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DESCRIPCION
Método para la producciéon enzimatica de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico a partir de acetona y acetil-CoA

La presente invencion se refiere a un método para la produccidon de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico (también
denominado como beta-hidroxiisovalerato o HIV) a partir de acetona y acetil-coenzima A que comprende la
conversion enzimatica de acetona y acetil-coenzima A en acido 3-hidroxi-3-metilbutirico. La conversion hace uso de
una enzima que es capaz de catalizar la formacién de un enlace covalente entre el atomo de carbono del grupo oxo
(es decir, el C=0) de acetona y el grupo metilo de acetil-coenzima A. La enzima empleada en el procedimiento es
una enzima con la actividad de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10). La presente invencion también se refiere a
organismos capaces de producir acido 3-hidroxi-3-metilbutirico a partir de acetona y acetil-coenzima A, y al uso de la
enzima y organismos mencionados anteriormente para la produccion de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico. Finalmente,
la presente invencion se refiere al uso de acetona para la produccién de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico.

El acido 3-hidroxi-3-metilbutirico (también denominado como beta-hidroxiisovalerato o HIV; véase la Figura 1) es un
metabolito del aminoacido esencial leucina, y se sintetiza en el cuerpo humano. Se puede encontrar en pequefias
cantidades en pomelo, alfalfa y bagre. También se sabe que aparece en algunos trastornos metabdlicos del
catabolismo de la leucina, es decir, acidemia hipovalérica. Se ha mostrado que el acido 3-hidroxi-3-metilbutirico
puede tener un efecto en el incremento del peso muscular y la resistencia (Nissen et al., J. Appl. Physiol. 81 (1996),
2095-2104). Wilson et al. (Nutrition & Metabolism 5 (2008)) propone como los mecanismos de accion lo siguiente:

- integridad sacrolémica incrementada via conversion mediante HMG CoA reductasa
- sintesis proteica potenciada via la ruta de mTOR

- depresion de la degradacion proteica a través de la inhibicion de la ruta de ubiquitina. Se supone que el acido
3-hidroxi-3-metilbutirico ayuda a los musculos a combatir la ruptura de las proteinas, ayuda en la reparacion
muscular, y respalda la resistencia incrementada. Se ha descrito que ayuda a pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica en unidades de cuidados intensivos hospitalarias, con desgaste muscular
asociado con HIV y cancer, y victimas de traumas con lesiones graves. De este modo, es de interés
comercial debido a su uso como potenciador muscular para culturismo, y como medicamento para evitar el
desgaste muscular. La patente de los Estados Unidos 7026507 describe un procedimiento para preparar
formulaciones sélidas de 3-hidroxi-3-metilbutirato de sodio en el que, en una primera etapa del procedimiento,
se hace reaccionar 4,4-dimetiloxetan-2-ona con hidréxido sédico acuoso para formar una disolucion de 3-
hidroxi-3-metilbutirato de sodio, y después, si es apropiado tras la concentracion, la disolucion se aplica, en
una etapa posterior del procedimiento, a silice sintética, en la que, si es apropiado, se seca el producto
resultante.

Seria deseable proporcionar un procedimiento para la produccion de 3-hidroxi-3-metilbutirato que fuese
independiente de las etapas de produccion inorganicas y que se pudiese efectuar en organismos vivos siendo de
ese modo medioambientalmente bueno y barato. En este contexto, Lee et al. (Appl. Environ. Microbiol. 63 (1997),
4191-4195) describen un método para la produccion de 3-hidroxi-3-metilbutirato convirtiendo acido 3-metilbutirico en
acido 3-hidroxi-3-metilbutirico usando el microorganismo Galactomyces reessii. Ademas, Crouch et al. (Tetrahedron
53 (1997), 6993-7010) describen un método para la produccion de 3-hidroxi-3-metilbutirato a partir de 2-oxo-4-
metilpentanoato usando la enzima alfa-cetoisocaproato dioxigenasa. Sin embargo, aunque estos procedimientos
permitieron la produccion de 3-hidroxi-3-metilbutirato, todavia existe la necesidad de proporcionar vias eficientes
alternativas y eficaces desde el punto de vista del coste para producir 3-hidroxi-3-metilbutirato, en particular
mediante procesos bioldgicos.

La presente invencién satisface esta demanda de un procedimiento alternativo para la produccion de 3-hidroxi-3-
metilbutirato, y proporciona un método que se basa en fuentes bioldgicas y permite producir 3-hidroxi-3-metilbutirato
in vitro o in vivo en un microorganismo u otra especie.

En particular, la presente invenciéon se refiere a un método para la produccion de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico
(también denominado como beta-hidroxiisovalerato o HIV) a partir de acetona y acetil-coenzima A, que comprende
la conversion enzimatica de acetona y acetil coenzima A en acido 3-hidroxi-3-metilbutirico.

La acetona se representa mediante la siguiente formula: CHs-(C=0)-CHs. El compuesto que proporciona un grupo
acetilo activado se caracteriza por la siguiente férmula (1):

H
/

H—C{—H
- ¢c'=0
/
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en la que X es S-CH2-CH2-NH-CO-CH2-CH2-NH-CO-CH(OH)-C(CH3)2-CH2-0-PO2H-O-PO2H-C10H13N507P
(coenzima A).

La conversion hace uso de una enzima que es capaz de catalizar la formaciéon de un enlace covalente entre el
atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo
metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado segun la formula (I). Segun este esquema de
reaccion, el grupo oxo de la acetona reacciona como un electrofilo, y el grupo metilo del compuesto que proporciona
un grupo acetilo activado segun la féormula (I) reacciona como un nucledfilo. La reaccion de la conversion de acetona
y un compuesto que proporciona un grupo acetilo activado segun la formula (I) se muestra en la Figura 5.

La reaccion puede suceder en una etapa, es decir, 3-hidroxi-3-metilbutirato puede ser el producto directo de una
reaccion catalizada por la enzima descrita anteriormente. Como alternativa, la reaccion puede comprender dos
etapas, cuando se usa acetil CoA como el compuesto que proporciona un grupo acetilo activado, en el sentido de
que primero se produce un aducto de 3-hidroxi-3-metilbutirato y el compuesto que proporciona un grupo acetilo
activado, por ejemplo 3-hidroxi-3-metilbutiril-CoA, que se hidroliza subsiguientemente, por ejemplo, a 3-hidroxi-3-
metilbutirato y CoA. De este modo, en la primera alternativa, la enzima cataliza la reacciéon completa como se
muestra en la Figura 5. En la segunda alternativa, la enzima cataliza la formacién de un enlace covalente entre el
atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo
metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado segun la férmula (1), pero X permanece en la
molécula. X se elimina entonces subsiguientemente de la molécula mediante hidrdlisis.

La presente invencion muestra por primera vez que es posible producir 3-hidroxi-3-metilbutirato haciendo uso de una
enzima que puede transferir un grupo acetilo activado a acetona. En la técnica anterior, se ha dado a conocer la
produccion de 3-hidroxi-3-metilbutirato a partir de acido isovalérico mediante la bioconversion usando el hongo
Galactomyces reessii. Sin embargo, considerando que el acido isovalérico se obtiene de leucina a través de
descarboxilacion y que la propia leucina deriva del metabolismo a partir de la condensacion global de dos moléculas
de piruvato y una molécula de acetil CoA, este procedimiento de produccion es energéticamente desfavorable. El
procedimiento de la presente invencion evita esta desventaja. El compuesto que proporciona un grupo acetilo
activado es acetil CoA. Acetil CoA (también conocida como acetil Coenzima A) en estructura quimica es el tioéster
entre la coenzima A (un tiol) y acido acético.

La enzima empleada en el procedimiento es una enzima con la actividad de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10).

El método segun la presente invencion comprende la conversion enzimatica de acetona y acetil CoA en 3-hidroxi-3-
metilbutirato con una enzima que es capaz de catalizar la formacién de un enlace covalente entre el atomo de
carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el &tomo de carbono C? de acetil CoA segun la férmula (1). La
enzima empleada en el procedimiento segun la invencion es una enzima que tiene la actividad de una HMG CoA
sintasa (EC 2.3.3.10).

En particular, se ha mostrado en el contexto de la presente invencion que HMG CoA sintasa puede aceptar acetona
en lugar de su sustrato normal, acetoacetil-CoA, permitiendo de ese modo la conversion de acetil-CoA (o un
compuesto segun la formula (1)) y acetona en 3-hidroxi-3-metilbutirato.

En el contexto de la presente solicitud, la expresién “HMG CoA sintasa” o “una proteina/enzima que tiene la
actividad de una HMG CoA sintasa” se refiere a cualquier enzima que se clasifica en el nimero EC EC 2.3.3.10
(antiguamente, HMG CoA sintasa se habia clasificado como EC 4.1.3.5, pero se ha transferido a EC 2.3.3.10), en
particular se refiere a cualquier enzima que es capaz de catalizar la reaccion en la que acetil-CoA se condensa con
acetoacetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) (véase la Figura 2), y la expresion también se
refiere a cualquier enzima que deriva de tal HMG-CoA sintasa y que es capaz de catalizar la conversion de acetona
y un compuesto que proporciona un grupo acetilo activado como se define anteriormente, preferiblemente acetil
CoA, en 3-hidroxi-3-metilbutirato.

La actividad enzimatica de acetil-CoA que se condensa con acetoacetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) se puede medir mediante métodos bien conocidos en la técnica. Un ensayo posible y usado
preferiblemente se describe, por ejemplo, en Clinkenbeard et al. (J. Biol. Chem. 250 (1975), 3108-3116). En este
ensayo, la actividad de HMG-CoA sintasa se mide monitorizando la disminucién en la absorbancia a 303 nm que
acompafa a la desaparicion, dependiente de acetil-CoA, de la forma de enolato de acetoacetil-CoA.
Preferiblemente, la actividad de HMG CoA sintasa se evalia como se describe en el Ejemplo 3.

HMG CoA sintasa es parte de la ruta de mevalonato. Se han identificado dos rutas para la sintesis de pirofosfato de
isopentenilo (IPP), es decir, la ruta de mevalonato y la ruta de gliceraldehido 3-fosfato-piruvato. HMG CoA sintasa
cataliza la condensacion de Claisen biolégica de acetil-CoA con acetoacetil-CoA, y es un miembro de una
superfamilia de enzimas acilcondensantes que incluye beta-cetotiolasas, acido graso sintasas (proteina portadora
beta-cetoacetil sintasa) y policétido sintasas.

HMG CoA sintasa se ha descrito para diversos organismos. También estan disponibles las secuencias de
aminoacidos y de acidos nucleicos que codifican HMG CoA sintasas de numerosas fuentes. Generalmente, las
secuencias solo comparten un bajo grado de identidad de secuencia global. Por ejemplo, las enzimas de
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Staphylococcus o Streptococcus muestran solamente alrededor de 20% de identidad con aquellas de HMG CoA
sintasa humana y aviar. En algunas fuentes, se da a conocer que las HMG CoA sintasas bacterianas y sus
contrapartes animales muestran solamente alrededor de 10% de identidad de secuencia global (Sutherlin et al, J.
Bacteriol. 184 (2002), 4065-4070). Sin embargo, los restos de aminoacidos implicados en las reacciones de
acetilaciéon y condensacion estan conservados entre HMG CoA sintasas bacterianas y eucariotas (Campobasso et
al., J. Biol. Chem. 279 (2004), 44883-44888). Se ha determinado la estructura tridimensional de tres enzimas HMG
CoA sintasas, y en principio los aminoacidos cruciales para la reacciéon enzimatica estan bien caracterizados
(Campobasso et al., loc. cit.; Chun et al., J. Biol. Chem. 275 (2000), 17946-17953; Nagegowda et al., Biochem. J.
383 (2004), 517-527; Hegardt, Biochem. J. 338 (1999), 569-582). En eucariotas, existen dos formas para la HMG
CoA sintasa, es decir, una forma citosolica y una forma mitocondrial. La forma citosélica desempefia un papel clave
en la produccion de colesterol y otros isoprenoides, y la forma mitocondrial esta implicada en la produccion de
cuerpos cetonicos.

En principio, en el contexto de la presente invencién se puede usar cualquier enzima HMG CoA sintasa, en particular
procedente de organismos procariotas o eucariotas.

Las HMG CoA sintasas procariotas se describen, por ejemplo, de Staphylococcus aureus (Campobasso et al., loc.
cit.; nimero de acceso Uniprot Q9FD87), Staphylococcus epidermidis (numero de acceso Uniprot Q9FD76),
Staphylococcus haemolyticus (nimero de acceso Uniprot Q9FD82), Enterococcus faecalis (Sutherlin et al., loc. cit.;
nimero de acceso Uniprot Q9FD7), Enterococcus faecium (nimero de acceso Uniprot Q9FD66), Streptococcus
pneumonia (numero de acceso Uniprot Q9FD56), Streptococcus pyogenes (numero de acceso Uniprot Q9FD61) y
Methanobacterium thermoautotrophicum (nimero de acceso AE000857), Borrelia burgdorferi (niumero de acceso
NCBI BB0683).

Ademas, la siguiente Tabla A enumera algunas HMG CoA sintasas conocidas de procariotas:

Tabla A
Numero de acceso Swissprot/TrEmbl Organismo
Q9YASO Aeropyrum pernix
A7Z4Y2 Bacillus amyloliquefaciens
P40830|2874037340 Bacillus subtilis
B8G795 Chloroflexus aggregans
ASEUV4 Dichelobacter nodosus
ASFM54 Flavobacterium johnsoniae
Q18GC4 Haloquadratum walsbyi
BILS15 Halorubrum lacusprofundi
A9B8F0 Herpetosiphon aurantiacus
A2BMY8 Hyperthermus butylicus
Q5FLB7 Lactobacillus acidophilus
QO03QRO Lactobacillus brevis
Q1GAH5 Lactobacillus delbrueckii
B2GBL1 Lactobacillus fermentum
B1MZ51 Leuconostoc citreum
QO3wWz0 Leuconostoc mesenteroides
A4YH99 Metallosphaera sedula
AS5UNI8 Methanobrevibacter smithii
Q58941 Methanocaldococcus jannaschii
Q12URS3 Methanococcoides burtonii
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Numero de acceso Swissprot/TrEmbl Organismo
ABUSZ1 Methanococcus aeolicus
A4FWW6 Methanococcus maripaludis
ABUPL1 Methanosarcina mazei
A2STY2 Methanocorpusculum labreanum
Q8TVLO Methanopyrus_andleri
Q8PYJO Methanosarcina mazei
Q2NHU7 Methanosphaera stadtmanae
Q2FPH4 Methanospirillum hungatei
B2HGT6 Mycobacterium marinum
Q3IMz7 Natronomonas pharaonis
Q8EP69 Oceanobacillus iheyensis
QO4F95 Oenococcus oeni
QO3FU5 Pediococcus pentosaceus
Q6L233 Picrophilds torridus
ABG7N7 Plesiocystis pacifica
A4WJ12 Pyrobaculum arsenaticum
A7NHZ7 Roseiflexus castenholzii
Q8CNO06 Staphylococcus epidermidis
Q41958 Staphylococcus haemolyticus
Q4A0D6 Staphylococcus saprophyticus
B4U364 Streptococcus equi
Q8DUI5 Streptococcus mutans
Q4J933 Sulfolobus acidocaldarius
Q971K8 Sulfolobus tokodaii
QOHI87 Thermoplasma acidophilum
Q31EW2 Thiomicrospira crunogena
Q51798 Pyrococcus furiosus
AS5VJB7 Lactobacillus reuteri
Q7CF79 Streptococcus pyogenes
QouwuU0o Sulfolobus solfataricus

Se describen HMG CoA sintasas eucariotas, por ejemplo, de hongos, tales como Schizosaccharomyces pombe
(numeros de acceso U32187 y P54874), Saccharomyces cerevisiae (nUmero de acceso P54839), plantas, tales
como Arabidopsis thaliana (numeros de acceso X83882 y P54873), Pinus sylvestris (nimero de acceso X96386), y
animales, tales como Caenorhabditis elegans (numero de acceso P54871), Mus musculus (mitocondrial; nimero de
acceso P54869 y Hegardt, Biochem. J. 338 (1999), 569-582), Rattus norvegicus (mitocondrial: nimero de acceso
P22791 y Hegardt, Biochem. J. 338 (1999); citosdlica: nimero de acceso P17425), 569-582), hamster chino
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(Cricetulus griseus: numero de acceso P13704), Sus scrofa (mitocondrial; nimero de acceso U90884 y Hegardt,
Biochem. J. 338 (1999), 569-582), Homo sapiens (mitocondrial: nimero de acceso P54868 y Hegardt, Biochem. J.
338 (1999), 569-582; citosdlica: niumero de acceso Q01581), Blattella germanica (forma citosdlica 1; nimero de
acceso P54961), Blattella germanica (forma citosolica 2; nimero de acceso P54870) y Gallus gallus (citosdlica;
numero de acceso P23228).

En SEC ID NO: 1 a 14 se dan ejemplos de HMG CoA sintasas procedentes de diferentes organismos. SEC ID NO: 1
muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa citoplasmica de Caenorhabditis elegans (P54871, gene bank
F25B4.6); la SEC ID NO: 2 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa citoplasmica de Schizosaccharomyces
pombe (levadura de fision; P54874); la SEC ID NO: 3 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa citoplasmica de
Saccharomyces cerevisiae (levadura de panadero; P54839, gene bank CAA65437.1); la SEC ID NO: 4 muestra la
secuencia de la HMG CoA sintasa citoplasmica de Arabidopsis thaliana (berro de oreja de raton; P54873); la SEC ID
NO: 5 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa citoplasmica de Dictyostelium discoideum (moho del cieno;
P54872, gene bank L2114); la SEC ID NO: 6 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa citoplasmica de Blattella
germanica (cucaracha alemana; P54961, gene bank X73679); la SEC ID NO: 7 muestra la secuencia de la HMG
CoA sintasa citoplasmica de Gallus gallus (pollo; P23228, gene bank CHKHMGCOAS); la SEC ID NO: 8 muestra la
secuencia de la HMG CoA sintasa citoplasmica de Homo sapiens (ser humano; Q01581, gene bank X66435); la
SEC ID NO: 9 muestra la secuencia de HMG CoA sintasa mitocondrial de Homo sapiens (ser humano; P54868,
gene bank X83618); la SEC ID NO: 10 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa mitocondrial de Dictyostelium
discoideum (moho del cieno; Q86HL5, gene bank XM_638984); la SEC ID NO: 11 muestra la secuencia de la HMG
CoA sintasa de Staphylococcus epidermidis (Q9FD76); la SEC ID NO: 12 muestra la secuencia de la HMG CoA
sintasa de Lactobacillus fermentum (B2GBL1); la SEC ID NO: 13 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa de
Hyperthermus butylicus (A2BMY8); la SEC ID NO: 14 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa de Chloroflexus
aggregans (B8G795); la SEC ID NO: 24 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa de Lactobacillus delbrueckii
(Q1GAHS5) y la SEC ID NO: 25 muestra la secuencia de la HMG CoA sintasa de Staphylococcus haemolyticus
Q41958 (198>V diferencia comparada con la proteina de tipo salvaje).

En una realizacion preferida de la presente invencion, la HMG CoA sintasa es una enzima que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs: 1 a 14, o una secuencia que es al
menos n % idéntica a cualquiera de SEC ID NOs: 1 a 14 y que tiene la actividad de una HMG CoA sintasa, siendo n
un numero entero entre 10 y 100, preferiblemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99.

Preferiblemente, el grado de identidad se determina comparando la secuencia respectiva con la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de las SEC ID NOs mencionadas anteriormente. Cuando las secuencias que se
comparan no tienen la misma longitud, el grado de identidad se refiere preferiblemente al porcentaje de restos de
aminoacidos en la secuencia mas corta que son idénticos a restos de aminoacidos en la secuencia mas larga, o al
porcentaje de restos de aminoacidos en la secuencia mas larga que son idénticos a los restos de aminoacidos en la
secuencia mas corta. El grado de identidad de secuencia se puede determinar segun métodos bien conocidos en la
técnica, usando preferiblemente algoritmos de ordenador adecuados tales como CLUSTAL.

Cuando se usa el método de analisis de Clustal para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, 80%
idéntica a una secuencia de referencia, se pueden usar ajustes por defecto, o los ajustes son preferiblemente como
siguen: Matriz: blosum 30; Penalizacion de salto abierto: 10,0; Sefalizacion de salto extendido: 0,05; Retraso
divergente: 40; Distancia de separacion de salto: 8 para comparaciones de secuencias de aminoacidos. Para
comparaciones de secuencias nucleotidicas, la Penalizacion de salto extendido se ajusta preferiblemente a 5,0.

Preferiblemente, el grado de identidad se calcula a lo largo de toda la longitud de la secuencia.

La HMG CoA sintasa empleada en el procedimiento segun la invencién puede ser HMG CoA sintasa de origen
natural, o puede ser HMG CoA sintasa que deriva de una HMG CoA sintasa de origen natural, por ejemplo mediante
la introduccion de mutaciones u otras alteraciones que, por ejemplo, alteran o mejoran la actividad enzimatica, la
estabilidad, etc.

La expresion “HMG CoA sintasa” o “una proteina/enzima que tiene la actividad de una HMG CoA sintasa”, en el
contexto de la presente solicitud, también cubre enzimas que derivan de una HMG CoA sintasa, que son capaces de
producir 3-hidroxi-3-metilbutirato mediante una conversion enzimatica de acetona y acetil-coenzima A, pero que solo
tienen una baja afinidad por acetoacetil-CoA como sustrato o ya no aceptan acetoacetil-CoA como sustrato. Tal
modificacion del sustrato preferido de una HMG CoA sintasa permite mejorar la conversion de acetona en 3-hidroxi-
3-metilbutirato y reducir la producciéon del subproducto, por ejemplo HMG-CoA. Los métodos para modificar y/o
mejorar las actividades enzimaticas deseadas de proteinas son bien conocidos por la persona experta en la técnica,
e incluyen, por ejemplo, mutagénesis al azar o mutagénesis dirigida al sitio y la seleccion subsiguiente de enzimas
que tienen las propiedades o enfoques adecuados de la denominada “evolucion dirigida”.

Por ejemplo, para la manipulacién mediante ingenieria genética en células procariotas, una molécula de acido
nucleico que codifica HMG CoA sintasa se puede introducir en plasmidos que permiten la mutagénesis o
modificacion de secuencia mediante recombinacion de secuencias de ADN. Los métodos estandar (véase Sambrook
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y Russell (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press, Cold Spring Harbor, NY, USA) permiten que
se lleven a cabo intercambios de bases o que se afiadan secuencias naturales o sintéticas. Los fragmentos de ADN
se pueden conectar entre si aplicando adaptadores y ligadores a los fragmentos. Ademas, se pueden usar medidas
de ingenieria que proporcionan sitios de restriccion adecuados o eliminan sitios de restriccion o ADN sobrantes. En
esos casos, en los que son posibles las inserciones, supresiones o sustituciones, se puede usar mutagénesis in
vitro, “reparacion de cebadores”, restriccion o ligacion. En general, como métodos de andlisis se lleva a cabo un
analisis de secuencia, analisis de restriccion u otros métodos de bioquimica y biologia molecular. Las variantes de
HMG CoA sintasa resultantes se evallan entonces para determinar su actividad enzimatica, y en particular para
determinar su capacidad para preferir acetona como sustrato en vez de acetoacetilCoA. Un ensayo para medir la
capacidad de una HMG CoA sintasa para usar acetona como sustrato se describe en el Ejemplo 5. La formacion de
3-hidroxi-3-metilbutirato se puede detectar mediante comparacién con un compuesto estandar, por ejemplo tras la
separacion mediante cromatografia de capa fina, LC/MS y ensayo colorimétrico tras su derivatizacion, o mediante
espectrometria de masas.

En particular, se lleva a cabo una reacciéon en una mezcla de reaccién que contiene 40 mM de Tris-HCI pH 8, 5 a 50
mM de acetil-CoA, 100 a 500 mM de acetona, 1 MgCl. (excepto para HMG CoA sintasa mitocondrial), 0,5 mM de
DTT, y enzima que varia en el intervalo de 0,2 a 8 mg/ml. Se llevan a cabo reacciones de control en ausencia de
enzima y uno de los sustratos.

El progreso de la sintesis es seguido analizando alicuotas tomadas tras incrementar el periodo de incubacién a 30 6
37°C. Tipicamente, se retira una alicuota de 50 pl tras 48 h de incubacion, se calienta durante 1 min. a 100°C para
eliminar las proteinas, se centrifuga, y el sobrenadante se transfiere a un vial limpio para la deteccion de HIV
mediante espectrometria de masas. Una disolucién de 3-hidroxi-3-metilbutirato se prepara en 40 mM de Tris-HCI pH
8, 1 mM de MgClz, 0,5 mM de DTT, se calienta como se describe anteriormente y se usa como referencia.

Las muestras se analizan en un espectrémetro de masas de cuadrupolo triple PE SCIEX API 2000 en modo de ion
negativo con HyO/acetonitrilo = 60/40 que contiene 0,1% de trietilamina como fase movil, y el caudal fue 40 pl/min.
Se mezclan 10 pl de cada sobrenadante con una cantidad igual de fase movil y se inyectan directamente en el
espectrometro de masas. Se monitoriza la presencia de ion [3- h|dr0X| 3 metilbutirato-H]". La sintesis de 3-hidroxi-3-
metilbutirato también se puede llevar a cabo en presencia de [2- C]acetona radiomarcada. La formacién de
producto se analiza tras la separacion de la mezcla de reaccién mediante TLC o HPLC.

En una realizacién preferida, la HMG CoA sintasa empleada en la presente invencion es una enzima que tiene un
valor Ky para acetona de 300 mM o inferior, preferiblemente de 250 mM o inferior, incluso mas preferiblemente de
200 mM o inferior, y particularmente preferido de 150 mM o inferior. Se prefiere que el valor Ky se determine en las
condiciones descritas en el Ejemplo 7. En otra realizacion preferida, la HMG CoA sintasa empleada en la presente
|nvenC|on tiene un valor kart para la reaccion descrlta de al menos 0,1 x 10* s , preferiblemente al menos 0,2 x 10™
s’ |ncluso mas preferlblemente al menos 0,5 x 10 s , Yy particularmente preferldo al menos 1 x 10*s™, al menos 2
X 10 s”, almenos 3x 10* s 0 al menos 5x 10* s™. Se prefiere que el valor ket se determina en las cond|C|ones
descrltas en el Ejemplo 7.

Se sabe en la técnica que His264 de HMG CoA sintasa aviar juega un papel en la interaccion de la enzima con
acetoacetil-CoA, y que la variante Ala264 carece de la interaccion con el oxigeno del resto tioéster de acetoacetil-
CoA (Misraa et al., Biochem. 35 (1996), 9610-9616). De este modo, a fin de desarrollar variantes de HMG CoA
sintasa que muestren una menor aceptacion de acetoacetil-CoA como sustrato pero que acepten acetona como
sustrato, es concebible mutar sistematicamente en una HMG CoA sintasa el resto de histidina que corresponde a
His264 de HMG CoA sintasa aviar descrita en Misraa et al. (lugar citado) para reducir o inhabilitar la aceptacion de
acetoacetil-CoA como sustrato.

Ademas, se pueden proporcionar variantes de HMG CoA sintasa que muestran una mayor actividad. Steussy et al.
(Biochemistry 45 (2006), 14407-14414), por ejemplo, describen un mutante de la HMG CoA sintasa de Enterococcus
faecalis en el que Ala110 se cambid a Gly110, y que muestra un incremento de 140 veces la velocidad de reaccion
global.

También se pueden llevar a cabo métodos para identificar variantes con propiedades enzimaticas mejoradas con
respecto a la produccién de 3-hidroxi-3-metilbutirato en presencia de un cofactor que permite una complementacion
estérica y/o electronica en el sitio catalitico de la enzima/enzimas, debido al hecho de que el sustrato acetona es
mas corto que el sustrato natural acetoacetil-CoA de HMG CoA sintasa. Un ejemplo de tal cofactor seria la coenzima
A, o una molécula estructuralmente muy relacionada tal como S-nitroso-CoA.

La version modificada de la HMG CoA sintasa que acepta acetona como sustrato pero que tiene una baja afinidad
por acetoacetil-CoA como sustrato o ya no acepta acetoacetil-CoA como sustrato se puede derivar a partir de una
HMG CoA sintasa de origen natural o a partir de una HMG CoA sintasa ya modificada, optimizada o sintéticamente
sintetizada.

La HMG CoA sintasa empleada en el procedimiento segun la presente invencion puede ser una version natural de la
proteina, o una proteina sintética, asi como una proteina que se ha sintetizado quimicamente o se ha producido en
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un sistema bioldgico o mediante procedimientos recombinantes. La HMG CoA sintasa también se puede modificar
quimicamente, por ejemplo a fin de mejorar su/sus estabilidades, resistencias por ejemplo a temperatura, para
facilitar su purificacion o su inmovilizacién sobre un soporte. La enzima se puede usar en forma aislada, forma
purificada, en forma inmovilizada, como un extracto bruto o parcialmente purificado obtenido de células que
sintetizan la enzima como enzima quimicamente sintetizada, como enzima recombinantemente producida, en forma
de microorganismos que las producen, etc.

El procedimiento segun la presente invencion se puede llevar a cabo in vitro o in vivo. Se entiende que una reaccion
in vitro es una reaccion en la que no se emplean células, es decir, una reaccién acelular.

Para llevar a cabo el procedimiento in vitro, los sustratos para la reaccion y la enzima se incuban en condiciones
(tampdn, temperatura, cofactores, etc.) que permiten que la enzima sea activa y que se produzca la conversion
enzimatica. La reaccion se deja transcurrir durante un tiempo suficiente para producir 3-hidroxi-3-metilbutirato. La
produccion de 3-hidroxi-3-metilbutirato y/o 3-hidroxi-3-metilbutiril-CoA se puede detectar mediante comparacion con
un compuesto estandar tras la separacion mediante cromatografia de capa fina, LC/MS y ensayo colorimétrico tras
su derivatizacion.

La enzima puede estar en cualquier forma adecuada que permita que tenga lugar la reaccidon enzimatica. Puede
estar purificada o parcialmente purificada, o en forma de extractos celulares brutos o extractos parcialmente
purificados. También es posible que la enzima se inmovilice sobre un portador adecuado.

Puesto que el sustrato acetona es en general mas corto que el sustrato natural usado por la enzima, acetoacetil-CoA
usado por HMG CoA sintasa, puede ser ventajoso afadir a la mezcla de reaccién un cofactor que permita una
complementacion estérica y/o electrénica en el sitio catalitico de la enzima. Un ejemplo de tal cofactor seria la
coenzima A o una molécula estructuralmente muy relacionada tal como S-nitroso-CoA.

Para llevar a cabo el procedimiento in vivo, se hace uso de un organismo/microorganismo (u
organismos/microorganismos) adecuado o adecuados que son capaces de proporcionar los sustratos, es decir,
acetona y acetil-coenzima A, y una enzima que es capaz de catalizar la formacion de un enlace covalente entre el
atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo
metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado segun la formula (1), que es una HMG CoA sintasa.

De este modo, en el caso de esta realizacion, el método segun la invencion se caracteriza por que la conversion de
acetona y un compuesto que proporciona un grupo acetilo activado se realiza en presencia de un organismo,
preferiblemente un microorganismo capaz de producir acetona y expresar una enzima que es capaz de formar un
enlace covalente entre el atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?)
correspondiente al grupo metilo de un compuesto que proporciona un grupo acetilo activado segun la formula (1) que
expresa una enzima con la actividad de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10).

La expresion “que es capaz de producir acetona”, en el contexto de la presente invencion, significa que el
organismo/microorganismo tiene la capacidad para producir acetona en la célula debido a la presencia de enzimas
que proporcionan actividades enzimaticas que permiten la produccién de acetona a partir de precursores
metabdlicos.

La acetona se produce mediante ciertos microorganismos, tales como Clostridium acetobutylicum, Clostridium
beijerinckii, Clostridium cellulolyticum, Bacillus polymyxa y Pseudomonas putida. La sintesis de acetona esta muy
bien caracterizada en Clostridium acetobutylicum. Comienza con una reaccion (etapa 1 de reaccion) en la que dos
moléculas de acetil-CoA se condensan en acetoacetil-CoA. Esta reaccién es catalizada por acetil-CoA
acetiltransferasa (EC 2.3.1.9). La acetoacetil-CoA se convierte entonces en acetoacetato mediante una reaccion con
acido acético o acido butirico, dando también como resultado la produccion de acetil-CoA o butiril-CoA (etapa 2 de
reaccion). Esta reaccion esta catalizada por ejemplo por acetoacetilCoA transferasa (EC 2.8.3.8). La acetoacetilCoA
transferasa es conocida de diversos organismos, por ejemplo de E. coli, en la que es codificada por el gen atoAD, o
de Clostridium acetobutylicum, en el que es codificada por el gen ctfAB. Sin embargo, otras enzimas también
pueden catalizar esta reaccion, por ejemplo 3-oxoacido CoA transferasa (EC 2.8.3.5) o succinato CoA ligasa (EC
6.2.1.5).

Finalmente, el acetoacetato se convierte en acetona mediante una etapa de descarboxilacion (etapa 3 de reaccion)
catalizada por acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4).

Las etapas 1y 2 de reaccion descritas anteriormente y las enzimas que las catalizan no son caracteristicas para la
sintesis de acetona, y se pueden encontrar en diversos organismos. Por el contrario, la etapa 3 de reaccién que esta
catalizada por acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4) solo se encuentra en aquellos organismos que son capaces
de producir acetona.

En una realizacion preferida, el organismo empleado en el método segun la invencién es un organismo,
preferiblemente un microorganismo, que tiene naturalmente la capacidad para producir acetona. De este modo,
preferiblemente el microorganismo pertenece al género Clostridium, Bacillus o Pseudomonas, mas preferiblemente a
las especies Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium cellulolyticum, Bacillus polymyxa o
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Pseudomonas putida.

En una realizacion preferida adicional, el organismo empleado en el método segun la invenciéon es un organismo,
preferiblemente un microorganismo, que tiene naturalmente la capacidad para producir acetona y que es
recombinante en el sentido de que se ha modificado ademas genéticamente para expresar una enzima como se
define anteriormente. El término “recombinante”, en una realizacion, significa que el organismo esta modificado
genéticamente para contener una molécula de acido nucleico extrafia que codifica una enzima como se define
anteriormente. En una realizacion preferida, el organismo se ha modificado genéticamente para contener una
molécula de acido nucleico extraia que codifica una enzima como se define anteriormente, es decir, una HMG CoA
sintasa.

El término “extrafio”, en este contexto, significa que la molécula de acido nucleico no se produce de forma natural en
dicho organismo/microorganismo. Esto significa que no aparece en la misma estructura o en la misma localizacion
en el organismo/microorganismo. En una realizacion preferida, la molécula de acido nucleico extrafia es una
molécula recombinante que comprende un promotor y una secuencia codificante que codifica la enzima respectiva,
es decir, una HMG CoA sintasa, en la que el promotor que conduce la expresion de la secuencia codificante es
heterdélogo con respecto a la secuencia codificante. Heterélogo, en este contexto, significa que el promotor no es el
promotor que conduce de forma natural la expresién de dicha secuencia codificante, sino que es un promotor que
conduce de forma natural la expresion de una secuencia codificante diferente, es decir, deriva de otro gen, o es un
promotor sintético o un promotor quimérico. Preferiblemente, el promotor es un promotor heterélogo al
organismo/microorganismo, es decir, un promotor que no se produce de forma natural en el
organismo/microorganismo respectivo. Incluso mas preferiblemente, el promotor es un promotor inducible. Los
promotores para conducir la expresion en diferentes tipos de organismos, en particular en microorganismos, son
bien conocidos por la persona experta en la técnica.

En otra realizacién preferida, la molécula de acido nucleico es extrafia al organismo/microorganismo por cuanto la
enzima codificada, es decir, la HMG CoA-sintasa no es enddgena al organismo/microorganismo, es decir, no es
expresada de forma natural por el organismo/microorganismo cuando no estd modificado genéticamente. En otras
palabras, la HMG CoA sintasa codificada es heteréloga con respecto al organismo/microorganismo.

El término “recombinante”, en otra realizacion, significa que el organismo estd modificado genéticamente en la
region reguladora que controla la expresion de la enzima como se define anteriormente que se produce de forma
natural en el organismo para conducir a un incremento en la expresion de la enzima respectiva en comparacion con
un organismo correspondiente no modificado genéticamente. El significado de la expresion “mayor expresion” se
describe posteriormente mas abajo.

Tal modificacion de una regién reguladora se puede lograr mediante métodos conocidos por la persona experta en la
técnica. Un ejemplo es intercambiar el promotor de origen natural por un promotor que permita una mayor expresion,
o modificar el promotor de origen natural para mostrar una mayor expresion. De este modo, en esta realizacion, el
organismo contiene en la region reguladora del gen que codifica una enzima como se define anteriormente una
molécula de acido nucleico extrafia que no aparece de forma natural en el organismo y que conduce a una mayor
expresion de la enzima en comparacion con un organismo correspondiente no modificado genéticamente.

La molécula de acido nucleico extrafia puede estar presente en el organismo/microorganismo en forma
extracromosomica, por ejemplo como plasmido, o puede estar integrada en el cromosoma. Se prefiere una
integracion estable.

En una realizacion adicional preferida, el organismo/microorganismo se caracteriza por que la expresién/actividad de
una enzima como se define anteriormente, es decir, de una HMG CoA sintasa, es mayor en el
organismo/microorganismo genéticamente modificado con la molécula de acido nucleico extrafia en comparacion
con el organismo/microorganismo correspondiente no modificado genéticamente. Una “mayor” expresién/actividad
significa que la expresién/actividad de la enzima, es decir, de la HMG CoA sintasa, en el microorganismo
genéticamente modificado es al menos 10%, preferiblemente al menos 20%, mas preferiblemente al menos 30% o
50%, incluso mas preferiblemente al menos 70% u 80%, y particularmente preferido al menos 90% o 100% mayor
que en el organismo/microorganismo correspondiente no modificado genéticamente. En realizaciones incluso mas
preferidas, el incremento en la expresion/actividad puede ser al menos 150%, al menos 200% o al menos 500%. En
realizaciones particularmente preferidas, la expresién es al menos 10 veces, mas preferiblemente al menos 100
veces, e incluso mas preferido al menos 1000 veces mayor que en el organismo/microorganismo correspondiente no
modificado genéticamente.

El término “mayor” expresidn/actividad también cubre la situacion en la que el organismo/microorganismo
correspondiente no modificado genéticamente no expresa una enzima correspondiente, es decir, una HMG CoA
sintasa, de manera que la expresion/actividad correspondiente en el organismo/microorganismo no modificado
genéticamente es cero.

Los métodos para medir el nivel de expresién de una proteina dada en una célula son bien conocidos por la persona
experta en la técnica. En una realizacion, la medida del nivel de expresion se realiza midiendo la cantidad de la
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proteina correspondiente. Los métodos correspondientes son bien conocidos por la persona experta en la técnica, e
incluyen transferencia Western, ELISA, etc. En otra realizacion, la medida del nivel de expresion se realiza midiendo
la cantidad del ARN correspondiente. Los métodos correspondientes son bien conocidos por la persona experta en
la técnica, e incluyen, por ejemplo, transferencia Northern.

Los métodos para medir la actividad enzimatica de la enzima mencionada anteriormente, HMG CoA sintasa, son
conocidos en la técnica y ya se han descrito anteriormente.

En otra realizacion preferida, el organismo empleado en el método segun la invencién es un organismo
genéticamente modificado, preferiblemente un microorganismo, derivado de un organismo/microorganismo que no
produce de forma natural acetona pero que se ha modificado genéticamente para producir acetona, es decir,
introduciendo el gen o genes necesarios para permitir la produccion de acetona en el organismo/microorganismo. En
principio, cualquier organismo se puede modificar genéticamente de esta manera. Las enzimas responsables de la
sintesis de acetona se han descrito anteriormente. Los genes que codifican las enzimas correspondientes son
conocidos en la técnica y se pueden usar para modificar genéticamente un microorganismo dado para producir
acetona. Como se describe anteriormente, las etapas 1 y 2 de reaccién de la sintesis de acetona se producen de
forma natural en la mayoria de los organismos. Sin embargo, la etapa 3 de reaccion es caracteristica y crucial para
la sintesis de acetona. De este modo, en una realizacién preferida, un organismo/microorganismo genéticamente
modificado derivado de un organismo/microorganismo que no produce de forma natural acetona se modifica para
contener una secuencia nucleotidica que codifica una enzima que cataliza la conversién de acetoacetato en acetona
mediante descarboxilacion, por ejemplo una acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4). Las secuencias nucleotidicas
de varios organismos que codifican esta enzima son conocidas en la técnica, por ejemplo el gen adc de Clostridium
acetobutylicum (nimeros de acceso Uniprot P23670 y P23673), Clostridium beijerinckii (Clostridium MP; Q9RPK1),
Clostridium pasteurianum (nimero de acceso Uniprot P81336), Bradyrhizobium sp. (cepa BTAi1/ATCC BAA-1182;
numero de acceso Uniprot ASEBU7), Burkholderia mallei (ATCC 10399 A9LBSO0), Burkholderia mallei (ndmero de
acceso Uniprot ABMAES3), Burkholderia mallei FMH A5XJB2, Burkholderia cenocepacia (numero de acceso Uniprot
AO0B471), Burkholderia ambifaria (nUmero de acceso Uniprot QOb5P1), Burkholderia phytofirmans (numero de
acceso Uniprot B2T319), Burkholderia spec. (nimero de acceso Uniprot Q38ZUQ), Clostridium botulinum (nimero de
acceso Uniprot B2TLN8), Ralstonia pickettii (nimero de acceso Uniprot B2UIG7), Streptomyces nogalater (nUmero
de acceso Uniprot Q9EY17), Streptomyces avermitilis (nUmero de acceso Uniprot Q82NF4), Legionella pneumophila
(nimero de acceso Uniprot Q5ZXQ9), Lactobacillus salivarius (nimero de acceso Uniprot Q1WVGS5), Rhodococcus
spec. (numero de acceso Uniprot Q0S7W4), Lactobacillus plantarum (ndmero de acceso Uniprot Q890G0),
Rhizobium leguminosarum (nimero de acceso Uniprot Q1M911), Lactobacillus casei (nimero de acceso Uniprot
QO03B66), Francisella tularensis (nimero de acceso Uniprot QOBLC9), Saccharopolyspora erythreae (numero de
acceso Uniprot A4FKR9), Korarchaeum cryptofilum (niumero de acceso Uniprot B1L3NG6), Bacillus amyloliquefaciens
(numero de acceso Uniprot A7Z8K8), Cochliobolus heterostrophus (nimero de acceso Uniprot Q8NJ03), Sulfolobus
islandicus (numero de acceso Uniprot C3ML22) y Francisella tularensis subsp. holarctica (cepa OSU18).

Mas preferiblemente, el organismo, preferiblemente microorganismo, se modifica genéticamente para transformarlo
con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 2 de reaccién mencionada
anteriormente de la sintesis de acetona, es decir, la conversion de acetoacetil CoA en acetoacetato.

Incluso mas preferiblemente, el organismo, preferiblemente microorganismo, se modifica genéticamente para
transformarlo con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 1 de reaccién
mencionada anteriormente de la sintesis de acetona, es decir, la condensacion de dos moléculas de acetil CoA en
acetoacetil CoA.

En una realizacién particularmente preferida, el organismo/microorganismo se modifica genéticamente para
transformarlo con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 1 de reaccién
mencionada anteriormente de la sintesis de acetona y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima
capaz de catalizar la etapa 2 de reaccién mencionada anteriormente de la sintesis de acetona, o con una molécula
de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 1 de reaccion mencionada anteriormente de la
sintesis de acetona y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 3 de
reaccion mencionada anteriormente de la sintesis de acetona, o con una molécula de acido nucleico que codifica
una enzima capaz de catalizar la etapa 2 de reaccidon mencionada anteriormente de la sintesis de acetona y con una
molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 3 de reaccion mencionada
anteriormente de la sintesis de acetona, o con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de
catalizar la etapa 1 de reaccién mencionada anteriormente de la sintesis de acetona y con una molécula de acido
nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 2 de reaccion mencionada anteriormente de la sintesis
de acetona y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 3 de reaccion
mencionada anteriormente de la sintesis de acetona.

Los métodos para preparar el organismo genéticamente modificado mencionado anteriormente, preferiblemente
microorganismos, son bien conocidos en la técnica. De este modo, generalmente, el organismo/microorganismo se
transforma con un constructo de ADN que permite la expresion de la enzima respectiva en el microorganismo. Tal
constructo comprende normalmente la secuencia codificante en cuestion enlazada a secuencias reguladoras que
permiten la transcripcion y traduccion en la célula hospedante respectiva, por ejemplo un promotor y/o potenciador
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y/o terminador de la transcripcion y/o sitios de union al ribosoma, etc. La técnica anterior ya describe
microorganismos que se han modificado genéticamente para que sean capaces de producir acetona. En particular,
se han introducido genes procedentes de, por ejemplo, Clostridium acetobutylicum en E. coli permitiendo de ese
modo la sintesis de acetona en E. coli, una bacteria que no produce de forma natural acetona (Bermejo et al., Appl.
Environ. Microbiol. 64 (1998); 1079-1085; Hanai et al., Appl. Environ. Microbiol. 73 (2007), 7814-7818). En particular,
Hanai et al. (lugar citado) muestran que es suficiente introducir una secuencia de acido nucleico que codifica una
acetoacetato descarboxilasa (tal como la de Clostridium acetobutylicum) a fin de lograr la produccién de acetona en
E. coli, indicando que las enzimas enddgenas en E. coli que catalizan las etapas 1 y 2 de reaccién mencionadas
anteriormente (es decir, los productos de expresion de los genes atoB y atoAD de E. coli) son suficientes para
proporcionar sustrato para la produccién de acetona.

En una realizacion particularmente preferida, el organismo, preferiblemente un microorganismo, empleado en el
método segun la invencibn es un organismo/microorganismo recombinante derivado de un
organismo/microorganismo que no produce de forma natural acetona pero que se ha modificado genéticamente,
como se describe anteriormente, para producir acetona y que expresa una enzima que es capaz de catalizar la
formacién de un enlace covalente entre el atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo
de carbono (Cz) correspondiente al grupo metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado como se
define anteriormente. El término “recombinante”, en este contexto, significa preferiblemente que el organismo es
recombinante en el sentido de que se ha modificado genéticamente ademas para expresar una enzima como se
describe anteriormente. El término “recombinante”, en una realizacion, significa que el organismo esta modificado
genéticamente para contener una molécula de acido nucleico extrafia que codifica una enzima como se define
anteriormente, es decir, una HMG CoA sintasa.

Con respecto a la definicion de la expresion “molécula de acido nucleico extrafa”, se aplica lo mismo que ya se ha
expuesto anteriormente.

El término “recombinante”, en otra realizacion, significa que el organismo estd modificado genéticamente en la
region reguladora que controla la expresion de una enzima como se define anteriormente que aparece de forma
natural en el organismo para conducir a un incremento en la expresion de la enzima respectiva en comparacion con
un organismo correspondiente no modificado genéticamente. El significado de la expresion “mayor expresion” se
describe posteriormente mas abajo.

Tal modificacion de una regién reguladora se puede lograr mediante métodos conocidos por la persona experta en la
técnica. Un ejemplo es intercambiar el promotor de origen natural por un promotor que permita una mayor expresion,
o modificar el promotor de origen natural para mostrar una mayor expresion. De este modo, en esta realizacion, el
organismo contiene en la region reguladora del gen que codifica una enzima como se define anteriormente una
molécula de acido nucleico extrafia que no aparece de forma natural en el organismo y que conduce a una mayor
expresion de la enzima en comparacion con un organismo correspondiente no modificado genéticamente.

Preferiblemente, tal organismo/microorganismo se caracteriza por que la expresion/actividad de dicha enzima, es
decir, la HMG CoA sintasa, es mayor en el organismo/microorganismo recombinante en comparacion con el
organismo/microorganismo correspondiente no modificado genéticamente. Una “mayor” expresion/actividad significa
que la expresion/actividad de la enzima, es decir, la HMG CoA sintasa, en el organismo/microorganismo
genéticamente modificado es al menos 10%, preferiblemente al menos 20%, mas preferiblemente al menos 30% o
50%, incluso mas preferiblemente al menos 70% u 80%, y particularmente preferido al menos 90% o 100% mayor
que en el organismo/microorganismo correspondiente no modificado genéticamente. En realizaciones incluso mas
preferidas, el incremento en la expresién/actividad puede ser al menos 150%, al menos 200%, o al menos 500%. En
realizaciones particularmente preferidas, la expresién es al menos 10 veces, mas preferiblemente al menos 100
veces, e incluso mas preferido al menos 1000 veces mayor que en el organismo/microorganismo correspondiente no
modificado genéticamente.

El término “mayor” expresidn/actividad también cubre la situacion en la que el organismo/microorganismo
correspondiente no modificado genéticamente no expresa dicha enzima, es decir, una HMG CoA sintasa, de forma
que la expresion/actividad correspondiente en el organismo/microorganismo no modificado genéticamente es cero.
Con respecto a los métodos para medir el nivel de expresién o actividad, se aplica lo mismo que ya se ha dicho
anteriormente.

El término “organismo”, como se usa en el contexto de la presente invencion, se refiere en general a cualquier tipo
posible de organismo, en particular organismos eucariotas, organismos procariotas y arqueobacterias. El término
incluye animal no humano, plantas, hongos, bacterias y arqueobacterias. El término también incluye células aisladas
o agregados celulares de tales organismos, como tejido o callo.

En una realizacién preferida, el organismo es un microorganismo. El término “microorganismo”, en el contexto de la
presente invencion, se refiere a células procariotas, en particular bacterias, asi como a hongos, tales como
levaduras, y también a algas y arqueobacterias. En una realizacion preferida, el microorganismo es una bacteria. En
principio, se puede usar cualquier bacteria. Las bacterias preferidas a emplear en el procedimiento segun la
invencion son bacterias del género Bacillus, Clostridium, Pseudomonas o Escherichia. En una realizacion
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particularmente preferida, la bacteria pertenece al género Escherichia, e incluso mas preferido a la especie
Escherichia coli.

En otra realizacion preferida, el microorganismo es un hongo, mas preferiblemente un hongo del género
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Aspergillus o Trichoderma, e incluso mas preferiblemente de la especie
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus niger o de la especie Trichoderma reesei.

En todavia ofra realizacion preferida, el microorganismo es un microorganismo fotosintéticamente activo, tal como
bacterias que son capaces de llevar a cabo la fotosintesis, o microalgas.

En una realizacion particularmente preferida, el microorganismo es un alga, mas preferiblemente un alga que
pertenece a las diatomeas.

Si se usan microorganismos en el contexto del método de la presente invencion, también es concebible llevar a cabo
el método segun la invencion de una manera en la que se empleen dos tipos de microorganismos, es decir, un tipo
que produce acetona y un tipo que usa la acetona producida por el primer tipo de microorganismos para convertirla
con la ayuda de una enzima como se define aqui anteriormente.

Cuando el procedimiento segun la invencién se lleva a cabo in vivo usando microorganismos que proporcionan la
actividad/actividades enzimaticas respectivas, los microorganismos se cultivan en condiciones de cultivo adecuadas
que permiten la produccion de la reacciéon o reacciones enzimaticas. Las condiciones de cultivo especificas
dependen del microorganismo especifico empleado, pero son bien conocidas por la persona experta en la técnica.
Las condiciones de cultivo se escogen generalmente de una manera tal que permiten la expresion de los genes que
codifican las enzimas para las reacciones respectivas. La persona experta en la técnica conoce diversos métodos
para mejorar y ajustar de forma fina la expresion de ciertos genes en ciertas etapas del cultivo, tal como la induccion
de la expresién génica por inductores quimicos o mediante un desplazamiento de la temperatura.

En ofra realizacion preferida, el organismo empleado en el método segun la invencién es un organismo que es
capaz de fotosintesis, tal como una planta o microalga. En principio, se puede usar cualquier planta posible, es decir,
una planta monocotiledénea o una planta dicotiledénea. Es preferible usar una planta que se puede cultivar a una
escala agricolamente significativa y que permita producir grandes cantidades de biomasa. Los ejemplos son
gramineas como Lolium, cereales como centeno, cebada, avena, mijo, maiz, y otras plantas que almacenan
almiddn, como patata, o plantas que almacenan azicar, como cafia de azucar o remolacha azucarera. También es
concebible el uso de tabaco o de plantas de vegetales tales como tabaco, pimiento, pepino, berenjena, etc. Otra
posibilidad es el uso de plantas que almacenan aceite, tales como colza, olivos, etc. También es concebible el uso
de arboles, en particular arboles de crecimiento rapido tales como eucalipto, alamo o arbol del caucho (Hevea
brasiliensis).

La presente invencion también se refiere a un organismo, preferiblemente un microorganismo, que se caracteriza
por las siguientes caracteristicas:

(a) es capaz de producir acetona; y

(b) expresa una enzima que es capaz de catalizar la formacion de un enlace covalente entre el atomo de
carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo
metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado como se define anteriormente, es decir, una
enzima con la actividad de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10).

Con respecto a la fuente, naturaleza, propiedades, secuencia, etc., de la enzima, es decir, la HMG CoA sintasa,
expresada en el organismo segun la invencion, se aplica lo mismo que lo que se ha expuesto anteriormente en
relacion con el método segun la invencion.

En una realizacion preferida, el organismo segun la invencion es un organismo, preferiblemente un microorganismo,
que tiene naturalmente la capacidad para producir acetona, es decir, la caracteristica (a) mencionada anteriormente
es una caracteristica que el organismo, preferiblemente microorganismo, muestra de forma natural. De este modo,
preferiblemente el organismo es un microorganismo que pertenece al género Clostridium, Bacillus o Pseudomonas,
mas preferiblemente a la especie Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium cellutolyticum,
Bacillus polymyxa o Pseudomonas putida.

En ofra realizacion preferida, el organismo, preferiblemente microorganismo, segun la invencidon es un
organismo/microorganismo genéticamente modificado derivado de un organismo/microorganismo que no produce de
forma natural acetona pero que se ha modificado genéticamente para producir acetona, es decir, introduciendo el
gen o genes necesarios para permitir la produccion de acetona en el organismo/microorganismo. En principio,
cualquier organismo/microorganismo se puede modificado genéticamente de esta manera. Las enzimas
responsables de la sintesis de acetona se han descrito anteriormente. Los genes que codifican las enzimas
correspondientes son conocidos en la técnica y se pueden usar para modificar genéticamente un organismo dado,
preferiblemente microorganismo, para producir acetona.
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En una realizacion preferida, un organismo/microorganismo modificado genéticamente derivado de un
organismo/microorganismo que no produce de forma natural acetona se modifica para que contenga una secuencia
nucleotidica que codifica una enzima que cataliza la conversion de acetoacetato en acetona mediante
descarboxilaciéon, por ejemplo una acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4). Las secuencias nucleotidicas
procedentes de varios organismos que codifican esta enzima son conocidas en la técnica, por ejemplo el gen adc de
Clostridium acetobutylicum. Mas preferiblemente, el organismo/microorganismo se modifica genéticamente para
transformarlo con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 2 de reaccién
mencionada anteriormente de la sintesis de acetona, es decir, la conversion de acetoacetil CoA en acetoacetato.

Incluso mas preferiblemente, el organismo/microorganismo se modifica genéticamente para transformarlo con una
molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 1 de reaccién mencionada
anteriormente de la sintesis de acetona, es decir, la condensacion de dos moléculas de acetil CoA en acetoacetatil
CoA.

En una realizaciéon particularmente preferida, el organismo/microorganismo se modifica genéticamente para
transformarlo con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 1 de reaccién
mencionada anteriormente de la sintesis de acetona y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima
capaz de catalizar la etapa 2 de reaccién mencionada anteriormente de la sintesis de acetona, o con una molécula
de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 1 de reaccién mencionada anteriormente de la
sintesis de acetona y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 3 de
reaccion mencionada anteriormente de la sintesis de acetona, o con una molécula de acido nucleico que codifica
una enzima capaz de catalizar la etapa 2 de reaccion mencionada anteriormente de la sintesis de acetona y con una
molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 3 de reaccién mencionada
anteriormente de la sintesis de acetona, o con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de
catalizar la etapa 1 de reaccién mencionada anteriormente de la sintesis de acetona y con una molécula de acido
nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 2 de reaccién mencionada anteriormente de la sintesis
de acetona y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la etapa 3 de reaccion
mencionada anteriormente de la sintesis de acetona.

Los métodos para preparar el organismo genéticamente modificado mencionado anteriormente, preferiblemente
organismos/microorganismos, son bien conocidos en la técnica. De este modo, generalmente, el
organismo/microorganismo se transforma con un constructo de ADN que permite la expresion de la enzima
respectiva en el organismo/microorganismo. Tal constructo comprende normalmente la secuencia codificante en
cuestion enlazada a secuencias reguladoras que permiten la transcripcion y traduccion en la célula hospedante
respectiva, por ejemplo un promotor y/o potenciador y/o terminador de la transcripcion y/o sitios de unién al
ribosoma, etc. La técnica anterior ya describe organismos, en particular microorganismos que se han modificado
genéticamente para que sean capaces de producir acetona. En particular, se han introducido genes procedentes de,
por ejemplo, Clostridium acetobutylicum en E. coli permitiendo de ese modo la sintesis de acetona en E. coli, una
bacteria que no produce de forma natural acetona (Bermejo et al., Appl. Environ. Microbiol. 64 (1998); 1079-1085;
Hanai et al., Appl. Environ. Microbiol. 73 (2007), 7814-7818). En particular, Hanai et al. (lugar citado) muestran que
es suficiente introducir una secuencia de acido nucleico que codifica una acetoacetato descarboxilasa (tal como la
de Clostridium acetobutylicum) a fin de lograr la produccion de acetona en E. coli, indicando que las enzimas
enddgenas en E. coli que catalizan las etapas 1 y 2 de reaccion mencionadas anteriormente (es decir, los productos
de expresion de los genes atoB y atoAD de E. coli) son suficientes para proporcionar sustrato para la produccion de
acetona.

En una realizacion adicionalmente preferida, el organismo, preferiblemente un microorganismo, segun la invencion
se modifica genéticamente para expresar una enzima como se define anteriormente que es capaz de catalizar la
formacioén de un enlace covalente entre el atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo
de carbono (Cz) correspondiente al grupo metilo del compuesto como se define anteriormente que proporciona un
grupo acetilo activado. En este contexto, el término “recombinante” significa en un primer aspecto contiene una
molécula de acido nucleico extrafia que codifica una enzima que es capaz de catalizar la formaciéon de un enlace
covalente entre el atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?)
correspondiente al grupo metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado, es decir, una molécula de
acido nucleico extrafia que codifica una HMG CoA sintasa. El término “extrafio”, en este contexto, significa que la
molécula de acido nucleico no se produce de forma natural en dicho organismo/microorganismo. Esto significa que
no aparece en la misma estructura o en la misma localizacion en el organismo/microorganismo. En una realizacion
preferida, la molécula de acido nucleico extrafia es una molécula recombinante que comprende un promotor y una
secuencia codificante que codifica dicha enzima, es decir, la HMG CoA sintasa, en la que el promotor que conduce
la expresion de la secuencia codificante es heterdlogo con respecto a la secuencia codificante. Heterdlogo, en este
contexto, significa que el promotor no es el promotor que conduce de forma natural la expresion de dicha secuencia
codificante, sino que es un promotor que conduce de forma natural la expresidon de una secuencia codificante
diferente, es decir, deriva de otro gen, o es un promotor sintético o un promotor quimérico. Preferiblemente, el
promotor es un promotor heterélogo al organismo/microorganismo, es decir, un promotor que no se produce de
forma natural en el organismo/microorganismo respectivo. Incluso mas preferiblemente, el promotor es un promotor
inducible. Los promotores para conducir la expresion en diferentes tipos de organismos, en particular
microorganismos, son bien conocidos por la persona experta en la técnica. En otra realizacion preferida, la molécula
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de acido nucleico es extrafia al organismo/microorganismo por cuanto la enzima codificada, es decir, la HMG CoA
sintasa, no es enddgena al organismo/microorganismo, es decir, no es expresada de forma natural por el
organismo/microorganismo cuando no esta modificado genéticamente. En otras palabras, la enzima codificada, es
decir, la HMG CoA sintasa, es heteréloga con respecto al organismo/microorganismo.

El término “recombinante”, en otro aspecto, significa que el organismo esta modificado genéticamente en la region
reguladora que controla la expresion de una enzima como se define anteriormente que aparece de forma natural en
el organismo para conducir a un incremento en la expresion de la enzima respectiva en comparacién con un
organismo correspondiente no modificado genéticamente. El significado de la expresion “mayor expresion” se
describe posteriormente mas abajo.

Tal modificacion de una region reguladora se puede lograr mediante métodos conocidos por la persona experta en la
técnica. Un ejemplo es intercambiar el promotor de origen natural por un promotor que permita una mayor expresion,
o modificar el promotor de origen natural para mostrar una mayor expresion. De este modo, en esta realizacion, el
organismo contiene en la region reguladora del gen que codifica una enzima como se define anteriormente una
molécula de acido nucleico extrafia que no aparece de forma natural en el organismo y que conduce a una mayor
expresion de la enzima en comparacion con un organismo correspondiente no modificado genéticamente.

En una realizacion adicional preferida, el organismo/microorganismo se caracteriza por que la expresién/actividad de
dicha enzima, es decir, la HMG CoA sintasa, es mayor en el organismo/microorganismo genéticamente modificado
con la molécula de acido nucleico extrafia en comparacion con el organismo/microorganismo correspondiente no
modificado genéticamente. Una “mayor” expresion/actividad significa que la expresion/actividad de la enzima, es
decir, de la HMG CoA sintasa, en el organismo/microorganismo genéticamente modificado es al menos 10%,
preferiblemente al menos 20%, mas preferiblemente al menos 30% o 50%, incluso mas preferiblemente al menos
70% u 80%, y particularmente preferido al menos 90% o 100% mayor que en el organismo/microorganismo
correspondiente no modificado genéticamente. En realizaciones incluso mas preferidas, el incremento en la
expresion/actividad puede ser al menos 150%, al menos 200% o al menos 500%. En realizaciones particularmente
preferidas, la expresion es al menos 10 veces, mas preferiblemente al menos 100 veces, e incluso mas preferido al
menos 1000 veces mayor que en el organismo/microorganismo correspondiente no modificado genéticamente.

El término “mayor” expresion/actividad también cubre la situacion en la que el organismo/microorganismo
correspondiente no modificado genéticamente no expresa una enzima correspondiente, es decir, una HMG CoA
sintasa, de manera que la expresion/actividad correspondiente en el organismo/microorganismo no modificado
genéticamente es cero.

Los métodos para medir el nivel de expresion de una proteina dada en una célula son bien conocidos por la persona
experta en la técnica. En una realizacion, la medida del nivel de expresion se realiza midiendo la cantidad de la
proteina correspondiente. Los métodos correspondientes son bien conocidos por la persona experta en la técnica, e
incluyen transferencia Western, ELISA, etc. En otra realizacion, la medida del nivel de expresion se realiza midiendo
la cantidad del ARN correspondiente. Los métodos correspondientes son bien conocidos por la persona experta en
la técnica, e incluyen, por ejemplo, transferencia Northern.

Los métodos para medir la actividad enzimatica de la enzima mencionada anteriormente, es decir, de una HMG CoA
sintasa, son conocidos en la técnica y ya se han descrito anteriormente.

El término “organismo”, como se usa en el contexto de la presente invencion, se refiere en general a cualquier tipo
posible de organismo, en particular organismos eucariotas, organismos procariotas y arqueobacterias. El término
incluye animal no humano, plantas, hongos, bacterias y arqueobacterias. El término también incluye células aisladas
o agregados celulares de tales organismos, como tejido o callo.

En una realizacion preferida, el organismo es un microorganismo. El término “microorganismo”, en el contexto de la
presente invencion, se refiere a células procariotas, en particular bacterias, asi como a hongos, tales como
levaduras, y también a algas y arqueobacterias. En una realizacion preferida, el microorganismo es una bacteria. En
principio, se puede usar cualquier bacteria. Las bacterias preferidas a emplear en el procedimiento segun la
invencion son bacterias del género Bacillus, Clostridium, Pseudomonas o Escherichia. En una realizacion
particularmente preferida, la bacteria pertenece al género Escherichia, e incluso mas preferido a la especie
Escherichia coli.

En otra realizacion preferida, el microorganismo es un hongo, mas preferiblemente un hongo del género
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Aspergillus o Trichoderma, e incluso mas preferiblemente de la especie
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus niger o de la especie Trichoderma reesei.

En todavia ofra realizacion preferida, el microorganismo es un microorganismo fotosintéticamente activo, tal como
bacterias que son capaces de llevar a cabo la fotosintesis, o microalgas.

En una realizacion particularmente preferida, el microorganismo es un alga, mas preferiblemente un alga del género
que pertenece a las diatomeas.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2536 548 T3

En otra realizacion preferida, el organismo segun la invencion es un organismo que es capaz de fotosintesis, tal
como una planta o microalga. En principio, puede ser cualquier planta posible, es decir, una planta monocotiledénea
o una planta dicotiledénea. Es preferiblemente una planta que se puede cultivar a una escala agricolamente
significativa y que permita producir grandes cantidades de biomasa. Los ejemplos son gramineas como Lolium,
cereales como centeno, cebada, avena, mijo, maiz, y otras plantas que almacenan almidén, como patata, o plantas
que almacenan azucar, como cafia de azucar o remolacha azucarera. También es concebible el uso de tabaco o de
plantas de vegetales tales como tabaco, pimiento, pepino, berenjena, etc. En otra realizacion preferida, la planta es
una planta que almacena aceite, tal como colza, olivos, etc. También es concebible el uso de arboles, en particular
arboles de crecimiento rapido tales como eucalipto, alamo o arbol del caucho (Hevea brasiliensis).

La presente invenciéon también se refiere al uso de un organismo, preferiblemente un microorganismo, que se
caracteriza por las siguientes caracteristicas:

(a) es capaz de producir acetona; y

(b) expresa una enzima que es capaz de catalizar la formacion de un enlace covalente entre el atomo de
carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo
metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado como se define aqui anteriormente, es decir,
una enzima con la actividad de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10)

para la produccién de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico.

Es decir, la presente invencion también se refiere al uso de un organismo/microorganismo segun la invencion para la
produccién de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico.

La presente invenciéon también se refiere a una composicién que comprende un organismo segun la presente
invencion.

Ademas, la presente invencion también se refiere a una composicion que comprende (i) acetona; y (ii) un compuesto
que proporciona un grupo acetilo activado como se define aqui anteriormente; y (iii) una enzima que es capaz de
catalizar la formacion de un enlace covalente entre el atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona
y el atomo de carbono (Cz) correspondiente al grupo metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado
como se define aqui anteriormente.

Ademas, la presente invencion también se refiere al uso una enzima como se define anteriormente que es capaz de
catalizar la formacion de un enlace covalente entre el atomo de carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona
y el atomo de carbono (Cz) correspondiente al grupo metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado
como se define aqui anteriormente, para la produccién de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico.

Finalmente, la presente invencion también se refiere al uso de acetona para la produccion de acido 3-hidroxi-3-
metilbutirico, que comprende la conversion enzimatica de acetona y un compuesto que proporciona un grupo acetilo
activado como se define aqui anteriormente, en el que la conversidon enzimatica se logra mediante una enzima como
se describe anteriormente en relacion con el método segun la invencion, preferiblemente con una enzima que tiene
la actividad enzimatica de una HMG CoA sintasa, y mas preferiblemente la conversion se logra mediante el uso de
un organismo segun la invencion.

Figura 1: Estructura quimica de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico (también denominado como beta-
hidroxiisovalerato)

Figura 2: Esquema de reaccién de la reaccion catalizada por HMG-CoA sintasa

Figura 3: Esquema de reaccion de la reaccion catalizada por HMG-CoA liasa (que cae fuera del alcance de
las reivindicaciones)

Figura 4: Esquemas de reaccion de las reacciones de la ruta de pksX, que incluye la reaccion catalizada por
la proteina PksG (que cae fuera del alcance de las reivindicaciones)

Figura 5: Esquema de reaccion de la reaccion de la conversion de acetona y un compuesto que contiene un
grupo acetilo activado en acido 3-hidroxi-3-metilbutirico

X representa S-CH2-CH2-NH-CO-CH2-CH2-NH-CO-CH(OH)-C(CH3)2-CH2-0-PO2H-O-PO2H-
C10H13N507P (coenzima A).

Figura 6: Espectro de masas de 3-hidroxi-3-metilbutirato comercialmente disponible

Figura 7: Espectro de masas de la formacion de 3-hidroxi-3-metilbutirato a partir de acetil-CoA y acetona en
presencia de HMG-CoA sintasa de Gallus gallus (P23228).

Figura 8: Espectro de masas del ensayo de control sin enzima.
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Figura 9: Grafica de Michaelis-Menten para la reaccién con la HMG CoA sintasa de S. epidermidis descrita
en el Ejemplo 7.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencion.
Ejemplo 1

Método bioinformatico usado para crear bases de datos de HMG-CoA sintasas y de HMG-CoA liasas (que caen
fuera del alcance de las reivindicaciones)

Se seleccion6 un 12 HMG-CoA sintasas y 8 HMG-CoA liasas para crear un conjunto no redundante de proteinas con
el objetivo de representar la diversidad de estas clases enzimaticas como se encuentran a lo largo de los
organismos eucariotas. Estas proteinas se identificaron llevando a cabo busquedas mudltiples a base de secuencias
y a base de texto en la base de datos de Universal Protein Resource Uniprot (http://www.uniprot.org/). Todas
contienen caracteristicas unicas tales como dominios proteicos conservados y motivos caracteristicos para la clase
enzimatica de interés. A fin de cubrir de forma eficaz la diversidad de secuencias sin tener que cribar un gran
conjunto de proteinas, el grupo inicial de enzimas se estrechd agrupandolas en agrupamientos de secuencias con
homologia mayor que 85% y seleccionando entonces una Unica secuencia candidato representativa de cada
agrupamiento. La identidad de las secuencias proteicas oscilé de 30% a 80% y de 50% a 80% entre cualesquiera
dos proteinas del panel de HMG-CoA sintasas y del panel de liasas respectivamente.

Se aplicé el mismo enfoque para seleccionar las HMG-CoA sintasas y HMG-CoA liasas de organismos procariotas.
El conjunto creado contenia 50 proteinas homologas a HMG-CoA sintasas, incluyendo proteinas pksG, y 59
proteinas homoélogas a HMG-CoA liasas.

Ejemplo 2

Clonacion, expresion y purificacion de una coleccion de HMG-CoA liasas y HMG-CoA sintasas (que cae fuera del
alcance de las reivindicaciones)

Clonacién de los genes:

Las secuencia de acidos nucleicos que codifican HMG-CoA sintasa y liasa de organismo eucariota se optimizaron
para la preferencia de codones de E. coli, y los genes se obtuvieron mediante sintesis quimica (GeneArt).

Los genes que codifican HMG-CoA sintasas y liasas de organismos procariotas se clonaron a partir de ADN
gendmico de origenes diferentes mediante técnicas recombinantes habituales. Estos genes se insertaron entonces
en los vectores pET 25b y pET 22b que contienen una etiqueta de His (Novagen), respectivamente, para organismos
eucariotas y procariotas.

Sobreexpresion en E. coli:

Los plasmidos se electroporaron en bacterias de E. coli BL21 (Novagen), que entonces se extendieron sobre una
capsula de Petri con LB-agar que contiene ampicilina. Los cultivos se hicieron crecer a 30°C en medio TAMBIEN,
que contiene 0,5 M de sorbitol, 5 mM de betaina, 100 pg/ml de ampicilina, en agitacion moderada. Cuando la OD
(600 nm) alcanzé 0,8, se anadié IPTG a una concentracion final de 1 mM, y se llevé a cabo la expresion durante 16
horas a 20°C con agitacién moderada. Las células bacterianas se cosecharon entonces mediante centrifugacion a
4°C, 10.000 rpm, 20 minutos, y se congelaron a -80°C.

Preparacion de los extractos celulares:

Los extractos celulares se preparan resuspendieron 1,6 g de pelete celular en 5 ml de tampén de Na;HPO4 50 mM,
que contiene 300 mM de NaCl, 5 mM de MgClz, 1 mM de DTT pH 8. Entonces se afadieron 20 pl de lysonase
(Novagen) a las preparaciones, que se incubaron durante 10 min. a temperatura ambiente y 20 min. en hielo. La lisis
celular se logra mediante tratamiento con ultrasonidos triple durante 5 minutos en un bafio de agua ultrasénico en
hielo y homogeneizacion del extracto entre cada pulso. Los extractos brutos se aclaran entonces mediante
centrifugacion a 4°C, 10.000 rpm, 20 minutos.

Purificacién de proteinas:

Los sobrenadantes transparentes se cargaron en una columna PROTINO-1000 Ni-IDA (Macherey-Nagel) que
permite la inmovilizaciéon especifica de proteinas que portan colas 6 histidinas. La columnas se lavaron, y las
enzimas se eluyeron con 4 ml de tampon de NapHPO4 50 mM, que contiene 300 mM de NaCl, 5 mM de MgCly, 1
mM de DTT, 250 mM de imidazol pH 8. Las fracciones que contienen la enzima se concentraron entonces y se
desalaron en una unidad de filtracion de 10 kDa Amicon Ultra-4 (Millipore) y se resuspendieron en 250 pl de Tris-HCI
40 mM pH 8, que contiene 0,5 mM de DTT. La concentraciéon de proteina se determina mediante el método de
Bradford.

La homogeneidad de las enzimas purificadas varié de 20% a 75%.
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Ejemplo 3
Medida de la actividad de HMG-CoA sintasa usando los sustratos naturales acetoacetil-CoA y acetol-CoA

La actividad de la HMG-CoA sintasa se mide segun Clinkenbeard et al. (J. Biol. Chem. 250 (1975), 3108-3116). La
mezcla de medio de ensayo estandar para HMG-CoA sintasas contiene 40 mM de Tris-HCI pH 8, 1 mM de MgCly,
100 uM de acetoacetil-CoA, 200 uM de acetil-CoA, 0,5 mM de DTT, en un volumen total de 1 ml. Las HMG-CoA
sintasas mitocondriales se evaluan en ausencia de MgCl,, para evitar la inhibicion observada para esta enzima
(Reed et al., J. Biol. Chem. 250. (1975), 3117-3123). La reaccion se inicia mediante adicion de 0,02 mg/ml de
enzima.

Se llevd a cabo un ensayo de control en ausencia de enzima. La actividad de HMG-CoA sintasa se mide
monitorizando la disminucién en la absorbancia a 303 nm que acompaiia a la desaparicion de la forma enolato de
acetoacetil-CoA dependiente de acetil-CoA. Para explicar la desaparicion no especifica de acetoacetil-CoA, los
resultados obtenidos en el ensayo de control que carece de enzima se restaron de los resultados obtenidos en las
muestra1s de ensayo. El coeficiente de absorcion aparente para acetoacetil-CoA en las condiciones del ensayo fue
5600 M.

Tabla 1: Actividad fisiologica de algunas HMG-CoA sintasas purificadas o enzimas homdlogas a HMG CoA sintasas

Numero de acceso Uniprot Organismo Actividad fisio;?g:g;:mol/min "My
P54961 Blattella germanica (Cucaracha alemana) 0,02
P23228 Gallus gallus (Pollo) 0,02
Q01581 Homo sapiens (Humano) 0,03
P54873 Arabidopsis thaliana 1,19
P54871 Caenorhabditis elegans 0,23
P54874 Schizosaccharomyfti:;g r;l))ombe (levadura de 0,61
P54839 Saccharomyce; :ﬁgg;ig?e (levadura de 0,28
P54872 Dictyostelium discoideum (moho del cieno) 0,09
Q86HL5 Dictyostelium discoideum (moho del cieno) 0,02
Q9M6U3 Brassica juncea 0,02
A5FM54 Flavobacterium johnsoniae 0,02
QO3WZ0 Leuconostoc mesenteroides 0,28
Q2NHU7 Methanosphaera stadtmanae 0,02
Q8CNO06 Staphylococcus epidermidis 0,07
QO03QRO Lactobacillus brevis 0,18
ABUPL1 Methanosarcina mazei 0,01
B2HGT6 Mycobacterium marinum 0,01
Q41958 Staphylococcus haemolyticus 0,18
Q4A0D6 Staphylococcus saprophyticus 0,08
Q1GAH5 Lactobacillus delbrueckii 0,32

Ejemplo 4

Medida de la actividad de HMG-CoA liasa usando el sustrato natural HMG-CoA (que cae fuera del alcance de las
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reivindicaciones)

La actividad de HMG-CoA liasa se mide segun Mellanby J et al. (Methods of Enzymatic Analysis; Bergmeyer Ed.
(1963), 454-458). El medio (1 ml) de reacciéon completo que contiene 40 mM de Tris-HCI pH 8, 1 mM de MgCl,, 0,5
mM de DTT, 0,4 mM de HMG-CoA, 0,2 mM de NADH, 5 unidades de 3-hidroxibutirato deshidrogenasa se incubo
durante 5 min. antes de afiadir 0,005 mg/ml de HMG-CoA liasa, y el transcurso de la reaccién se monitorizé
entonces mediante la disminucion en la absorbancia a 340 nm. Se llevé a cabo un ensayo de control en ausencia de
enzima.

Para explicar la desaparicion no especifica de NADH, los resultados obtenidos en un ensayo de control que carece
de enzima se restaron de los resultados obtenidos en las muestras de ensayo. Las actividades especificas se
calcularon como Aumol NADH/min. mg de proteina.

Tabla 2: Actividad fisiologica de algunas HMG-CoA liasas purificadas

Numero de acceso Uniprot Organismo Actividad fisio;?g:g;:mol/min "My

ABWG57 Danio rerio (pez cebra) (Brachydanio rerio) 4,05

Q29448 Bos taurus (Bovino) 5,79

B6U7B9 Zea mays 13,31

A5FHS2 Flavobacterium johnsoniae 2,89

A1VJIH1 Polaromonas naphthalenivorans 34,92

A9IFQ7 Bordetella petrii 9,84

A9IR28 Bordetella petrii 1,74

A1VT25 Polaromonas naphthalenivorans 0,39

Ejemplo 5

Producciéon de 3-hidroxi-3-metilbutirato

La reaccién completa para la sintesis de 3-hidroxi-3-metilbutirato contenia 40 mM de Tris-HCI pH 8, 5 a 50 mM de
acetil-CoA, 100 a 500 mM de acetona, 1 MgCl. (excepto para HMG-CoA sintasa mitocondrial), 0,5 mM de DTT y una
enzima que varia en el intervalo de 0,2 a 8 mg/ml. Se llevaron a cabo reacciones de control en ausencia de enzima y
uno de los sustratos.

El transcurso de la sintesis fue seguido analizando alicuotas tomadas tras incrementar el periodo de incubacion a 30
6 37°C. Tipicamente, se retir6 una alicuota de 50 pl después de 48 h de incubacion, se calent6é durante 1 min. a
100°C para eliminar las proteinas, se centrifugd, y el sobrenadante se transfirié a un vial limpio para la deteccion de
HIV mediante espectrometria de masas. Se preparé una disoluciéon de 3-hidroxi-3-metilbutirato en 40 mM de Tris-
HCI pH 8, 1 mM de MgCl,, 0,5 mM de DTT, se calenté como se describe previamente, y se usé como patrén.

Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas de cuadrupolo triple PE SCIEX APl 2000 en modo de ion
negativo con HyO/acetonitrilo = 60/40 que contiene 0,1% de trietilamina como fase movil, y el caudal fue 40 pl/min.
Se mezclaron 10 pul de cada sobrenadante con una cantidad igual de fase mévil, y se inyect6 directamente en el
espectrometro de masas. Se monitorizd la presencia de ion [3-hidroxi-3-metilbutirato-H]. Se observé un pico
correspondiente a hidroxi-3-metilbutirato para las siguientes enzimas:

Blattella germanica (cucaracha germana) P54961 (SEC ID NO: 6)

Gallus gallus (pollo) P23228 (SEC ID NO: 7)

Homo sapiens (ser humano) Q01581 (SEC ID NO: 8)

Arabidopsis thaliana P54873 (CAA58763) (SEC ID NO: 4)

Caenorhabditis elegans P54871 (SEC ID NO: 1)

Schizosaccharomyces pombe (levadura de fision) P54874 (SEC ID NO: 2)

Saccharomyces cerevisiae (levadura de panadero) P54839 (SEC ID NO: 3)
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Dictyostelium discoideum (moho del cieno) Q86HL5 (SEC ID NO: 10)
Leuconostoc mesenteroides Q03WZ0

Staphylococcus epidermidis Q8CNO06 (SEC ID NO: 11)

Lactobacillus delbrueckii Q1GAH5 (SEC ID NO: 24)

Staphylococcus haemolyticus Q4L958 (198>V diferencia comparada con la proteina de tipo salvaje) (SEC ID
NO: 25)

Las Figuras 6 a 8 muestran resultados representativos para 3-hidroxi-3-metilbutirato comercialmente disponible, para
la reaccion que usa la CoA sintasa de Gallus gallus (P23228), y para el ensayo de control sin enzima.

Ejemplo 6
Produccion de 3-hidroxi-3-metilbutiril-CoA usando liasas (que cae fuera del alcance de las reivindicaciones)

La sintesis de 3-hidroxi-3-metilbutiril-CoA se lleva a cabo en presencia de [2-14C] acetona radiomarcada. La reaccion
completa para la sintesis de 3-hidroxi-3-metilbutiril-CoA contiene 40 mM de Tris-HCI pH 8, 5 a 50 mM de acetil-CoA,
100 a 500 mM de acetona, 1 a 10 mM de MgClz, 0,5 mM de DTT, y enzima que varia en el intervalo de 0,5 a 7
mg/ml. La formacién de producto se analiza tras la separacion de la mezcla de reaccion mediante TLC o HPLC.

3-Hidroxi-3-metilbutiril-CoA también se analiza mediante el método de TLC (Stadtman E.R., J. Biol. Chem. 196
(1952), 535-546). Se deposita una alicuota de reaccion sobre una placa de celulosa y se cromatografia en el
siguiente sistema de disolvente: etanol/0,1 M de acetato de sodio pH 4,5 (1/1). Como patrones internos, se usan Co-
Ay acetil-CoA. El Rf dado a conocer para 3-hidroxi-3-metilbutiril-CoA es 0,88.

Ejemplo 7
Parametros cinéticos para la reaccion enzimatica entre acetil-CoA y acetona en el caso de HMG sintasas

Los parametros cinéticos se midieron usando una concentracion variable de acetona y una concentracion constante
de acetil-CoA (10 mM), en las siguientes condiciones:

40 mM de Tris-HCI pH 8
2 mM de MgCl;

0-1 M de acetona

El pH final se ajust6 a 8.

La reaccion se inicié mediante adicion de 3 mg de enzima purificada a 1 ml de la mezcla de reaccion. La mezcla se
incubd entonces sin agitacion a 37°C durante 40 h.

Analisis de la produccion de 3-hidroxi-3-metilbutirato

Se aplicaron condiciones termoquimicas que conducen a la descomposiciéon de 3-hidroxi-3-metilbutirato en
isobuteno (Pressman et al., JACS, 1940, 2069-2080): el pH de las mezclas de reaccion se ajusté en primer lugar a
pH 4 usando HCI 6N, y las muestras se transfirieron entonces a viales de cromatografia de gases (Interchim). Los
viales se cerraron herméticamente y se incubaron a 110°C durante 4 horas, conduciendo asi a la descomposicién de
3-hidroxi-3-metilbutirato en isobuteno.

La curva de calibraciéon se preparé en las mismas condiciones usando 3-hidroxi-3-metilbutirato comercial.

Se recogié un mililitro de gas del espacio de cabeza y se inyectd en un cromatégrafo de gases HP5890 (HP)
equipado con un detector FID y una columna CP SilicaPlot (Varian). Como patrén, se us6 isobuteno comercial. Para
la sefial de isobuteno, se calculé la cantidad de 3-hidroxi-3-metilbutirato presente inicialmente en la muestra.

Los parametros cinéticos para varias de las HMG-CoA sintasas estudiadas se presentan en la siguiente Tabla.

Organismo Ku para acetona, mM Keat x 107, 8™ Keat! Km x 10°, mM™" x s
Gallus gallus 250 5 2
Staphylococcus epidermidis 200 0,6 0,3
Schizosaccharomyces pombe 200 0,2 0,1
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Para la enzima procedente de S. epidermidis, la Figura 9 muestra una grafica de Michaelis-Menten correspondiente.
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140

Asn

Pro

Gln

Tyr

Gly

Ser

Asp

Ala

Asn

His

val

205

Ala

GlIn

val
His
30

Lys
Thr

Ile

.ser.

Glu

- 110

Phe
Gly
Arg
Ala
Ala
190
Asp

TYyr

Gly

Le
15
Asp
Met
Ala
Gly
val
95

Gly

Asn

Ile

Pro
Pro
175
Tyr
Gly

Ala

Leu

Tyr

Gly
Ala
Leu

Arg
80

- Lys

Ile
Thr
va'l.
Thr
160
Ile
Asp
His
Asn

Gly



225

Leu
val
Pro
Asp
503

Ala

Leu

Arg

Ser
Leu
385
Glu

Thr

Thr

Asp Arg
GIn Lys
Ser Asn

275

Ala Lys
290
Ile Thr

Pro Thr

Thr Ala

Phe

Ala

260.

Pro

Lys

Lys

Asn

Leu
340

Asp

TYyr

Glu

Ser

Glu

Cys

Leu

val Gly 7A17a Tyr

- 355
Phe val
370
val Asn
Glu Ala

Pro Lys

Gly Ile
435

<210>3

<211> 491

<212> PRT

val

ASp

Ile

Gly

420

AsD

Lys

Leu

Glu

405

ser

Asp

230

Tyr

Ala

Leu

Leu

Ar
31

Gly

ser

ser

Gly

390

Leu

Ile

Met

cys

Arg

Glu

Thr

295 -

Phe

Asn

Arg

Tyr

ASp

375

Asn

Arg

Glu

Phe

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 3

Ile
Leu
Gly
o
Asn
Met

val

_Gly.

val

Arg

His

Arg

Arg
440

ES 2536 548 T3

Phe
Leu
265

val

Lys

Lys

TYr

Pro

345

ser

Ser

His

Gln

Leu

425

Arg

His
250

Tyr

Arg

Ala

Arg

Thr
330

Ala

Gly
Glu
cys
Ala
410

Arg

Ser

235

Ala
Thr
Glu
Leu
val
315
Ala
Asp
Leu
Ile
Leu
395
His
ser

Tyr

Pro
ASp
Leu
Glu
300
ser
ser
Glu
Ala
Ala
380
Thr
Leu

Gly

Ser

Thr
ser
Leu
285
Lys
Pro
11e
Leu
Ala.
365
Lys
Pro
Lys

Thr

val
445

cys
Ala
270
ser
Gly
ser
Phe
Lys
350
ser
Lys
Thr
Lys

Tyr

Lys

Lys

Ala

Thr

Leu

val

Ser

335

Gly
Phe
Thr
G1h

Asn

415

Tyr

Pro

240

Glu
Leu
Met
Tyr
320

cys

Lys

Phe

Asn

Tyr

. 400

Phe

Leu

Met Lys Leu Ser Thr Lys Leu Cys Trp Cys Gly Ile Lys Gly Arg Leu
1 5 10 - 15

Arg Pro GIn Lys GIn Gln Gln Leu His Asn Thr Asn Leu GIn Met Thr
20 25

23
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Glu Leu Lys Lys GIn Lys Thr Ala Glu Gln Lys Thr Arg Pro GIn Asn
- 35 40 45 ‘ :

val Gly Ile Lys Gly Ile GIn Ile Tyr Ile Pro Thr GIn Cys val Asn
50 55 60 ‘ ‘

Gln Ser Glu Leu Glu Lys Phe Asp Gly val Ser GIn Gly Lys Tyr Thr
65 70 75 - 80

Ile Gly Leu Gly g}n Thr Asn Met Ser gge val Asn Asp Arg g1u Asp
: 5

ITe Tyr Ser Met Ser Leu Thr val Leu Ser Lys Leu Ile Lys Ser Tyr
: 100 © 105 : 110 o

Asn Ile Asp Thr Asn Lys Ile Gly Arg Leu Glu val Gly Thr Glu Thr
115 - 120 125 .

Leu Ile Asb'Lys ser Lys Ser val Lys Ser val Leu Met Gin Leu Phe
130 135 140

Gly G]u Asn Thr Asp val Glu Gly Ile Asp Thr Leu Asn Ala cys Tyr
145 150 N 155 . . . 160

Gly Gly Thr Asn Ala Leu Phe Asn Ser Leu Asn Trp Ile Glu Ser Asn
165 : 170 . 175

Ala Trp Asp Gly Arg Asp Ala Ile val val Cys Gly Asp Ile Ala Ile
180 185 190 :

Tyr Asp Lys Gly Ala Ala Arg-Pro Thr Gly Gly Ala Gly Thr val Ala
195 200 205

Met Trp Ile Gly Pro Asp Ala Pro Ile val Phe Asp Ser val Arg Ala
210 215 220

Ser Tyr Met Glu His Ala.Tyr Asp Phe Tyr Lys Pro Asp Phe Thr Ser
225 230 235 o 240

Glu Tyr Pro Tyr val Asp Gly His Phe Ser Leu Thr Cys Tyr val Lys
245 250 255

Ala Leu Asp Gln val Tyr Lys Ser Tyr Ser Lys Lys Ala Ile Ser Lys
260 265 270

Gly Leu val Ser Asp Pro Ala Gly Ser Asp Ala Leu Asn val Leu Lys
275 . 280 285

Tyr Phe Asp Tyr Asn val Phe His val Pro Thr Cys Lys teu val Thr
290 295 300

24



305

Leu

Ser

Pro

Thr

Leu

385

Phe

val

Leu

Glu

ser

465

Asp

Ser

Phe

Leu

Phe
Gly
Asn
ser
Gly
Ala
Leu
450
Ile

Lys

<210> 4

<211> 461

Tyr

Pro
Thr
His
Asn
Tyr
fyr
Asp
Lyg

Arg

Glu

Phe

<212> PRT

Gly

Glu

Asp

340

Lys

Met

val

Gly

val

420

Arg

Glu

His

Arg

Arg
val
325
Lys
Glu
Tyr
G1y
sér
405
G1In
Ile

Asn

Leu

Leu

310

Asp

‘Asn

Arg

'THr

ser

390

Gly

His

Thr

Ala

GlIn

470

Ser

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

Leu
Ala
Ile
val
Ala
375
Asp
Leu
Ile
Glu
His

5
ser

Tyr

Met Ala Lys Asn val Gly Ile
1 5

Thr cys val ggn GIn Glu Ala

Gly Lys ;gr Thr Ile Gly Leu

ES 2536 548 T3

Tyr Asn

Glu Leu

Glu Lys
345

Ala GlIn
360
Ser val

Asp Leu

Ala Ala

Ile Lys

__ A5

Thr Pro
440
Leu Lys

Gly val

Asp val

Leu Ala

Leu Glu
25

Gly GIn
40

Asp

Ala

Phe
315

Thr

330 |

Thr
Ser
Tyr
GIn
ser
410
G?u
Lys
Lys

Tyr

Lys
490

Phe
Leu
Ala
Gly
Leu
e
Asp
Asn
Tyr

475

Lys

25

Arg Ala Asn

Arg
val
Ile
Ala
380
Lys
Tyr
Asp
Tyr
Phe
460

Leu

Met Asp Ile
10
Ala His Asp

Asp Cys Leu

Asp
Asn
val
365
Phe
Arg
Ser
Ile
Glu
445

Lys

Thr

Tyr

Gly Ala
. 30

Tyr

val

350

Pro

Ala

val

Ccys

Thr

-430

Ala

Pro

Asn

Phe

Ala phe
45

Pro Gin
320

Asp Glu
335
Ala Lys
Thr Asn
Ser Leu
Gly Leu
. 400
Lys Ile’
415

Asn Lys
Ala Ile

GIn Gly

Ite Asp

Pro Pro
15

Ser Lys

Cys Thr



Glu
Phe
65
Gly
Met
ser
Asn

Cys

Gly

Phe

) Tyr

ser

225

Ala

Ser

Ile

Leu

Ile
305

Leu
50

Glu
Ser

GlIn

Thr

Ala

Glu

Lys

‘Gln
210

Asn-

Asp

Phe

Asp

Asp

Ser

Glu
Lys
Glu
Leu
Asn
115
val
Asp
Ala
ser

Pro
195

Thr

Lys

TYyr

Ala

Glu

275

Glu

Lys

Asp
Tyr
Thr
Phe
100
Ala

Glu

ser

Ala
Lys

Asn.

Cys

Phe

Ile

Arg

260

Ala

ser

Pro

ya1
Lys
val
85

Glu

Cys

Ser

Ala

Ile

165

Leu

Leu

Tyr
Glu
val
245
Leu
Ala

Tyr

Phe

Ile
Ile
70

Ile
Lys
Tyr

Asn

val

150

Ala

Arg

Ala

Leu

Leu

Lys

Gln

Tyr
310

ser
55

Asp
Asp
Cys
Gly
Ser
135
Tyr
Met
Ala
ser
Met
215
Ile
His
Tyr
Glu
ser

295

Asp

Met
Pro
Lys
Gly
Gly
1

Trp
Ala
Leu
Ser
Glu
200
Ala
Glu
ser
AsSn
280
Arg

Ala

ES 2536 548 T3

ser Phe

Asn Gln

Ser Lys
90

Asn Thr
105
Thr Ala

Asp Gly

Glu Gly

Ile Gly:

His Met
185

Tyr Pro

Leu Asp

Gly Lys

Pro Tyr
250

Asp Phe
265

. Phe Thr

Asp Leu

Lys val

Asn
Ile
75

Ser
Asp
Ala
Arg
Pro
155
Pro
Ala
val
ser
Glu
235
Asn
Leu
Pro

Glu

Gln
315

26

Ala
60

Gly-

Ile

val

Leu

Tyr

140

Ala

Asp

His

val-:

Cys

220

Phe

Lys

Arg

Tyr

Lys

300

Pro

val

Arg

Lys

Glu

Leu

125

Gly

Arg

Ala

val

Tyr

Ser

Leu

Asn

ser

285

val

Thr

Thr
Leu

Thr

Leu
Pro
Pro

190

Gly

Lys

Ile
val
A1§
270
ser

Ser

Thr

ser
Glu
Phe
95
val
Cys
val
Thr
Ile
175

Asp

Lys

His’

Asn
Gln
255
ser
Leu

Gln

Leu

Leu

‘val

80

Leu

Asp

val

Ile

Gly

val

Phe

Leu

Leu

Asp

Lys

Ser

Thr

‘Gln

Ile
320



Pro

Ala

val

Arg

val

385

Glu
Lys
Gly

Gly

Lys
ser
Met
Leu
370

Met

Lys

AsSp
Thr

Lys

450

<210>5

<211> 482

Glu

Leu

Phe

355

Asn

Asp

Phe

Phe

TYyr

"435

Lys

<212> PRT

val

Ile

340

ser

ASp

val

val

405

val
420

Tyr

Gly

Gly
His
Tyr
Asn
Gly
Glu
Thr

Leu

Asn

Asn

Gly

Lys

Gly

390

Thr

Thr

Lys

Met

Lys

Ser

Pro

375

Lys

Met

Lys

Glu

Glu Asp Gly

455

<213> Dictyostelium discoideum

<400> 5

get Thr Lys

Pro

Ser

Cys

Asn

65

Glu

ser
Gln
Gly
50

Leu

val

Thr

Gly
35
Asp

Met

Gly

Pro
Tyr
20

Lys
Arg

ASp

Glu
5
val

Tyr

Glu’

Lys

* Glu

85

Asn

Ala

Thr

Asp

Phe

70

Thr

Ile

Gln

Leu

Ile

55

Asn

val

Tyr
His
Gly
Pro
Leu
Lys
Glu
val

440

Ser

Gly
Glu
Gly
40

Tyr

val

Ile

ES 2536 548 T3

Thr

Asn

345

Ser

Phe

Lys

Leu

Gly

Asp

val

Ile

Asp

25

Leu

Ser

Asp

Asp

Ala

330

Asp

Thr

ser

Ala

Met

410

Ile

Ser.

Ala

His
10

Leu
'G1y

Leu

Pro

ser Leu
Leu Ala
Ala Thr
Ile Ser

380
Arg His
Glu His
Ile Asp

Leu Tyr

Asn Gly

Gly Ile
Glu Lys
Gln Thr
Ser Leu

60

Asn ser
75 ‘

ser Lys

27

Tyr
Gly
Met
365
AsSn
Glu
Arg
Leu

Arg
445

Glu

Phe.

ASn

45

Asn

Ile

Ser

Ala
Lys
350
Phe
Ile
Tyr

Tyr

Leu

430

Arg.

val
ASp
30

Met
Ala

Gly

val

‘Ala

335

Arg

Ser

Ala

Ala

Gly

Ala

Phe

Tyr
15

Gly
Ala
val

Arg

Lys

Phe

val

Leu

Ser

Pro -
400
Ala

Pro

Tyr

Phe
val
Phe
Asn
Leu
80

Thr



val
Ile
Ala
val
145
Thr
Ile
Asp
Lys
Ar

22

Asp
Gln
Asn
Glu
Thr
305
Lys

Ser

Thr

Leu

‘Asp

Leu
130
val
Gly
Thr
Phe
Leu
210
Tyr
Gln

Lys

Asp

290"

Lys

Gln

Leu

Phe

Met Asp
100

Thr Ile
115

GIn Trp
Ala Gly

Gly Ala

phe Glu
180

Tyr Lys

195

Ser Ile

Ala Lys

val Asp

ser Phe
260

Ser Arg
275

Thr Tyr
Asn Asp
Leu é]y
Leu Asp

340

Ser Tyr
355

Leu
Asn
Met

Asp

Pro

ser

Ala”

Phe
245

Gly

TYyr

Phe

Tyr

Asn

325

Glu

Gly

Phe
Ala
Glu
Ile
150
val
Gly

Asp

Cys

Phe

230

Ala

Arg

Ala

Asp

Ala

310

Thr

Lys

ser

Ala

Cys

Ser

135

Ala

val

Leu

Met

Tyr

215

Leu

Met

Ser

ser

295

Thr

TYyr

ser

Gly

Glu

Lys
Tyr
120
Ser
val
Ala
Arg
200
Phe
Lys
Phe
Leu
Leu
280
val
Lys
Cys

Asn

Leu
360

ES 2536 548 T3

His

105

Gly

Tyr

Tyr

Met

Gly

ser

Arg

Lys

His

TYr

Glu

Leu

val

Gly

Gly

Gly

Trp

Glu

Leu

170

val

Glu

Ala

Tyr

Ser

250

Asn

Ala

Glu

Ala

‘ser

330

Leu

Ala

Asn

Thr

Asp

155

Ile

His

Tyr

Ile

Gly

Pro

Asp

Tyr

Lys

Pro

315

Thr

val

ser

28

Thr
Ser
Gly
1

Gly
Gly
Met

Pro

220

Lys

Tyr

Phe

Lys

Ala.

Ser

Ala

125

Arg

Pro

Pro

Glu

205

Ash

ser.

Asn

Leu

‘AsSn

285

Leu

300

Thr

Tyr

Gly

Ala

Thr

ser

Lys

Phe
365

Ile

110

Leu
Asn
Ala
Asn
Asn

190

val

Cys

Phe
Lys
Asn
270
val
Ser
Leu
Gly
Arg
350

ser

Asp

Ala

Arg

Ala

175

val

Asp

Tyr

Ser

Leu

255

AsSn

Lys

Ala

Leu

Leu

335

val

Phe

Gly
Asn
Ile
Pro
160
Pro
Tyr
Gly
Asn
Leu
240
val
Pro
Pro
Ile -
Ala
320
Leu

Leu

Lys



val

Asp
Asp
val
Lys
465

Lys

Glu

370

Leu

Ser

Glu

Asn

Leu

450

ser

Lys

<210>6

<211> 453

Lys

Ala

Leu

Thr

Ala

435

Gly

Leu

<212> PRT

Pro
Lys
Arg
Thr
420
Gly

Ala

Asn

Ile

Arg

Glu
405

Asn

Ile

Phe

Leu

<213> Blattella germanica

<400> 6

Met
1

ser
Ala
Thr

Leu
65

val

Leu

val

Trp

Gln

Gly

Asp

50

Met

Gly

Met

Asn

Pro
Tyr
Lys
Ar‘g
Glu
Thr
Gln

Ala

Ser
val
20

Tyr
Glu
Arg
Glu
Leu
100

Cys

Asp
5
Asp
Thr
AsSp
Trp
Thr
85

Phe

Tyr

Asn

val

390

Thr

Met

Arg

Gln

Phe
470

val

Gln

val

Ile

Ser

70

Leu

Lys

Gly

His
375§
Arg
Arg
Phe
Lys

Arg

Arg

G'ly

val

Gly.

Asn
55

Ile
Leu

Asp

Gly

Ile
val
His
Pro
Tyr
440

Arg

Ala

Ile
Asp
Leu
40

Ser
Pro
Asp
Asn

Thr

ES 2536 548 T3

val

Glu

Asn

Gly

Asp

Gln

Thr

val

Leu

25

Gly

Leu

TYyr

Lys

Glu
Pro
Leu
410
Ser
Arg

Gln

Lys

Ala
10

Glu
Gln
cys

Ser

ser

90

Thr
105

ser

Asp

Ala

Lys

Glu

395

Lys

Phe

Thr

Ile

Ser
475

Leu

val

Ala

Leu

Gln

Lys

Ile

Leu

29

val

380

Ile

Asn

Tyr

Tyr

Ser

460

val

Glu

Tyr

Arg

Thr

60

Ile

Ser

Glu

Phe

Asp
Phe
Tyr
Leu
Ser
445
Gln

Leu

Leu

Asp

Met

45

val

Gly

val

Gly

Asn

Leu

Thr

val

Ser

430

Thr

Ser

ser

Ile

‘Asn

30

Gly

val

Arg

Lys

val

110

Ala

Lys
Glu
Pro-
415
Ser
Ser.
Thr

Ile

Phe
15

val

Phe

Ser
Leu
Thr
95

ASp

Ile

Asn
400
Ser
val
Ala
Ile

Leu
480

Pro
ser
cys’
Arg
Glu
80
val

Thr

Ser



fr‘p
Gly
Ala
Asp
Lys
Ile
Ser
225
Asp
Leu

Arg

Glu

val

130

Asp

Gly

Arg

Pro

Gln

210

Lys

Ala

Ala

Thr

- 290

ser
305
Asn
Ser
Ala

Arg

Ser

Lys

Gin

Leu

Leu

Ile

370

Asn

115
Glu
Ile

Ala

Gly

Ser

Ala

val

val

180

ASp

Cys

Ile

val
Arg
Thr
275
Thr
Asn
val
Leu
Phe
355

Ser

Leu

Leu

Tyr

.G'I n

Leu
Leu
260
Lys
Tyr
Met
Gly
val
340
Ser

ser

Ser

Ser

val

Ala
165

‘Arg

Ser

Leu

Lys

Phe

245

val

Tyr

Phe

Phe

Asn

325

ser

Tyr

Asp

His

Ser

TYyr

150

Met

ser

ser

Ser

Leu

Ser

Asp

Glu
310
Met
Lys
Gly

Ala

Ile

Trp

Ala

Leu

ser

Leu

Ala

215

Leu

Ala

Asn
Ser
295
Glu
Tyr
ser
Ser
Ser

375

Lys

120

Asp

Lys

val

His

TYr

200

Leu

Gl y

Pro

Asp

Leu

280

Glu

Lys

Thr

Ala

Gly

Ala

Pro

ES 2536 548 T3

Gly

Gly

Gly

Met

185

Pro

Asp

Glu

Tyr.

Phe
265
Glu
val
Thr
Pro
Gln
345
Leu

Lys

GIn

Arg
ser
Ala
170
GIn
Thr
His
Lys
Cys
250
val
Ala
Glu
Lys
ser

330

Glu

‘Ala

ser

Leu

Cys

Tyr
Ala
155
Asn

His

val

Phe
235
Lys
Arg
Leu
Lys
Pro
315
Leu
Leu
ser

Ser

Asp

30

‘Ala

140

Arg

Ala

Ala

Asp

Tyr

220

Asp

Leu

Ala

Lys

‘Ala

300

Ser

Tyr

Ala

ser

Leu

380

Leu

125

Leu
Pro
Pro

Tyrj

Gly

é'ln
Ile
val
Ser
Gly
val
Leu
Gly
Gly
Met
365

Gln

Arg

val

Thr

Leu

190

Lys

Leu

Glu

GlIn

Glu

val

Met

Leu

Gly

Lys

350

Phe

Arg

His

val

Gly
val
175
Phe
Leu
Tyr
Arg
Lys
Glu
Lys
Thr
Leu
Leu
335
Arg
Ser

Leu

Lys

Ala
Gly
1

Phe
TYyr
Ser
Cys
Leu
240
ser
Glu
Leu
Tyr '
Ala
320
val -
val
Leu

val

val



385

Ser Pro Glu Glu

His Lys Ala Pro
420

Gly Thr Trp Tyr
435

Lys Gln val Pro
450

<210>7

<211> 522

<212> PRT

<213> Gallus gallus
<400> 7

Met Pro Gly Ser
1

val Gly Ile val
20

GIn Thr Glu Leu
35

Ile Gly Leu Gly
- 50

Ile Asn Ser Leu
65

Ser Leu Ser Tyr

ITe Ile Asp Lys
100

Glu Glu Ser Gly
115

Cys Tyr Gly Gly
130

Ser Ser Ser Trp
145

Ala val Tyr Ala

Phe
405
Tyr

Leu

Gly

Leu

Ala

Glu

GlIn

cys

Asp

85

ser

Asn

Thr

Asp

Thr
165

390

Ala
Thr

Glu

Pro
Leu
Lys
Ser
Leu
70
cys
Lys
Thr
Ala
Gly
1

Gly

GIn Thr

Pro

Ser

val

Glu

Tyr
Lys
Thr
Ile
Ser
Asp
Ala
135

Arg

ASn

Glu

val
440

Asn

Ile

Asp

40

Met

vva]

Gly
val

val

120

Leu

Tyr

Ala:

ES 2536 548 T3

Met
Gly

Asp

Thr
TYyr
Gly
Gly
val

Arg

Phe

Ala

Arg

Glu
410

ser -

Ser

Glu
10

Phe

val

Phe

Gln

Leu

90

Thr

Gly

Asn

Leu

Pro
170

395

Thr

Leu

Ser

Pro

Asp

Cys

Arg
Asp

Tyr

Cys
Ser

Ala

-ser

-~ 60

Lys

Glu

val

Ile

Ala

val
155

Thr

31

Leu
val
Leu
Asp
ITe
140

val

Gly

Glu

'vaT

Arg
445

Trp
GlIn

Gly
45

Asp

Met
Gly
Met
Thr
125
Asn

Ala

Gly

His
Leu

430

Arg

Pro
Tyr
30

Lys
Arg
Glu
Thr
Gln
110
Thr
Trp

Gly

Ala

Asn
415

Phe

Ser

Lys

val

Tyr

Glu

Arg

Glu

95

Leu

Asn

Ile

ASp

Gly

400

His

-Pro

Tyr

Asp
Asp
Thr
Asp
Asn
80

Thr

Phe

Glu

Ile

160

‘Ala



val
Lgu
Met
Tyr
His
Asp
s
Ala
val
305
Met
Leu
cys
AG] n
3%
Lys

Lys

Glu

Ala

Arg

val

210

Leu
Ala
vPhe
Ser
Glu
290
Lys
Lys
val
Leu
Arg
Ser
11?
Cys

Thr

Met

Gly

Ser

Ser

GlIn

Gly

val

275

Thr

Leu

Ala

Sser

Ala
355

Ile

Ile

Thr

Ile

His
435

Leu
180

Thr

Glu

.AT a

Trp
phe
260
Ala
Ala
Glu
Ser
Asn
340
Ser
ser
Arg
Ala
Ala

420

His

val
His
Tyr
Leu
GIn
245
Met
Arg
AsSn
Asp
Ala
325
Gln
Leu
Glu
val
Ser
405

Pro

Leu

Gly

Met

Pro

Asp
230

Lys

Ile

Leu

Gly

Thr

310

Glu

Asn

Leu

Phe

Thr

390

Leu

Asp

Ala

ser
Gln
val
215
Arg
Glu
Phe
Leu
val
295
Tyr
Leu
Gly
Ala
Ser
375
Gln
Ser

val

Asn

Asn

His

200

val

Cys

Gly

His

Leu

280

Phe

Phe

Phe

Asn

Gln

360

Tyr

Asp

ASp

Phe

Tyr
440
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185
Ala
Asp
Tyr
Thr
ser
265

Asn

Ser

Asp

AsSn

Met

345

TYyr

Gly

Ala

Leu .

Ala

Ile

Pro
Tyr
Gly
Ser
Asp
Pro
Asp
Gly
Arg
GIn
330
Tyr
Ser

Ser

Thr

Pro

Leu
Asp
LYyS
val
235
Arg
Tyr

Phe

Leu

Asp
315
Lys
Thr
Pro

Gly

Pro
395

Ala

Asn

Gln

32

Ile

Phe

Leu

220

TYyr

Gly

cys

Leu

Glu

300

val

Thr

Pro

Glu

Phe

380

Gly

Arg

Met

cys

Phe

TYyr

205

ser

Arg

Phe

Lys

Ser

285

Ala

Glu

Lys

Ser

His

365

Ala

Ser

Leu

Lys

Ser
445

Glu

190

Lys

Ile

Asn

Thr

Leu

270

Asp

Phe

Lys

Ala

val

350

Leu
Aj a
Ala
Asp
Ile

430

val

Arg
Pro
Gln
Lys
Leu
255
val
Gln
Arg
Ala
ser
335
Tyr
Ala
Thr
Leu
ser
415

Arg

Glu

Gly
Asp
Cys
Ile
240
ASn
Gln
Asn
Asp
Phe -
320
Leu
Gly
Gly

Leu

Arg
Gln
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Leu Phe
450

Arg Thr
465

Gly val

Pro Ala

val Thr

<210> 8
<211> 520
<212> PRT

Glu

Tyr

Glu

Lys

val
515

Gly

Ala

val

500

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Pro Gly Ser
1

val Gly

Gln Ala

ITe Gly

50

Ile Asn

65

Asn Leu
" Ile Ile

Glu Glu

Cys Tyr

130

Ser Ser
145

Ile
Glu
35

Leu
Ser
Ser
Asp
Ser
115

Gly

Ser

val
20

Leu
Gly
Leu
Tyr
Lys
100

Gly

Gly

Trp

Thr
Arg
val
485

val

Ile

Leu
é1a
Glu
Gin
Fys
85
Ser
Asn

Thr

Asp

Trp

Arg

His

Pro

ser

Pro

Leu

Lys

Ala

Met

70

Cys

Lys

Thr

Ala

Gly

Tyr

455

Pro

Pro

Arg

Asn

Leu-

Glu

Tyr

Lys

Thr

Ile

Ser

Asp

Ala

135

Arg

Leu
val
Gly

Ile

Asn
Ile
Asp
40

Met
val
Gly
val
Ile
120

val

Tyr
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val
Met
Ile
Pro

505

val

A]a
Tyr
Gly
Gly
val

Arg

Phe

Ala

Arg
Gly
val
490

Ala

His

Glu
10

Phe
val
Phe
Gln
Leu
90"
Thr
Gly

Asn

Leu

val

Asp

His

Thr

Ala

Pro

Asp

cys

Asn

75

Glu

Asn

Ile

Ala

val
155

33

460

Gly

Glu

Thr

Cys

Ser

Ala

Thr

60

Leu

val

Leu

Asp

val

140

val

Glu

Pro

His

Glu

Lys

Leu

Ile

Ser

510

Trp
C]n
Gly
45

ASp
Met
Gly
Met
Thr
125
Asn

Ala

Pro

Tyr

30

Lys

Arg

Glu

Thr

Gln

110

Thr

Trp

Gly

His
Glu
Pro
495

Glu

Tyr
GTu
Arg
Glu
95

Leu
Asn

Ile

ASp

Arg

Ala
480 -

Ser

Gly

Asp
ASp
Thr
Asp
Asn
80
Thr
phe
Ala

Glu

Ile
160



Ala
val
Leu
Met
Tyr
225
His
Asp

Lys

Arg

Lys
val
Leu
Arg
ser
385

Ile

Gly

val

Ala

Arg

Leu

Tyr

Leu

Gly

Ser

210

Leu

Ala

Phe

ser

Asp

Leu

Ala

ser

Ala

Ile

370

Leu

Thr

val

Ser

Gln

Leu

275

Lys

Glu

ser

Asn

ser

355

Gly

Lys

Ala

Ala

Ala
Leu
180
Thr
Glu
Ald
Trp
Phe
260
Ala
Asn
Asp
Ser
Gln
340
val
val
val

Ser

Pro
420

Thr
165

Ile

His

Tyr

Leu

Gln

245

‘Met

Arg

ser

Thr

Glu

325

Asn

Leu

Phe

Thr

Leu

405

Asp

Gly

Gly

Met

Pro
Asp
230
Lys
Ile
Met
Ile
Tyr
310
Leu

Gly

Ala

ser

Gln
390

Cys

val

Ala

Asn

His

200

val

Cys

Gly
His

) Leu

280

Ser
Asp
Ser
Met
Tyr
360
Gly
Ala

Leu

Ala
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Arg

Ala

185

Ala

Asp

Tyr
Asn

ser
265

Asn.

Gly

Arg

GIn

Tyr

345

Ser

Ser

Thr

LysS

Glu
425

Pro
170

Pro

Tyr

Gly

Ser

250

Pro

Asp

Leu

Asp

330

Thr

Pro

Gly

Pro

ser

410

Asn

Thr

Leu

Asp

Lys
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235

Lys

Tyr

Phev

Glu

-val

315

Thr

ser

Gln

Leu

Gly
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34

Gly

Phe

Tyr
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cys

 Phe

Lys
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285
Phe
Lys
Ala
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Leu
365

Ala

Ala
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Leu

175

Arg
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Gln
Lys
Leu
255
val
C]n
Asp
Phe
Leu
335
Gly
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Leu
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val Gly Ala

6ly

Asp

cys '’
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240
Asn
Gln
Asn
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320
Leu
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Lys
Tyr
LysS
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Thr
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Thr

Phe

Thr

465

val

Ala

Ala

His
Glu
450
Tyr

Gly

Lys

val

<210>9

<211> 508

His

435

Gly

Ala

Leu

Lys

Ile

Leu
Thr
Arg
val
val
500

Ser

515 .

<212> PRT
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Trp
Arg
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485

Pro

Asn

<213> Homo sapiens

<400> 9

Met GIn Arg Leu Leu
1 5

Ala

His

Thr

Ala

65

Ala

ser

Leu
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val
GIn
Trp
50

Gln
Gly
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Met

Gln
Arg
35

Pro
Tyr
Lys
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Glu
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Thr

Glu
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Lys

val

Tyr

Glu
100

Arg

Glu

Thr

Ser
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Asp

Thr
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Asp
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Thr

Asn
TYyr
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Ser
Thr
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Gln
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Tyr
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Thr
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Leu
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Pro
Leu
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Thr
Gly
Asn
Leu

Ile
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Ile

440

val

Pro

Ile

Pro
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val

Thr
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40

Ile

Asp

Leu

Ser

Pro
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Asp

ES 2536 548 T3

Pro
Arg
Asn
Ala

Ala
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Trp

Lys
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Thr
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Arg
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cys

Asp
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Ala
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Gln

Leu
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Asn
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Arg

Glu
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Pro
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Leu
Pro
30

Lys
Tyr
Asn
Gly
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Arg

Lys
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GlIn

Leu
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Leu
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Gly

Pro
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Arg

ASp
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Glu
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Ccys
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Leu
145
Asp
Ala
val
Gly
Ala’
225
Phe
Leu
Tyr
Pro
305
Leu
Ala
Asp
Lys
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385

Glu

Met

Thr

Asn
Cys
Gly
210
Leu
Tyr
ser
Arg
Phe
290
Lys
Ser
Phe
Lys
Ala
370

Leu

Leu

Glu

Thr

Trp

Gly

Ala

Glu

Lys

Ile

Lys

275

Thr

Met
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355

Ser

Tyr
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Leu

Asn

Met
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Lys
Leu
val
Ser
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3

Leu
Leu
Gly

Gly
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Ala
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Ile

Ala
Gly
Asn
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Ile
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Leu
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Tyr
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Gln
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cys
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Ala
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Ile

Gly
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Gln
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360
Thr
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Gly
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Gly

Trp
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Pro

Leu

Thr

Glu

Ala

265

Trp
Tyr
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Thr
Asp
345
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Leu
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Asn
Thr
170
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250

Leu
Ly.s
Met
Arg
Ser
330
Thr
Asp
Asn

Leu
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410

Thr
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Gly
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235
Pro
Asp
Gln
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Leu
315
Leu
Tyr
Met
Gly
Ser

395

ser
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Asp
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Arg

Asn

Pro
220
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Arg

Ala

Phe

300

Met

Tyr

Thr

Phe

Asn

380

His

Tyr
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Tyr
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205

Lys
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val
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Gly
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Phe

Lys
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Asp

365

Met
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Gly
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Gly
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Met
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Arg
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val

Asp

Tyr
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Thr

Asn
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Lys

Tyr
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Ser

Pro

Pro
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Asp
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335
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Lys
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Leu
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L.ys
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Arg
Phe
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320
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Leq
Thr
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Ala

Ala Sser

Ser Pro Leu

" Leu

450

Asn Gln
465

435

Ala Ser

Arg

Asp Thr Asn

Glu GIn

<210> 10

<211> 468

<212> PRT

His

Phe
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.Phe ser Phe Arg val Ser

420

TASpP
Arg
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Ser

Lys
Lys
Gln
Leu

485

Arg

Leu
cys
Phe
470

Phe

Lys

425

val ser ser Thr
440

val Ser Pro Glu
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Tyr His

Lys val

pro Gly Thr Trp

Tyr Ala Arg Arg

<213> Dictyostelium discoideum
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1
Pro
ser
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65
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Ser
val

Ser

val
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Gln
Asn
Met
val
Ile
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Thr

Gly
35
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Met
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Thr
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Arg
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Trp

Gly
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5 .
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Lys
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Leu

Asn
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Asn
Thr
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i]e

Gln Ser
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Ile val
55

ser Ile
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Gln Glu

Cys Tyr
120

Ser Ser
135

Ala val

505
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Glu Leu
25

GIn Asp

ser Asp

Glu Phe

460

Asn Phe

475

Tyr Leu

Pro val

Ile Cys Ala

Lys

Leu Gly GIn

Ser Met Ala-

Asp -Tyr Gln

Asp LysS

75

Ser

Tyr Gly Asn

105

Gly Gly Thr

Tyr Trp Asp

Tyr Ser

Lys

37

Ala Ala pro Gly
430

Leu Pro Lys Arg

445

Thr Glu Ile Met

Ser Pro Pro Gly

Glu Afg»va1 Asp'

I1e Asp Ile

Lys Tyr Asp

Thr

30

Asn Met
45

Met Thr ser
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Ser Ile Gly

Lys

‘ser val

Thr Ser Leu

Asn

110

Ala Leu
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g]y Arg Tyr

Gly Ala Ala

495

Tyr Phe

15

Lys val
Ser Phe
val Lys
Arg Leu

80
Lys ser
Glu Gly
Phe Asn

Ala Leu

Arg Pro



145

Thr
Leu
ASsp
Lys
Glu
Met
val
Pro

Thr

Ile
Leu
Arg
385
Glu

Ile

Gly
Ile
Phe
Leu
210
Tyr
A'sp
Gln
Asn
Gly
Leu
Ser
L.eu
val
Ile
370
Phe

Arg

Leu

Gly

Phe

TYyr

195

Ser

Lys

Ser

Lys

Asn

275

Lys

Ser

Lys

Ser

Phe

355

Asn

Phe

Leu

Asp

Ala
Asp
Lys
Ile
Lys
Phe
Ser
260
Pro
Asp
Leu
Glu
Leu
340
Ser
Asn
Lys

ser

Ile

Gly
Gln
Pro
Glu
Lys
Asp
Tyr
Lys
Ser
Asp
%
Leu
Tyr
Asn
Thr
Asn

405

Arg

150

val
ser
Asp
Cys

Phe

1230

Tyr
A'Ia
Tyr
Tyr
Asp
Gly
ser
Gly
Lys
Thr
390

Arg

Glu

val

Leu

Leu

Tyr

215

Glu

val

Arg
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Ile

295

Phe

Asn

Asn

Ser

Asn

375

Asn

val

Lys

Thr
Arg
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200
Leu
ser
Cys

Leu

Asp
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Met

Arg

Ile

Phe

Ile

265.

Leu

280 -

Asn

Lys

Ser

val

Gly

Arg

Asp

Lys

Ser

ser
Thr
Tyr
Asn
345
Leu
Asn
Ile

val

His

Leu
170
Thr
Glu
Ala
AsSn
His
250
Tyr
Leu
Lys
Lys
Cys
330
Asp
Ala
Asn
Gly
ser

410

Gln

155

Ile
His
Tyr
Leu
55
Ser
Asn
Pro
Leu
)
Gly
Leu
Ala
Asn
Lys

Pro

Met

38

Gly

Met

Pro

Asp
220

Asp-

Pro

Asp

Phe

300

Asn

Ser

Asn

Ser

Asn

380

Ile

Glu

val

Pro

Glu

TYr

205

Lys

Asn

Tyr

Phe

Lys

Gln

Pro

val
Asn
Leu
365
Asn
ser

Glu

Gly

Asn

Asn

190

val

Cys

Lys

Asn

Leu

270

Asp
Ile
Ser
Tyr
Lys
350
Phe
Asn
Asn

Phe

Ala

Ala
175
val
ASp
Tyr‘
Phe
Arg
Gln
Leu
Thr
Thr
Ser
335
Lys
Ser
Asn
Ile
Thr

415

Arg

160 -

Thr

Asn -

Gly

Leu

Ser

240

Leu

Asn
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Leu

Leu

320

Gly

val

Phe

Asn

Lys

Arg
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425

Pro Ile Asp Thr Leu Asp Tyr Ile Ser Ala Gly Thr
43 - 440.

Phe

445

Lys Ile Asp Glu Lys Leu Ile Arg His Tyr Lys Ser Lys
450 - 455 460 =

Ser Ser Lys Leu

465

<210> 11

<211> 388

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 11

Met Asn Ile
1

val
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GlIn
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65

Ala

Gly

Ala

Pro

Ile

Asp

Leu

Asp

50

Glu

Ile

Ile

Ala
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130
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Met
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Ile

Tyr

Ile

Met

Ile

Asp

Asp

Gln

Thr

115

Glu
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Ser

Thr

Gly
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cly
val
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Asn
Pro
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Pro
Lys

Gly

His
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180

Ile
5
Lys
Ile
Ser
Lys
Ala
85
Phe
Ala
val
Gly

Asp

AsSp

Asp
Leu
Gly
Met
Asn
70

Lys
Ala
Ile
Leu
Glu
150

Pro

val

Lys

Ala

GlIn

Ile

Glu

ser

Ala

. 25

Thr

- 40

Gly

55

Ile

Ala

Arg

GIn

val

135

Pro

Ser

Tyr

Ala
Gly
Ala
Cys
Leu
120
Ile
Thr

Ile

Asp

Glu
Asn
vet
Ala
Phe
105
Ala
Ala
Gln

Leu

Phe
185

Phe

10

Arg

Met

Ala

val

val

20

Glu

Lys

Ser

Gly

Lys

Trp

Tyr
Gln
Thr
Ala
Ile
75

é]n
Met
Asp
Asp

Ala
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Leu

Arg

39

val
val
val
Lys
60

val
Ile

Lys

Tyr:

Thr

140

Gly

Asn

Pro

Pro

Asp'

Ser
45
Asp

Ala

His

Glu

Leu

125

Ala

Ala

Asp

Thr

430

Tyr Leu Glu

Pro Ile Ile

Lys

Pro
30

Pro

Ile

Thr

His

Ala

110

ATé
Arg
val
Asp

Gly

Tyr

15

Asn

val

Ile

Glu

Leu
95

cys
Gln
Tyr
Ala
Ala
175

His

Tyr
Lys
Asn

Thr

Ser

80

Leu
Tyr
Arg
Gly
Met
160
val
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Tyr

Phe

Ala

Pro

Gln
210

Asp

225 -

Gln

Asp

val

Leu
TYyr
305
Gly
Asn
Phe
‘Arg

His
385

Lys
Arg
Gly

Glu

290

Gly

Phe

Arg

Asp

Asp

~370

Ile

<210> 12

<211> 389

Leu
195

Glu

Phe

Ala

Leu
AsSn
275
Thr
ser
Lys
Ile
GIn
355

Ile

Ala

<212> PRT

<213> Lactobacillus fermentum

<400> 12

val

Ser

Ala

Leu

Asn

260

Ile

Arg

Gly

Glu

Glu

340

Leu

Phe

Glu

Ala

Trp

Ser

Asp

Ser

Tyr

Asp

Ser
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325

val
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Tyr

Gly

Asn
Leu
230
Ser
Ser
Thr
Leu
val
310
Leu
ser

Leu

Leu

Ala

Glu

215

Cys

Ile

Tyr

Gly

Lys

Gly

Asp

val

Asn

Leu

200

Tyr

Phe

Ile

Gln

ser

280

Gly

Glu

val

Asp

His

360

Ser
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ser

Ala

His

Asn

Asp

Leu

Gly

Phe

Glu

Glu

345

Glu

Ile

Lys

Arg

val

His

250

Ala

Tyr

Gln

Phe

Arg

330

TYyr

Leu

Asp

Asp
Arg
Pro
235
Ala
val
Leu
Thr
Ser
315
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Glu
Glu

Asn

Ala.

His

220

Phe
Asp
Asp
Ser
Ile
300
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Lys
His
Lys

Asn
380

Tyr
205
Asn
Thr
Glu

Tyr

Leu

I]g
Lys
Lys
Thr
Asn

270

Ile

285

Gly

Thr

Ser

Phe -
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365

Ile

Leu

Leu

Leu

Phe

350

Asn

Arg

Lys

Thr

Met

Thr

255

Arg

ser

Phe
val
Leu
335
Lys

Ala

Glu
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Leu

Gly

Gln

Tyr

Leu
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Asn
Arg
Asp

Tyr

Met Lys Ile Gly Ile Asp Lys. Leu Ala ige Ala Thr Thr Pro I%/r Tyr
1 5

Leu Ala Met g]u Asp Leu Ala GIn Gly Arg Asn val Asp ggo Asn Lys
0 25

40



Tyr
Gln
Pro
65

Gly
Lys
ser
Pro
Leu
145
Leu
Ala
Glu

Phe

Glu
225

Lys

Thr

val

Leu

Leu.

ASp

50

val
Ile
Leu
A'Ia

Gln
130

Glu

ITe

Tyr

Ala

Lys

210

Asp

Lys

Arg

Gly

Thr
290

Ile

35

val

Glu

Asp

Ser

Thr

115

Glu

Thr

.‘I.'hr
“Thr

Leu-

195

Gln
lfhe
Ala
Leu
Asn
275

Glu

val

Arg

Asn

100

Ala

Lys

Gly

Ala

Cys

Ala

Leu

260

Leu

G]y'

Ile

Thr

Asp

ser

85

Phe

Ala

Ile

Gly

Asn
165

_ Asp

Asn

Trp

Ala

Glu

245

Ala

Tyr

Asp

Gly
Leu
Gln
70

Lys
Thr
Leu

Leu

Glu

Gln
Ala
55

val
Ala
Arg
Gln
val
135

val

150 -

Pro
val
Gly
Thr
Leu
230
Ala
Asn

Thr

val

Arg

Met

Lys

Arg

Ala

Glu

Leu

Gly

Lys

295

ser
40
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Ser
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Phe

120

Ile

Thr

val

Asp

Tyr

200

Tyr

Phe

Leu

Thr

Ser

280

Pro

ES 2536 548 T3

Lys
Ala
Thr
Ala
val
105
Ala
Ala
Gln
Leu
Phe
185
ser
Gln
His

Gly

‘Ala

265

Leu

Gly

Gln
Ala
val
val
90

Glu
Arg
Ser
cly
Ala
170
Trp
Thr
Gln
Leu
Asp
250
Gly

Tyr

Glu

Ala
Ala
Ile
75

Tyr
val
Gly
Asp
Ala
155
Ile
Arg
Asn

Leu

Pro

235

Arg

GIn

Leu

Arg

Ly

val

Asp

60

val

val

Lys

Leu

Ile
140

Gly

Glu

Pro

val

Ala

220

Phe

Asp

‘Glu

Gly

Ile
300

val
45

Lys
Ala
Lys
Glu
Va]
125
Ala
Ala

Pro

Leu

Tyr

205

Gly

Thr

Asp

Ala

Leu

285

Gly.

Pro

Leu

Thr

His

Ala

110

Ala

Arg

val

Thr

Pro-

Leu
Glu
Leu
95

cys

Leu

Tyr

Ala.

Ser

©175

Tyr
190
Ile
Tyr
Lys
GIn
Ccys
270

Met

Leu

Ala
Asp
Gly
Met
val
255
Ar'g
Ser

Phe

Thr
Asp
Ser
80

Leu .
Tyr
Asn

Gly

Met

‘160

val

Glu

Phe

Leu

Gly

Ala

GlIn

Leu

Ser



Tyr Gly
305

Gly Tyr
Thr G1In

Gly Leu

Arg Phe

~ 370

Leu Ala
385

<210> 13

<211> 351

ser

GlIn

val

Lys

val

Glu

<212> PRT

Gly

Glu

Ser

340

Glu

Leu

Arg

Ala
Gly
325
Leu

Glu

val

Asp

Glu
310

Leu

Ala

Asp

Gly

<213> Hyperthermus butylicus

<400> 13

Met Pro Arg Gly Ser
1 : ‘5

Tyr Arg
ser val
Asp Glu
50

Ala Arg
65

Thr Glu
Glu Ala

Ala Cys

Glu Ala
130

Ile

Pro

35

Asp
Aia
Ser
Leu

115

Gly

Lys
20

Ala
ser
Asn
Lys
Gly

Ala

Tyr

Ala

Gly

val

val

Pro
85

Ile

Ala

Met

Gly

Ala

Leu

Thr

AsSp

70

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gly

Gly

Glu

val

GlIn
375

Ile

Glu

Gly

Met

55

Pro

Ala

Pro

Glu

Tyr
135

Glu

Asp

Tyr

Thr

360

Lys

val-

Ile

val

40

Gly

Arg

val

Glu

Gly

Ala
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Phe
Leu
Glu
345

Phe

ASp

Gly
val
25

Lys
Tyr
Glu
Lys
Thr
105

Leu

Leu

Phe
AsSn
330
Asp

Lys

His

Trp
10

Arg
Glu
Glu
Ile
Pro
90

Met

Arg

val

Ala
315
Glu
Leu

Thr

Gln

Gly

val

Lys

Ala

Lys

Ser

Ala

Ala

val

42

Gly
GIn
Phe
Pro

Arg

Gly
Trp
Ala
Ala
60

Ala
Ala
Ser

ser

Ala
140

Ile

Leu

Asn

Ala

365

Gln

Tyr

Gly

val

45

Arg

val

Thr

Asp

Leu

Leu

Ala

Gln

350

Ala

Tyr

val

Trp

30

Glu

Asn

Phe

Ile-

Leu
110

Ala

125

Ser

Asp

Gln

Ala

335

Gln

Gly

Arg

Pro
15
Glu

Asn

Phe
Ile
95

Glu

Leu

Thr

Pro
320
Arg
Leu

g]n

Asp

Arg
Pro
val
Ile
Gly
80
Ala
Phe

val

Ala



Gln

145

Ala

Gly
His
Tyr
Gly
Gly
Lys
Ala
Gly
Ala

305

Ala

A]; a

Ala

val

Ser

Phe .

210

Leu

Lys

Ile

Ser
Gln
290

Tyr

.PI"O

Asn

Phe

Tyr

Lys
Phe

Leu

Ala

275

Arg

ser

Lys

Ala Met His

<210> 14

<211> 349

<212> PRT

Pro

val

Gly

val

165

Thr
180

Tyr

His.

Pro
Pro
Pro
260
Leu
Ile
Phe

val

Ala
340

Tyr
Pro
Ile
Gju

Leu

245

Gly

Leu

Leu

Ile

Asp

325

Arg

150

Gly
val
Met
Glu
AsSp
Arg
Leu
Gly
val
val
Asp

Met

<213> Chloroflexus aggregans

<400> 14

val
Pro
Thr
His
ser
215
Phe
val
Leg
Phe
Ala

295

Thr

- 310 -

Tyr

Arg-

Leu

Ala

Asp

Gly

Ala

ASp

Gly

Thr

Ala

280

Pro

Asp

val

Lys

Met Met Lys Pro Asn GIin Pro val
1 5

Ile Pro Arg ;%r Arg Ile Ala Ala

Asp Gly GIn Asn Gly val Pro val

ES 2536 548 T3

Glu

Ser

Thr
185

Glu

val
Tyr
Ala
Pro
265
Arg
Phe
Arg

Asn

Leu
345

Gly
Arg
25

Glu

Phe Thr
155

Glu Ser

170

Pro Asp

Ala phe

Lys Gly

Ala val
23S

Arg. Leu

I1e'I1e

Ile Leu

Gly ser

ITe Glu
315
Trp Lys

Tyr Asp

Ile Ile
10
Glu Ile

Ala Lys

43

Ala

val

Phe

Thr

Leu

220

Phe

“Gly

Gly

Asp

Gly

Glu

Arg

Arg

Ala
Ala

Trp

His
Phe
AsSn

Gln

285

Ala
Ala
Tyr

Arg

Gly Tyr

Ala Arg

Ser

val

ser

val

Glu
Gln
Ero
Thr
270

Ala

Gly

Arg
Ile

ProO
350

Gly

Gly
Leu
175
Gly
Pro
Lys
Pro
Lys
255
Tyr
Lys
ser
Asn
Asp

335

ya]

val
15

Ala
160

‘Glu

GlIn

Ala

Leu

‘Asn
240

Glu

Asn

Pro

Asp

Tyr

Ile Trp Thr
30

Pro Gly Pro
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35 0 45

Asp Glu Asp Thr Ile Thr Met Ala Ile Glu Ala Ala Arg Asn Ala Leu
50 55 . 60

val Arg Ala Asp Ile Pro Ala Ser Ala Leu Gly Ala val Trp 1le Gly
65 70 75 80

ser Glu Ser His Pro Tyr Ser val Lys Pro Ser Gly Thr val val Ala
: 85 ) 920 95 ’

Asp Ala Leu Gly Ala Gly Pro Trp val Ser Ala Ala Asp Trp Glu Phe
100 105 . 110

Ala Cys Lys Ala Gly Ser Glu Ala LeuvThr Ala Ala Met Ala Leu val
115 120 125

Gly Ser Gly Met GIn Arg Tyr Ala Leu Ala Ile Gly Ala Asp Thr Ala
130 135 140

GIn Gly Arg Pro Gly Asp Ala Leu Glu Tyr Thr Ala Ser Ala Gly Ala
145 150 - 155 160

Ala Ala Leu Ile val Gly Pro Ala Thr Glu Ala Leu Ala Thr Ile Asp
165. 170 175

Ala Thr val ser Tyr val Thr Asp Thr Pro Asp. Phe Tyr Arg Arg Ala
180 - 185 190 ‘

Asp Arg Pro Tyr Pro val His Gly Asn Arg Phe Thr Gly Glu Pro Ala
195 200 205

Tyr Phe His GIn Ile GIn Ser Ala Ala Ser Glu Leu Leu Arg Gin Leu
© 210 215 ‘ 220

Asn Arg Thr Ala Ala Asp Phe Thr Tyr Ala val Phe His Gln Pro Asn
225 230 235 240

Ala Lys Phe Pro Gin Thr val Ala Lys Arg Leu Gly Phe Thr Asp Ala
245 . 250 255

Gln Ile Ala Pro Gly Leu Leu Ser Pro GIn Ile Gly Asn Thr Tyr Ser
260 265 270

Gly Ala Ala Leu Leu Gly Leu Cys Ala Ile Leu Asp val Ala Lys Pro
275 280 285 |

Gly Asp Thr Ile Phe val Thr Ser Tyr Gly Ser Gly Ala Gly Ser Asp
290 295 300

Ala Tyr Ala Leu Thr val Thr Glu Ala Ile val Glu Arg Arg Glu Arg

305 310 315 320

Ala Pro Leu Thr Ala Ala Tyr Leu Ala Arg Lys val Met Ile Asp Tyr
. 325 330 335.

Ala Met Tyr Ala Lys Trp Arg Gly Lys Leu val Met Gly
. 340 345
<210> 15

44
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<211> 420

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis
<400> 15

Met val ser Ala Gly Ile Glu Ala Met Asn val phe Gly Gly Thr Ala
1 5 10 - 15

Tyr Leu Asp g81 Met Glu Leu A1a-5¥s Tyr Arg His Leu %gp Thr Ala

Arg Phe §1u Asn Leu Leu Met Lgs Glu Lys Ala val Ala Leu Pro Tyr
5 4 45 o

Glu ?gp Pro val Thr Phe g;y val Asn Ala Ala ggs»Pro Ile Ile Asp

Ala Leu Ser Glu Ala Glu Lys Asp Arg Ile Glu Leu Leu Ile Thr Ccys
65 70 75 . 80

ser Glu ser Gly g] Asp Phe G1y Lys ggr Leu Ser Thr Tyr Ile His
5 : 95

Glu Tyr Leu Gly Leu Asn Arg Asn Cys Arg Leu Phe Glu val Lystln
100 105 : 110 '

Ala Cys Tyr Ser Gly Thr Ala Gly Phe GIn Met Ala val Asn Phe Ile
115 120 . 125

Leu Ser GTn Thr Ser Pro Gly Ala Lys Ala Leu val Ile Ala Ser Asp
130 135 : 140

ITe Ser Arg Phe Leu ITe Ala Glu Gly Gly Asp Ala Leu Ser Glu Asp
145 - 150 155 160

Tfp Ser Tyr Ala Glu Pro Ser Ala Gly Ala Gly Ala val Ala val Leu,
’ 165 170 175 :

val Gly Glu Asn Pro Glu val Phe GIn Ile Asp Pro Gly Ala Asn Gly
v 180 185 o 190

Tyr Tyr Gly Tyr Glu val Met Asp Thr Cys Arg Pro Ile Pro Asp Ser
195 200 205

45



Glu
Glu
© 225
Glh
val
Thr
Asn
Ala
305_
Ile
Gly
Glu
Leu
Lys
385
Lys

Arg

‘Ala

210

GIn
Asp
Lys
ser
Tyr
290
Leu
Gly
Ile
Lys
Leu
370
Leu
Pro

Trp

<210> 16

<211> 388

<212> PRT

Gly

Thr

“Thr

Gly

Gly

cys

Ala

Cys

Thr

His

355

Phe

Asp

Arg

Ile

Asp
Phe
phe
Ala
260
Ile
Gln
Ser
Fhe

Thr

340

Leu

Lys

Phe

Leu

Ser
420

Ser

Leu

Gln

245
His
Glu
Arg
Thr
ser
325
Pro
Asp
Gly

Glu

Phe
405

Asp
Glu
230
Tyr
Arg
Thr
val
Ile
310
Tyr
Gln
Arg
Ser
Met

390

Leu

<213> Mycobacterium marinum

<400> 16

Leu
215
Tyr
Leu
Thr
Asp
Gly

ASp

Gly

Gly

Arg

Gly

Ile

Glu

ser

GIn

Ala

Met
Phe
280
Asn
Glin
ser
Gln
Tyr
360
Met

Pro

Glu

ES 2536 548 T3

Leu

Lys

Tyr

Met

265

Leu

Ile

Gly

Gly

Glu

345

Gln

val

Gly

Ile

Met
Arg
His
250
Arg
Thr

Met

Arg

Cys

330
Arg
Leu
Arg
Ile

ser
410

Ser

val

235

Thr

Lys

Arg

G'ly-

Phe
315

Cys

Gln

Ser

Phe

Met

395

Glu

Tyr
220
Pro
Pro
val
val
Ala
300
Asp
ser
Arg
Met
Gly

Gln

Phe

Leu

Gly

Phe

Ala

Thr

Glu
Thr
Glu
365
Thr

Ser

His

Asp.

Ala

Gly

Lys
270

Pro

Leu

Pro

Phe

Phe

Ccys

Asn

Gly
val
Gly
Phe
Lys
Tyr

335

Gly

350 .

Glu

Arg

Thr

Arg

Tyr

Asn

Gin

Cys
Tyr
240
Met

Lys

Leu

Leu

Arg
320

Ser -

Ile

val

Glu.
400

Tyr

Met val Ser Ile Gly Ile His Asp Leu Ser Ile Ala Thr Ala His Tyr
1 5 . 10 15

46



val
Lys
Asp
Lys
_Thr
Leu
Tyr
Asp
Asp
Met
Gly
Sser
Ala
Phe
225
Ala

Ser

Arg

Leu
Tyr
Glu
50

Arg
Gly
Gly
Gly

Pro

© 130

Leu

Leu

Ile

Thr

Ala

210

Gly

Tyr

Gly

Arg

Asp
Leu
Asp
His
val
Leu
Ala
115
Thr
Asp
val
Tyr
Ala
195
ser
Glu
Lys

Ala

Ile
275

“His
20
Ile
Ile
Gly
Asp
Pro
100
Thr
Gln
Ser
Ser
Thr
180
Leu
Gly
Phe
Ala
Ala

260

Gly

Ala

Gly

val

ser

Thr

Leu

Thr

Gln

70

GIn
85

Ser

Gly

Gln

Pro.

Ala
165
Ala
val
Ala
Ala

His

‘245"

val

Asn

Ser

Ser

Ala

val

Asp

Asp

Asp

Trp

Ala

230

Lys

Gln

Ser

Leu

Gly

Lys

Lys

Ala

Leu

Leu

135

Glu

Pro

Ile

Gly

Lys

215

Phe

"GlIn

Ala

Tyr

Ala

Gln
40

Ala

Ile

Ser

Arg.

Gln
120

val

Pro
Ala
Met
Lys
2

Asp
c¥s
Leu
Ala

Thr
280
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Glu
25

Gln
Ala
Arg
Ala
val
105

Leu

Ile:

Thr

Leu

Asp

Ala

Tyr

TYyr

Ala

val

265

Ala

His
Gln
Ala
Thr
Gly
90

Leu
A1a
Ala

Gln

Leu
170

Phe

Ser
Thr
His
233

Gly

Ser

His Gly

Met Ser

Ala Ala
60

Ile val
75

I1e‘Trp

Glu val

Leu Ala
Ala Asp

140
Gly Ala
Arg Leu
Trp Arg

val Thr

Glu Arg
220

e

GIn Pro
235
Glu Ala

Asn Thr

Leu Tyr

47

Asp
Ile
val
Lys
Leu
125
val
Ala
Glu
Pro
Ala
205
Gly
Phe
Gly

val

Leu
285

Asp
30

val
Pro
Gly
ser
Gln
110
val
Ala
Ala
Glu
Asn
190
Tyr
Gly
Thr
Glu
Glu

270

Ala

val
Ala
Ile
Thr
ser
95

Ala
His
Arg
Ala
Pro
175
Tyr
Met
Arg
Lys
Asp
255

Tyr

Leu

Asn

PFO‘

Glu
80

Leu
Cys
Arg
Tyr
Ala
160
Thr
Arg
Glu
Ala
Met
240
Ala

Asn

Ala



Ala Leu Leu Asp
290 ’

Leu Ser Tyr Gly
305 .

Thr Pro Gly Tyr

Leu Glu Thr Arg

340

Asn Leu Thr Leu
' 355

Thr’SeE Arg Pro
- 370 :

Tyr>G1y Ala val

385

<210> 17

<211> 435
<212> PRT
<213> Zea mays
<400> 17

Met Leu Ala Ala
1 .

Ala Ser Leu Ser
- 20

val Leu G1Y'Ser
35

Asn His His Ala
50

Gly Asp Ser Arg
65

GIn Ser Thr Leu

val pPhe Gly Ala
100

Phe ser Sef Ser
115

Glin
Ser
Gln
325
Ile

Pro

Phe

Ser
Ala
Gly
Ala
Glu
His
85

Gly

ser

Ala

Gly

Gln

Pro

Thr

Arg

Thr
GTy
Met
Asp
Tyr
70

val

cys

His

Asp
Cys
His
Leu
ASn

Leu
375

Lys
Ala
Leu
Ala
55
Tyr
Gly

Ser

Gln

Asp
val
Leu
Sgr
Gly

Thr

val
Ala
Pro
40

Pro
Glin
Glu

Ser

Gly
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Leu
Ala
Arg
Tyr
345

Asn

Ala

Gly

Ala
25

Gly

Pro

Trp

val

Ser

Glu

Thr

330

Glu

His

Ile

ser

10

Ala

Ala

Pro

Lys

Pro

90

Lys

Ile

Asp

Leu

315

Asp

His

His

Ser

Arg

Ala

Gly

Leu

Arg

75

Ala

Gln

Trp

48

Gln
300
Phe
Gln
Tyr

Ser

Glu
380

Leu
Leu
pPhe
Pro
60

Leu
Ala
His

Ala

Pro

ile

Ala

Ala Gly Thr

His

Arg

Leu

.365

His

Ala
Ala
Gly
45

Cys
val

Leu

Ile

Arg

Arg

Lys

Ser

ser

30

Glu

ser

Asn

Gly

Tyr

110

Ser

Ala

Leu

val

Arg

Pro
15

Ser
Thr

Ser

Gln

His

95

Arg

Lys

Met

val

320

Ala

His

Glu

Met

His

Pro

Gly

ser
Arg
80 .
His

Tyr

Ile



Leu

145

Glu

Thr

Asp

Leu

Asn

Ala

cys

Ala

Leu

305

Leu

Phe

Gln

Cys

val
385

Lys

Ser

Ser

His
130
Gly
Leu
Ser
val

Thr
210

Glu

Ile

Leu

val

Tyr

290

Gly

Glu

His

Met

Pro

370

Tyr

val

Gly

Lys

<210> 18

Asp

Leu

Ile

Phe

Met

195

Pro

Ile

Asn:

Ala
val
275
val

Asp

Ala

Met

Met
Ser

‘L‘ed
435

Leu

Gln

Arg

val

180

Glu

Asn

Ala

Cys

Ala

260

Gly

Ala

Thr

Ala

Thr

340

val

Ala

Leq

Ala

Pro

Asn

Arg

Ser

Ala

Leu

Ile.

Thr

245

Lys

Cys

Lys

Ile

Ile

325

Tyr

Ser

Lys

Asn

Ala
405

Ala

Gly
Glu
150
Leu
Pro
val
Lys
25
Ile
Glu
Pro
Glu
Gly
Ser
Gly
val

Gly

Gly
390

Gly

Ala

Tyr
Lys
Ala
Lys
Arg
Gly
Ala
Lys

Lys

val:;

Leu
295
val
val
Gln
val
Ala
375

Leu

Glu

Thr

val
Asp
T;h r
Trp

Thr
200

Phe’

ser

Glu

Glu

Tyr

Gly

val

ser

360

Ser

Gly

Phe

Ala
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Lys
Ile
ser
val
185

Ile

Glu

Ala

ser
Ile
265
Gly
Asp
Thr
Pro
Leu
345
ser

Gly

val

Ile

Leu
425

Ile

val

Gly

Pro

Gly

Ala

sSer

Ile

Pro

Pro-

Met

Pro

val
.330.

Ser

Ser

Asn

Lys

Cys
410

ser

val
Pro
155
Leu
Gln
Gly
A] a
Glu
Ala
val
val
Gly
Gly
Glu
Asn
val
val

Thr
395

Arg

Lys

49

Glu

140

Thr

Pro

Leu

val

Ile

val
Pro
val
A1 a

Ar

20

Ala

220

Gly

Arg

Arg
Pro
Cys
300
Thr
Lys
Ile
Ala
Ala
380
Gly

His

val

Phe
Tyr
Gly
Pro
285
Tyr
val
Leu

Leu

val

Leu

Thr

Gly

val

val.

Asp
Phe
;\1 a
ser
Asn
Tyr
270
ser
Glu
val
Ala
Ile
350
Leu

Glu

Asp

Gly

Ala
430

Pro
Lys
Glu
175
‘Ala
Pro
Gly
Lys
AsSp

val

Asn

val

Pro

val-

Arg

val

- 160

Ala
Lys
val
Ala
Ser
240
val
ser
val
Ser
Met

320

His

‘335

‘ser

Gly

Asp

Leu

Arg

Asn

Leu

Gly

val

Gly
400

Gln

Ala



<211> 335

<212> PRT

<213> Danio rerio (Brachydanio rerio)

<400> 18

Met
1

Phe
Cys
Gly

val

65

Ile

Asp

TYyr

Ala

Ser

145

Glu

TYyr

Ser

Gly

Leu

Ser

Pro

50

Lys

Glu

His
Pro
Gly
Arg
Gln
vaj

Gln

Asn

Arg

Glu

Arg

Ile

Ala

Thr

val

115

Ala

Lys

val

Ser

val

val

Asp

20

Leu

.35

Asp

Gln

Thr

Ala

100

Leu

Asn

Asn

val

Cys

180

Thr

ser
5
Tyr
Pro
Gly
Leu
ser
85
val
Thr
Glu
Ile
Ser

165

Ala

Lys

‘ser Ala val

Pro
Lys
Leu
Ile
70

Phe
Leu
Pro
val
Asn
150
Ala

Leu

val

Trp

Leu

Gln

55

ASp
val
Lys
Asn
Ala
135
Ccys
Ala

Gly

Ala

Leu.

Pro
40
AST‘I

Leu

Ser

G'va
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Lys -
.10

Pro
25
val
Glu

Leu

Ser

His

Arg

Tyr

Lys
Ser

Lys

. '90

Ile

- 105

Ile
120

‘val

Ser

Lys

Cys

Lys

Gln
Phe
Ile

Gln

Pro-

185

Arg

Lys

Gly

Gly

Glu

Glu

170

Tyr

Leu

Cys

Leu

val
Glu
Gln
75

Trp
Arg
Phe
Ser
Glu
155
Gly

Glu

Phe

50

Leu
Leu
Lys

Ile
60

Thr

val

Ser

Gln

Ala

140

Ser

Ile

Gly

Glu

Ser-

Trp

Ile
45

val

Gly

Ala

Pro

‘ATa

125

ser

Leu

Pro

Gin

Leu

Tyr
Glu
30

val
Pro

Leu

Gln

Glu
Gj n
val
val

190

Gly

Glu
15

Glu

Glu

Thr

Pro

Met

95

val

val

Thr

Arg

Arg

Lys

Cys

Thr
Lys
val
Glu:
val
80
Ala
Arg
Ala
Phe

Phe -

160

Gly

Pro

Tyr



Glu

Ala

225

Ala

Ile

Leu

Glu /

Asp
305

Asn

val
210
Glu
val
Ala

Gly

Leu

Arg

<210> 19

<211> 325

195

Ser

Met

His

Leu

Gl y

Leu

Leu

Lys

<212> PRT

Leu
Leu
cys
Gln
260

cys

Leu

Lys

Thr

<213> Bos taurus

<400> 19

‘Met Ala Thr val
1

Thr
val
Asn
Glu
65

Trp

Lys

Leu
Lys
Ile
50

A'la

val

Phe

Arg

Ile

35

val

Gly

Pro

Pro

Ala

20

val

Pro

Leu

Gin

Gly

Gly
Ser
His
245
Met
Pro
Tyr

val

Asn
325

Lys
5

val
Glu
Thr
Pro

Met
85

Asp

Thr

. 215

230

Asp
Gly
#he
Met
Met

310

Ser

Lys

ser

‘val

Pro

val

70

Ala

Asn

val
Thr
val
Ala
Leu
295

Glu

Lys

val
Thr
Gly
val
55

val

Asp

Tyr

200

Ile

Leu

Tyr

ser

Lys

His

Ala

val

Leu

Ser

Pro

40

Lys

Glu

His

Pro

ES 2536 548 T3

Gly
Thr
Gly
val
265

Gly

Gly

Gly

Ser.

Pro

Ser

25

Arg

Ile

Ala

Ala

val
105

val
Glu
Gln
val
Ala
Leu
Asp

Gln
330

Arg
10

val
Asp
Lys
Thr
Glu
90

Leu

Gly
val
235
Ala
Asp
ser
Gly
Phe
315

Ala

Arg
Gly
6'!y
Leu
ser
75

val

Thr

51

Thr
220
Pro
Leu
.A'Ia
Gly
Ile
300

Ile

Thr

-Leu

Thr

Leu

Ile

60

Phe

Leu

Pro

205

Ala
Ala
Pro
ser
Asn
285
Glu

Cys

Arg

val

Phe

Gly

Gly

Asn

val

270

val

Thr

Lys

"Asn

Gly

Pro

.30

Gln

45

Asp

val

Lys

Asn

Asn
Met
Se’r
Sy

Phe
110

Ser

Ala

Ile

255

Ala

Sser

Gly

Ala

Asn
335

Leu

15

Lys

Glu

Leu

Pro-

Ile
95

Lys

Met
Leu
240
Leu
Gly
Thr

val

Leu
320

Ala
GIn
Lys

Ser

Gly



Phe Gln

Ala Ala
- 130

Glu Ser
145

‘Gly Ile
Glu Gly
Tyr Ser

Gly Thr
210

val Pro
225

Ala Leu
Asp Ser
Sser Gly

Gly Ile
290

Phe Ile
305

Ala Thr

<210> 20
<211> 325

Ala
115
Ser
Leu

ser

Lys

Ala

‘Glu

Glin

val

Ile

- 180

Met
195
Pro
val
Ala
Ser
AsSn
275
His

Cys

Cys

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Gly

Gly

Thr

Asn

val

260

Leu

Thr

Gln

Lys

val
Leu
Arg
Arg
Ser
Cys
Ala
Ala
Thr
245
ATa
Ala
Gly
Ala

Leu
325

Ala

Phe

Phe

150

Gly

Pro

Tyr

Met

Leu

230

Leu

Gly

Thr

val

Leu
310

Ala
Thr
135
Asp
Tyr
Ala
Glu

Lys
215

Ala

Thr

Leu

Glu

Asn

295

Asn

Gly

Lys

Glu

val

Lys

Ile

200

Asp

val

Ala

Gly

Asp

280

Leu

Arg
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Ala

Lys

Ile

Ser

val

185

ser

Met

His

Leu

Gly

Leu

Gln

Arg

Lys
Asn
Leu
Cys
170
Ala
Leu
Leu
Ccys
Gln
250
Cys
val

Lys

Thr

Glu
Ile
Lys
155
val
Glu
Gly
Ser
His
235
Met
Pro
Tyr
Leu

Ash
315

val
Asn
140
Ala
Leu

val

Asp

Ala

220

Asp

Gly

Tyr

Met

Leu

300

Ser

Ala

125

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

205

val

Thr

val

Ala.

Leu
285
Glu

Lys

Ile

Ser

Arg

Cys

190

Ile

Leu

Tyr

Ser

GIn

270

Ala

Ala

val

Phe

Ile

Ala

Pro

175.

Lys

Gly

Gln

Gly

val
255

GJy
Gly:

Ala

Gly
Asp
Ala
160

Tyr

Leu

val

Glu

Gln

240

Met

Ala

Leu’

Ala

GlIn
320

?et Ala Ala Met Arg Lys Ala Leu Pro Agg Arg Leu val Gly igu Ala
5 1

52



‘Ser
val
Asn
Glu
65
Trp
Lys
Phe
Ala
Glu
145
Asn
Glu
Tyr
Gly
val
225
Ala
Asp
Ser
Gly
Phe

305

Ala

Leu

Lys

Ile
50

Ala
val
Phe
Glu

Ala
130

ser’

Ile

Gly

Ser

Thr

210

Pro

Leu

Ser

Gly

Ile

290

Ile

Thr

<210> 21

Arg
Ile
35

val

Gly

_Pro

Pro
Ala
115
ser
Phe
ser
Lys
Met
195
Pro
Leu
Thr
Ser
Asn
275
His

Cys

Cys

Ala

20

val

ser

Leu

GIn

Gly

Ala

Glu

GlIn

val

Ile
180

Gly
Gly
Ala
Asn
val
260
Leu

Thr
Gln

Lys

val
Glu
Thr
Ser
Met
85

Ile

val

Leu

Arg

cys
Ile
Ala
Thr
245

Ala

Ala

Gly
Ala

Leu
325

Ser
val
Pro
val
70

Gly
Asn
Ala
Phe

Phe
150

.Gly

Pro
Tyr
Met
Leu
230
Leu

Gly

Thr

val

Leu
310

Thr

Gly

val

55

Ile

Asp

Tyr

Ala

Thr

AsSp

Tyr

Ala

Glu
LysS
Ala
Met
Leu

Glu

Asn.

295

Asn

Ser

Pro
40

Lys

Glu

His
Pro
'G'ly
Lys
Ala
val
Lys
Ile
200
Asp
val
Ala

Gly

Asp
280

Leu

Arg

ES 2536 548 T3

Ser
25

Arg
Ile
Thr
Thr
val
105
Ala
Lys
Ile
ser
val
185
Ser
Met
His
Leu

Gly

Leu

Gln

Lys

Met
Asp
Lys
Thr
g
Leu
Lys
Asn
Leu
Ccys
170
Ala
Leu
Leu
Cys
Gln

Cys

val

Lys

Thr

Gly

Gly

Leu

Ser

75

val

Thr

Glu

Ile

Glu

Gly

Ser

His

Met

Pro

Tyr

Leu

Ser
315

53

Thr
Leu
Ile
60

Phe
Leu
Pro
val
AsSnh
140
Al a
Leu
val
Asp
Ala
220
AsSp
Gly

Tyr

Met

Leu
300

Ser

Leu
Gln
45

Asp
val
Lys
Asn
val
125
Cys
Ala
Gly
Thr
Thr
205
val
Thr
val

Ala

Leu
285

Glu

Lys

Pro

130

Asn
Met
ser
Gly
Leu
110
Ile
Ser
61
cys
Lys
Ile
Met
Tyr
Ser

Gln

Glu

Ala

val

Lys
Glu
Leu
Pro
Ile
95

Lys
Phe

Ile

ser

Arg
Lys
ser
Lys
80

GIn

Gly

Gly

'A1a'

160

Pro-
175

Lys

Gly

GIn

Gly

val

255

Gly

Gly

Ala

Tyr
Phe
val
Glu
GlIn
240
val

Ala

Leu

Asn

Gln
320
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<211>299

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida Q88H25
<400> 21

Met Ser Leu Pro Lys His val Arg Leu val Glu val Gly Pro Arg Asp
1 5 T 10 15

Gly Léu G1n,gsn Glu Ala GlIn Pro %;e Ser val Ala Asp E%s,va1 Arg

Leu val Asn Asp Leu Thr Glu Ala Gly Leu Ala Tyr Ile Glu val Gly
35 . 40 ) 45 i

Ser Phe val Ser Pro Lys Trp val Pro GIn Met Ala Gly Ser Ala Glu
50 55 _ 60 :

val phe Ala Gly Ile GIn GIln Arg Pro Gly val Thr Tyr Ala Ala Leu
65 : 70 . 75 : -80

A1a.Pro'ASn.Leu~Arg Gly Phe G1u'Asb Ala Leu Ala Ala Gly val Lys
85 ‘ ‘90 : 95

Glu val Ala val phe -Ala Ala Ala Ser Glu Ala Phe Ser Gln Arg Asn
100 ~ 105 110

Ile Asn Cys Ser Ile Ser Glu Ser Leu Lys Arg Phe Glu Pro Ile Met
. 115 ‘ 120 ‘ 125

Asp Ala Ala Arg Ser His Gly Met Arg val Arg Gly Tyr val Ser Cys
130 135 140 g

val Leu Gly Cys Pro Tyr Glu Gly Lys val Ser Ala Glu GIn val Ala
145 150 - 155 160

PFo val Ala Arg Ala Leu His Asp Met Gly Cys Tyr Glu val Ser Leu
165 ‘ 170 175

Gly Asp Thr TIle Gly Thr Gly Thr Ala Gly Asp Thr Arg Arg Leu Phe
180 185 190

54



Glu

His -

G]u_

Pro

Tyr

Leu

Gly

TYr

Leu

Ile

ser
290

<210> 22

<211> 312

val
195
Thr
Ile
Ala
Leu
Ala
275

Arg

<212> PRT

Ser

Tyr

Ser

Lys

Gln

260

Ala

val

Ala

Gly

val

Gly

Gly

Gly

Ala

GlIn

Gln

Phe

230

Ala

Leu

GlIn

Arg

val

Ala

215

Asp

Thr

Gly

Arg

Ala

- 295

Pro

200

Leu

Ser

Gly

Ile

Ile

280

cys

<213> Acinetobacter baumannii BTH4C6

<400> 22

Met
1
ASp
ASp
Gly
Glu
65
Leu
Asn

Asn

val

Thr

Gly

Leu

Ser

50

val

Ile

Glu

Met

Glu

Ala

Leu

Ile

35

Phe

Phe

Pro

Leu

Arg

GIn

Phe
Gln
20

Asn
val
Thr
Asn
Asn
100

Met

Leu

ser
5

Ile
Gln
Ser
Gly
Leu
85

Leu

Thr

GlIn

Asp Leu Leu

Glu

Leu

Pro

Ile

70

Lys

val

Lys

Gly

Pro

ser

Lys

55

Thr

Gly

Leu

Ala

Lys

Thr
Thr
40

Ala
Arg
Ala
Ser
GlIn
120

Thr

ES 2536 548 T3

Arg
Ala
ser
Asn
ot

ser

Ser

val

Trp

25

Met
Ile
Hig
Leu
Ala
105

ser

GIn

Glu
Asn
val
Ile
250
Thr

Gly

Ala

val

‘10

val
Gly
Pro

Lys

Arg.

90

ser
Rhe

Phe

Gln

val

Ala

235

Ala

Gly

val

GlIn

Gln

Pro

Phe

AsSn

Leu
Tyr
Gjy
Ser
Ile

Leu

Glu
Thr
ser

Leu

. 60

Asp
75

Ala
Gln

Ala

Asn

55

I]g
val
Thr
Gly

Gly

Ala
205
Ala

Leu

Glu

Asp

Gly

val
ASp
Arg
45
Arg
I1e
Glu
His
Phe

125

Thr

Gly
Ser
Gly
Asp
Leu
270

Arg

Ser

His

Leu

Gly

Va]i

255

Gly

Asp

Pro

.15

Asp
Tyf
Ala
Asn
110

Thr

val

Lys
Glu
Gly
val
Asn
95

Leu

Glu

Ala

Phe

Leu

Leu -

Asn

Arg
Ile

Ala

Gly
80

Ala
Ala

Ile

Thr



Thr
145
Ser

Ala

ser

His

val
225
Pro
Asn
Leu

Pro

130

Phe

Leu

Asp

His

Asn

210

Gly

Phe

Met

Ile

ser
290

Gly

val

Thr

val
195

Thr

Ala
Ala
Cys
(ﬁ n
275

Gln

Pro Asp Tyr

305

<210> 23

<211> 286

<212> PRT

cys

Glu

Thr

180

Leu

Arg

Arg

Pro

Glu
260

Leu

Leu

Ile

Pro

His

165

Gly

Ser

Gly

Arg

Ser

Ala

Lys

Phe
150

Tyr

Met

Leu

Leu

Phe

230.

Ala

Ile

Arg

Lys

ser
310

135

Glu

Leu

Ala

Ile

vG1y

Asp

Ser’

Gly

Thr

Ala
295

Leu

Gly
Lys
Asn
ser
200

Leu

Ala

Gly

Ile
Leu
280

Gly

Asn

<213> Thermus thermophilus Q72IHO

<400> 23

Met Lys Ala Ser val Arg Trp val
1 5 i

Gly Phe Ser Arg Phe Ile Pro Thr
. 20

Glu Leu Leu Glu Ala Gly Phe Ala
35 40

ser Pro Lys Trp val Pro
50 v

GIn
55

Met
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Lys
Leu
Pro
185
Pro
Thr
Ala
Asn
Pro

265

Pro

Arg

Glu

Glu

25

His

Gln

Ile

Gly

val

Glu

Asn

Leu

Ile

250

Thr

Ala

Asn

Leu

Asp

Ser

155

Ile

GIn

Gln

val

Gly

Cys

Thr
Leu

Thr

Pro
Lys
Asp

Ala

56

140

Glu

His

val

Leu
Leu
220
Gly

Thr

Ile

-Leu

300

Arg

val

Leu

Glu
60

Arg

Asn

Lys

Thr

205

Ala

Leu

Glu

Asp

Gly

Leu

Asp

Ala

Thr

45

Glu

Glu
Ile
Arg
190
Leu
Ala
Gly
Asp
Leu
270
His

His

Ala
Phe
30

Ser

val

val

Thr-

175

Ile

His

TYyr

Gly

Leu

255

Asp
Asp

Pro

Trp
15
Leu

Phe

Leu

Phe
160
Leu
val
Phe
Glu
Cys.
240
val
Ala
Thr

Ile

Gln
Asn
val

Lys



‘Ala

65

Glu

Gly

Arg

Thr

Asn

145

Ala

Tyr

val

Pro

Thr

225

Gly

Leu

Leu

Leu
Lys
Tyr
Ser
Glu
130
Pro
Arg
Gly
Ala
Glu
210
Trp
Asp

Glu

Leu

<210> 24

<211> 387

‘Pro

Gly
Pro
Ile
115
61 y
Tyr
Leu
val
Arg
Gly
Leu
Glu
Lys

Ala
275

<212> PRT

<213> Lactobacillus delbrueckii

<400> 24

Pro

Leu

Phe

100

Glu

Arg

Gly

Lys

Ala

180

Phe

Ala

Glu

Leu

260

Glu

Pro

Glu

85

Ser

Ala

Leu

Asp

Glu

165

Glu

Gly

Leu

Gly

val

245

Gly

Glu

Asn

70

Arg

Leu

Ser

Gly-

Pro

150

Met

Pro

Pro

Ala

Ala

230

Gly

Leu

Ala

Gly

Ala’

Ser
Trp
Leu
135
Trp
Gly
G1_u
Glu
Lys
Leu
Asn

Ala

Ala

Arg

Leu

Glu

Pro

120

val

ser

val

Arg

Gly

val

Ala

Leu

Thr

Arg
280
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Thr

Ala

Thr

105

Leu

val

val

Arg

Ile

185

Leu

Glu

Gly

Pro

Tyr

Ala

90

Phe

val

Tyr

Glu

Glu

170
His

Gly

Ala

val

Thr

250

val

Lys

Leu
75

Pro
Gin
Gly

Leu

Ala

155

Ile

Glu

Ala

val

Gly

Glu

Asp

Ala

Ala

Asn’

GlIn
Ala
Ser
140
val
Ala
val
His
Leu
220
Gly
val

Leu

Leu

Ile

Leu

‘Arg

Met
125
Met
Leu
Leu
Leu
Leu
205
Ala
Cys
val
Ser

Tyr
285

val
Thr
Asn
110

val

A_'l a

‘Glu

Ala

Lys

.190

His

Ala

Pro

Leu

Arg

Ala

Ala
His
95

Thr
Glu
Phe

Ala

Ala
ety
Phe
Pro

255

Leu

Asn
80

val
Asn
Arg
Gly
Leu
160

Thr

Ala

Arg

val

Ala
240

His

Pro

l{et Asp Ile Gly §1e Asp Gln Ile Gly Ege Tyr Thr Pro Asn ligs Phe

57



val

phe

GlIn

Gln
65

Gly
Asn
Ala
Pro
Leu
145
Leu
Ser
Thr
Phe
Ser
225
Tyr

Lys

val

Asp
Leu
Asp
50

val

Ile

Leu,

Leu
His
130
Ala
Ile

His

Ala

Met

1le
35

Ala

Asp

Asp

Pro

Thr

115

His

Thr

Lys

Ser

val

- 195

Lys

210

Asp

Lys

Arg

Gly

ser

vPhe

Ala

Leu

Asn
275

val
20

Gly
val
Leu
GlIn

Ala

- 100

Ala
Ser
Ala
Glu
Glu
180
val
Thr
Ala
His
ser

260

Ile

Asp

Ile

ser

Glu

ser

85

Arg

ser

Ala

Gly

Asn

165

Asn

Asp

Phe

Gly

Asp

Tyr

Leu
Gly
Met
Gln
70
Lys
Ile
Leu
Met
Glu.
150
Pro
Ile
Gly
Lys
Ile
230
Ile

Asn

Thr

Ala

Gln

Asn

Asp

- 40

Gly

55

Leu

Ser

Arg

GlIn

Ile

135

val

Ala

Asn:

His

Pro

215

Cys

Ala

Phe

Ala

Ile
Gly
Ala
Thr
val
120
Ile
Thr
Ile
ASp
Tyr
200
Phe
Tyr
Ile

Gln

Ser
280
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Ala

25

Arg

Asn

Leu

ser

Phe

105

Ala

‘Gly

GlIn

Ile

Phe

185

Ser

Leu

His

Glu

Leu

265

Leu

Arg
Met
Ala
Leu
Leu
20

Glu
Arg
Ser
Gly
Ala
179
Trp
Arg
Ala
Leu
Gly

Ser

Tyr

Asn
Ala
Thr
Ile
75

Phe
Ile
Asp
Asp
Ala
155
Leu
Arg
ASp
Glu

Pro

235

Gln

Ala

Met

58

Gln
val
Ala
60

Phe
val
Lys
Tyr
Ile
140
Gly
Glu

Pro

val

Lys

220

TYyr

Asp

Lys

Ser

Asp

Ala
45

Glu

Ala.

Lys

Glu

val
125

Ala

Ala
ASp
ASNn
Tyr
Gln
Thr
Asp

Tyr

val

285

Pro
30

Asp
Tyr
Thr

Glu

Ala

Asn

Lys

Leu

Glu

Ala

95.

Cys

110 -

Arg

Arg

Ile

Gly

Asn

190

Leu

Leu

Lys

Glu

Ser

270

Leu

Ala
Tyr
Ser
His
175
Leu
Asp
Gln
Met
Thr
255
Arg

Ser

Lys
Thr
Asp
ser
80

Leu
Phe
His
Gly
Met .
160

Thr
Ala
Fhe

val

Leu



Leu

Tyr

305

Gly

Glu

Gly

His

Lys
385

Glu
290
Gly
Tyr
Arg
Leu
Gly
370

Gln

<210> 25

Asn

ser

Gln

Ile

Glu

355

Thr

Lys

<211> 388

<212> PRT

Gly Asp

Gly Ala

Lys Arg

325

348 =

Ala Leu

Trp Tyr

Leu

Met

310

Leu

Gly

Pro

Leu

Glu

295

Ala

Arg

val

Glu

Ala
375

Ala
Glu
Pro
Gly
Asn

360

Gly

<213> Staphylococcus haemolyticus

<400> 25

Met Ser Ile
1

val

Phe
Gln
Asp
65

Ala

Gly

Ala

Asp

Leu

Asp

50

Asp

Ile

val

Ala

Met
Ile
35

Ile
Asp
Asp

GlIn

Thr
115

Gly

Ala
20

Gly

.va1

Lys

Asn

Pro

100

Pro

Ile
5
Lys
Ile
ser
Lys
Ala
85.
bhe

Ala

ASp
Leu
Gly
Met
His
70

Lys

Ala

Ile

Lys

Ala

Gln

Gly

55

Ile

Ala

Arg

Gln
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Gly
phe
Ala
GIn
345

val

GIn

Ile
Glu
Thr
40

Ala
Gly
Ala

Ccys

Leu
120

Asp

Phe

‘Leu

330

TYyr

Glu

Glu

AsSn

Ala

25

Gln

Asn

Met

Ala

Phe
105

Arg

ser

315

His

Glu

Phe

Gly

Phe
10
Arg

Met

Ala

val

val
90

Glu

Lys

Ile
300
Gly
Ala
Asp

Thr

Tyr

Gly

Lys

Arg

Ile

ser

365

val

380

Tyr

Gln

Ala

Ala

Ile

75

Gln

Met

Asp

59

val

Phe

val

Met

Phe

1350

Asp

Arg

Pro

val Asp

val

Ser

45

Lys Asp

VaT Ala

Ile His

Lys Glu

Tyr Ile
125

Phe
val
Leu
335
Thr

Ala

Gln

Lys
Pro
30

Pro
Ile
Thr
Asn
Ala
110

Glu

ser
Ala
320
Lys
Glu

Asn

Tyr

Tyr Tyr
15

Asn Lys

val ser

Ile Thr

Glu Ser

80

Leu Leu
95

Cys Tyr

Lys Arg



Pro
Ile
145
Leu
Ala

Tyr

Phe

Ser

Asn

130

Gln

Ile

Tyr

Pro

Gln

210

Asp

225

Lys
Glu
val
Leu
Tyr
3»05
Gly
Glu
Phe

Lys

His
385

Lys

Arg

Gly

Glu

290

Gly

Tyr

Arg

Asp

Ser

370

Ile

Glu

Ser

Ser.

Thr
Leu
195
Glu
Phe
Ala
Leu
AsSn
275
Asn
ser
Glu
Gln
Asp
355

Ile

Pro

Lys
Gly
Asn
Glu
180
val
Ser
Glu

Leu

Thr
260

Ile

Arg

Gly

Lys

Glu

340

Leu

TYyr

Lys

val

Gly

Asn

165

Asp

Ala

Trp

ser

245

Ser

Tyr

ser

Ser

Gln

325

val

Glu

Tyr

Leu

Glu

150

Pro

val

Gly

Asn

Leu

230

ser

Gly

Thr

Leu

val

310

Leu

Ser

Phe

Leu

val

135

Pro

Ser

TYyr

Ala

Glu

215

Cys

Ile

TY"r

Gly

Lys

Gly

Asp

val

Asp

Glu
375

Ile

Thr

Ile

Asp

Leu

200

Tyr
Phe
Ile
Glu
ser
280

Gly

Glu

Ile

Glu

His

360

Asn
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Ala
Gln
Leu
Phe
185
ser
Ala
His
Asn
Asp
265
Leu
Gly
Phe
Glu
Asp
345

Ala

Ile

ser

Gly

Glu

170

Trp

Lys

Arg

val

250

Ala

Tyr
Gin
Phe

Gly

Tyr

Thr

Gin

Asp
Ala
155
Leu
Arg
ASp
Arg
Pro
235
Ala
val
Leu
Thr
ser
315
His
Glu

G1 u

Asp

60

Thr

140

Gly

ASn

Pro

Ala

AsSp

Tyr

Ser

Ile

300

Ala

Lys

ser

Gln

Asp
380

A1»a
Ala
Asp
Thr
Tyr
205
Asp
Thr

Glu

Tyr

Arg
val
Asp
Gly
190
Ile
Lys
Lys

Thr

Asn

- 270

Leu
285
Gly
Thr
Ala
Phe
Thr
365

Ile

re
Leu
Leu
Leu
Phe
350

Asp

Arg

Tyr
Ala
Ala
175

His

Lys

Thr.

Met
Thr
255
Arg
Ser
Phe
val
Leu
335
Lys

Asp

GlIn

Gly
Met
160
val
Lys
Ser

Leu

Leu .
ser
Glu
320
Asn
Arg

Asp

Tyr
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la produccién de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico, que comprende la conversién enzimatica de
acetona y un compuesto que proporciona un grupo acetilo activado caracterizado por la siguiente formula (1):

H
/
H—C2—H
\c1—o
/
X

en la que X es S-CH2-CH2-NH-CO-CH2-CH2-NH-CO-CH(OH)-C(CH3)2-CH2-0-PO2H-O-PO2H-C10H13N507P
(coenzima A),

usando una enzima que es capaz de catalizar la formacién de un enlace covalente entre el atomo de carbono del
grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo metilo de dicho
compuesto que proporciona un grupo acetilo activado segun la formula (1), y en el que dicha enzima es una enzima
que tiene la actividad de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10).

2. El método de la reivindicaciéon 1, que se caracteriza por que la conversidon se realiza en presencia de un
organismo capaz de producir acetona y que expresa la enzima como se define en la reivindicacion 1.

3. Un organismo recombinante que se caracteriza por las siguientes caracteristicas:
(a) es capaz de producir acetona; y

(b) expresa una enzima que es capaz de catalizar la formacion de un enlace covalente entre el atomo de
carbono del grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo
metilo del compuesto que proporciona un grupo acetilo activado segun la formula (1), en la que X es coenzima
A, y en el que dicha enzima es una enzima que tiene la actividad de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10).

4. El organismo de la reivindicacion 3, en el que el organismo es un organismo que tiene naturalmente la capacidad
para producir acetona.

5. El organismo de la reivindicacion 4, en el que el organismo es un microorganismo que pertenece al género
Clostridium, Bacillus o Pseudomonas.

6. El microorganismo de la reivindicacion 5, en el que el microorganismo es un microorganismo que pertenece a las
especies Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium cellulolyticum, Bacillus polymyxa o
Pseudomonas putida.

7. El organismo de la reivindicacion 3, en el que el organismo deriva de un organismo que no produce naturalmente
acetona y esta modificado genéticamente para que sea capaz de producir acetona mediante la introducciéon de un
gen o genes necesarios para permitir la produccion de acetona en el organismo.

8. El organismo de la reivindicacion 7, en el que el organismo es un organismo capaz de fotosintesis.

9. Uso de un organismo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, para la produccién de acido
3-hidroxi-3-metilbutirico.

10. Una composiciéon que comprende un organismo de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8.
11. Una composicién que comprende
(i) acetona; y

(i) un compuesto que proporciona un grupo acetilo activado caracterizado por la siguiente formula (1):
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H
/
H—GC2—H
\c1—
/
X

en la que X es S-CH2-CH2-NH-CO-CH2-CH2-NH-CO-CH(OH)-C(CH3)2-CH2-0-PO2H-O-PO2H-
C10H13N507P (coenzima A); y

(iii) una enzima que es capaz de catalizar la formacion de un enlace covalente entre el atomo de carbono del
grupo oxo (es decir, el C=0) de acetona y el atomo de carbono (C?) correspondiente al grupo metilo del
compuesto definido en (ii), en el que dicha enzima es una enzima que tiene la actividad enzimatica de una
HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10)

12. Uso de una enzima como se define en la reivindicacién 1, para la produccién de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico.

13. Uso de acetona para la produccién de acido 3-hidroxi-3-metilbutirico, que comprende la conversién enzimatica
de acetona y un compuesto que proporciona un grupo acetilo activado caracterizado por la siguiente férmula (1):

H
/

H—C2—H
\ 1
cl=o0
/
X )

en la que X es S-CH2-CH2-NH-CO-CH2-CH2-NH-CO-CH(OH)-C(CH3)2-CH2-0-PO2H-O-PO2H-C10H13N507P
(coenzima A), y en el que la conversidon enzimatica se efectia mediante una enzima que tiene la actividad
enzimatica de una HMG CoA sintasa (EC 2.3.3.10).
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Figura 1
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QI 1,587 a 3,174 min de MT20090723161455, wiff, restado (0703 & 1,105 min)
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Q1 1,065 @ 3,033 min de MT20090723160718wiff, restado (0,502 a 0,703 min.)
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