val Gly
730 735 740

Thr Tyr Thr Val Lys Leu Lys Val Thr Asp Asp Lys Gly Glu Ser Ser
745 750 765 760

Val Ser Thr Thr Thr Ala Glu He Lys Asp Leu Ser Glu Asn Lys Leu
765 770 775
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Pro Val Ile Tyr Met His Val Pro Lys Ser Gly Ala Leu Asn Gln Lys
780 785 790

Val Val Phe Tyr Gly Lys Gly Thr Tyr Asp Pro Asp Gly Ser Ile Ala
795 800 805

Gly Tyr Gin Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ser Asp Phe Ser Ser Glu Gin
810 815 820

Asn Pro Ser His Val Tyr Thr Lys Lys Gly Glu Tyr Thr Val Thr Leu
825 830 835 840

Arg Val Met Asp Ser Ser Gly Gln Met Ser Glu Lys Thr Met Lys Ile
845 850 855

Lys Ile Thr Asp Pro Val Tyr Pro Ile Gly Thr Glu Lys Glu Pro Asn
860 865 870

Asn Ser Lys Glu Thr Ala Ser Gly Pro Ile Val Pro Gly Ile Pro Val
875 880 885

Ser Gly Thr Ile Glu Asn Thr Ser Asp Gln Asp Tyr Phe Tyr Phe Asp
890 895 900

Val Ile Thr Pro Gly Glu Val Lys Ile Asp Ile Asn Lys Leu Gly Tyr
905 910 915 920

Gly Gly Ala Thr Trp Val Val Tyr Asp Glu Asn Asn Asn Ala Val Ser
925 930 935

Tyr Ala Thr Asp Asp Gly Gln Asn Leu Ser Gly Lys Phe Lys Ala Asp
940 - 945 950

Lys Pro Gly Arg Tyr Tyr Ile His Leu Tyr Met Phe Asn Gly Ser Tyr
955 960 965
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Met Pro Tyr Arg Ile Asn Ile Glu Gly Ser Val Gly Arg
970 975 980

<210>6

<211> 1021

<212> PRT

<213> Clostridium histolyticum

<220> _

<221> SENAL
<222> (-40)..(-1)
<220>

<221> mat_peptide
<222> (1)..(981)

<400> 6

Met Lys Arg Lys Cys Leu Ser Lys Arg Leu Met Leu Ala Ile Thr Met
-40 -35 -30 -25

Ala Thr Ile Phe Thr Val Asn Ser Thr Leu Pro Ile Tyr Ala Ala Val
-20 -15 -10

Asp Lys Asn Asn Ala Thr Ala Ala Val Gln Asn Glu Ser Lys Arg Tyr
-5 11 5

Thr Val Ser Tyr Leu Lys Thr Leu Asn Tyr Tyr Asp Leu Val Asp Leu
10 15 20

Leu Val Lys Thr Glu Ile Glu Asn Leu Pro Asp Leu Phe Gln Tyr Ser
25 30 35 40

Ser Asp Ala Lys Glu Phe Tyr Gly Asn Lys Thr Arg Met Ser Phe [le
45 50 55

Met Asp Glu Ile Gly Arg Arg Ala Pro GIn Tyr Thr Glu Ile'Asp His

44



ES 2531402713

60 65 70

Lys Gly Ile Pro Thr Leu Val Glu Val Val Arg Ala Gly Phe Tyr Leu
75 80 85

Gly Phe His Asn Lys Glu Leu Asn Glu Ile Asn Lys Arg Ser Phe Lys
90 95 100

Glu Arg Val Ile Pro Ser Ile Leu Ala Ile Gln Lys Asn Pro Asn Phe
105 110 115 120

Lys Leu Gly Thr Glu Val Gln Asp Lys Ile Val Ser Ala Thr Gly Leu
125 130 135

Leu Ala Gly Asn Glu Thr Ala Pro Pro Glu Val Val Asn Asn Phe Thr
140 145 150

Pro Ile Leu GIn Asp Cys Ile Lys Asn Ile Asp Arg Tyr Ala Leu Asp
155 160 165

-

Asp Leu Lys Ser Lys Ala Leu Phe Asn Val Leu Ala Ala Pro Thr Tyr
170 175 180

Asp Ile Thr Glu Tyr Leu Arg Ala Thr Lys Glu Lys Pro Glu Asn Thr
185 190 195 200 '

Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Gly Phe Ile Asn Glu Leu Lys Lys Leu
205 210 215

Ala Leu Tyr Gly Lys Ile Asn Asp Asn Asn Ser Trp Ile Ile Asp Asn
220 9225 230

Gly lle Tyr His Ile Ala Pro Leu Gly Lys Leu His Ser Asn Asn Lys
235 240 245
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Ite Gly Ile Glu Thr Leu Thr Glu Val Met Lys Val Tyr Pro Tyr Leu
250 2656 260

Ser Met Gln His Leu Gin Ser Ala Asp Gln Ile Lys Arg His Tyr Asp
265 270 275 280

Ser Lys Asp Ala Glu Gly Asn Lys Ile Pro L.eu Asp Lys Phe Lys Lys
285 290 295

Glu Gly Lys Glu Lys Tyr Cys Pro Lys Thr Tyr Thr Phe Asp Asp Gly
300 305 310

Lys Val Ile Ile Lys Ala Gly Ala Arg Val Glu Glu Glu Lys Val Lys
315 320 325

Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Lys Glu Val Asn Ser Gln Phe Phe Arg Val
330 335 340

Tyr Gly Ile Asp Lys Pro Leu Glu Glu Gly Asn Pro Asp Asp Ile Leu
345 350 355 360

Thr Met Val Ile Tyr Asn Ser Pro Glu Glu Tyr Lys Leu Asn Ser Val |
365 370 375 '

Leu Tyr Gly Tyr Asp Thr Asn Asn Gly Gly Met Tyr lle Glu Pro Glu
380 385 390

Gly Thr Phe Phe Thr Tyr Glu Arg Glu Ala Gln Glu Ser Thr Tyr Thr
395 400 405

Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His Tyr Leu Gln Gly Arg
410 415 420

Tyr Ala Val Pro Gly Gln Trp Gly Arg Thr Lys Leu Tyr Asp Asn Asp
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425 430 435 440

Arg Leu Thr Trp Tyr Glu Glu Gly Gly Ala Glu Leu Phe Ala Gly Ser
445 450 4565

Thr Arg Thr Ser Gly Ile Leu Pro Arg Lys Ser Ile Val Ser Asn Ile
460 465 470

His Asn Thr Thr Arg Asn Asn Arg Tyr Lys Leu Ser Asp Thr Val His
475 480 485

Ser Lys Tyr Gly Ala Ser Phe Glu Phe Tyr Asn Tyr Ala Cys Met Phe
490 495 500 '

Met Asp Tyr Met Tyr Asn Lys Asp Met Gly Ile Leu Asn Lys Leu Asn
505 510 5156 520

Asp Leu Ala Lys Asn Asn Asp Val Asp Gly Tyr Asp Asn Tyr Ile Arg
525 530 535

Asp Leu Ser Ser Asn Tyr Ala Leu Asn Asp Lys Tyr Gln Asp His Met
540 545 550

Gln Glu Arg Ile Asp Asn Tyr Glu Asn Leu Thr Val Pro Phe Val Ala
555 560 65

Asp Asp Tyr Leu Val Arg His Ala Tyr Lys Asn Pro Asn Glu Ile Tyr
570 575 580

Ser Glu Ile Ser Glu Val Ala Lys Leu Lys Asp Ala Lys Ser Glu Val
585 590 595 600

Lys Lys Ser Gln Tyr Phe Ser Thr Phe Thr Leu Arg Gly Ser Tyr Thr
605 610 615
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Gly Gly Ala Ser Lys Gly Lys Leu Glu Asp GIn Lys Ala Met Asn Lys
620 625 630

Phe Ile Asp Asp Ser Leu Lys Lys Leu Asp Thr Tyr Ser Trp Ser Gly
635 640 645

Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn Tyr Lys Val Asp Ser Ser
650 655 660

Asn Arg Val Thr Tyr Asp Val Val Phe His Gly Tyr Leu Pro Asn Glu
665 670 675 680

Gly Asp Ser Lys Asn Ser Leu Pro Tyr Gly Lys Ile Asn Gly Thr Tyr
685 690 695

Lys Gly Thr Glu Lys Glu Lys Ile Lys Phe Ser Ser Glu Gly Ser Phe
700 705 710

Asp Pro Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr Glu Trp Asp Phe Gly Asp Gly
715 720 725

Asn Lys Ser Asn Glu Glu Asn Pro Glu His Ser Tyr Asp Lys Val Gly
730 735 740

Thr Tyr Thr Val Lys Leu Lys Val Thr Asp Asp Lys Gly Glu Ser Ser
745 750 755 760

Val Ser Thr Thr Thr Ala Glu Ile Lys Asp Leu Ser Glu Asn Lys Leu
765 770 775

Pro Val I[le Tyr Met His Val Pro Lys Ser Gly Ala Leu Asn Gln Lys
780 785 790

Val Val Phe Tyr Gly Lys Gly Thr Tyr Asp Pro Asp Gly Ser Ile Ala
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795 800 805

Gly Tyr Gln Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ser Asp Phe Ser Ser Glu Gln
810 815 820 :

Asn Pro Ser His Val Tyr Thr Lys Lys Gly Glu Tyr Thr Val Thr Leu
825 830 835 840

Arg Val Met Asp Ser Ser Gly GIn Met Ser Glu Lys Thr Met Lys Ile
845 8560 855

Lys He Thr Asp Pro Val Tyr Pro Ile Gly Thr Glu Lys Glu Pro Asn
860 865 870

Asn Ser Lys Glu Thr Ala Ser Gly Pro Ile Val Pro Gly Ile Pro Val
875 880 885

Ser Gly Thr Ile Glu Asn Thr Ser Asp GIn Asp Tyr Phe Tyr Phe Asp
890 895 900

Val Ile Thr Pro Gly Glu Val Lys Ile Asp Ile Asn Lys Leu Gly Tyr
905 910 915 920

Gly Gly Ala Thr Trp Val Val Tyr Asp Glu Asn Asn Asn Ala Val Ser
925 930 9356

Tyr Ala Thr Asp Asp Gly Gln Asn Leu Ser Gly Lys Phe Lys Ala Asp
940 945 950

Lys Pro Gly Arg Tyr Tyr Ile His Leu Tyr Met Phe Asn Gly Ser Tyr
955 960 965

Met Pro Tyr Arg Ile Asn Ile Gilu Gly Ser Val Ser Arg
970 975 980

<210>7
<211> 1034
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<212> PRT
<213> Clostridium histolyticum

<220>

<221> SENAL
<2225 (-40)..(-1)

<220>

<221> mat_peptide
<222> (1)..(994)

<400>7

Met Lys Arg Lys Cys Leu Ser Lys Arg Leu Met Leu Ala Ile Thr Met
-40 -35 -30 -25

Ala Thr Ile Phe Thr Val Asn Ser Thr Leu Pro Ile Tyr Ala Ala Val
-20 -15 -10

Asp Lys Asn Asn Ala Thr Ala Ala Val Gln Asn Glu Ser Lys Arg Tyr
-5 -1 1 5

Thr Val Ser Tyr Leu Lys Thr Leu Asn Tyr Tyr Asp Leu Val Asp Leu
10 15 20

Leu Val Lys Thr Glu Ile Glu Asn Leu Pro Asp Leu Phe Gln Tyr Ser
25 30 35 40

Ser Asp Ala Lys Glu Phe Tyr Gly Asn Lys Thr Arg Met Ser Phe Ile
45 50 55

Met Asp Glu Ile Gly Arg Arg Ala Pro Gln Tyr Thr Glu Ile Asp His
60 65 70

Lys Gly Ile Pro Thr Leu Val Glu Val Val Arg Ala Gly Phe Tyr Leu
75 80 85
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Gly Phe His Asn Lys Glu Leu Asn Glu Ile Asn Lys Arg Ser Phe Lys
90 95 100

Glu Arg Val Ile Pro Ser lle Leu Ala Ile Gln Lys Asn Pro Asn Phe
105 110 1156 120

Lys Leu Gly Thr Glu Val Gin Asp Lys Ile Val Ser Ala Thr Gly Leu
125 130 135

Leu Ala Gly Asn Glu Thr Ala Pro Pro Glu Val Val Asn Asn Phe Thr
140 145 150

Pro Ile Leu Gln Asp Cys Ile Lys Asn Ile Asp Arg Tyr Ala Leu Asp
155 160 165

Asp Leu Lys Ser Lys Ala Leu Phe Asn Val Leu Ala Ala Pro Thr Tyr
170 175 180

Asp Ile Thr Glu Tyr Leu Arg Ala Thr Lys Glu Lys Pro Glu Asn Thr
185 190 195 200

Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Gly Phe Ile Asn Glu Leu Lys Lys Leu
205 210 215

Ala Leu Tyr Gly Lys Ile Asn Asp Asn Asn Ser Trp Ile Ile Asp Asn
220 225 230

Gly e Tyr His Ile Ala Pro Leu Gly Lys Leu His Ser Asn Asn Lys
235 240 245

Ile Gly Ile Glu Thr Leu Thr Glu Val Met Lys Val Tyr Pro Tyr Leu
250 255 260
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Ser Met Gln His Leu Gln Ser Ala Asp Gln Ile Lys Arg His Tyr Asp
265 270 276 280

Ser Lys Asp Ala Glu Gly Asn Lys Ile Pro Leu Asp Lys Phe Lys Lys
285 290 295

Glu Gly Lys Glu Lys Tyr Cys Pro Lys Thr Tyr Thr Phe Asp Asp Gly
300 305 310

Lys Val Ile Ile Lys Ala Gly Ala Arg Val Glu Glu Glu Lys Val Lys
315 320 325

Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Lys Glu Val Asn Ser Gln Phe Phe Arg Val
330 335 340

Tyr Gly Ile Asp Lys Pro Leu Glu Glu Gly Asn Pro Asp Asp Ile Leu
345 350 355 360

Thr Met Val Ile Tyr Asn Ser Pro Glu Glu Tyr Lys Leu Asn Ser Val
365 370 375

Leu Tyr Gly Tyr Asp Thr Asn Asn Gly Gly Met Tyr Ile Glu Pro Glu
380 385 390 T

Gly Thr Phe Phe Thr Tyr Glu Arg Glu Ala Gln Glu Ser Thr Tyr Thr
395 400 405

Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His Tyr Leu Gin Gly Arg
410 415 420

Tyr Ala Val Pro Gly GIn Trp Gly Arg Thr Lys Leu Tyr Asp Asn Asp
425 430 435 440

Arg Leu Thr Trp Tyr Glu Glu Gly Gly Ala Glu Leu Phe Ala Gly Ser
445 450 455
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Thr Arg Thr Ser Gly IHle Leu Pro Arg Lys Ser Ile Val Ser Asn Ile
460 465 470

His Asn Thr Thr Arg Asn Asn Arg Tyr Lys Leu Ser Asp Thr Val His
475 480 485

Ser Lys Tyr Gly Ala Ser Phe Glu Phe Tyr Asn Tyr Ala Cys Met Phe
490 495 500

Met Asp Tyr Met Tyr Asn Lys Asp Met Gly Ile Leu Asn Lys Leu Asn
505 510 516 520

Asp Leu Ala Lys Asn Asn Asp Val Asp Gly Tyr Asp Asn Tyr Ile Arg
525 530 535

Asp Leu Ser Ser Asn Tyr Ala Leu Asn Asp Lys Tyr Gln Asp His Met
540 545 550

GIn Glu Arg [le Asp Asn Tyr Glu Asn Leu Thr Val Pro Phe Val Ala
555 560 565

Asp Asp Tyr Leu Val Arg His Ala Tyr Lys Asn Pro Asn Glu Ile Tyr
570 575 580

Ser Glu Ile Ser Glu Val Ala Lys Leu Lys Asp Ala Lys Ser Glu Val
585 590 595 600

Lys Lys Ser Gln Tyr Phe Ser Thr Phe Thr Leu Arg Gly Ser Tyr Thr
605 610 615

Gly Gly Ala Ser Lys Gly Lys Leu Glu Asp Gln Lys Ala Met Asn Lys
620 625 830
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Phe Ile Asp Asp Ser Leu Lys Lys Leu Asp Thr Tyr Ser Trp Ser Gly
635 640 645

Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn Tyr Lys Val Asp Ser Ser
650 655 660

Asn Arg Val Thr Tyr Asp Val Val Phe His Gly Tyr Leu Pro Asn Glu
665 670 675 680

Gly Asp Ser Lys Asn Ser Leu Pro Tyr Gly Lys Ile Asn Gly Thr Tyr
685 690 695

Lys Gly Thr Glu Lys Glu Lys Ile Lys Phe Ser Ser Glu Gly Ser Phe
700 705 710

Asp Pro Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr Glu Trp Asp Phe Gly Asp Gly
715 720 725

Asn Lys Ser Asn Glu Glu Asn Pro Glu His Ser Tyr Asp Lys Val Gly
730 735 740

Thr Tyr Thr Val Lys Leu Lys Val Thr Asp Asp Lys Gly Glu Ser Ser
745 750 755 760

Val Ser Thr Thr Thr Ala Glu Ile Lys Asp Leu Ser Glu Asn Lys Leu
765 770 775

Pro Val Ile Tyr Met His Val Pro Lys Ser Gly Ala Leu Asn Gin Lys
780 785 790

Val Val Phe Tyr Gly Lys Gly Thr Tyr Asp Pro Asp Gly Ser Ile Ala
795 800 805

Gly Tyr Gln Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ser Asp Phe Ser Ser Glu GIn
810 815 820
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Asn Pro Ser His Val Tyr Thr Lys Lys Gly Glu Tyr Thr Val Thr Leu
825 830 835 840

Arg Val Met Asp Ser Ser Gly Gln Met Ser Glu Lys Thr Met Lys Ile
845 850 865

Lys e Thr Asp Pro Val Tyr Pro Ile Gly Thr Glu Lys Glu Pro Asn
860 365 870

Asn Ser Lys Glu Thr Ala Ser Gly Pro Ile Val Pro Gly Ile Pro Val
8756 880 885

Ser Gly Thr lle Glu Asn Thr Ser Asp GIn Asp Tyr Phe Tyr Phe Asp
890 895 500

Val Ile Thr Pro Gly Glu Val Lys Ile Asp Ile Asn Lys Leu Gly Tyr
905 910 915 920

Gly Gly Ala Thr Trp Val Val Tyr Asp Glu Asn Asn Asn Ala Val Ser
925 930 935

Tyr Ala Thr Asp Asp Gly Gln Asn Leu Ser Gly Lys Phe Lys Ala Asp
940 945 950 |

Lys Pro Gly Arg Tyr Tyr Ile His Leu Tyr Met Phe Asn Gly Ser Tyr
955 960 965

Met Pro Tyr Arg Ile Asn Ile Glu Gly Ser Val Ser Arg Lys Leu Ala
970 975 980

Ala Ala Leu Glu His His His His His His
985 990

<210>8

<211> 3105

<212> ADN

<213> Clostridium histolyticum
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(3105)

<400> 8

atg aaa agg aaa tgt tta tct aaa agg ctt atg tta get ata aca atg 48
Met Lys Arg Lys Cys Leu Ser Lys Arg Leu Met Leu Ala Ile Thr Met
1 5 10 15

gct aca ata ttt aca gtg aac agt aca tta cca att tat gca get gta 96
Ala Thr Ile Phe Thr Val Asn Ser Thr Leu Pro Ile Tyr Ala Ala Val
20 25 30

gat aaa aat aat gca aca gea gct gta caa aat gaa agt aag agg tat 144
Asp Lys Asn Asn Ala Thr Ala Ala Val Gln Asn Glu Ser Lys Arg Tyr
35 40 45 :

aca gta tca tat tta aag act tta aat tat tat gac tta gta gat ttg 192
Thr Val Ser Tyr Leu Lys Thr Leu Asn Tyr Tyr Asp Leu Val Asp Leu
50 55 60

ctt gtt aag act gaa att gag aat tta cca gac ctt ttt cag tat agt 240
Leu Val Lys Thr Glu Ile Glu Asn Leu Pro Asp Leu Phe Gln Tyr Ser
65 70 75 80

tca gat gca aaa gag ttc tat gga aat aaa act cgt atg age ttt ate 288
Ser Asp Ala Lys Glu Phe Tyr Gly Asn Lys Thr Arg Met Ser Phe Ile
85 90 95

atg gat gaa att ggt aga agg gea cct cag tat aca gag ata gatcat 336
Met Asp Glu Ile Gly Arg Arg Ala Pro Gln Tyr Thr Glu Ile Asp His
100 105 110

aaa ggt att cct act tta gta gaa gtt gta aga get gga ttt tac tta 384
Lys Gly Ile Pro Thr Leu Val Glu Val Val Arg Ala Gly Phe Tyr Leu
115 120 125

gga ttc cat aac aag gaa ttg aat gaa ata aac aag agg tct ttt aaa 432

Gly Phe His Asn Lys Glu Leu Asn Glu Ile Asn Lys Arg Ser Phe Lys
130 135 140
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gaa agg gta ata cct tet ata tta gea att caa aaa aat cct aat ttt 480
Glu Arg Val Ile Pro Ser Ile Leu Ala Ile Gln Lys Asn Pro Asn Phe
145 150 155 160

aaa cta ggt act gaa gtt caa gat aaa ata gta tct gca aca ggactt 528
Lys Leu Gly Thr Glu Val Gin Asp Lys Ile Val Ser Ala Thr Gly Leu
165 170 175

tta gct ggt aat gaa aca geg cet cca gaa gtt gta aat aat ttt aca 576
Leu Ala Gly Asn Glu Thr Ala Pro Pro Glu Val Val Asn Asn Phe Thr
180 185 190

cca ata ctt caa gac tgt ata aag aat ata gac aga tac gct ctt gat 624
Pro Ile Leu Gln Asp Cys Ile Lys Asn Ile Asp Arg Tyr Ala Leu Asp
195 200 205

gat tta aag tca aaa gea tta ttt aat gtt tta get gea cct ace tat 672
Asp Leu Lys Ser Lys Ala Leu Phe Asn Val Leu Ala Ala Pro Thr Tyr
210 215 220

gat ata act gag tat tta aga gct act aaa gaa aaa cca gaa aac act 720
Asp Ile Thr Glu Tyr Leu Arg Ala Thr Lys Glu Lys Pro Glu Asn Thr
225 230 235 240

cct tgg tat ggt aaa ata gat ggg ttt ata aat gaa ctt aaa aag tta 768
Pro Trp Tyr Gly Lys Ile Asp Gly Phe Ile Asn Glu Leu Lys Lys Leu
245 250 255

gct ctt tat gga aaa ata aat gat aat aac tct tgg ata ata gat aac 816
Ala Leu Tyr Gly Lys Ile Asn Asp Asn Asn Ser Trp Ile Ile Asp Asn
260 265 270

got ata tat cat ata gea cet tta ggg aag tta cat age aat aat aaa 864
Gly Ile Tyr His Ile Ala Pro Leu Gly Lys Leu His Ser Asn Asn Lys
275 280 285

ata gga ata gaa act tta aca gag gtt atg aaa gtt tat cct tat tta 912
Ile Gly Ile Glu Thr Leu Thr Glu Val Met Lys Val Tyr Pro Tyr Leu
290 295 300

agt atg caa cat tta caa tca gea gat caa att aag cgt cat tat gat 960
Ser Met Gln His Leu Gln Ser Ala Asp Gln Ile Lys Arg His Tyr Asp
305 310 315 320

tca aaa gat get gaa gga aac aaa ata cct tta gat aag ttt aaa aag 1008
Ser Lys Asp Ala Glu Gly Asn Lys Ile Pro Leu Asp Lys Phe Lys Lys
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325 330 335

gaa gga aaa gaa aaa tac tgt cca aaa act tat aca ttt gat gat gga 1056
Glu Gly Lys Glu Lys Tyr Cys Pro Lys Thr Tyr Thr Phe Asp Asp Gly
340 345 350

aaa gta ata ata aaa get ggt get aga gta gaa gaa gaa aaa gttaaa 1104
Lys Val Ile Ile Lys Ala Gly Ala Arg Val Glu Glu Glu Lys Val Lys
355 360 365

aga cta tac tgg gca tca aag gaa gtt aac tct caa tte ttt aga gta 1152
Arg Leu Tyr Trp Ala Ser Lys Glu Val Asn Ser Gln Phe Phe Arg Val
370 375 380

tac gga ata gac aaa cca tta gaa gaa ggt aat cca gat gat ata tta 1200
Tyr Gly Ile Asp Lys Pro Leu Glu Glu Gly Asn Pro Asp Asp Ile Leu
385 390 395 400

aca atg gtt atc tac aac agt ccc gaa gaa tat aaa ctc aat agt gtt 1248
Thr Met Val Ile Tyr Asn Ser Pro Glu Glu Tyr Lys Leu Asn Ser Val
405 410 415

cta tac gga tat gat act aat aat ggt ggt atg tat ata gagccagaa 1296
Leu Tyr Gly Tyr Asp Thr Asn Asn Gly Gly Met Tyr Ile Glu Pro Glu
420 425 430

gga act tte tte ace tat gaa aga gaa get caa gaa agec acatacaca 1344
Gly Thr Phe Phe Thr Tyr Glu Arg Glu Ala Gln Glu Ser Thr Tyr Thr
435 440 445

tta gaa gaa tta ttt aga cat gaa tat aca cat tat ttg caa gga aga 1392
Leu Glu Glu Leu Phe Arg His Glu Tyr Thr His Tyr Leu Gln Gly Arg
450 455 460

tat gea gtt cca gga caa tgg gga aga aca aaa ctt tat gac aat gat 1440
Tyr Ala Val Pro Gly Gln Trp Gly Arg Thr Lys Leu Tyr Asp Asn Asp
465 470 475 480

aga tta act tgg tat gaa gaa ggt gga gea gaa tta ttt gea ggt tct 1488
Arg Leu Thr Trp Tyr Glu Glu Gly Gly Ala Glu Leu Phe Ala Gly Ser
485 490 495

act aga act tct gga ata tta cca aga aag agt ata gta tca aat att 1536

Thr Arg Thr Ser Gly Ile Leu Pro Arg Lys Ser Ile Val Ser Asn Ile
500 505 510
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cat aat aca aca aga aat aat aga tat aag ctt tca gac act gta cat 1584
His Asn Thr Thr Arg Asn Asn Arg Tyr Lys Leu Ser Asp Thr Val His
515 520 525

tet aaa tat ggt get agt ttt gaa ttc tat aat tat gea tgt atg ttt 1632
Ser Lys Tyr Gly Ala Ser Phe Glu Phe Tyr Asn Tyr Ala Cys Met Phe
530 535 540

atg gat tat atg tat aat aaa gat atg ggt ata tta aat aaa cta aat 1680
Met Asp Tyr Met Tyr Asn Lys Asp Met Gly He Leu Asn Lys Leu Asn
545 550 555 560

gat ctt gca aaa aat aat gat gtt gat gga tat gat aat tat att aga 1728
Asp Leu Ala Lys Asn Asn Asp Val Asp Gly Tyr Asp Asn Tyr Ile Arg
565 570 575

gat tta agt tct aat tat gct tta aat gat aaa tat caa gat cat atg 1776
Asp Leu Ser Ser Asn Tyr Ala Leu Asn Asp Lys Tyr Gln Asp His Met
580 585 590

cag gag cge ata gat aat tat gaa aat tta aca gtg cct ttt gta get 1824
Gln Glu Arg Ile Asp Asn Tyr Glu Asn Leu Thr Val Pro Phe Val Ala
595 600 605

ga't gat tat tta gta agg cat gect tat aag aac cct aat gaa att tat 1872
Asp Asp Tyr Leu Val Arg His Ala Tyr Lys Asn Pro Asn Glu Ile Tyr
610 615 620

tct gaa ata tct gaa gta gea aaa tta aag gat get aag agt gaa gtt 1920
Ser Glu Ile Ser Glu Val Ala Lys Leu Lys Asp Ala Lys Ser Glu Val
625 630 635 640

aag aaa tca caa tat tit agt acc ttt act tig aga ggt agt tacaca 1968
Lys Lys Ser Gln Tyr Phe Ser Thr Phe Thr Leu Arg Gly Ser Tyr Thr
645 650 665

ggt gga gea tct aag ggg aaa tta gaa gat caa aaa gea atg aat aag 2016
Gly Gly Ala Ser Lys Gly Lys Leu Glu Asp Gln Lys Ala Met Asn Lys
660 665 - 670

ttt ata gat gat tca ctt aag aaa tta gat acg tat tet tgg agt ggg 2064
Phe Ile Asp Asp Ser Leu Lys Lys Leu Asp Thr Tyr Ser Trp Ser Gly
675 680 685

tat aaa act tta act gct tat ttc act aat tat' aaa gtt gactct tca 2112
Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Phe Thr Asn Tyr Lys Val Asp Ser Ser
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690 695 700

aat aga gtt act tat gat gta gta ttc cac gga tat tta cca aac gaa 2160
Asn Arg Val Thr Tyr Asp Val Val Phe His Gly Tyr Leu Pro Asn Giu
705 710 715 720

get gat tce aaa aat tca tta cct tat gge aag atc aat gga act tac 2208
Gly Asp Ser Lys Asn Ser Leu Pro Tyr Gly Lys Iie Asn Gly Thr Tyr
725 730 735

aag gga aca gag aaa gaa aaa atc aaa tte tet agt gaa gge tet tte 2256
Lys Gly Thr Glu Lys Glu Lys Ile Lys Phe Ser Ser Glu Gly Ser Phe
740 745 750

gat cca gat ggt aaa ata gtt tet tat gaa tgg gat ttc gga gat ggt 2304
Asp Pro Asp Gly Lys Ile Val Ser Tyr Glu Trp Asp Phe Gly Asp Gly
755 760 765

aat aag agt aat gag gaa aat cca gag cat tea tat gac aag gta gga 2352
Asn Lys Ser Asn Glu Glu Asn Pro Glu His Ser Tyr Asp Lys Val Gly
770 775 780

act tat aca gtg aaa tta aaa gtit act gat gac aag gga gaatet tca 2400
Thr Tyr Thr Val Lys Leu Lys Val Thr Asp Asp Lys Gly Glu Ser Ser
785 790 795 800

gta tct act act act gea gaa ata aag gat ctt tca gaa aat aaa ctt 2448
Val Ser Thr Thr Thr Ala Glu Ile Lys Asp Leu Ser Glu Asn Lys Leu
805 810 815

cca gtt ata tat atg cat gta cet aaa tce gga gee tta aat caa aaa 2496
Pro Val Ile Tyr Met His Val Pro Lys Ser Gly Ala Leu Asn Gln Lys
820 825 830

gtt gtt ttc tat gga aaa gga aca tat gac cca gat gga tct ate gca 2544 -
Val Val Phe Tyr Gly Lys Gly Thr Tyr Asp Pro Asp Gly Ser Ile Ala
835 840 845

gga tat caa tgg gac ttt ggt gat gga agt gat ttt age agt gaa caa 2592
Gly Tyr Gln Trp Asp Phe Gly Asp Gly Ser Asp Phe Ser Ser Glu Gln
850 855 860

aac cca agc cat gta tat act aaa aaa ggt gaa tat act gta aca tta 2640

Asn Pro Ser His Val Tyr Thr Lys Lys Gly Glu Tyr Thr Val Thr Leu
865 870 875 880
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aga gta atg gat agt agt gga caa atg agt gaa aaa act atg aag att 2688
Arg Val Met Asp Ser Ser Gly Gin Met Ser Glu Lys Thr Met Lys Ile
885 890 395

aag att aca gat ccg gta tat cca ata ggc act gaa aaa gaa cca aat 2736
Lys Ile Thr Asp Pro Val Tyr Pro Ile Gly Thr Glu Lys Glu Pro Asn
900 905 910

aac agt aaa gaa act gca agt ggt cca ata gta cca ggt ata cet gtt 2784
Asn Ser Lys Glu Thr Ala Ser Gly Pro Ile Val Pro Gly Ile Pro Val
915 920 925

agt gga acc dta gaa aat aca agt gat caa gat tat ttc tat ttt gat 2832
Ser Gly Thr Ile Glu Asn Thr Ser Asp Gln Asp Tyr Phe Tyr Phe Asp
930 935 940

gtt ata aca cca gga gaa gta aaa ata gat ata aat aaa tta ggg tac 2880
Val Ile Thr Pro Gly Glu Val Lys e Asp Ile Asn Lys Leu Gly Tyr
945 950 955 960

gga gga get act tgg gta gta tat gat gaa aat aat aat gea gta tet 2928
Gly Gly Ala Thr Trp Val Val Tyr Asp Glu Asn Asn Asn Ala Val Ser
965 970 975

tat gcc act gat gat ggg caa aat tta agt gga aag ttt aag gca gat 2976
Tyr Ala Thr Asp Asp Gly Gln Asn Leu Ser Gly Lys Phe Lys Ala Asp
980 985 990

aaa cca ggt aga tat tac atc cat ctt tac atg ttt aat ggt agt tat 3024
Lys Pro Gly Arg Tyr Tyr lle His Leu Tyr Met Phe Asn Gly Ser Tyr
995 1000 1005

atg cca tat aga att aat ata gaa ggt tca gta tet aga aag ctt 3069
Met Pro Tyr Arg Ile Asn Ile Glu Gly Ser Val Ser Arg Lys Leu
1010 1015 1020

geg gee gea cte gag cac cac cac cac cac cac tga 3105
Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His His
1025 1030

<210>9
<211>25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (colG-F)

<400>9
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atgaaaaaaa atattttaaa gattc 25

<210> 10
<211> 27
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (colG-R)

<400> 10
ccggatccta tctagatacc cttaact 27

<210> 11
<211> 28
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (His-F)

<400> 11
gctctagaaa gcettgeggece geactega 28

<210> 12
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (His-R)

<400> 12
cgggatccgg atatagticc tcct 24

<210> 13
<211> 28
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (lac-F)

<400> 13
ccggcaagct tgcccaatac gcaaaccg 28

<210> 14
<211>18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (lac-R)

<400> 14

agctgtttcc tgtgtgaa 18
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (colH-F)

<400> 15
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atgaaaagga aatgtttatc 20

<210> 16
<211> 27
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Un cebador para PCR (colH-R)

<400> 16
ccggatccta tctagatact gaacctt 27
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una colagenasa de fusion,
en el que:

un cultivo obtenido mediante el cultivo de E. coli transformada por uno cualquiera de un ADN que codifica la
colagenasa de fusion y un vector de expresién que comprende el ADN se purifica mediante cromatografia por
afinidad que corresponde a una marca de afinidad para recoger de ese modo de forma selectiva la colagenasa
de fusién que tiene un dominio de unién a colageno, en donde la colagenasa de fusion tiene las siguientes
caracteristicas (i) a (ii):

(i) la marca de afinidad se une directa o indirectamente a un extremo carboxilo de la colagenasa;
(i) la colagenasa se selecciona entre los siguientes (a) a (h):

(a) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una
cualquiera de las SEC ID N%: 1y 2;

(b) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una
cualquiera de las SEC ID N2 1 y 2 en la que se suprimen, sustituyen, insertan o afaden de 1 a 30
aminoacidos;

(c) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 80 % o
superior con la secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1008 de una cualquiera de las SEC ID
Ne: 1y 2;

(d) una colagenasa en la que una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a -1 de una
cualquiera de las SEC ID N2 1 y 2 se retira de una cualquiera de las colagenasas que se han descrito en
(a) a(c);

(e) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una
cualquiera de las SEC ID N®: 5y 6;

(f) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una
cualquiera de las SEC ID N%: 5y 6 en la que se suprimen, sustituyen, insertan o afaden de 1 a 30
aminoacidos;

(9) una colagenasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 80 %
0 superior con la secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 981 de una cualquiera de las SEC ID
N2: 5y 6;

(h) una colagenasa en la que una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a -1 de una cualquiera
de las SEC ID N%: 5y 6 se retira de una cualquiera de las colagenasas que se han descrito en (e) a (g)-

2. El método de produccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la colagenasa de fusion es una colagenasa
de fusién en la que la marca de afinidad es dos o mas restos de histidina consecutivos.

3. El método de produccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la colagenasa de fusién comprende una
secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a 1021 de la SEC ID N2 3.

4. El método de produccion de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la colagenasa de fusion es una colagenasa
de fusién a partir de la que se retira una secuencia de aminoacidos de las posiciones -110 a -1 de la SEC ID N¢: 3.

5. El método de produccién de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la colagenasa de fusién comprende una
secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a 994 de la SEC ID N¢: 7.

6. El método de produccidon de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la colagenasa de fusién es una colagenasa
de fusién a partir de la que se retira una secuencia de aminoacidos de las posiciones -40 a -1 de la SEC ID N%: 7.

7. El método de produccion de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el ADN que codifica la colagenasa de
fusiéon es un ADN que comprende una secuencia de bases de las posiciones 1 a 3396 de la SEC ID N°: 4.

8. El método de produccion de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el ADN que codifica la colagenasa de
fusién es un ADN que comprende una secuencia de bases de las posiciones 1 a 3105 de la SEC ID N¢: 8.
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[Fig. 1]
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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[Fig. 4]

68



ES 2531402713

[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]

72



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

