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DESCRIPCION
Proceso de identificacion y preparacion de una transaminasa omega especifica de (R)
La presente invencion se refiere a los procesos de cribado y preparacion de transaminasas w especificas de (R).

Las aminas quirales tienen un importante papel en la industria farmacéutica, agroquimica y quimica. Se utilizan
frecuentemente como intermediarios o0 sintonas para la preparacion de varias sustancias activas fisiolégicamente,
por ejemplo farmacéuticamente, tales como derivados de cefalosporinas o pirrolidina. En un gran nimero de las
distintas aplicaciones de las aminas quirales, solamente una forma particular épticamente activa, o bien el
enantiomero (R) o el (S) es fisiologicamente activa. En consecuencia, existe la necesidad de proporcionar procesos
para la preparacion de aminas quirales en una forma 6pticamente activa.

Estas necesidades se cumplen parcialmente preparando aminas quirales por cristalizacion de sales
diastereoméricas por medio de la adicion de acidos carboxilicos quirales (Breuer et al., Angewandte Chemie (2004)
116, 806-843). Otros métodos quimicos utilizan la sintesis enantioselectiva reduciendo precursores proquirales con
dobles enlaces C=N.

Entre los distintos métodos enzimaticos que se han empleado para la sintesis de aminoacidos y aminas épticamente
activas, las transaminasas w (w-TAs) han recibido recientemente una mayor atencién debido a su potencial para la
sintesis asimétrica de aminas 6pticamente activas, que se utilizan frecuentemente como bloques de construccién
para la preparacion de numerosos productos farmacéuticos.

Las transaminasas w son enzimas dependientes de PLP (fosfato de piridoxal) que catalizan reacciones de
transferencia de grupos amino. Cuando se emplean las transaminasas w, pueden producirse las aminas
denominadas enantioenriquecidas y/o puras Opticamente activas mediante dos estrategias de reaccion (i) la sintesis
asimétrica partiendo de cetonas y (i) la resolucién cinética partiendo de aminas racémicas. Aunque las
transaminasas w muestran una buena enantioselectividad en general, no se han utilizado frecuentemente en
sintesis asimétrica, aunque en este caso un rendimiento del 100 % es tedricamente. Un requerimiento especifico en
una sintesis asimétrica que emplea transaminasas w es desplazar el equilibrio hacia el lado del producto,
especialmente cuando se utiliza un aminoacido como la alanina como donante de amino, ya que en este caso el
equilibrio esta en el lado de los sustratos (cetona, alanina) y no en el lado de los productos (amina, piruvato); otro
requerimiento es que la estereoselectividad de la enzima tiene que ser perfecta, lo que no es siempre el caso de las
transaminasas w. Por lo tanto, las transaminasas w se utilizan principalmente para la resolucion cinética de aminas
racémicas, en las que no tiene que ser necesariamente perfecta. Por lo tanto, aunque se han investigado las
resoluciones cinéticas de aminas racémicas, la limitacién a un rendimiento maximo del 50 % dificulta su aplicacion
considerablemente. Por otro lado, la sintesis asimétrica necesita métodos para desplazar el equilibrio no favorable
hacia la sintesis de enantiémeros individuales de aminas opticamente puras para lo que se han desarrollado varios
métodos, los cuales son un pre-requisito clave para los procesos eficaces que hacen posible el uso de
transaminasas a escala industrial. Tales métodos se desvelan en el documento WO 2007/093372.

El documento EP 0 987 332 Al desvela un proceso de produccion de compuestos de amina épticamente activos, a
saber compuestos de (R)-amina, mediante una enzima microbiana, en particular una transaminasa w selectiva de
(R) procedente de Arthrobacter sp. El documento EP 1 038 953 Al desvela una transaminasa w selectiva de (R)
mas, la cual, sin embargo, procede de Mycobacterium aurum.

Iwasaki et al. (Biotechnol. Let. 2003 (25), 1843-1846), Koszelewski et al. (Adv. Synth. Catal. 2008 (350), 2761-2766)
y Iwasaki et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006 (69), 499-505) desvelan una transaminasa especifica de (R) de
Arthrobacter sp. La identificacion de microorganismos que proporcionan transaminasas selectivas de (S) o (R) Utiles
se efectla habitualmente seleccionando microorganismos que se obtienen, por ejemplo, de muestras de suelo y
enriqueciéndolos en cultivos (Jun et al., App. Microbiol. Biotechnol. 2004 (70), 2529-2534 y Shin et al. (Biosc.
Biotechnol. Biochem. 2001 (65), 1782-1788)). Especialmente todas las transaminasas w selectivas de R descritas se
obtuvieron por enriquecimiento en cultivo. Tales métodos consumen tiempo, aunque para un proceso eficaz se
prefiere a menudo que se sobre-exprese la enzima en un organismo heterélogo como Escherichia coli. Esto necesita
el aislamiento de la secuencia genética de organismos de tipo silvestre pero la clonacién de las secuencia de ADN
no siempre es satisfactoria y es un proceso que consume mucho tiempo.

En particular, durante el proceso de desarrollo o para la identificacién de nuevas w-TA, es de gran interés la
purificacién de la enzima y la caracterizacion de sus propiedades enzimaticas. Aunque, sin embargo, la actividad de
la w-TA habitualmente se determina con métodos de bajo rendimiento como la HPLC o electroforesis de capilaridad
(CE), la determinacion de las propiedades de la enzima es bastante a menudo la etapa limitante.

En general, en comparacion con las transaminasas w selectivas de (S) el nimero de transaminasas w selectivas de
(R) es mucho mas limitado. Esto se encuentra en claro contraste con la alta demanda de transaminasas w selectivas
de (R) que son altamente deseables para la sintesis asimétrica de enantiomeros (R) de varias aminas quirales. Por
lo tanto, sigue existiendo la necesidad de proporcionar mas transaminasas w selectivas de (R) y medios y métodos
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para obtenerlas con el fin de producir enantiomeros (R), en particular aminas 6pticamente activas, por ejemplo, para
aplicaciones farmacéuticas o agroquimicas, que hasta ahora no estan en absoluto disponibles o no lo estan en un
proceso econémicamente viable, preferentemente a escala industrial.

La presente invencién, por lo tanto, se basa en el problema técnico de proporcionar medios y métodos simples,
rapidos y fiables para identificar, caracterizar y obtener transaminasas w selectivas de (R), en patrticular para la
produccién de enantiémeros (R) deseados, preferentemente en forma Opticamente pura, que preferentemente sean
adecuados para la identificacion, caracterizacién y preparacion a escala industrial.

La presente invencidn resuelve este problema técnico proporcionando las ensefianzas de las reivindicaciones
independientes.

Por lo tanto la presente ensefianza proporciona un proceso para la preparacion de una transaminasa w selectiva de
(R) (también denominada w-TA), que comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar al menos una secuencia de biomolécula incégnita de al menos una transaminasa w selectiva de
(R), preferentemente una transaminasa que pertenezca a las enzimas dependientes de PLP de plegamiento tipo
IV, y al menos un banco de biomoléculas,

b) cribar el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula incégnita para identificar un grupo de
primeras secuencias de biomolécula diana, en el que las primeras secuencias de biomolécula diana tienen un
grado de identidad de secuencia de al menos un 20 %, preferentemente de un 32 %, con la secuencia de
biomolécula incégnita, calculada a nivel de aminoéacidos,

¢) seleccionar en el grupo de las primeras secuencias de biomolécula diana un grupo de segundas secuencias
biomolécula diana, que no comprende, a nivel de aminoacidos, al menos uno de los siguientes motivos de
secuencia de aminoacido c1) a ¢3) con

cl) en la posiciéon 95 a 97 una secuencia de aminoacidos Tyr Xal Xa2, siendo Xal un aminoécido lle, Val,
Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 una aminoéacido Arg o Lys o

c2) en la posicion 97 a 99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido,
preferentemente un aminoacido convencional y en la regién desde la posicién 105 a 111, preferentemente en
la posicion 107 a 109, una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 un aminoacido, siendo
preferentemente His o

c3) en la posicion 38 Thr, en la posicion 97 Lys y en la posicion 107 a 109 una secuencia de aminoacidos Arg
Xa4 Xab, siendo Xa4 un aminoéacido, siendo preferentemente Gly, y siendo Xa5 un aminoacido, siendo
preferentemente Tyr,

y que comprenden

c4) en la posicion 95 otro aminoacido distinto de Tyr, Arg, Lys, o0 en la posicion 95 Tyr, pero en la posicion 97
ni Arg ni Lysy

¢5) en la posicién 40 ni Lys ni Argy
c6) en la regién desde la posicién 161 a 165, preferentemente en la posicion 163, al menos una Lys
para identificar un grupo de segundas secuencias de biomolécula diana y

d) proporcionar, preferentemente preparar, una biomolécula que tiene la segunda secuencia de biomolécula
diana identificada en la etapa c) y que es, o que codifica al menos parcialmente, una proteina con la actividad de
una transaminasa w selectiva de (R).

La expresion “una biomolécula que es o que codifica al menos parcialmente una proteina” significa preferentemente
gue la biomolécula puede ser o una proteina con la actividad de una transaminasa w selectiva de (R) o, en caso de
que la biomolécula sea una secuencia de nucleétidos, que al menos una parte de dicha secuencia de nucleétidos
codifica dicha proteina, preferentemente una proteina de longitud completa. En consecuencia, en caso de que la
biomolécula que se proporciona sea una molécula de secuencia de nucle6tidos, al menos una parte de dicha
molécula de secuencia de nucleétidos codifica una proteina con la actividad de la transaminasa w selectiva de (R),
en que posiblemente una parte adicional de dicha molécula de nucleoétido tiene alguna otra funcion, por ejemplo una
funcién reguladora o replicadora. Por lo tanto, la expresién “proporcionar un molécula que tiene la segunda
secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c) y que es o codifica al menos parcialmente una proteina
con la actividad de la transaminasa w selectiva de (R)” es preferentemente equivalente a la expresién “proporcionar
una biomolécula que tiene la segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c) que puede ser una
proteina con la actividad de la transaminasa w selectiva de (R) o que puede ser una molécula de secuencia de
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nucleétido que incluye una secuencia que codifica dicha proteina, siempre que la proteina tenga la actividad de la
transaminasa w selectiva de (R)".

En una realizacién de la presente invencion en la etapa c2) la posicion del motivo Arg Xaa Xa3 puede variar en 1-2
aminoacidos a partir de las posiciones 107-109, es decir puede estar en las posiciones 105 a 111.

En una realizacién de la presente invencidn en la etapa c6) la posicién de Lys puede variar en 1-2 aminoacidos en la
posicion 163, es decir, puede estar en las posiciones 161 a 165.

En el contexto de la presente invencién cada secuencia de aminoacidos, en particular un motivo de secuencia de
aminoacido, o secuencia de ADN, o motivo de secuencia de ADN determinado se proporciona en la direccion de
extremo amino a extremo carboxilo o de 5’ a 3’, cualquiera que se aplique, y a menos de que especifique otra cosa.
Preferentemente, las secuencias determinadas en la direccion dada se proporcionan como una serie continua sin
nucleétidos o aminoacidos intermedios, cualquiera que se aplique.

La presente invencion proporciona un proceso para la preparacién de una transaminasa w selectiva de (R) de una
manera rapida, eficaz, simple, fiable y facil. La presente invencién permite por lo tanto identificar y preparar
transaminasas-w selectivas de (R), que bien no se conocian o no habian estado accesibles previamente, dando
lugar a numerosas maneras de proporcionar aminas quirales, preferentemente enantiémeros (R), particularmente en
rutas de sintesis asimétricas muy eficaces. Se podria demostrar satisfactoriamente que incluso proteinas con un
bajo grado de identidad de secuencia, por ejemplo de solo el 35 %, con una transaminasa w selectiva de (R) en
contraste con las expectativas, son de hecho transaminasas w selectivas de (R). De una manera particularmente
ventajosa e inesperada, la presente invencion permite proporcionar preferentemente transaminasas w selectivas de
(R) de Aspergillus terreus y Mesorhizobium loti, de manera que la transaminasa de Aspergillus es la primera
transaminasa w de eucariota y convierte los sustratos con selectividad (R).

Basicamente, la presente invencion se basa en la ensefianza técnica de que las proteinas o sus secuencias de
nucleétidos codificantes, incluso con un bajo grado de identidad de secuencia con transaminasas w selectivas de (R)
conocidas pueden utilizarse como una fuente potencial para identificar y preparar transaminasas w selectivas de (R),
de forma que las supuestas transaminasas w selectivas de (R) se criban y preparan discriminando proteinas no
deseadas y por tanto seleccionando positivamente aquellas que presenten motivos de secuencia particulares en la
secuencia de aminoacidos, a la que se atribuye la actividad enzimatica deseada. Por lo tanto, la presente invencién
utiliza especificamente caracteristicas estructurales particulares, en particular la ausencia y presencia de
aminoacidos particulares en la supuesta w-TA selectiva de (R), para identificar y preparar transaminasas w
selectivas de (R).

En consecuencia, en una primera etapa a) del presente proceso, se proporciona una secuencia de biomolécula
incognita de al menos una transaminasa w selectiva de (R), por ejemplo una transaminasa w selectiva de (R)
conocida, o al menos una parte de la secuencia caracteristica para dicha transaminasa w selectiva de (R), que
preferentemente es capaz en particular de identificar una enzima dependiente de PLP de plegamiento tipo IV, junto
con al menos un banco de biomoléculas. Preferentemente la secuencia de biomolécula incognita es una ORF (fase
de lectura abierta) de una w-TA selectiva de (R), secuencia de nucleétidos codificante, o una parte caracteristica de
la misma. En otra realizacion, la secuencia de biomolécula incégnita es la ORF-secuencia de aminoéacidos en si o
una parte caracteristica de la misma.

En el contexto de la presente invencién una parte caracteristica de la secuencia de biomolécula incognita de al
menos una transaminasa w selectiva de (R), en particular de la transaminasa w selectiva de (R) conocida, es una
secuencia de biomolécula que en forma de su secuencia de ADN se hibrida en las siguientes condiciones a la
secuencia de biomolécula incognita de longitud completa, en particular a la secuencia de ADN de la ORF.

Los métodos para la hibridacién de acidos nucleicos, tales como ADN, se conocen bien y se describen, por ejemplo,
en Molecular Cloning, Tercera Edicion (2001); Methods for General and Molecular Bacteriology, ASM Press (1994);
Immunology methods manual, Academic Press (Molecular), y muchos otros libros de texto convencionales.

Un ejemplo de una hibridacion en condiciones rigurosas es el siguiente. Se incuban un filtro con un acido nucleico
inmovilizado sobre este y el acido nucleico usado como sonda en una solucién que comprende un 50 % de
formamida, 5 x SSC (750 mM de cloruro sodico y 75 mM de citrato sédico), 50 mM de fosfato sodico (pH 7,6), 5 x de
solucion de Denhardt, un 10 % de sulfato de dextrano y 20 ug/l de ADN de esperma de salmén desnaturalizado a
42 °C durante una noche. Tras la incubacion, el filtro se lava con solucién 0,2 x SSC (a 65 °C). Estas condiciones
rigurosas de hibridacion se pueden modificar ajustando la concentracion de formamida (las condiciones seran
menos rigurosas a medida que disminuye la concentracion de formamida) y cambiando la concentracion de sales y
las condiciones de temperatura.

La hibridaciéon en condiciones menos rigurosas se lleva a cabo, por ejemplo, incubando un filtro con un &cido
nucleico inmovilizado sobre este y un acido nucleico que se utiliza como sonda en una soluciéon que comprende 6 x
SSCE (20 x SSCE ; 3 mal/l de cloruro sédico, 0,2 mol/l de dihidrogenofosfato de sodio y 0,02 mol/l de EDTA, pH
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7,4), SDS al 0,5 %, un 30 % de formamida y 100 ug/l de ADN de esperma de salmén desnaturalizado a 37 °C
durante una noche, y lavando el filtro con 1 x de solucién SSC que contiene 0,1 % SDS (50 °C).

En una realizacion particularmente preferida, se entiende en la presente invencion con la expresion “al menos una
secuencia de biomolécula incognita de al menos una transaminasa w selectiva de (R)” una secuencia de
biomolécula que es adecuada para seleccionar secuencias de biomoléculas de acuerdo con la presencia o ausencia
de los motivos de secuencia cl) a c6), tal como se identifican en el presente documento. En consecuencia, dicha
secuencia de biomolécula incognita es una secuencia que criba e identifica aquellas secuencias de biomolécula que
no comprenden a nivel de aminoacidos al menos uno de los motivos de secuencias de aminoacidos cl1) a c3) y que
comprenden a nivel de aminoacidos los motivos de secuencia c4), c5) y ¢6). Dicha secuencia de biomolécula puede
plasmarse como informacién de una secuencia de aminoacidos o como una molécula de secuencia de ADN o
informacién de secuencia de ADN.

En una realizacion preferida la parte caracteristica de la secuencia de biomolécula incégnita que se utiliza en la
etapa a) engloba, preferentemente consiste en, la regién desde las posiciones 30 a 170, mas preferentemente 30 a
120 de la ORF de una transaminasa w selectiva de (R).

Se hace una busqueda en la etapa b) posterior en el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula
incégnita para identificar un grupo de primeras secuencias de biomolécula diana, que muestran al menos un grado
minimo de identidad de secuencia de al menos un 20 %, preferentemente un 25 %, preferentemente un 32 %,
preferentemente al menos un 33 %, mas preferentemente un 34 %, al menos un 35 %, al menos un 36 %, al menos
un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 % y al menos un 80 %, al menos un 90 % o al
menos un 95 % con la secuencia de biomolécula incognita, basandose en el nivel de aminoacidos, y en el que dicho
grupo de primeras biomoléculas diana representa una primera seleccion del banco de moléculas que se utiliza en la
etapa a). Dicho grado de identidad de secuencia es preferentemente una identidad de secuencia entre al menos la
parte caracteristica, preferentemente esencialmente toda, en particular toda, la ORF de la secuencia de biomolécula
incégnita y al menos la parte caracteristica, preferentemente esencialmente toda, en particular toda la ORF de las
secuencias de biomoléculas cribadas. Posteriormente a dicha etapa b) en este grupo de primeras secuencias de
biomolécula diana, esas secuencias se seleccionan en una etapa c), que no comprende como motivo de secuencia
c1) en la posicion 95 a 97 una secuencia de aminoacidos Tyr Xal Xa2, siendo Xal un aminoacido lle, Val, Leu, Met,
Phe, y siendo Xa2 un aminoécido Arg o Lys o que no comprende como motivo de secuencia c2) en la posicién 97 a
99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GlIn, siendo Xaa un aminoacido, preferiblemente un aminoacido habitual,
y en la regidn de la posicién 105 a 111, preferentemente en la posicion 107 a 109, una secuencia de aminoacidos
Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 una aminoacido, preferentemente un aminoacido habitual, siendo preferentemente His o el
cual no comprende un motivo de secuencia ¢3) en la posicion 38 Thr, en la posicion 97 Lys y en la posicion 107 a
109 una secuencia de aminoacidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoacido, preferentemente un aminoacido
habitual, siendo preferentemente Gly, y siendo Xa5 un aminodacido, preferentemente un aminoacido habitual, siendo
preferentemente Tyr, discriminando y descartando de esta manera las secuencias , que presentan al menos uno de
los motivos de secuencia cl), c2) o c3) que se han identificado anteriormente. En una selecciéon adicional o
simultanea se seleccionan las secuencias de biomolécula que de acuerdo con el motivo de secuencia c4) muestran
en la posicion 95 un aminoacido distinto de Tyr, Arg, Lys, o en la posicion 95 Tyr, pero en la posicién 97 ni Arg ni Lys
y que de acuerdo con el motivo de secuencia c5) en la posicion 40 no tiene ni Lys ni Arg y que de acuerdo con el
motivo de secuencia c6) en la regidn desde la posicién 161 a 165 tiene al menos una Lys, preferentemente una Lys,
preferentemente en la posicion 163 Lys, para seleccionar e identificar de esta manera un grupo de segundas
secuencias de biomoléculas diana. El grupo de segundas secuencias de biomolécula diana que se identifica y
selecciona respecto de los motivos de secuencia identificados anteriormente representan secuencias de biomolécula
gue son o codifican una proteina con la actividad de una transaminasa w selectiva de (R), que se proporciona de
esta manera.

En el contexto de la presente invencion, una transaminasa es una enzima dependiente de fosfato de piridoxal que
cataliza la transferencia de grupos amino, que se clasifican preferentemente en el tipo IV de plegamiento. Las
transaminasas se clasifican en E.C.2.6.1.X. De acuerdo con la presente invencion, la transaminasa es una
transaminasa w selectiva de (R). En el contexto de la presente invencion una proteina con la actividad de una
transaminasa w selectiva de (R) es una proteina que es capaz de catalizar en condiciones de reaccion adecuadas
una transferencia de grupos nitrogenados tal como los grupos amino de un donante a un receptor tal como es capaz
de hacerlo una transaminasa w (omega) selectiva de (R), (beta-alanina-piruvato transaminasa). En el contexto de la
presente invencion una transaminasa w selectiva de (R) es preferentemente una enzima con el cddigo de
clasificacion E.C.2. 6.1.18.

En el contexto de la presente invencion el término amina quiral 6pticamente activa se refiere a la misma materia
objeto que la expresién amina quiral enantioméricamente activa. Estas expresiones se refieren en particular a una
preparacién que esta esencialmente libre, en una realizacion incluso mas preferida libre, del enantiémero no
deseado. En consecuencia, una amina quiral 6pticamente activa comprende esencialmente un exceso de un
enantiémero o incluso consiste solamente en un enantiomero.
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En particular, en el contexto de la presente invencién, una amina quiral 6pticamente activa tiene una pureza 6ptica
de al menos un 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8 y en particular de al menos un
99,9 %.

En la presente invencion la pureza éptica se proporciona en % de exceso de un enantiomero respecto del otro
enantiomero. Por lo tanto, la pureza 6ptica en % es el cociente de la diferencia entre las concentraciones de
enantiomero (R) y (S) y la suma de las concentraciones de ambos enantibmeros (pureza o6ptica de A
en %= ([A]-B]):([A]+ [B]) x100, en que A y B representan las concentraciones de enantiomeros (R) y (S) o
viceversa).

En el contexto de la presente invencién un banco de biomoléculas es una fuente de biomoléculas por si misma o una
coleccién de datos de secuencias de biomolécula, en particular datos de secuencias de polinucleétidos o
polipéptidos.

En el contexto de la presente invenciéon una biomolécula es preferentemente una molécula de polinucleétido que
alberga informacion genética, en particular una molécula de ADN. En una realizacion preferida adicional de la
presente invencion una biomolécula es un polipéptido, en particular una proteina, que comprende un nimero de
aminoéacidos. Por lo tanto, un banco de biomoléculas puede ser una fuente fisica de biomoléculas, en particular
puede ser un banco de genes, en particular una biblioteca de ADNc 0 gendmica o es una coleccién de informacion
acerca de dichas biomoléculas, en particular una coleccién de datos de secuencia, en particular secuencias de
aminoacidos o secuencias de polinucleétido, en particular secuencias de ADN.

La presente invencion también se refiere a secuencias de biomoléculas, a secuencias de aminoacido, a secuencias
de polinucleétido o a secuencias de nucleétido, en particular a secuencias de ADN, de forma que dicha expresién
designa por una parte la sustancia fisica en si, lo que significa una proteina, un polipéptido o una molécula de ADN,
y por otra parte el contenido de informaciéon de dicha sustancia quimica, que, en caso de hacer referencia a un
polinucleétido, es el tipo, orden y nimero de sus nucleétidos y, en caso de hacer referencia a un polipéptido se
refiere al tipo, orden y nimero de los aminoacidos Unicos que forman el polipéptido.

En el contexto de la presente invencion los términos “biomolécula”, “molécula de ADN”, “molécula de polinucleétido”,
“polipéptido” o “proteina” se refieren a sustancias quimicas per se. En caso de que la presente invencion se refiera
especificamente a una informacion de secuencia de aminoacidos, a una informacion de secuencia de ADN, a una
informacién de secuencia de polinucleétido o a una informacién de secuencia de biomolécula, esta no se refiere a la
forma fisica de una biomolécula, sino méas bien a la informacién contenida en ella, es decir, al tipo, orden y nimero
de sus constituyentes, a saber aminoacidos o nucleétidos.

La presente invencion puede aplicarse, en una realizacion preferida A), en sus etapas a) a ¢) a un banco de
biomoléculas que es una coleccion de datos de secuencia de, en una realizacion, secuencias de polinucleétidos, en
particular secuencias de ADN o, en otra realizacién, de secuencias de aminoacidos, ambas de las cuales se criban
en una etapa b) con herramientas de alineamiento de secuencia, preferentemente tales como BLAST, que es un
herramienta de busqueda y alineamiento local béasica para identificar un grupo de primeras secuencias de
biomolécula diana (Altschul, S.F. et al. 1990. J. Mol. Biol. 215:403; Altschul, S.F. et al. 1997. Nucleic Acid Res.
25:3389-3402). Otros programas adecuados incluyen GAP, BESTFIT y FASTA en el Paquete de programas
informaticos Wisconsin Genetics (Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI, USA). En una etapa c) adicional,
el grupo de primeras secuencias de biomolécula identificadas se somete a etapas de seleccion adicionales en el
trascurso de las cuales los motivos de secuencia identificadas se utilizan para identificar y seleccionar
negativamente con los motivos de secuencia cl) a c3) y seleccionar positivamente con los motivos de secuencia c4)
a c6) la secuencia de biomolécula deseada. Una vez que se identifica el segundo grupo de secuencias de
biomoléculas, la presente invencion utiliza dicha informacion de secuencia para preparar las moléculas de oligo o
polinucleétido correspondientes, por ejemplo cebadores de hibridacion, para cribar y seleccionar en formas fisicas
de bancos de biomoléculas, moléculas de secuencia de ADN que codifiquen las enzimas identificadas en el segundo
grupo. Por lo tanto, en una realizacion preferida, la informacion de secuencia que se obtiene en la etapa c) puede
utilizarse para la clonacién de un gen correspondiente a partir de un ADN genémico o una biblioteca de ADNc y la
expresion de la proteina en, por ejemplo, E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris u otras. En otra
realizacién preferida de la presente invencion, la informacion de secuencia que se obtiene en la etapa c) se utiliza
para sintetizar de novo la transaminasa w selectiva de (R) deseada. En dicha realizacion preferida es posible utilizar
la informacion de secuencia obtenida en la etapa ¢) para la sintesis de un gen, con por ejemplo, un uso de codones
optimizado y estabilidad de ARNm, y clonar y expresar dicho gen. De acuerdo con dicha realizacion preferida, es
posible utilizar como el al menos un banco de biomoléculas de la etapa a) un banco de biomoléculas que contiene
informacién de secuencias de ADN o informacién de secuencias de aminoacidos. En el caso de que el banco de
biomoléculas contenga informacién de secuencia de ADN, dicha informacién tiene que traducirse en informacion de
secuencia de aminoacidos con el fin de procesarse de acuerdo con las etapas b) a c), en las que se usan
secuencias de aminoacidos como secuencias de biomolécula incognita y como motivos de secuencia de
aminoacidos para su procesamiento de acuerdo con las etapas b) a c), que se llevan a cabo en el banco de
secuencias de ADN utilizando secuencias de biomolécula incognita y motivos de secuencia cl) a c6) traducidos
inversamente en informacion de secuencia de ADN.
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En otra realizacién preferida de la presente invencion, la presente ensefianza se aplica en una realizacion B) en la
etapa a) a un banco de biomoléculas que esta presente en forma fisica de un banco genético, particularmente en
una biblioteca genética tal como una biblioteca de ADNc, metagendmica o gendémica, utilizando moléculas de ADN
gue codifican todas o al menos la parte caracteristica de al menos una transaminasa w selectiva de (R), para cribar,
identificar y seleccionar un grupo de primeras secuencias de biomolécula, en particular moléculas de secuencia de
ADN, que, calculadas a nivel de aminoacidos, tienen un grado de identidad de secuencia de al menos un 20 %,
preferentemente de un 32 % con la molécula de secuencia de ADN incégnita. La etapa c) posterior se lleva a cabo
preferentemente en dicho grupo de primeras moléculas de ADN utilizando cebadores de moléculas de nucle6tidos
que identifican y seleccionan positiva y negativamente los motivos de secuencia c1) a c6) deseados.

En el contexto de la presente invencion la expresion “motivo de secuencia” se refiere a las caracteristicas selectivas
especificas de la secuencia de aminoacidos de la supuesta transaminasa w selectiva de (R) segun se identifica
especificamente en la etapa c) del proceso reivindicado. En particular, el primer motivo de secuencia cl) es el
motivo de secuencia identificado en la posicion 95 a 97 siendo en este orden una secuencia de aminoacidos Tyr Xal
Xa2, siendo Xal un aminoacido lle, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys y que, de acuerdo
con la presente invencién, no deberia estar presente en la secuencia de biomolécula seleccionada finalmente. El
segundo motivo de secuencia c2) es el motivo de secuencia que se identifica en la posicion 97 a 99 siendo en este
orden una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido y en la regién desde la posicion 105 a
111, preferentemente en la posicion 107 a 109 una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xaa un
aminoacido y siendo Xa3 un aminodcido, siendo preferentemente His, y que tampoco deberia estar presente en la
secuencia de biomolécula que se selecciona finalmente. El tercer motivo de secuencia c3) es el motivo de secuencia
caracterizado por la presencia de Thr en la posicion 38, Lys en la posicién 97 y en la posicion 107 a 107 una
secuencia de aminoacido Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoacido, siendo preferentemente Gly y siendo Xa5 un
aminoécido, siendo preferentemente Tyr, cuyo motivo ¢3) no deberia estar presente en la secuencia de biomolécula
gue se selecciona finalmente.

El cuarto motivo de secuencia c4) necesita que en la posicion 95 esté presente un aminoéacido distinto de Tyr, Arg,
Lys, o0 en la posicidn 95 Tyr, pero que en la posicién 97 no estén presentes ni Arg ni Lys, lo que relune los requisitos
para una supuesta transaminasa w selectiva de (R) preparada de acuerdo con la presente invencion. El quinto
motivo de secuencia c5) necesita que en la posicion 40 no esté presente ni Lys ni Arg en la supuesta transaminasa
w selectiva de (R) que se prepara e identifica finalmente. El sexto motivo de secuencia c6) necesita que en la regién
desde la posicién 161 a 165 al menos esté presente una Lys, preferentemente una Lys, preferentemente en la
posicion 163 Lys en la w-TA selectiva de (R) que se prepara o identifica finalmente.

En el contexto de la presente invencion, la identificacion y localizacion de las posiciones de aminoéacidos se
determinan de la siguiente manera. Las primeras secuencias de biomolécula diana se alinean, preferentemente se
alinean de manera mdltiple entre si y la secuencia de biomolécula incdgnita. El alineamiento se puede hacer con
programas informaticos de alineamiento convencionales, tales como STRAP, en particular ClustalW,
preferentemente ClustalW3D. En otra realizacion también es posible alinear las secuencias por pares, es decir, cada
primera secuencia de biomolécula diana con la secuencia de biomolécula incognita. En una realizacion preferida las
primeras secuencias de biomolécula diana se alinean a la BACT de E. coli. En otra realizacion preferida, las
primeras secuencias de biomolécula se alinean a otra secuencia de biomolécula incognita que se utiliza en la
presente invencidn, por ejemplo la transaminasa w selectiva de (R).

La notacion de las posiciones de aminoacidos, tal como se proporcionan en la presente invencién, se determina por
la posicion del motivo de secuencia correspondiente en la secuencia de biomolécula incégnita que se utiliza como la
posicion convencional. El alineamiento tal como se describe anteriormente alinea las posiciones de aminoacidos
correspondientes de las primeras secuencias de biomolécula diana a los motivos de secuencia presentes en la
secuencia de biomolécula incognita.

Como ejemplo, utilizando la BCAT de E. coli como referencia para la notacion de la posicion se utiliza la secuencia
de aminoacidos de BCAT de E. coli conocida desde la posicién 92 a 100, a saber TSAYIRPLI (SEC ID N°: 9) para
identificar las posiciones 95 a 99 en la supuesta transaminasa w, que se analiza respecto de la ausencia de los
motivos de secuencia cl), c2), c3) y de la presencia de c4). La secuencia de aminoacidos conocida desde la
posicion 35 a 42, a saber VFEGIRCY (SEC ID N°: 10) de la BCAT de E. coli marca la posicion de la G en la posicion
38 para los motivos de secuencia c3) y c5). La secuencia de aminoacidos DVGMGVNP en la secuencia de
aminoacidos BCAT de E. coli (SEC ID N°: 11) marca las posiciones 104 a 111 para el motivo de secuencia c3) en las
posiciones 105 a 111. La secuencia de aminoacidos PTAAKAGGN desde las posiciones 159 a 167 de la BCAT de
E. coli conocida (SEC ID N°: 12) marca la posicion 163 como una K en el motivo de secuencia c6).

Por lo tanto, en una realizacion preferida de la presente invencion la biomolécula es una proteina y la secuencia de
biomolécula es una secuencia de aminoacidos. En consecuencia, en una realizaciéon preferida, el banco de
biomoléculas es un banco, en particular una base de datos, cuyo banco es un banco con informacién recogida
acerca de varias proteinas, en particular informaciéon de secuencia de aminoacidos. Los bancos de bases de datos
preferidos son el banco de datos de proteinas del NCBI, el UniProtKB/SwissProt y el banco de datos Uni-
ProtKB/TrEMBL.
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En una realizacion preferida también es posible que la biomolécula sea una molécula de ADN y que la secuencia de
biomolécula sea una secuencia de ADN. En consecuencia, en una realizacién preferida, el banco de biomoléculas
en un banco, en particular una base de datos, con informacion recogida acerca de varias secuencias de
polinucleétidos, en particular de secuencias de ADN.

En una realizacién preferida, la presente invencion utiliza un proceso de acuerdo con lo anterior, en el que el banco
de biomoléculas es una base de datos de biomoléculas y la base de datos de biomoléculas se criba en la etapa b)
con un programa de alineamiento de secuencias de biomoléculas, en particular BLAST. En una realizacion preferida
se prevé que si el banco de biomoléculas es una base de datos de biomoléculas, la base de datos de biomoléculas
se cribe en la etapa b) con una secuencia de aminoacidos, si la base de datos es una base de datos de secuencias
de aminoacidos, o con una secuencia de ADN, si la base de datos de biomoléculas es una base de datos de
secuencias de ADN.

La invencion prevé en la etapa d) proporcionar finalmente una biomolécula, preferentemente una molécula de ADN o
una molécula de secuencia de aminoacidos, es decir, una proteina, o mediante la sintesis de novo de la
transaminasa o0 mediante aislamiento de un banco genético fisico, polinucleétidos que codifican la transaminasa
deseada con la ayuda de cebadores, que se definen basandose en las segundas secuencias de biomoléculas. Los
polinucleétidos que se obtienen, en particular moléculas de secuencias de ADN, se utilizan para su expresiéon en
condiciones adecuadas en un medio de cultivo adecuado para expresar la transaminasa deseada.

La presente invencion también ser refiere a un proceso para el cribado y la identificacion de una transaminasa w
selectiva de (R), que comprende las etapas a) a c) identificadas anteriormente, en particular proporcionando al
menos una secuencia de biomolécula incégnita de al menos una transaminasa w selectiva de (R) y al menos un
banco de biomoléculas, cribando el banco de biomolécula con la secuencia de biomolécula incégnita para identificar
un grupo de primeras secuencias de biomolécula diana, en que las primeras secuencias de biomolécula tienen un
grado de identidad de secuencia de al menos un 20 %, preferentemente un 25 %, preferentemente un 32 % respecto
de la secuencia de biomolécula incognita, que se calcula a nivel de aminoacidos, seleccionando en el grupo de
primeras secuencias de biomolécula diana secuencias de biomoléculas que no comprenden, a nivel de aminoacidos,
ninguno de los motivos de secuencia cl) a c3) siendo c1) en la posicion 95 a 97 la secuencia de aminoacidos Tyr
Xal Xa2, siendo Xal un aminoécido lle, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys o siendo c2) en
la posicién 97 a 99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido y en la regién desde la
posicion 105 a 111, preferentemente 107 a 109, una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3
preferentemente un aminoacido, preferentemente His o siendo ¢3) en la posicién 38 Thr, en la posicion 97 Lys y en
la posicion 107 a 109 una secuencia de aminoacidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoéacido, siendo
preferentemente Gly, y siendo Xa5 un aminoacido, siendo preferentemente Tyr, y que no comprende los motivos de
secuencia c4), c5) y c6) siendo c4) a nivel de aminoacidos en la posicion 95 un aminoécido distinto de Tyr, Arg, Lys
o en la posicion 95 Tyr, pero en la posicién 97 ni Arg ni Lys y siendo ¢5) en la posicién 40 ni Lys ni Arg y siendo c6)
en la region desde la posicion 161 a 165, preferentemente en la posicién 163, Lys para identificar un grupo de
segundas secuencias de biomoléculas, que son secuencias de biomolécula de una w-TA selectiva de (R).

En una realizacion preferida mas de la presente invencion la presente ensefianza proporciona transaminasas w
selectivas de (R) que se pueden obtener de acuerdo con los procesos de preparacion de la presente invencién. En
particular, la presente invencién proporciona proteinas y secuencias de ADN, en particular moléculas de ADN, que
codifican dicha proteina de Mesorhizobium loti y Aspergillus terreus como se identifican en las SEC ID N°: 1y 2 para
Mesorhizobium loti y 3 y 4 para Aspergillus terreus. Las transaminasas w selectiva de (R) que pueden obtenerse o
prepararse de acuerdo con la presente invencién, por ejemplo las que se identifican en las SEC ID N° 1y 3, se
pueden utilizar en una reaccion de transaminacion, en particular se puede utilizar en un proceso para la preparacion
de una amina quiral 6pticamente activa, preferentemente un enantiémero (R) de una amina quiral, que comprende
hacer reaccionar al menos un aceptor de amino y al menos un donante de amino con la transaminasa w selectiva de
(R) de acuerdo con la presente invencién, en particular de SEC ID N° 1 o 3, y obtener la amina quiral 6pticamente
activa. El proceso para la preparacion de una amina quiral pticamente activa puede ser una sintesis asimétrica que
utiliza un compuesto que contiene un grupo ceto preferentemente una cetona y un donante de amino. El método de
preparacion puede ser utilizando una reaccion de resolucion cinética. Siendo el donante de amino preferentemente
una mezcla racémica de aminas y un aceptor de amino, preferentemente cetonas, en forma de aductos.

Una amina quiral 6pticamente activa se puede sintetizar utilizando una transaminasa w selectiva de (R) de la
presente invencion en una sintesis asimétrica partiendo de cetonas el grado preferido de conversién en la amina
quiral épticamente activa deseada, es decir, el enantiémero (R) es al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %,
99 %, 99.5 % y mas preferentemente el 100 %.

La transaminasa w selectiva de (R) de la presente invencion se puede utilizar en una reaccion de resolucion cinética
partiendo de aminas racémicas al grado preferido de conversiébn en la amina quiral dépticamente activa,
preferentemente el enantidmero (S), es al menos un 30, 40, 45, 46, 47, 48, 49, en particular el 50 %.

Las concentraciones para el andlisis de la pureza optica y la conversion se pueden determinar por ejemplo utilizando
HPLC, electroforesis de capilaridad (CE), cromatografia de gas (GC) o métodos foto o fluorimétricos.
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Puede llevarse a cabo un proceso para la preparacién de una amina quiral 6pticamente activa, comprendiendo dicho
método hacer reaccionar un compuesto aceptor de amina que comprende un grupo ceto y una mezcla racémica de
una amina en presencia de una transaminasa, en particular una transaminasa w selectiva de (R), preferentemente
de acuerdo con la presente invencion, para obtener un enantiomero (S) de la amina quiral.

Puede llevarse a cabo un proceso para la preparacién de una amina quiral 6pticamente activa, en particular un
enantiomero (R) de dicha amina, comprendiendo ese proceso hacer reaccionar un compuesto aceptor de amino que
comprende un grupo ceto y un donante de amino en presencia de una transaminasa w selectiva de (R), en particular
que se obtiene de acuerdo con la presente invencion, para obtener un enantiomero (R) de la amina.

Un aceptor de amina es una molécula capaz e aceptar un grupo amino transferido desde un donante de amino por
una transaminasa, en particular una transaminasa w .El aceptor de amino contiene preferentemente una
funcionalidad cetona.

El aceptor de amino se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en acido fenilpiravico, una sal del mismo,
acido piravico, una sal del mismo, acetofenona, 2-cetoglutarato, 3-oxobutirato, 2-butanona, 3-oxopirrolidina (3-OP),
3-piridilmetilcetona (3-PMK), éster etilico del acido 3-oxobutirico (3-OBEE), éster metilico del acido 3-oxopentanoico
(3-OPME), N-1-boc-oxo-piperidinona, N-1-boc-3-oxopirrolidina (B3OP), 3-oxo-piperidina, N-1-boc-3-oxopiperidina
(B3OPi), 1-Chz-3-oxopiperidina (C30Pi), 1-Cbz-3-oxopirrolidina (C30P), alquil-3-oxo-butonoatos, metoxiacetona y 1-
oxotetralona.

Un donante de amino es una molécula capaz de proporcionar un grupo amino a un aceptor de amino utilizando una
transaminasa, en particular una transaminasa w. El donante de amino puede ser preferentemente una amina o un
aminoécido.

El donante de amino se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en B-alanina, alanina, a-metilbencilamina
(a-MBA), glutamato, fenilalanina, glicina, 3-aminobutirato, isopropilamina, 2-aminobutano y y-aminobutirato o una
sal, por ejemplo un cloruro, de cualquiera de los mismos. En una realizacion particularmente preferida, el producto
cetonico que se obtiene puede ser acido fenilpirdvico, una sal del mismo, acido pirGvico una sal del mismo, acido
glicoxilico, una sal del mismo, acetofenona, 2-cetoglutarato, acetona, 3-oxobutirato, 2-butanona, 2-oxopirrolidina (3-
OP), 3-piridilmetilcetona (3-PMK), éster etilico del acido 3-oxobutirico (3-OBEE), éster metilico del acido 3-
oxopentanoico (3-OPME), N-1-boc oxopiperidinona y N-1-boc-3-oxopirrolidina (B30OP) o una sal, por ejemplo un
cloruro, de uno cualquiera de los mismos.

Se puede llevar a cabo un proceso para la preparacion de una amina quiral 6pticamente activa que se selecciona de
entre el grupo de aminas que tienen un grupo amino Opticamente activo, en particular aminas con grupos alquilo,
grupos alquilo ramificados o grupos arilalquilo. En particular, estas aminas, en particular aminas mono o biciclicas,
son en particular aminas ciclicas de 5 a 6 miembros o hidrocarburos heterociclicos O-, S- o N-sustituidos o aminas
aromaticas, en particular aminas aromaticas sustituidas con alquilo o alcoxi. En una realizacién preferida, las aminas
quirales obtenidas se seleccionan entre el grupo que consiste en fenilalanina, alanina, 3-aminopiperidina, alquil-3-
amino-butanoatos, 3-aminopirrolidina (3-AP), 3-piridil-1-etil-amina (3-PEA), N-1-boc-3-amionopirrolidina (B3AP), N-1-
boc-3-aminopiperidina (B3APi), 1-Cbz-3-aminopiperidina (C3APi), 1-Cbz-3-aminopirrolidina (CEAP), éster etilico del
acido 3-aminobutirico (3-ABEE), éster metilico del acido 3-aminopentanoico (3-APME), a-metilbencilamina (a-MBA),
l-aminotetralina, 3,4-dimetoxi fenil acetona, a-metil-4-(3-piridil)-butanamina, y-aminobutirato, glutamato,
isopropilamina, B-aminobutirato, sec-butilamina, metoxiisopropilamina, derivados de 3-aminopirrolidina, 1-N-Boc-3-
aminopiperidina, cefalosporina y derivados de la cefalosporina.

Puede hacerse reaccionar 30P con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener (R)
3AP opticamente activa.

Puede hacerse reaccionar 3-PMK con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener (R)
3-PEA épticamente activa.

Puede hacerse reaccionar 3-OBEE con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener
(R) 3-ABEE opticamente activa.

Puede hacerse reaccionar 3-OPME con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener
(R) 3-APME Opticamente activa.

Puede hacerse reaccionar B3OP con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener (R)
B3AP ¢pticamente activa.

Puede hacerse reaccionar B30OPi con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener (R)
B3APi opticamente activa.
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Puede hacerse reaccionar C30Pi con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener (R)
C3APi Opticamente activa.

Puede hacerse reaccionar C30P con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para obtener (R)
C3AP ¢pticamente activa.

Puede hacerse reaccionar acetofenona con una transaminasa w selectiva de (R) y un donante de amino para
obtener (R) a-MBA Opticamente activa.

Puede hacerse reaccionar un aceptor de amino, en particular grupos ciclicos, aromaticos o hidrocarubro
heterociclicos S-, O-, o N-sustituidos de 5 a 6 miembros que contienen un grupo oxo mono o biciclico en particular,
grupos aromaticos sustituidos con alquilo o alcoxi, con un donante de amino y una transaminasa w selectiva de (R)
para obtener aminas, en particular aminas mono o biciclicas, en particular aminas ciclicas de 5 a 6 miembros o
hidrocarburos heterociclicos S-, O-, o N-sustituidos o aminas aromaticas, en particular aminas aromaticas sustituidas
con alquilo o alcoxi, en particular en forma (R).

Pueden hacerse reaccionar el aceptor de amino y el donante de amino con la transaminasa en medio acuoso, por
ejemplo, tampén fisiol6gico. En una realizacion particularmente preferida la reaccion de transaminacion se lleva a
cabo a un pH en el intervalo de 5 a 9, en particular de 7 a 8,5. En una realizacién particular preferida, la reaccién se
lleva a cabo a un intervalo de temperaturas de 10 a 65 °C, preferentemente de 20 a 50 °C, en particular de 18 a
25 °C, preferentemente a temperatura ambiente o a 34 °C a 39 °C, en particular a 37 °C. En una realizacién
preferida adicional de la presente invencion el aceptor de amino y el donante de amino se proporcionan en una
relaciéon molar de 1:1 a 1:5, en particular de 1:1 a 1:2. En una realizaciéon preferida de la presente invencion la
actividad enzimatica puede ser de 1 a 20.000 ymol/min.

Puede llevarse a cabo un proceso para el andlisis de una transaminasa, en particular para la caracterizacion de las
propiedades de una transaminasa, que comprende las siguientes etapas:

i. proporcionar un aceptor de amino cargado, un donante de amino cargado y una transaminasa,
preferentemente una transaminasa w, mas preferentemente una transaminasa w selectiva de (R) que se obtiene
de acuerdo con la presente invencion

ii. hacer reaccionar el aceptor de amino y el donante de amino con la transaminasa en un medio de reaccion, y
de esta manera

iii. determinar la conductividad del medio de reaccién en un primer grupo de condiciones de reaccién y

iv. posteriormente a la etapa iii) determinar la conductividad del medio de reaccion en un segundo grupo de
condiciones de reaccion, para obtener al menos dos valores de conductividad que reflejen las propiedades de la
transaminasa.

En el curso de una reaccion catalizada por una transaminasa, preferentemente una w-TA, de los sustratos de
donante de amino cargado, preferentemente una amina, y el aceptor de amino, preferentemente un cetoacido, por
ejemplo un piruvato, la conductividad disminuye ya que se forman una cetona no cargada y el componente amino
zwitteridnico, preferentemente aminoacido, por ejemplo alanina.

o ®
2.9 o
R{” ~COO R COG
cetoacido o-TA aminoacido

® N

NHg 0

Ry™ Rs R2™ Rj
amina cetona

J i\ J

e v
sustratos productos
cargados zwitteridnicos/sin carga

El proceso de andlisis permite una medicion simple del progreso de la reaccién. Preferentemente, un tampén de baja
conductividad, particularmente el tampén CHES (acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico) de baja conductividad es
el mas adecuado para evitar una conductividad inicial demasiado alta. Preferentemente, se puede hacer una
calibracion del proceso de conductividad mediante la simulacién de diferentes conversiones. Como ejemplo, para la
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pareja de sustrato convencional a-metilbencilamina y piruvato, una conversiéon de 1 mM corresponde a una carga de
44 uS. Una validacion del presente proceso comparando las tasas de reaccion medidas mediante electroforesis de
capilaridad dieron como resultado una conformidad excelente. Los extractos celulares no interfieren
significativamente en el presente proceso. Ya que el piruvato es el aceptor de amino comun de virtualmente todas
las w-TA, el presente proceso puede utilizarse para investigaciones de la actividad de transaminasa hacia diferentes
donantes de amino. Ademas, también puede obtenerse informacién acerca de la enantioselectividad de la enzima.

Puede llevarse a cabo un proceso para analizar una transaminasa, en particular para la caracterizacion de las
propiedades de una transaminasa, que permite analizar la actividad de la transaminasa dependiendo de, por
ejemplo, el valor del pH o la temperatura del medio de reaccién o permite analizar la estabilidad de la reaccion, el
efecto de los aditivos o las composiciones tampén.

De acuerdo con el proceso de andlisis se puede llevar a cabo una primera medicion de la conductividad del medio
de reaccién en un primer grupo de condiciones de reaccion y posteriormente se puede llevar a cabo al menos una
segunda medicién de la conductividad del medio de reaccién con el fin de ser capaces de comparar ambos valores
de conductividad obtenidos y extraer conclusiones acerca de las actividades y propiedades de la transaminasa
ensayada. Una disminucién de la conductividad muestra en una reaccion de transaminasa de acuerdo con la
presente invencién la actividad de dicha transaminasa. El reconocimiento de una disminucién reducida, de una
disminucion acelerada o de ninguna disminucion de la conductividad permite extraer conclusiones acerca de las
propiedades de la transaminasa.

Un grupo de condiciones de reaccion puede ser preferentemente un grupo de condiciones cuyas condiciones se
seleccionan preferentemente entre el grupo que consiste en temperatura, valor de pH y composicién del medio de
reaccion, preferentemente condiciones de reaccion tal como se identificaron anteriormente, a excepcion de la
concentracion de aductos y productos. En una realizacién de la presente invencién se mantiene constante el grupo
de condiciones de reaccion durante el tiempo de reaccidon. En otra realizacion de la invencion, el grupo de
condiciones de reaccion puede ser diferente durante el tiempo de reaccion.

Puede llevarse a cabo un proceso para el andlisis de una transaminasa, en el que el medio de reaccién es un
tampon de baja conductividad. En una realizacién particularmente preferida del proceso, el aceptor de amino
cargado es piruvato.

El proceso para el analisis de una transaminasa puede usarse posteriormente al proceso para la preparacion de una
transaminasa w selectiva de (R) de la presente invencion y extiende la ensefianza de la presente invencién no solo a
proporcionar nuevas y ventajosas transaminasa w selectiva de (R) sino también a permitir la determinacion de sus
caracteristicas.

Las realizaciones preferidas adicionales de la presente invencion son la materia objeto de las reivindicaciones
dependientes.

La presente invencion se ilustra en mas detalle en los siguientes ejemplos y en el listado de secuencias adjunto.

La SEC ID N° 1 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la w-TA selectiva de (R) de
Mesorhizobium loti,

La SEC ID N°: 2 muestra la secuencia de ADN que codifica la SEC ID N°: 1,

La SEC ID N°: 3 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la w-TA selectiva de (R) de
Aspergillus terreus,

La SEC ID N° 4 muestra la secuencia de ADN que codifica la SEC ID N°: 3,

La SEC ID N°: 5 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la transaminasa w selectiva de (R) de
Mycobacterium aurum,

La SEC ID N°: 6 muestra la secuencia de ADN que codifica la SEC ID N°: 5,

La SEC ID N°: 7 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la transaminasa w selectiva de (R) de
Arthrobacter sp.,

La SEC ID N°: 8 muestra la secuencia de ADN que codifica la SEC ID N°: 7,

La SEC ID N°: 9 muestra el motivo de secuencia del BCAT de E. coli que se utiliza para las determinaciones de
las posiciones 95 a 99,
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La SEC ID N°: 10 muestra el motivo de secuencia del BCAT de E. coli que se utiliza para las determinaciones de
la posicion 38,

La SEC ID N°: 11 muestra el motivo de secuencia del BCAT de E. coli que se utiliza para las determinaciones de
la posicion 107,

La SEC ID N°: 12 muestra el motivo de secuencia del BCAT de E. coli que se utiliza para las determinaciones de
la posicion 163,

La SEC ID N° 13 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Penicillium
chrysogenum,

La SEC ID N°: 14 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 13,

La SEC ID N°: 15 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Aspergillus niger,

La SEC ID N°: 16 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 15,

La SEC ID N°: 17 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Aspergillus oryzae,
La SEC ID N°: 18 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 17,

La SEC ID N°: 19 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Aspergillus fumigatus,
La SEC ID N°: 20 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 19,

La SEC ID N°: 21 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Neosartorya fischeri,
La SEC ID N°: 22 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 21,

La SEC ID N°: 23 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Gibberella zeae,

La SEC ID N°: 24 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 23,

La SEC ID N° 25 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Hyphomonas
neptunium,

La SEC ID N°: 26 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 25,

La SEC ID N°: 27 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de de Mesorhizobium loti
MAFF303099,

La SEC ID N°: 28 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 27,

La SEC ID N°: 29 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Roseobacter sp.,
La SEC ID N°: 30 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 29,

La SEC ID N°: 31 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Marinomonas sp.,
La SEC ID N°: 32 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 31,

La SEC ID N°: 33 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Rhizobium etli,
La SEC ID N°: 34 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 33,

La SEC ID N° 35 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Rhodoferax
ferrireducens,

La SEC ID N°: 36 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 35,
La SEC ID N°: 37 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Jannaschia sp.,
La SEC ID N°: 38 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 37,

La SEC ID N°: 39 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Labrenzia alexandrii,
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La SEC ID N°: 40 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 39,
La SEC ID N° 41 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Burkholderia sp.,
La SEC ID N°: 42 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 41,

La SEC ID N° 43 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Burkholderia
cenocepacia,

La SEC ID N°: 44 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de 43,

La SEC ID N°: 45 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de proteobacteria alfa,

La SEC ID N°: 46 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 45,

La SEC ID N° 47 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de proteobacteria gamma,
La SEC ID N°: 48 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 47,

La SEC ID N° 49 muestra la secuencia de ADN que codifica la w-TA selectiva de (R) de Mycobacterium
vanbaalenii y

La SEC ID N°: 50 muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEC ID N°: 49.
La Figura 1 muestra un cromatograma de B3APi obtenida por sintesis convencional.

La Figura 2 muestra un cromatograma de B3APi obtenida mediante la sintesis asimétrica de acuerdo con la
invencion.

La Figura 3 muestra un cromatograma de C3AP obtenida mediante la sintesis asimétrica de acuerdo con la
invencion.

La Figura 4 muestra un cromatograma de MPPA obtenida mediante la sintesis asimétrica de acuerdo con la
invencion.

La Figura 5 muestra un cromatograma de B3AP obtenida mediante la sintesis asimétrica de acuerdo con la
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Identificacion de transaminasas w selectivas de (R)

La secuencia de aminoacidos de la w-TA selectiva de (R) de Mycobacterium aurum que se encuentra en el
documento EP 1 038 953 Al (SEC ID N°: 5) y la secuencia de aminoacidos de la w-TA selectiva de (R) de
Arthrobacter sp. tal como se encuentra en el documento EP 0 987 332 Al (SEC ID N°: 7), se utilizan como
secuencias de biomolécula incognita. El banco de biomoléculas que se utiliza en este ejemplo es el banco de datos
de proteina de pubmed del NCBI ((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed (13 Julio 2009)).

Utilizando un cribado por BLAST con la secuencia de aminoacidos de la w-TA de M. aurum o Arthrobacter sp. (SEC
ID N°: 5 0 7) como incognita utilizando parametros convencionales (matriz de puntuacién BLOSUM62, tamafio de
palabra: 3, costes de hueco: existencia - 11, extensién -1) se han identificado un primer grupo de 100 secuencias de
aminoacidos distintas de diferentes organismos, que tienen todas un grado minimo de identidad de secuencia del
30 % con la secuencia incognita.

Para el programa BLAST se han utilizado las “secuencias de proteina no redundantes (nr)” el 13 de julio de 2009
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch
&SHOW_DEFAULTS=0n&LINK_LOC=blasthome). En este primer grupo de 100 aminoéacidos distintos que
representan las primeras secuencias de hiomolécula diana, las secuencias se han cribado e identificado buscando
un motivo de secuencia que no muestre los motivos de secuencia cl), c2) o c3) y que muestre los motivos de
secuencia c4), c5) y ¢6). Se pudieron identificar 21 ORF y se enumeran en la Tabla 1 posterior.
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Tabla 1
% ldentidad con
N° |Organismos fuente AS-wTA MA-w-TA |No de ident. genética/ N° ident.
SEcID7 SECIDS [proteico (base de datos NCBI)
1 |Aspergillus terreus NIH2624 44 40 115385557
2 |Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 44 42 211591081
3 |Aspergillus niger 40 36 145258936
4  |Aspergillus oryzae RIB40 41 40 169768191
5 |Aspergillus fumigatus Af293 41 38 70986662
6 [Neosartorya fischeri NRRL 181 41 38 119483224
7 |Gibberella zeae PH-1 40 39 46109768
8 |Hyphomonas neptunium ATCC 15444 44 40 114797240
9 |[Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 50 91 120405468
10 [Mesorhizobium loti MAFF303099 38 37 13471580
11 |Mesorhizobium loti 35 37 20804076
12 |Roseobacter sp. MED193 37 37 86137542
13 |Marinomonas sp. MED121 36 34 87122653
14 |Rhizobium etli CIAT 652 33 32 190895112
15 |Rhodoferax ferrireducens T118 38 36 89899273
16 [Jannaschia sp. CCS1 37 32 89053613
17 |Labrenzia alexandrii DFL-11 42 36 EEE43073
18 |Burkholderia sp. 383 32 32 78059900
19 |Burkholderia cenocepacia HI2424 36 33 ABK12047
20 |Proteobacteria alfa HTCC2255 36 34 ZP_01448442
21 |Proteobacteria gamma 27 26
Mycobacterium aurum 49 100 SECID5
Arthrobacter sp. 100 49 SECID7
AS: Aspergillus sp., MA: Mycobacterium aurum

Ejemplo 2 - Preparacion y andlisis de las transaminasas de Aspergillus terreus, Mycobacterium vanbaalenii y
Mesorhizobium loti

2.1 Las w-TA de Mycobacterium vanbaalenii, entrada 9 en la Tabla 1 (SEC ID N°: 49 y 50), de Aspergillus terreus,
entrada 1 en la Tabla 1 (SEC ID N°: 3y 4), y Mesorhizobium loti, entrada 11 de la Tabla 1 (SEC ID N°: 1y 2), se han
obtenido y utilizado en forma adaptada al coddn de uso (para E. coli) para expresar las enzimas en Escherichia coli.
La transaminasa de Mycobacterium vanbaalenii se denomina a continuacion Va-TA, la transaminasa de Aspergillus
terreus Ate-TA y la de Mesorhizobium loti Malo-TA.

2.2 Ensayo de acetofenona

La Mva-TA y Ate-TA convertian la (R)-a-MBA al menos 100 veces mas rapido que al enantiomero (S) en un ensayo
de acetofenona con 2,5 mM de amina y 2,5 mM de piruvato a pH 7,5y 30 °C.

Ensayo: El aumento de absorcién de la acetofenona que se forma durante la reaccion se controlé a 245 nm.

La Mlo-TA no convertia ni la (R)- ni la (S)- a-MBA.

A continuacion, se han ensayado aminas adicionales en presencia de piruvato o de a-cetoglutarato como receptores
de amino (10 mM de amina, 10 mM de piruvato, 0,1 mM de PLP, tampén fosfato pH 7,5, incubacién durante 24 h a

30 °C, se analiz6 por cromatografia en capa fina).

Pudo observarse una conversion para 2-aminoheptano, 2-aminopentano, 1,3-dimetilbutilamina y 4-fenil-2-
aminobutano. También se podia detectar una minima conversion de isopropilamina.
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No se pudo detectar ninguna conversion con otros donantes de amino tales como D-alanina, L-valina,
y-aminobutirato, etilamina, bencilamina, putrescina, 2-amino-3-metilbutano, y 3,3-dimetil-2-aminobutano.

Por lo tanto, se demostré que las tres proteinas eran w-TA.

En particular, utilizando (R)- y (S)-2-aminohexano como sustrato, solo se convertia significativamente el enantiémero
(R). Por lo tanto, también la Mlo-TA es una w-TA selectiva de (R). No se apreci6 actividad DATA (D-aminoacido
transaminasa) ni BCAT (aminotransferasa de cadena ramificada) para las tres proteinas.

2.3 Ensayo de conductividad

También se utilizaron como sustrato la 1-N-boc-3-aminopirrolidina (B3AP), 1-N-boc-3-aminopiperidina (B3APi) y 1-
Cbz-3-aminopiperidina (C3APi) para determinar las actividades relativas de estas sustancias contra el sustrato
modelo a-MBA.

Durante la reaccion de la amina y el piruvato (a pH 7,5 ambos sustratos estan cargados) a alanina y cetona (la
cetona no tiene carga, la alanina es un compuesto zwitterionico y no contribuye a la conductividad) el control de las
cinéticas de conductividad permite deducir las tasas de conversion.

Antes del inicio de la reaccion, se llevé a cabo una calibracion determinando diferentes conversiones dependiendo
de diversas concentraciones de alanina, piruvato, cetona y amina.

La reduccion de la conductividad fue por conversién de mM de a-MBA, B3AP, B3APi y C3APi 44 S, 50 uS, 48,5 uS
y 49,3 uS.

Ademas de las tres transaminasas expresadas de manera recombinante, se ensay6 una ATA-117 selectiva de (R)
comercialmente disponible de Codexis utilizando las siguientes condiciones de reaccion: 50 mM de tampon CHES,
pH 7,5, ajuste de pH con BIS-TRIS (=Bis(2-hidroxietil) amino-tris (hidroximetil)metano), 0,1 mM de PLP, 5-6 mM
amina y piruvato, reaccion a 25 °C.

Se pudo demostrar una conversion de sustratos para Ate-TA. Las actividades relativas fueron del 2 % para (R)-
B3AP y (R,S)-C3APi y del 1 % para (R)-B3Api en comparacion con (R)-a-MBA.

2.4 Determinacioén de la enantioselectividad mediante sintesis asimétrica de aminas con las w-TA selectivas de (R)
tanto de Aspergillus terreus como de Mesorhizobium loti

Por un método independiente se muestra que la Mlo y la Ate-TA son selectivas de (R) y convierten los sustratos en
los productos deseados con una enantioselectividad excelente.

Para la prueba definitiva de la enantioselectividad (R) de ambas transaminasas se llevé a cabo una sintesis
asimétrica de diferentes aminas y se determind la pureza 6ptica de las mismas.

Como donante de amino se utiliz6 alanina con cien veces de exceso. La conversion no se determin6 exactamente,
sino que se estim6 aproximadamente. En experimentos adicionales se podrian desarrollar diferentes métodos para
aumentar la conversion (PDC). Se obtuvieron enantioselectividades de altas a excelentes con ambas transaminasas,
excepto con C3Api en la que solamente se obtuvo una enantioselectividad muy baja.

Tabla 2
Ate-TA Mlo-TA

Amina %ee %cC %ee %cC

B3AP 99,8 40+ 20 - -

C3AP 99,6 40+ 20 - -

B3APi | >99,9 [ 30+ 20 - -

C3API 49 3020
MPPA - - 98 15+ 10

Métodos:

Las transaminasas se expresaron en E. coli BL21.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2562458 T3

El medio de cultivo (50 ml de medio LD-Amp) se indujo con un 0,2 % de ramnosa, cuando se obtuvo una densidad
Optica (DO) de 0,5, y se cultivo durante 12 horas a 25 °C. Posteriormente, se lavaron las células con un tampén de
fosfato sédico, se centrifugaron, se suspendieron en 1 ml de tampdén de fosfato sodico (pH 7,5), y se congelaron en
alicuotas de 200 pl.
Para la biocatalisis se afiadieron 5 pl de una solucién de cetona 500 mM en DMSO, 22 mg de D-alanina y 10 ul de
PLP a estas alicuotas. La mezcla de reaccion se enrasé a un volumen total de 500 ul con tampén de fosfato sédico
50 mM (pH 7,5). Las mezclas de reaccion se incubaron durante una noche a 25 °C y 500 rpm. Para la determinacién
del exceso enantiomérico por medio de CE se afadieron 200 yl de NaOH 1 N a 400 pl de la muestra, se extrajo con
400 ul de diclorometano y se separé la fase organica. La fase organica se extrajo entonces con 100 pl de un tampén
de fosfato de trietilamonio 5 mM (pH 3). Posteriormente, la fase acuosa obtenida se inyecto en la CE.
El programa de separacion:

CE-Capilar 30 cm, 50 ym de diametro interior, temperatura 15 °C

- aclarado con tampon de fosfato de trietilamonio pH 3, 1 min, 206,8 kPa

- aclarado con ciclodextrina al 5 % altamente sulfatada (HsaCD o HSyCD), 1 min, 68,9 kPa

- inyeccion: 5-10s, 6,9 kPa

- inmersién en agua

- separacion: voltaje 10 o 15 kV

- deteccion: MPPA, C3AP y C3APi a 200 nm; B3AP, B3APi a 190 nm

Condiciones de separacion:

Tabla 3
Segmento[((j:re;]]separacién Selector quiral Tiempo E:irﬁil:r;igracién VOltSaejS;r:rc?grt]e la
S-Amina__ R-Amina
MPPA |10 HSyCD 2,4 2,8 15 kv
B3AP (10 HSyCD 4,55 6,1 15 kv
B3APi |20 HSyCD 12,0 12,4 15 kv
C3AP (20 HSaCD 10,2 11,3 10 kv
C3APiI |20 HSaCD 6,8 7,2 15 kv

Ejemplo 4 - Preparacion y andlisis de todas las transaminasas identificadas en la Tabla 1
4.1 Expresion y purificacion de las transaminasas

La fases de lectura abiertas optimizadas por codones codifican las proteinas con niUmeros de entrada 1, 2, 3, 4, 8, 9,
11, 13, 14, 15, 17, 18 y 21 de la Tabla 1 se insertaron en pGASTON entre los sitios de restriccion de Ndel y BamHI
utilizando una estrategia de clonacion independiente de ligadura. Las ORF optimizada por codones que codifican el
resto de proteinas se ordenaron ya subclonadas en pET-22b. Se cultivaron cepas de E. coli BL21 (DE3)
transformadas en 400 ml de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml). Las células se incubaron
inicialmente a 37 °C con un agitador giratorio hasta que la DOsoo llegd a 0,7. Las células se indujeron entonces
mediante la adicién de 0,2 % de ramnosa (pGASTON) o 0,1 mM de IPTG (pET-22b), respectivamente, y al mismo
tiempo se bajé la temperatura de incubacion a 20 °C. Tras la induccion se continué con la incubacion durante otras
20 h. Se retiraron alicuotas en varios puntos de tiempo tras la induccién para seguir la expresion.

El aglomerado celular (B g en peso humedo) se lavé dos veces con tampon fosfato (pH 7,5, 50 mM), que contenia
0,1 mM de PLP a 4 °C. Tras la destruccion (en prensa francesa) la suspensién celular se centrifugé (5000 x g, 30
min) y el sobrenadante resultante se pasé a través de un filtro de 0,5 ym antes de la cromatografia. Se llevo a cabo
la cromatografia utilizando un Purificador AKTA (GE Healthcare). El extracto celular filtrado se aplicé a una columna
de 5 ml de IMAC SepharoseTM 6 Fast Flow (GE Healthcare). Se lavd la columna con un caudal de 5 ml min-1 con
un volumen de 10 columnas de tampén fosfato 50 mM, pH 7,5, que contenia 300 mM de NaCl, 0,1 mM de PLP, y 30
mM de imidazol (para evitar la unién no especifica) y la actividad ATA se eluy6 con volimenes de 10 columnas de
tampon fosfato (pH 7,5, 50 mM), que contenia 300 mM de NacCl, 0,1 mM de PLP y 300 mM de imidazol (caudal de 5
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ml min-1). Las fracciones que contenian la actividad se agruparon y desalaron por medio de cromatografia en gel
con un tampén Tricina 20 mM pH 7,5 que contenia 0,01 mM de PLP. Las enzimas purificadas se almacenaron a
4 °C.

La cantidad de cada proteina purificada a partir de aproximadamente 3 g de células (peso humedo) se dan en la
Tabla 4 posterior.

Tabla 4
Entrada|Fuente enzimatica Rendiméi?}gciziggogﬂgf tras la
1 Aspergillus terreus 8,6
2 Penicillium chrysogenum 26,2
3 Aspergillus niger -
4 Aspergillus oryzae 20,6
5 Aspergillus fumigatus 14,8
6 Neosartorya fischeri 23,3
7 Gibberella zeae 4.8
8 Hyphomonas neptunium 6,5
9 Mycobacterium vanbaalenii 8,9
10 Mesorhizobium loti MAFF303099 |6,9
11 Mesorhizobium loti 53
12 Roseobacter sp. 27,5
13 Marimonas sp. 23,7
14 Rhizobium etli 6,5
15 Rhodoferax ferrireducens 7,5
16 Jannaschia sp. 24,8
17 Labrenzia alexandrii 12,5
18 Burkholderia sp. 41,6
19 Burkholderia cenocepacia -
20 proteobacteria alfa -
21 proteobacteria gamma 2,6

4.2 Caracterizacion de la especificidad de sustrato de la w-TA selectiva de (R)

Para determinar la actividad hacia la a-metilbencil amina (a-MBA) en el cribado inicial de las proteinas expresadas,
se utilizé un ensayo basado en acetofenona: se hizo reaccionar una solucién de (R)- o (S)- a-MBA 2,5 mM y piruvato
en presencia de la enzima purificada y se correlacion6 el aumento de absorbancia a 245 nm con la formacion de
acetofenona. Se controlaron las conversiones de las aminas 2-aminohexano, 4-fenil-2-aminobutano y 1-N-Boc-3-
aminopirrolidina utilizando un ensayo de conductividad: Se hizo reaccionar una solucién que contenia amina 10 mM
y piruvato en presencia de la amina transaminasa purificada y se relacioné la disminucion de la conductividad con la
conversion del sustrato.

Para investigar la actividad DATA y BCAT se midié el descenso de NADH espectrofotométricamente a 340 nm
utilizando ensayos de acoplamiento a deshidrogenasa: se hizo reaccionar una solucién de acido a-cetoglutarico 5
mM y D-alanina en presencia de la transaminasa purificada, 1 U/ml de lactato deshidrogenasa y 0,5 de NADH para
medir la actividad de DATA. Se utilizé una solucién que contenia acido 3-metil-2-oxobutirico 5 mM y L-glutamato, 10
mM de cloruro aménico, 1 U/ml de glutamato deshidrogenasa y 0,5 mM de NADH para medir la actividad de BCAT.

Todas las reacciones tuvieron lugar en tampén de Tricina 20 mM pH 7,5 que contenia 0,01 mM de PLP. El pH del
tampon se ajustaba con 1,8-Diazabiciclo [5.4.0] undecil-7-eno.
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Los resultados se dan en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5: Actividades especificas para varios sustratos.

Sustratos piruvato 1 piruvato 2 piruvato 3 piruvato 4 2KG D-Ala | MOB L-Glu
Entrada R S R S R S R S
1 15,2 | <0,001 | 2,91 | <0,001 | 9,7 | <0,001 | 0,031 | <0,001 <0,001 0,003
2 1,3 <0,001 1,1 0,044 5,6 <0,001 | 0,264 | <0,001 <0,001 <0,001
3 -a) - - - - - - - - -
4 3,7 0,001 1,4 0,023 5,2 0,002 0,051 0,002 <0,001 <0,001
5 4,1 <0,001 2,4 <0,001 4,5 <0,001 | 0,009 | <0,001 <0,001 0,005
6 4,5 <0,001 7,4 <0,001 6,0 <0,001 | 0,013 | <0,001 <0,001 0,005
7 18,6 | <0,001 | 19,6 | <0,001 | 8,2 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001 0,016
8 3,6 <0,001 3,2 0,225 20,7 | <0,001 | 0,163 | <0,001 <0,001 0,012
9 4,7 |<0,001 | 56 | <0001 | 2,6 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001 0,003
10 0,011 | <0,001 | 0,003 | <0,001 | 0,010 | <0,001 | 0,001 | <0,001 0,004 0,004
11 0,013 | <0,001 | 0,124 | <0,001 | 0,002 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001 0,005
12 0,003 | <0,001 | 0,001 | <0,001 | 0,001 | <0,001 | 0,001 | <0,001 0,003 0,002
13 0,002 | <0,001 | 0,020 | <0,001 | 0,003 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001 0,003
14 0,867 | <0,001 | 0,012 | <0,001 | 0,260 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,020 0,016
15 0,056 | <0,001 | 0,001 | <0,001 | 0,307 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,010 0,098
16 0,059 | 0,007 | 0,071 | 0,002 | 0,370 | 0,068 | 0,022 | <0,001 0,062 0,020
17 0,060 | 0,003 | 0,073 | 0,001 | 0,120 | 0,027 | 0,205 | 0,002 0,063 0,023
18 0,017 | <0,001 | 0,002 | <0,001 | 1,1 0,007 | <0,001 | <0,001 <0,001 0,001
19 -3) -
20 - - - - - - - - -
21 0,028 | <0,001 | 0,610 | 0,004 | 0,034 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001 0,031
1 - aminohexano, 2 - a-MBA, 3 - 4-fenil-2-aminobutano, 4 - 1-N-Boc-3-aminopirrolidina, 2KG - 2-cetoglutarato, D-
Ala - D-alanina, L-Glu - L-glutamato, MOB - &cido 3-metil-2-oxobutirico. EI nimero de entrada corresponde con la
Tabla 1. Todas las mediciones se hicieron al menos por duplicado. La desviacion de mediciones Unicas del valor
medio era < 10 %.
a) No fue posible la medicion ya que el rendimiento de proteina durante la expresién era muy baja/ la proteina era
inestable durante la purificacion.

4.3 Sintesis asimétrica de aminas (R) 1-4 (véase la leyenda en la Tabla 5 anterior) con w-TA de Aspergillus terreus,
Mesorhizobium loti y Mycobacterium vanbaalenii

Se llevaron a cabo las sintesis asimétricas a 30 °C durante 24 horas en tampén de fosfato sédico (100 mM, pH 7)
que contenia fosfato-5’ de piridoxal PLP monohidrato (1 mM) y NAD+ (1 mM) en tubos Eppendorf de 1,5 ml.
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o) _ NH,
m_
R1)LR2 - R1)\R2

cetona / \ amina
alanina piruvato lactato

LDH
NADH NAD*

GDH

acido glucénico glucosa

La mezcla de reaccién contenia 50 mM de cetona, L-alanina (5 equiv., 250 mM), lactato deshidrogenasa de corazén
bovino (90 U), glucosa (150 mM) y glucosa deshidrogenasa (15 U). Se expresaron w-TA de Aspergillus terreus,
Mesorhizobium loti y Mycobacterium vanbaalenii (entradas 1, 11 y 9 de la Tabla 1) en E. coli BL21 como se ha
descrito anteriormente, se congelaron en alicuotas y se aplicaron directamente a la biocatalisis celular sin mas
purificacién. La conversion se midié por deteccion de las aminas formadas (1, cromatografia de gas (GC); 2-4
electroforesis de capilaridad (CE)). Se llevé a cabo el analisis quiral de 2-4 utilizando la CE como se ha descrito
anteriormente. El valor del exceso enantiomérico (%ee) para 1 se analiz6 por GC. Tras la expresién de la amina con
acetato de etilo, se llevd a cabo la derivacién con la trifluoroacetamida afiadiendo un exceso de 20 veces de
anhidrido de acido trifluoroacético. Tras purgar con nitrégeno para retirar el exceso de anhidrido y el acido
trifluoroacético residual, el compuesto derivado se disolvié en acetato de etilo (50 pl) y se separé la linea base
utiizando un Shimadzu GC14A que estaba equipado con una columna heptaquis-(2,3-di-O-acetil-6-O-terc-
butildimetilsilil)-B-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm). Los tiempos de retencion fueron 16,0 min ((S)-1) y 16,2 min ((S)-2)
a un gradiente de temperatura del horno de 80 °C/10 min// 20 °C// 180 °C/10 min.

Los resultados se dan en la Tabla 6 siguiente.

Tabla 6
aminas formadas w-TA Conversion [%]° exceso enantiomérico [%eeP]°

1 Ate 32 >99

1 Mlo 41 >99

1 Mva 35 >99

2 Ate 15 >99

2 Mlo 1 95,0

2 Mva 2 >99

3 Ate 14 >99

4 Ate 11 >99
aCondiciones de reaccion: 50 mM cetona, 250 mM D-alanina, 100 mM tampdn de fosfato sédico pH 7.0, 1 mM
PLP, 1 mM NADH. El co-producto de piruvato de la reaccion se retiré con lactato deshidrogenasa (LDH). Para
el reciclado, se utilizé glucosa deshidrogenasa (GDH). ° Las conversiones no estaban optimizadas. La
desviacion de una medicion Unica del valor medio no excedia el 10 %. El compuesto 4 se convertia solo por
Ate-TA. ¢(R)-enantimeros.

Listado de secuencias
<110> Lonza AG
<120> Proceso de identificacion y preparacion de una transaminasa omega especifica de (R)
<130> 202663

<160> 50
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<210>1

<211> 322
<212> PRT

<213> Mesorhizobium loti
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10

21

Asp val Gly Ala Glu Thr Ala Leu Ile Met Asp Thr Asn Gly Asn Ile
195 200 205
aAla Glu Gly Pro Gly Phe Asn val Phe Thr val Lys Asn Arg Gln Leu
210 215 220
Lys Thr Pro Ala Phe Gly val Leu Pro Gly Ile Thr Arg GIn Ser val
225 230 235 240
Phe Asp Leu Cys Gly Glu val Gly Leu Ala val Thr Ala Ala Asp Leu
245 250 255
Pro arg Leu Glu Leu Gly Glu Ala Asp Glu val Phe Ile Thr Sser Thr
260 265 270
Ala Gly Gly Ile Met Pro val Thr Arg val Asp Gly Ser Ser Ile Gly
275 230 285
ser Gly Lys val 6ly val val Thr Arg G¢In Leu Met Asp Leu Tyr Trp
290 295 300
GIn Lys His Ser Asp Asp Ala Trp Ser Thr Pro val Lys Tyr Ala Ser
305 310 315 320
Gly ser
<210>2
<211> 969
<212> ADN
<213> Mesorhizobium loti
<400>2
atgaccctgg caaccaccga tgcaaccgtt ggtgttccgg aagttgaaac cacccataaa 60
gatacccgtc gttatccgca tggtgttgea tttatggatg gtcagtatct gocgatgage 120
gaagcaaaaa ttagcgttct ggattggggt tttctgcatt ctgatgccac ctatgatacce 180
gttcatgttt gggaaggtcg tttttttcgt ctggatctge atctggatcg cttttttegt 240
ggtatggatc gtctgogtat gaaactgoccg tatcatcgtc gtgaagttga acgtgtictyg 300
agcaattgtg ttgcactgag cggtcataaa agcgcctatg tggaaatgat ttgtaccegt 360
gorggtagcce cgacctttag ccgtgatccg cgtgaagcag aaaatcgett tattgcattt 42Q
gcagttcegt ttggttcigt ggcaaataaa gaacagctgg aacgtggtct gcatgttggt 480
gttagcgaaa ccgttcgtat tcctocgaaa agcegttgatc cgaccattaa aaattatcat 540
tggctggatc tggttcgtgg tctgtatgat gcctatgatg ttggtgcaga aaccgcacty 600
attatggata ccaatggcaa tattgcagaa ggtocgggtt ttaacgtgtt taccgtgaaa 660
aatcgtcagc tgaaaacacc ggcatttggt gttctgectg gtattacacg tcagagegtt 720
tttgatctgt gtggtgaagt tggtctggca gttaccgcag cagatctgcc tegtotggaa 780
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ctgggtgaag cagatgaagt ttttattacc agcaccgcag geggeattat gccggrrace

cotgttgatg gtagcageat tggtagcggt aaagttggtg ttgttacccg tcagetgatg

gatctgtatt ggcagaaaca ttctgatgat gcatggtcta caccggttaa atatgectca

ggatcctga

<210>3
<211> 328
<212> PRT

<213> Aspergillus terreus
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<212> ADN

<213> Aspergillus terreus
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atggcaagca
accgaaacca
ctggcagaag
gatgttccga
gaagccaget
attctggttg
accegtggte
atgrttgtgce
gcagttgttg
aatctgeage
tatccgttte
ctggtgaaag
aaaagcgtga
gttgaactgg

ccgattacca

aaaatttggg

tataatgaac

<210>5
<211> 339
<212> PRT

tggataaagt
ccaatcegtt
cacgtattcc
gcgtttggga
gtaccaaact
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tgaaaggtot
agcegratgt
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ggggtgatct
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catatcgctg

ccctggatgg

atggctattg

gcaattcagg

<213> Mycobacterium aurum

<400>5
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trttgccggt
tgcaaaaggt
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gattaccaaa
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420
480
540
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720
780
840
900

960
987
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25

Ser

Ala

ASp

Leu

Leu

105

Cys

Thr

Thr

Pro

Trp

Arg

ser

10

Ala

Pro

Glu

Leu

Gly

90

Asp

val

Arg

His

Ala

170

Arg

Gly

Thr

Asn

Gly

Phe

Glu

Thr

75

AsSp

Ala

ser

Gly

GlIn

155

Glu

Ala

ASp

Ala

Leu

ser

Ala

Ala

60

Tyr

His

Gly

Met

TYyr

140

val

GIn

Gly

Leu

Ile
220

val

val

Gly

45

Lys

Thr

Leu

Tyr

Ser

125

Gly

Tyr

Arg

Thr
205

Leu

Ala

Ile

30

Gly

Ile

val

Asp

Ser

110

Gln

Lys

Ile

Phe

Asn

190

Ala

Leu

val

15

GlIn

val

Ser

Ala

Arg

95

Lys

Leu

Arg

Tyr

Gly

Thr

Ala

ASD

Glu

Tyr

Ala

Ile

His

80

Leu

Asp

Arg

LyS

Ala

160

Thr

val

Ser

ser



10

<210>6

ASp Asn

225

Asp Gly

Arg Lys
Leu

Arg

val
290

Ala

Glu Ala

305

Asp Arg

Ile Glu

<211> 1020
<212> ADN
<213> Mycobacterium aurum

<400>6

atgactgctc
cgcgaggaca
agcccgttcg
aagatctcca
gtatggcacyg
tccaagetgce
tgcgtgtcga
ggaaagcgca
atcccgtacc
ccgegecatg
tggggtgatc
ctgctcgact
gacggcaage
ttcgaactgg

ctetacgacg

tcgetggatg gcgaggecgt gggcaacgge
gaccggttct gggcgctgat ggacgagecg

Cys

Lys

Thr

ASp

Thr

val

Phe

val

Leu

Ala

Ala

ES 2562458 T3

Glu Ggly

ser Pro

245

val
260
val
Thr

Gly

Trp

Tyr

tttcagacct
cceccggeegg
ccggeggegt
tcttegacac
gcaacatctt
gcetggacge
tgrcgcaget
agggcgagaa
tgtgggcctt
tcegecgege
tcaccgeage
cggacaactg
tggcetecce
ccgaccagat

ccgacgagtt

Phe

Thr

Ala

Asn

Ala

Glu Leu

ser Arg

Gly

Gly
310

Leu Met

cggcacctcc
ctcggtgatc
cgcctggate
cggattcggt
cCggetcgge
cgggtacagc
gcgcgaatcg
ggacctgtcc
cecegeccgee
cggcegeaac
cagtttcgaa
cgtggcegaa
gtcccggaac

gygcatcgaa
gatggcggtc

Pro Gly

ser Arg

Phe

Asn

Asn val

235

Ala Leu

250

Ala

Glu
280

Leu

val Thr

Gly

Pro

Asp Glu

GIn

TYrP

Pro

Pro

Pro

Met Gly

Asp Ala

Ile Asn

300

Leu Thr

315

Gly Pro

330

aacctggtgg
cagtacagcg
gagggcgaat
cattccgate
gaccacctog
aaggacgaac
ttcgtgaatc
aagctcacce
gagcagatct
accgtegacce
gccaaggace
ggtecgggct
gcgttgoegg
gccaccctgce

accaccgegg

ccgtcgagcec
actacgaact
acctgeceggce
tgacctacac
accggttgct
tggccgagat
tgaccgtcac
atcaggtgta
tcggcaccac
cgaccatcaa
gtggtgcgeg
tcaacgtgtg
gcatcaceeg
gcgacgtcac

gcggggrcac

Cys Ile

Pro

Gly

Glu
270

Ile

Glu

Leu

val Ala

Leu Ile

cggcgecate
ggacacctcc
cgaagaagcg
cgtegegeat
cgacggggeg
caccaagaag
ccggggatac
catctacgcc
cgcgatcgty
gaactaccag
caccgcgate
catcgtcaag
taagacggtg
cagccgtgaa

accgatcaac

val

Ile

Ala

Leu

ASp

Ile

Glu
335

gageecggte cactgacggt ggecatecgy

ggeccgetga tegaaacgat cgaatactga

26

LYS
240

Thr

Thr

Met

Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
1020



<210>7
<211> 330
<212> PRT

<213> Arthrobacter

<400>7

Met

Gly

Pro

Ser

val

65

Asp

Ile

val

Arg

Pro

145

ASp

Arg

Ala

Leu

Leu

Glu

50

Thr

AsSp

Pro

Ala

Gly

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro
210

Phe

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

Ile

Leu

Ala

Ile

Gly

Ile

val

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Arg

Leu

ES 2562458 T3

Asp

Thr

Ala

ser

Phe

70

Arg

Gin

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

ser

Ala

Asp

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

ASp

Arg

Pro

135

Ala

val

Ile

val

Gly

ser

Ser

Trp

40

Phe

val

Phe

Glu

Glu

120

Gly

val

His

ASPp

Gln

200

ASp

27

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

ser

val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

90

LYS

Phe

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

val

Asp

Gln

val

val

His

Leu

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Sear

Ile

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala
220

Thr

ASp

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

205

Glu

His

Pro

30

val

His

Phe

Met

Leu

110

Ser

Lys

val

ser

Phe

130

Gly

Gly

Asp

15

ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

val

175

Gln

Phe

ser

Thr

ASn

Pro

ASp

Leu

80

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Gly



10

Phe
225

Asn
Ala Ala
Ser Leu
Leu

Asp

Phe
290

Pro

Pro Ile

305

Ser Ser

<210>8
<211> 993
<212> ADN

val

Leu

Gly

Ala

275

val

Thr

ser

<213> Arthrobacter sp.

<400>8

val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Glu

val

Ser

Leu
325

ES 2562458 T3

Ile

230

Ile

Ala

val

Asp

Ile

310

Thr

Lys

Thr

Ile

Leu

Pro

Asp

Arg

Leu

Gly

Asn

Arg

val

Gly

Lys

Ala

265

cys

Pro

Arg

Gin

val

Thr

250

ASp

Thr

Ile

Tyr

Tyr
330

val

235

val

Ile

Thr

ser

Trp

Arg

Leu

Thr

ASp
300

Glu

ser

Glu

Leu

Gly

Gly

Leu

Pro

Ile

Ala

270

Gly

val

AsSn

Gly

Ala

255

Glu

val

Pro

val

atggcattca
atcacttata
atcgagoggtg
ctccactcgg
gacgaccaca
acacaggacg
gccttogtgt
acgaagcacc
gaccgaattc
agctegateg
gagacgcacg
gagggetegy
gcggegetec
gaggcgattc
tgcacgactg
ggggtteceg
agctegtcgt

gcgecgatac
gcgactacga
cattcgtgec
acgtcaccta
tcgaacgect
aagtgaagga
ccgtgtegat
gcccgeaggt
gcgacggogt
accctcaggt
accgegyggtt
ggttcaacgt
ccggeattac
tcgccgacat
£g9ggcggagt
gccccatcac

tgctracgec

ctccgagate
actcgatcct
gccgtogaag
cacggtcttc
cttctccaac
gattgcgete
tacccgegyt
gtacatgtat
gcacgccatg
caagaacttc
cgaggetece
cgtcgtgate
gcggaagacc
cacgcteget
gtggccattc
ccagtcgatc

tgtgcagrac

gtctacacgce
gctaacccge
gcgeggatet
cacgtctgga
gcggagtcga
gaactcgteg
tacagctcga
gccgteccat
gtcgcacaga
cagtggggag
cttctgeteg
aaggacggeg
gtgctcgaga
gaactgctcg
gtcagcgtgg
atccgtegtt

tga

acgacaccgg
tcgcgggagyg
cgatcttcga
acggaaatgc
tgcgcatcat
cgaagaccga
ctcegggega
atcagtggat
gcgtgegecg
atctgatccg
acggcgatgg
tcgtgegeag
tcgecgaatc
acgccgacga
acggcaaccc

actgggagcet

cctegactac
tgcggcatgy
tcagggttac
attccgecte
ccetecgetc
attgcgtgag
gcgcgacatce
cgrgcegett
aaccoegoge
tgcggttcaa
actgettgec
cccgggtega
gctcggacac
agtgetegge
catcteggac

gaatgtcgag

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

<213> Escherichia coli

28

Leu

Trp

Gly

Glu
320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
993



10

15

20

25

30

35

<400>9

<210> 10

<211>8

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 10

<210> 11

<211>8

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 11

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 12

<210>13
<211> 960
<212> ADN

ES 2562458 T3

Thr ser Ala Tyr Ile Arg Pro Leu Ile
1 5

val phe Glu Gly %1e Arg Cys Tyr
1

Asp val Gly Met Gly val Asn Pro’
1 5

Ero Thr Ala Ala %ys Ala Gly Gly Asn

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 13

29



ES 2562458 T3

atggctacaa tggaaaaaat crtcgcogec taccacgagc gecaaaaget tottgeageg 60
aacacccacce cctrcgcaaa aggtgrcgct tgggtggagg gagaacttac toctctccat 120
gaagcccgta tcccaatect agaccaaggc ttcatgcaca gcgacttgac atacgatgtt 180
ccctctgtet gggatggacg ctttttccgg ctcgatgace acatcacccg gttggaagec 240
agctgcacca agctacgcat gaaactcccc ctcccacgcg acgaggtgaa gcagatictg 300
gtcgatatgg ttgcaaagag 1goCatccge gacgcgtttg tcgaaatcat cgtgacgcgt 360
ggattgaaag gtgtgcgagg ctctcgccct gaggatatcg tcaaccgtat ctatatgttt 420
attcaaccct acgtctggtg tatggaacct gaggtgcage ctgtgggtgg aagcgcaatt 480
atcgeaagga ctgtccgeeg cgtcccgoct ggctgcateg accccactgt caagaatctg 540
Caatggggrg atctggttcg cggocctttic gaggettctg atcgtggege cgaatatocc 600
ttcctgaccg atggtgacac caacctcace gaaggttccg gettcaacat tgttctcgtg 660
aaggacaata ttctgtacac tccagcicgc ggagtacttg aaggtgrgac acgcaagagt 720
gtgattgatg tcgctcgage cageggottt gacattaagg tcgagttggt acctgtccaa 780
atggcttatg atgcggatga aattrttatg tgtaccactg ctggaggtat catgcccatce 840
accagtcttg atggcaagcc cgtgaacgac ggaaaggttg ggtctgttac caagaagatc 900
tgggatgggt actgggetat ccactatgat cctgcctaca gcettcgagat tgectattag 960

<210> 14

<211> 319

<212> PRT

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 14

30



Met

Leu

Glu

GIn

Asp

65

ser

Lys

Phe

Arg

val

145

Ile

val

Ala

Leu

Gly

Gly

50

Gly

Cys

Gln

val

Pro

130

Trp

Ala

Lys

Thr

Ala

Glu

35

Phe

Arg

Thr

Ile

Glu

115

Glu

cys

Arg

Asn

Met

Ala

20

Leu

Met

Phe

Lys

Leu

100

Ile

ASp

Met

Thr

Leu

Glu

ASN

Thr

His

Phe

Leu

85

val

Ile

Ile

Glu

val

165

GlIn

ES 2562458 T3

Lys

Thr

Pro

ser

Arg

70

Arg

ASp

val

val

Pro

150

Arg

Trp

Ile

His

Leu

ASp

55

Leu

Met

Met

Thr

Asn

135

Glu

Arg

Gly

Phe

Pro

His

40

Leu

Asp

Lys

val

Arg

val

val

Asp

31

Ala

Phe

25

Glu

Thr

ASp

Leu

Ala

105

Gly

Ile

Gln

Pro

Leu

Ala

10

Ala

Ala

Tyr

His

Pro

a0

Lys

Leu

Tyr

Pro

Pro

170

val

Tyr

Lys

Arg

Asp

Ile

75

Leu

ser

Lys

Met

val

155

Gly

Arg

His

Gly

Ile

val

60

Thr

Pro

Gly

Gly

Phe

140

Gly

Cys

Gly

Glu

val

Pro

45

Pro

Arg

Arg

val
125

Ile

Gly

Leu

Arg

Ala

30

Ile

sSer

Leu

Asp

Arg

Arg

GIn

Ser

AsSp

Phe

GlIn

15

Trp

Leu

val

Glu

Glu

95

ASp

Gly

Pro

Ala

Pro

175

Glu

LYS

val

Asp

Trp

Ala

80

val

Ala

ser

Tyr

Ile

160

Thr



Ser

Leu

Leu

225

val

val

Thr

Asn

Trp
305

<210>15
<211>984
<212> ADN

Asp

Thr

210

Tyr

Ile

Pro

Ala

Thr

ASp

val

Gly

Gly

Ile

<213> Aspergillus niger

<400> 15

180

Gly

Gly

Pro

val

GIn

260

Gly

Lys

His

Ala

sSer

Ala

Ala

245

Met

Ile

val

Tyr

ES 2562458 T3

Glu

Gly

Arg

Ala

Met

Gly

Asp
310

Tyr

Phe

215

Gly

Ala

Tyr

Pro

ser

295

Pro

Pro

200

Asn

val

ser

Asp

Ile

280

val

Ala

32

185

Phe

Ile

Leu

Gly

Ala

265

Thr

Thr

Tyr

Leu

val

Glu

Phe

250

Asp

Ser

Lys

Ser

Thr

Leu

Gly

Asp

Glu

Leu

LyS

Phe
315

Asp

val

220

val

Ile

Ile

Asp

Ile

300

Glu

Lys

Thr

Lys

Phe

Gly

Trp

Ile

190

Asp

Asp

Arg

val

Met

270

Lys

Asp

aAla

Thr

Asn

Lys

Glu

255

Cys

Pro

Gly

TYr

Asn

Ile

ser

240

Leu

Thr

val

Tyr



atggcatcea
agtaaaaacc
gaggccegea
atctecgtet
gcetgegega
gttaggatgg
ggattgcaga
gtacaaccct
gtractcgaa
caatggggtg
ttcctgacgg
aaggccggtg
gtcattgatg
ttggtatatc

actgagctgy

tgggacgggt
gacggatcaa

<210> 16
<211> 327
<212> PRT

tgaaccaagt
cctacgecaa
tccecctaat
gggatggctg
aatcgegtet
tcgctcaaag
grgtrcgcgg
atgtatgggt
ctgttcgteg
acctgacccg
atggagatgg
ccatttatac
ttgcacgagce

agtgtgatga

atggcaagec
attggggtat

aagcaaaget

<213> Aspergillus niger

<400> 16

ES 2562458 T3

tcttactgaa
gaggaatcgec
tgatcaaggc
gttcrttege
caagttgecc
tggtattcga
tgccaagecy
aatggaacca
ggtgcececa
aggtatgcetc
ccatctcace
gcetgatege
ttgtggtate
gatattcatg

tgtaaatggg
gcattatgat

ctga

tatgccacte
tgggttgaag
tttttacgca
ctagatgacc
attteccgeg
gatgcatatg
gaggacttgg
gaggtccaac
ggagctattt
gaggccgecg
gaggggtccy
ggcgtgctge
taagttcatc

tgcacaacag

gggcggattg

ccagcctaca

33

gceegegegac
ggcaactcgt
gtgatttaac
acctttcecy
atgaagtgaa
tggctttgat
tgaacaacct
gggtcggtyg
atcctactgt
atcgaggctc
gatacaatat
atggtgtcac
tcgaagetgt

caggtggaat

gtccgatcac

getregeage

actagaagcc
cceceteagg
ctacgatgtce
acttgaattg
acaatccctg
tgtgacgegy
gtacatgeet
aagtgctgtt
aaagaaccta
catgtacceg
cgttctaatc
caggacaagt
gccggtggag

catgcccate

gaagaagatc
ragttatgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900
960
984



ES 2562458 T3

Met Ala Ser Met Asn GIn val Leu Thr Glu Tyr Ala Thr Arg Arg Ala

Thr Leu Glu gaa ser Lys Asn Pro ;gr Ala Lys Gly Ile géa Trp val

Glu Gly G1In Leu val Pro Leu 269 Glu Ala Arg Ile Pro Leu Ile Asp
35 45

GIn Gay Phe Leu Arg Ser Asp Leu Thr Tyr Asp gg] Ile ser val Trp
5 55

Asp Gly Trp Phe Phe Arg Leu Asp Asp His Leu Ser Arg Leu Glu Leu
65 70 75 80

Ala Cys Ala Lys Ser Arg Leu Lys Leu Pro Ile Ser Arg Asp Glu val
85 90 a5

Lys GIn Ser Leu val Arg Met val Ala GIln Ser Gly Ile Arg Asp Ala
100 105 110

Tyr val Ala Leu Ile val Thr Arg Gly Leu Gln Ser val Arg Gly Ala
115 12 125

Lys Pro Glu Asp Leu val Asn Asn Leu Tyr Met Phe val Gln Pro Tyr
130 135 140

val Trp val Met Glu Pro Glu val Gln Arg val Gly Gly Ser Ala val
145 150 155 160

val Thr Arg Thr val Arg Arg val Pro Pro Gly Ala Ile Tyr Pro Thr
165 170 175

val Lys Asn Leu Gin Trp Gly Asp Leu Thr Arg Gly Met Leu Glu Ala
180 185 190

Ala Asp Arg Gly Ser Met Tyr Pro Phe Leu Thr Asp Gly Asp Gly His
195 200 205

Leu Thr Glu Gly Ser Gly Tyr Asn Ile val Leu Ile Lys Ala Gly Ala

34
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210

Ile
225

Tyr
val Ile
val Pro
Thr ala
Asn
Gly

Asp Gly

Thr

Asp

val

Gly

Gly

Met

ser

Pro

val

Glu

260

Gly

Arg

His

LYS

Asp

Ala

Leu

Ile

Ile

Tyr

Ala

ES 2562458 T3

215
Arg Gly
23

Arg Ala

val Tyr
Met

Pro

Pro
295

Gly

ASp Pro

310

Lys Leu

325

<210> 17
<211>981
<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 17

atgacatcta
agtgacaacc
gacgcacgag
ccatcggtct
agttgtgaaa
agggagatgg
ggcctgaaag
atcgtcatgce
atcattgccec
ctccagtggg
ccatticrct
gttaaagatg
agtgttittg
gaacatgcct
atcacgaaac

atatgggatg

aggggccatg

tgaacaaagt
gctttgcgaa
tcocactoct
gggatgggcg
agatgcgact
ttgctaagag
gggtccgtag
cgtatgtctg
ytacagtacg
gggacttgac
cagatggaga
gtattatcia
atattgccca
atcacgccga
tcogatgggaa
agtactgggc

agggtaactg

attttccggt
aggaattgcc
cgacgagggt
ctttttccge
gaagatcecca
tggaatcgaa
caataagcca
ggtgatggag
gcgcactccc
acggggtcta
taccaatctc
cacgccegac
ggtcaagaac
tgagatattc
accgatccgg

gatgcactat

a

val

Cys

GIn

Ile

280

Ile

Ala

tactacgagce
tacgtccagg
ttcatgcata
cttgatgatc
ctgtccaggg
gatgcctttg
gaggatcttt
ccecgecatec
cccggtgett
tttgaagcgg
acagaaggat
cgtggtgtte
atcgaggtcc
atgtgtacta
aatggagaag

gacccgaaat

35

Leu

Gly

Cys

Thr

Thr

Tyr

His

Ile

250

AsSp

Glu

Lys

Ser

Gly

GIn

Glu

Leu

Lys

Phe
315

gcaaggctcg
gatctrtcgt
gecgaccteac
atctcagtcg

acgaagtcaa

tcgacaatca

aacataccgy

ccggtttcaa
tggaaggcat
gcgttcaggt
ctgctggtgg
tcggteccct

atagctctge

220

val

val

Ile

ASp

Ile

300

Ala

tggagctgat

tcgatcctac

ctgaccgtgg

Thr

His

Phe

Gly

Trp

val

Arg

Leu

Met

270

Lys

Asp

ser

tctagataac
cccactcgec
gtacgatgtg
attggaagat
gcaaacccta
cgtcactcgt
tctctatctg
aggtactgeg
catcaagaat
cgcggattac
tatagtgttg
tacacgtaag
ggtgccactc
cattatgect
tactacaaag

tatcgattac

Thr

Cys

Pro

Gly

Tyr

Ser
240

Ala
Thr
val
Tyr

Asp
3

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

981



<210> 18
<211> 326
<212> PRT

<213> Aspergillus oryzae

<400> 18

Met

1

Arg

GIn

Glu

Asp

65

ser

Lys

Phe

Lys

Tyr

145

Ile

Thr

Ala

Asn

Ile

Thr

Leu

Gly

Gly

50

Gly

Cys

GIn

val

Pro

130

val

Ile

Ile

Ala

Lau

210

Ile

Ser

Asp

ser

35

Phe

Arg

Glu

Thr

Glu

115

Glu

Trp

Ala

LYS

Tyr

Met
Asn
20

Phe
Met
Phe
Lys
Leu
100
Leu
Asp
val
Arg
Asn
180
Arg

Glu

Thre

Asn

ser

val

His

Phe

Met

85

Arg

Ile

Leu

Met

Thr

165

Leu

Gly

Gly

Pro

ES 2562458 T3

Lys

Asp

Pro

ser

Arg

70

Arg

Glu

val

Phe

Glu

150

val

GIn

Ala

Ser

Asp

val

Asn

Leu

Asp

55

Leu

Leu

Met

Thr

Arg

Trp

Asp

Gly

Arg

Phe

Arg

Ala

40

Leu

ASp

Lys

val

Arg

Asn

Ala

Arg

Gly

TYr

200

Phe

Gly

36

Ser

Phe

25

Asp

Thr

AsSp

Ile

Ala

105

Gly

His

Ile

Thr

Asn

val

Gly

10

Ala

Ala

Tyr

His

Pro

90

Lys

Leu

Leu

GIn

Pro

170

Leu

Phe

Ile

Leu

Tyr

Lys

Arg

Asp

Leu

75

Leu

Ser

Lys

Tyr

His

155

Pro

Thr

Leu

val

Glu

Tyr

Gly

val

val

60

sSer

Ser

Gly

Gly

Leu

140

Thr

Gly

Arg

Ser

Leu

220

Gly

Glu

Ile

Pro

45

Pro

Arg

ATg

Ile

val

125

Ile

Gly

Ala

Gly

205

val

Ile

Arg

Ala

30

Leu

ser

Leu

ASp

Glu

110

Arg

val

Gly

Phe

Lel

190

Gly

Lys

Thr

Lys

15

Tyr

Leu

val

Glu

Glu

95

Asp

Gly

Met

Thr

Asp

Phe

ASp

ASp

Arg

Ala

val

Asp

Trp

Asp

80

val

Ala

Asn

Pro

Ala

160

Pro

Glu

Thr

Gly

Lys



10

15

ES 2562458 T3

225 230 235

Ile Ala Gln val Ile Glu val

245

ser val Phe Asp LYS Asn

250

Arg

Phe
270

val Glu His Ala His Ala Asp Glu Ile

265

Leu
260

val Pro Tyr

Thr Thr Ala Ile Met Ile Thr

275

Pro
280

Gly Gly Lys Leu Asp Gly

285

Ile 953 Asn Gly Glu val Gly Pro Leu Thr Thr

295

Lys Ile Trp
300

ser Ser Ala Ile

315

Tyr Trp Ala Met His Pro

305

Tyr Asp
310

Lys Tyr

Arg Gly His Glu Gly Asn

<210> 19

<211> 972

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 19

atggcctcta
agcgacaatc
gatgctagaa
atatcggttt
agctgcgata
gcrgagatgg
ggtcrgacag
cttgttcttc
atcattacaa
ctacagtggg
ccattictea
gtgaagaacg
agtgtgattyg
gagcaggctt
ataacattgc
atatgggatg
ggcagtogct

tggacaaagt
crttcectaa
taccgctact
gggatggtcg
agatgcggct
tcgecaagag
gtgtacgtgg
catacatttg
ggacagtgcg
gtygatttaac
crgatggaga
gtattatcta
acgttgeceg
atcactctga
ttgatggtca
gctattggga

ad

cttttcyggga
gggcattgct
cgacgaaggt
cttctttcga
caagtrccca
tggtatccgg
ttcgaagect
ggtratggceg
acgaacaccc
aaagggactt
caccaacctt
taccoctgat
agccaacagc
tgagatctte
acctgttaat

gatgcactac

tattatgcge
tatgtggaag
ttcatgcaca
ttggacgatc
cttgcactga
gatgcgttty
gaggatctgt
cctgagaace
ccaggtgceat
tttgaggcaa
actgaaggat
cgaggtgtct
atcgacatce
atgtgcacaa
gacggccagg
aatccggegt

gccagaaget
gaaagcrege
gtgacctaac
atttgcaacg
gctcagtgaa
tggaagttat
ataataacaa
agctccatgg
ttgatcctac
tggaccgtgg
ctggrrtcaa
tgcgagggat
geettgaggt
ctgceggcag
ttggcccaat

atagttrtec

gcttgaacgg
crtracctagt
ctatgatgtt
gattttggaa
aaatattctg
tgtgacacgt
catatacctg
tggcgagoct
tatcaaaaat
cgccacatac
cattgttttg
cacacgtaaa
cgtaccagtg
cattatgect
cacaaagaag

tgttgactat

<210> 20

<211> 323

<212> PRT

<213> Aspergillus fumigatus

37

val

255

Met

LysS

ASp

Asp

240

Gln

Cys

Pro

Glu

Tyr
320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
972



<400> 20

Met

1

Leu

Glu

Glu

Asp

65

ser

Lys

Phe

Lys

Tyr

145

Ile

Thr

Ala

Asn

Ile

225

ser

Ala

Leu

Gly

Gly

50

Gly

Cys

Asn

val

Pro

130

Ile

Ile

Ile

Met

Leu

210

Ile

va?

ser

Glu

Lys

Phe

Arg

Asp

Ile

Glu

115

Glu

Trp

Thr

Lys

Asp

Thr

Tyr

Ile

Met

Arg

20

Leu

Met

Phe

Lys

Leu

100

val

Asp

val

Arg

Asn

180

Arg

Glu

Thr

Asp

Asp
5
Ser
val
His
Phe
Met
85
aAla
Ile
Leu
Met
Thr
165
Leu
Gly
Gly

Pro

val

ES 2562458 T3

Lys

Asp

Leu

Ser

Arg

70

Arg

Glu

val

TYyr

Ala

150

val

Gln

Ala

Sar

val

AsSn

Pro

Asp

55

Leu

Leu

Met

Thr

Asn

135

Pro

Arg

Trp

Thr

Arg

Arg

Phe

Pro

sear

40

Leu

Asp

Lys

val

Ar

12

Asn

Glu

Arg

Gly

Tyr

Phe

Gly

Ala

38

Ser

Phe

25

Asp

Thr

Asp

Phe

Ala

105

Gly

Asn

Asn

Thr

Asp

Pro

Asn

val

Asn

Gly

10

Ser

Ala

Tyr

His

Pro

90

Lys

Leu

Gln

Pro

170

Leu

fhe

Ile

Leu

Ser

Tyr

Lys

Arg

Asp

Leu

75

Leu

ser

Thr

Tyr

Leu

155

Pro

Thr

Leu

val

Arg

235

Ile

Tyr

Gly

Ile

val

60

Glin

Ala

Gly

Gly

Leu

140

His

Gly

LysS

Thr

Leu

220

Gly

Asp

Ala

Ile

Pro

45

Ile

Arg

Leu

Ile

val

125

Leu

Gly

Ala

Gly

205

val

Ile

Ile

Arg

Ala

30

Leu

Ser

Ile

Ser

Ar

11

Arg

val

Gly

Phe

Leu

190

Gly

Lys

Thr

Arg

Gln

15

Tyr

Leu

val

Leu

Ser

95

Asp

Gly

Leu

Glu

ASp

Phe

Asp

Asn

Arg

Leu

Lys

val

ASp

Trp

Glu

80

val

Ala

ser

Pro

Ala

160

Pro

Glu

Thr

Gly

240

Glu



ES 2562458 T3

245 250 255

val pro val ¢lu Gln

260

val Ala Tyr His Ser Asp Glu Ile phe Met Cys
2

265

Met Pro Ile Thr Leu

Thr Thr Ala Gly Gly Ile
280

Leu Asp Gly GIn Pro
275 285

Asn Asp Gly GIn val

290

val Gly Pro Ile Thr Lys Lys Ile Trp Asp Gly

295 300

Tyr Trp Glu Met His Tyr Asn Pro Ala Tyr Ser Phe Pro val Asp Tyr

10

305 310 315 320
Gly Ser Gly

<210>21

<211> 972

<212> ADN

<213> Neosartorya fischeri

<400>21
atggcctcta tggacaaagt cttttcggga tatcatgoge gccagaagct gottgaacgg 60
agcgacaatc ctttctctaa gggcattgcec tatgtggaag gaaagctcgt cttacccage 120
gacgccagaa taccgcetact tgacgaaggce ttcatgcacg gtgacctaac ttatgatgtt 18¢
acaacggttt gggatggacg cttctttcga ttggatgatc atatgcaacg gatcctggaa 240
agctgecgata aaatgcgget caagttccca cttgcaccga gcacggtgaa aaatatcctg 300
gctgagatgg tcgccaagag tggtattcgg gatgcgtttg tggaagttat cgtgacacgt 360
ggtctgacag gtgtacgtgg ttcgaagccc gaggatctgt ataataacaa catatacctg 420
cttgttctee catacgtttg ggttatggcg Cctgagaacc agctcettgg tggcagtgct 480
atcattacaa ggacagtgcg acgaacaccc ccgggtgcat ttgatcctac gatcaaaaat 540
ctacagtggg gtgacttaac aaagggactt trtgaggcaa tggaccgtgg cgcaacgtac 600
ccatttctca ctgacggaga caccaacctt accgaaggat Cctggatttaa cattgtcttg 660
gtgaagaacg gtattatcta tacccctgat cgaggtgtct tgcgagggat cacacgtaaa 720
aglgtgattg acgitgcccg agccaacaac atcgacatcc gocttgaggt cgtraccagtg 780
gagcaggttt atcactccga tgaaatctic atgtgcacaa cageceggtgg cattatgect 840
ataacgttgc ttgatggtca accagttaat gacggccagg ttggcccgat cacaaagaag 900
atatgggatg gttactggga gatgcactac aatccggcgt atagttttcc ggtcgactat 960
ggcagitggct aa 972

<210> 22

<211> 323

<212> PRT

<213> Neosartorya fischeri

<400> 22

39



Met

Leu

Glu

Glu

Asp

B>

ser

Lys

Phe

LyS

Tyr

145

Ile

Thr

Ala

AsSn

Ile

225

Ser

val

Ala

Leu

Gly

Gly

50

Gly

Cys

Ash

val

Pro

130

val

Ile

Ile

Met

Leu

210

Ile

val

val

ser

G6lu

Lys

Phe

Arg

AsSp

Ile

Glu

115

Glu

Trp

Thr

LysS

195

Thr

TYr

Ile

Pro

Met

Arg

20

Leu

Met

Phe

Lys

Leu

100

val

ASp

val

Arg

Asn

180

Arg

Glu

Thr

Asp

val

ASp
5
ser
val
His
Phe
Met
85
Ala
Ile
Leu
Met
Thr
165
Leu
Gly
Gly
Pro
val

245

Glu

ES 2562458 T3

Lys

ASp

Leu

Gly

Arg

70

Arg

Glu

val

Tyr

Ala

150

val

Gln

Ala

ser

230

Ala

GlIn

val
Asn
Pro
ASp
55

Leu
Leu
Met
Thr
Asn
135
Pro
Arg

Trp

Thr

Arg
Arg

val

Phe

Pro

ser

40

Leu

Asp

Lys

val

Ar

12

Asn

Glu

Arg

Gly

TYyr

Phe

Gly

Ala

Tyr

40

ser

AsSp

Thr

Asp

Phe

Ala

105

Gly

Asn

Asn

Thr

Asn

val

Asn

His

Gly

10

Ser

Ala

TYr

His

Pro

90

Lys

Leu

Ile

Gln

Pro

170

Leu

Phe

Ile

Leu

Asn

250

Ser

Tyr

Lys

Arg

ASp

Met

75

Leu

ser

Thr

Tyr

Leu

155

Pro

Thr

Leu

val

Arg

235

Ile

AsSp

His

Gly

Ile

val

60

Gln

Ala

Gly

Gly

Leu

140

Leu

Gly

Lys

Thr

Leu

220

Gly

Asp

Glu

Ala

Ile

Pro

45

Thr

Arg

Pro

Ile

val

125

Leu

Gly

Ala

Gly

205

val

Ile

Ile

Ile

Arg

Ala

30

Leu

Thr

Ile

Ser

Ar

11

Arg

val

Gly

Phe

Leu

190

Gly

Lys

Thr

Arg

Phe

Gln

15

Tyr

Leu

val

Leu

Thr

95

Asp

Gly

Leu

Ser

Asp

Phe

Asp

Asn

Arg

Leu

255

Met

Lys

val

Asp

Trp

Glu

80

val

Ala

ser

Pre

Ala

160

Pro

Glu

Thr

Gly

LyS

Glu

Cys



10

15

Thr Thr
val Asn
290

Tyr Trp
305

Gly Ser

<210> 23
<211> 978
<212> ADN

260

ES 2562458 T3

Ala Gly Gly Ile Met
275 Y ol

Asp Gly GIn val Gly

295

Glu Met His Tyr Asn

Gly

<213> Gibberella zeae

<400> 23

atgtcgacca
agcgacaaca
gaagcccgcea
ccrgcagtct
agcgrcaaga
ctcgacatge
ggcttgaagc
atcgtccaac
gttatcgcac
ctccaatgga
ccettectea
gtcaagaaca
agtgrgatcg
gagatggcct
atcaccacca
atctgggatc

cagaaactga

<210> 24
<211> 325
<212> PRT

tggacaagat
tcrtcgecaa
tcceccctcat
gggatggtcg
agatgcogaat
tcgecaagag
ctottcgtga
cctacgtctg
gaactgttcg
gtgatttcac
ccpgacggcga
acgttattta
acgctgecaa
atgaagctga
tggatggaaa
ggtactgggce
agctgtag

<213> Gibberella zeae

<400> 24

cttcgoogge
cggeattgec
ggaccaaggt
trrctteegt
gcaattcccc
tggaatcaag
ggccaagect
ggtcatgagc
tcgaatcect
ccgcggeatg
cacaaacatc
caccccgaac
gtggtgtygt
tgagatctte
gccagtcaag

gatgcactgy

265

270

Pro Ile Thr Leu Leu Asp Gly GIn Pro
280 285

Pro Ile Thr Lys ;53 Itle Trp Asp Gly

Pro Ala Tyr Ser Phe Pro val Asp Tyr
315 320

cacgeecage
tggatccaag
ttcatgcacg
cttgatgacc
attccecygcy
gatgctiteg
ggtgaggtct
cccgaagetc
cctggateca
ttcgaagcat
accgaaggat
cgaggagttt
catgaagttc
atgtgtacta
gacggaaagyg
gaggatgagt

gccaagecac
gcgagctegt
gcgacttgac
atctcgaccg
atgagatcag
ttgagcteat
tgaacaacca
agtacgtcygg
tggatcccac
acgatcgtgg
ctggtttcaa
tgcagggaat
gagtggagta
ctgctygagy
tcgygectot

tcagtttcaa

cctogtegea
coccctcaat
ctacgatgtc
tctcgaggca
aatgactctt
tgtcactcgt
ccictacttg
cggtaatgcc
catcaagaac
agcacaatac
cottgtettt
taccagaaag
tgtccetgtt
aatcatgcct
cacaaaggcc

gattgactac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
978

Met Ser Thr Met Asp Lys Ile Phe Ala Gly His Ala Gln arg GIn Ala

41



Thr

GIn

GlIn

Asp

65

Ser

Arg

Phe

Lys

Tyr

145

val

Thr

Ala

Asn

val

225

Ser

Tyr

Thr

Leu

Gly

Gly

50

Gly

val

Met

val

Pro

130

val

Ile

Ile

Tyr

Ile

210

Ile

val

val

Thr

val

Glu

35

Phe

Arg

LyS

Thr

Glu

115

Gly

Trp

Ala

LyS

Asp

Thr

Tyr

Ile

Pro

Ala

Ala

20

Leu

Met

Phe

Lys

Leu

100

Leuw

Glu

val

Arg

Asn

180

Arg

Glu

Thr

Asp

val

260

Gly

ser

val

His

Phe

Met

85

Leu

Ile

val

MeT

Thr

165

Leu

Gly

Gly

Pro

Ala

245

Glu

Gly

ES 2562458 T3

ASp

Pro

Gly

Arg

70

Arg

AsSp

val

Leu

ser

150

val

Gln

Ala

Ser

Asn

230

Ala

Met

Ile

Asn

Lau

Asp

55

Leu

Met

Met

Thr

Asn

135

Pro

Arg

Trp

Gln

Gly

Arg

Lys

Ala

Met

Ile

Asn

40

Leu

Asp

Gln

Leu

Glu

Arg

Ser

Tyr

200

Phe

Gly

Trp

Tyr

Pro

42

Phe

25

Glu

Thr

ASp

Phe

Ala

105

Gly

His

Ala

Ile

Asp

Pro

Asn

val

Cys

Glu

265

Ile

10

Ala

Ala

Tyr

His

Pro

90

LysS

Leu

Leu

Gln

Pro

170

Phe

Phe

val

Leu

Thr

Asn

Arg

ASp

Leu

75

Ile

ser

Lys

Tyr

Tyr

155

Pro

Thr

Leu

val

GIn

235

His

Asp

Thr

Gly

Ile

val

60

AsSp

Pro

Gly

Pro

Leu

140

val

Gly

Arg

Thr

Phe

220

Gly

Glu

Glu

Met

Ile

Pro

45

Pro

Arg

Arg

Ile

val

125

Ile

Gly

Ser

Gly

ASp

val

Ile

val

Ile

Asp

Ala

30

Leu

Ala

Leu

Asp

LyS

110

Arg

val

Gly

Met

Met

190

Gly

LYS

Thr

Arg

Phe

270

Gly

15

Trp

Met

val

Glu

Glu

95

Asp

Glu

Gln

AsSn

Asp

Asn

Arg

val

255

Met

Lys

Ile

Asp

Trp

Ala

80

Ala

Ala

Pro

Ala

160

Pro

Glu

Thr

Asn

LYyS

240

Cys

Pro



10

15

ES 2562458 T3

275 280 285

val Lys Asp Gly Lys val Gly Pro val Thr Lys Ala Ile Trp Asp Arg
290 295 300

Tyr Trp Ala Met His Trp Glu Asp Glu Phe Ser Phe Lys Ile Asp Tyr
305 310 315 320

GIn Lys Leu Lys Leu
325

<210> 25

<211> 966

<212> ADN

<213> Hyphomonas neptunium

<400> 25

atgctgacat
cgaacagacg
aaggcgegga
cccgeagtct
agctgcgeca
atggagctgg
gggttgaagt
gcggtgeett
gtaacgcgaa
cagtggggcg
attctrrcccg
aggaatggog
gtactggaaa
gcactctatg
grtcctrctgg
tgggaggett

ccctga

ttcaaaaagt
cgttecgecga
taccgatact
ggaatggccg
aaatgcgget
tctecaggag
tcctgegagy
acgtctggat
cggtgcyecy
atctegtecg
acggcgacgg
aacttcacac
tagcggecge
aatgcgatga
atgggaacat
actgggatct

gctgaccgga
cggtattgec
tgatcaggyc
gatctteegt
ceegetygccy
tgggctgegy
cgcacaagcc
tctocogett
cacaccececg
agggcttaty
gaacgcecaca
accecgtege
gcgeggecty
attgttcatg
tgtgggtrgat
tcatgatgat

tttcagacge
tygatcgaaa
ttcctgeaty
ctcgatgatc
atcgecagge
gacgcataty
gaagacatca
gaataccaga
ggggccectgg
gaagcaggtg
gaaggcgetg
ggggtgctgg
aaaacacatg
tgrtcgacygy
ggaacagtcg

cctcagctca

gggcagacgc
acgaatttgt
cggatctgac
acctggaccey
cagagctceg
ttgagatcat
tcccgaacct
accatggcge
acccgacaat
accgggacte
gctataatat
aaggcatcac
ttaccgagat
caggcggcat
gtccggttac
gcgagectgt

tcgcgeagag
gcccatcgga
ctatgacgtc
tctggaagtt
caggetrggtg
cgtgaccege
gtatctcatg
gccggeegtc
caagaacctt
tttcticcec
cgteccrtgte
acgcaggaca
acccatccag
aatgccactc
acggatgatt
gacttacgceyg

<210> 26

<211> 321

<212> PRT

<213> Hyphonmonas neptunium

<400> 26

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
966

Tet Leu Thr Phe g1n Lys val Leu Thr Gly phe GIn Thr Arg Ala Asp
15

10

Ala Arg Ala Glu Arg Thr Asp Ala Phe Ala Asp Gly Ile Ala Trp Ile

43



ES 2562458 T3

20 25 30

Glu Asn Glu Phe val Pro Ile Gly Lys Ala Arg Ile Pro 1le Leu Asp
35 40 45

Gln Gly Phe Leu His Ser Asp Leu Thr Tyr Asp val Pro Ala val Trp
50 55 60

Asn Gly Arg Ile Phe Arg Leu Asp ASp His Leu Asp Arg Leu Glu val
65 70 75 80

Ser Cys Ala Lys Met Arg Leu Pro Leu Pro Ile Ala Arg Pro Glu Leu
85 90 95

Arg Arg Leu val Met Glu Leu val Ser Arg Ser Gly Leu Arg Asp Ala
100 105 110

Tyr val Glu Ile Ile val Thr Arg Gly Leu Lys Phe Leu Arg Gly Ala
115 120 125

Gln Ala Glu Asp Ile Ile Pro Asn Leu Tyr Leu Met Ala val Pro Tyr
130 135 140

val Trp Ile Leu Prec Leu Glu Tyr Gln Asn His Gly Ala Pro Ala val
145 150 155 160

val Thr arg Thr val Arg Arg Thr Pro Pro Gly Ala Leu Asp Pro Thr
165 170 175

Ile Lys Asn Leu GIn Trp Gly Asp Leu val Arg Gly Leu Met Glu Ala
180 185 190

Gly Asp Arg Asp Ser Phe Phe Pro Ile Leu Pro Asp Gly Asp Gly Asn
195 200 205

Ala Thr Glu Gly Ala Gly Tyr Asn Ile val Leu val Arg Asn Gly Glu
210 215 220

Leu His Thr Pro Arg Arg Gly val Leu Glu Gly I1e Thr Arg Aarg Thr
225 230 235 240

val Leu GTu Ile Ala Ala Ala Arg Gly Leu Lys Thr His val Thr Glu
245 250 255

ITe Pro Ile Gln Ala Leu Tyr Glu Cys Asp Glu Leu Phe Met Cys Ser
260 265 270

Thr Ala Gly Gly Ile Met Pro Leu val Leu Leu ASp Gly Asn Ile val
275 280 285

Gly Asp Gly Thr val Gly Pro val Thr Arg Met Ile Trp Glu Ala Tyr

44
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15

ES 2562458 T3

295

300

Trp Asp Leu His Asp Asp Pro GIn Leu Ser Glu Pro val Thr Tyr Ala

305

Pro

<210> 27
<211> 963
<212> ADN

310

<213> Mesorhizobium loti MAFF303099

<400> 27

atggaccaga
gtcgaccege
tcgcaageca
acggtgcatg
ggcggactgg
ctgcacaatt
cgeggegeat
ttcgeegtac
gccatcagcg
cattggctcg
ctcattcteg
aaggacggca
gtcttegatce
gcgctcaagg
accgagatcyg
atggcgcetct
tga

<210> 28
<211> 320
<212> PRT

cgacggcaac
attcctacee
aggtgtcggt
tctggaacgg
aaaagctgeg
grgrcgecct
cgccgacctt
ccrtoggcete
acaaggtgcg
atctggrgog
acttcaacgg
aactgtcgac
tctgocgecga
cggccgacga
acggcgcgge
actgycaaaa

acaggcttca
cgacggcatc
gctggactgg
cegotictte
catgaccatc
ttcgggecat
cagccgegat
ggtcgeccaat
catcccgeag
cggcctctac
caatgtcgcc
gccggecate
agaaggtctt
ggtcttcatc
gatcgccgac

gcacgacgat

<213> Mesorhizobium loti MAFF303099

<400> 28

aagccgetge
gccttecteg
ggcttectge
cgectegacc
cccttcgaca
cgcgeegect
ccgcgecagg
gccgagcagt
gcttcggteg
gacgcctatg
gagggceegy
ggcgtoctgc
gcegeogocy
acctcgaccg
ggcaaggteg
ccggectggt

315

ccacagtcgg
acggccagta
attccgacyc
tgcatctcga
gggatggcgt
atgtcgaaat
cgatcaaccy
tgcagcgogg
atcegtegat
acageggtge
gcttcaacgt
ccggeatcac
ccgcecgatgt
ccggeggeat
ggcecggttac

cgteteaggt

cgaccgccac
tctgccgatg
cacctacgac
ccgettettc
ggccgagatc
gctgtgcacg
cttcatggec
ccrgcgegte
caagaactac
ggagaccgcy
cttcrgecgte
gcgccgcaca
cagcgtcgee
catgccggtg
cagccggcta

gaagtatcce

320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
963

Tet Asp GIn Thr Thr Ala Thr G1n Ala SSr Lys Pro Leu Pro Thr val
5 1

Gly Asp Arg His val Asp Pra His Ser Tyr Pro Asp Gly Ile Ala Phe
20 25 30

Leu Asp Gly Gln Tyr Leu Pro Met Ser Gln Ala Lys val Ser val Leu

45



Asp

Trp

65

Gly

val

Ala

Arg

Phe

145

Ala

Ile

Tyr

val

Leu

225

val

val

Thr

Ala

Trp

Trp

50

Asn

Gly

Ala

Tyr

ASp

130

Gly

Ile

Lys

ASp

Ala

210

Ser

Phe

Ser

Ala

Asp

290

GlIn

35

Gly

Gly

Leu

Glu

val

115

Pro

ser

Ser

AsR

Ser

195

Glu

Thr

Asp

val

Gly

Gly

Lys

Phe

Arg

Glu

Ile

100

Glu

Arg

val

ASP

Tyr

180

Gly

Gly

Pro

Leu

Ala

260

Gly

Lys

His

Leu

Phe

Lys

85

Leu

Met

GlIn

Ala

Ala

Pro

Ala

Cys

Ala

Ile

val

Asp

ES 2562458 T3

His

Phe

70

Leuw

His

Leu

Ala

Asn

150

val

Trp

Glu

Gly

Ile

230

aAla

Leu

Met

Gly

ASp

Ser

55

Arg

Arg

Asn

Cys

Ile

135

Ala

Arg

Leu

Thr

Phe

215

Gly

Glu

Lys

Pro

Pro

295

Pro

40

ASp

Leu

Met

Cys

Thr

120

Asn

Glu

Ile

Asp

Ala

200

AsSn

val

Glu

Ala

val

280

val

Ala

46

Ala

ASD

Thr

val

105

Arg

Arg

Gln

Pro

Leu

185

Leu

val

Leu

Gly

Ala

265

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Ile

90

Ala

Gly

Phe

Leu

Pro

170

val

Ile

Phe

Pro

Leu

250

Asp

Glu

sSer

Ser

TYyr

His

75

Pro

Leu

Ala

Met

GIn

155

Ala

Arg

Leu

Cys

Gly

Ala

Glu

Ile

Arg

Ser

Asp

60

Leu

Phe

ser

Ser

Ala

140

Arg

Sear

Gly

Asp

val

220

Ile

Ala

val

Asp

Ley

300

Gin

45

Thr

Asp

Asp

Gly

Pro

125

Phe

Gly

val

Leu

Phe

205

Lys

Thr

Ala

Phe

Gly

Met

val

val

Arg

Arg

His

110

Thr

Ala

Leu

Asp

Tyr

Asn

Asp

Arg

Ala

Ile

270

Ala

Ala

Lys

His

Phe

Asp

95

Arg

Phe

val

Arg

Pro

175

Asp

Gly

Gly

Arg

Ala

255

Thr

Ala

Leu

Tyr

val
Phe

80

Gly

ser

Pro

val

160

Ser

Asn

Lys

Thr

240

Asp

Ser

Ile

Tyr

Pro
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15

305

<210> 29

<211> 936

<212> ADN

<213> Roseobacter

<400> 29

tcaaggatat
agtgatctcc
ggtgacgggce
ttcacttggt
gattgtttgg
tttcacggeq
aatggcggtt
gtgatagttc
ggctgcgtgt
gaaggcgatg
gcgtgtgcag
caaaatctca
tgcgaagaac
aacatcgtat
gctgatcgga

agaatgacga
<210> 30
<211> 311

<212> PRT
<213> Roseobacter

<400> 30

Met
1

Tyr

Tyr Pro

Glu Ala

Thr Tyr

50

Asp His

65

sp.

cggatcgett
ttggttatcg
atgacgccge
gccagatcat
cgtgttattc
aagacgttga
tcggeteoct
tttacggttg
aagccacgtc
aagcggttga
atgaactcga
gtcatctcyg
cggtcaagat
gtcgcatctg
agatattggc

tcagacagcg

sp.

Lys

Pro

Lys

Asp

Leu

Leu Pro Ala
5

Gly Ile Ala

20

Ile ser val

val Ala His

AsSp Arg Phe
70

ES 2562458 T3

310

tccgaaaacy
ggccgaccaa
cagcggttga
cegtegegea
ccatcagcac
aaccgggece
gcgcatacgc
gatcaacgga
tcatctgrtc
cggcatcgceg
catacgcatc
cacgaccaaa
gatcatcaag
agtggaggaa
catccatgaa

caggcaattt

Leu

Phe

Leu

val

55

Phe

atcatcttca
tccgettoca
ggtcacgaac
ggtgatctgt
cccaaacttg
ttcegetatg
cgcatacaaa
gctgggtgga
tgggtttgea
agggtcgcygy
ctggagacct
cgggatcgac
ccrgaaaaat
gccattatce
ggcaatgccg

atacat

ser Asp

Met Asp
25

ASp ASD

40

Trp Lys

Ala Gly

a7

Arg His
10

Gly Gln
Gly Phe
Gly Ala

Met Glu
75

315

tgcatcctce
attgaagttt
acttcatccg
aattcgtcac
ggcgaggaaa
tttccggtgg
cctttgacca
atgcggacaa
accgacccaa
¢taaacgtag
gatagagcaa
atgtgcaact
gcteccttee
aacaccgaaa

ggagggtacg

Ser

Tyr

Leu

Phe

60

LYs

aatacgcttc
catcgatctt
ccgecctcaa
aaagatcaaa
ttttgccgtt
cgtctaaaag
ggtccageca
ggtcggtgac
atggaattgc
gagaagtgcc
cgcaattgtg
tttccatccc
acacatgcegce
tetttgecte

ttgcegggte

Asp Pro

Leu Pro

30

His Ser

45

Phe Arg

Leu His

Ala

15

Ile

Asp

Leu

Met

320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936

Thr

Ser

Ala

Asp

Ser
80



Ile

Ala

Gly

Phe

Met

145

Pro

val

Leu

Phe

Met

225

Ile

Asp

LyS

Lys

Arg
305

<210>31
<211> 945
<212> ADN

Pro

Leu

Thr

Ile

130

Arg

ser

Lys

Leu

Ala

210

Gly

Thr

Glu

Ile

Glu

290

Lys

rPhe

ser

ser

115

Ala

Arg

ser

Gly

195

val

Ile

Cys

val

ASp

275

Ile

Ala

<213> Marinomonas sp.

<400> 31

Gly

Gly

100

Pro

Phe

Gly

val

Leu

180

Ala

Lys

Thr

Ala

rPhe

260

Glu

Thr

Ile

Arg

85

Leu

Thr

Ala

Leu

Tyr

Thr

Asn

Arg

Thr

245

val

Thr

Glu

Arg

ES 2562458 T3

Ala

GIn

Phe

Ile

His

150

Pro

Ala

Gly

Gly

GlIn

230

Asp

Thr

Ser

Ala

Tyr
310

Glu

AsSp

ser

Pro

135

Ala

Thr

Ala

AsSn

LYyS

215

Thr

Asp

ser

Ile

Tyr

295

Pro

Met

Ala

Ala

val

TYr

Ile

200

Ile

Ile

Leu

Thr

Gly

Trp

48

Thr

TYr

105

Asp

Gly

val

Lys

Ala

185

Ala

ser

Phe

Ala

Ala

265

Ser

Arg

Glu

90

val

Pro

Ser

Thr

Asn

170

Gln

Glu

ser

Asp

Pro

250

Gly

Gly

Met

Ile

Glu

Arg

val

ASp

Tyr

Gly

Gly

Pro

Leu

235

ser

Gly

Leu

His

Leu

rPhe

Asp

Ala

140

Leu

His

Ala

Pro

LYyS

220

Cys

Glu

val

val

Glu
300

His

Ile

Ala

125

Asn

val

Trp

Glu

ASp

Leu

Met

Gly

ASp

Asn

Cys

110

val

Pro

Arg

Leu

Thr

190

Phe

Gly

Glu

Arg

Pro

270

Pro

Asp

Cys

95

Thr

Asn

Glu

Ile

val

Arg

Arg

GIn

Pro

. 160

Asp

Ala

Asn

val

Leu

Ala

255

val

Ile

Arg

Leu

Ile

val

Leu

GlIn

240

Ala

Thr

Thr

Phe
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ctatattttt gccgggggat aatgaatggg taggcaccaa tcagagtttt tgtgctttte 60
ccaatatgca gattttaaca attggaagat aggtccggtt gtgccactte caatcacatt 120
atggtcgatt ttggtaatgg gcataatgec acccgecgtt gacgtaatga atactrcgtc 180
agcattcctt aaatcggtag gcgttacctc agttgcacag cagcettatgt gtaattcgtc 240
acaaagatca aagacggttc ggcgagrtat gcctggcaaa accccttttt crtggtgrtgt 300
aattatcttt cccttaacac aaaaaacatt aaagccaggg ccticggcga tattaccctc 360
tgaatccaac aggatggcgg tctcaccacce titttcatag gcatcgtata acccggttac 420
caaatcaagc caatggtaat ttttgacctt tgaatcaacc gagtttggcg gaatacggac 480
aatagagcta ataatggcat gcagtccatt tttcatttga tcttgatttg cgaccgagec 540
aaagggaacg gcgaaagcca taaaacgatt gattgagtct cttgggtccc ggctgaaatc 600
cggcgaattc cctcttgtgc atatcatttc gacataggcg ttrttatgac ccgataaggc 660
cacgcaatta tgcaaaattt cagcgacctc ttctttggag taaggcattg tcatatgaat 720
tttctctaac cctgagaaaa aacgttcaag gtacaaatcc aacctgaaaa atgcaccttg 780
ccagacatgyg acaacatcat aggttgcgtc agaatgcaaa aagccataat caagaatgga 840
tagttttgct tttgacatat ctaaatattg accatccatg taggcgacge cttrtggata 900
attatgtggg tcctratatt cattggacaa ttgcagtaaa gccat 945
<210> 32
<211> 314
<212> PRT
<213> Marinomonas sp.
<400> 32
Met Ala Leu Leu GIn Leu Ser Asn Glu Tyr Lvys Asp Pro His Asn Tyr
1 5 10 15
Pro Lys Gly val ala Tyr Met Asp Gly GIn Tyr Leu AsSp Met 5er Lys
20 25 30
Ala Lys Leu Ser Ile Leu Asp Tyr Gly Phe Leu His Ser Asp Ala Thr
35 40 45
Tyr Asp val val His val Trp GIn Gly Ala Phe Phe Arg Leu Asp Leu
50 55 60
Tyr Leu Glu Arg Phe Phe Ser Gly Leu Glu Lys Ile His Met Thr Met
65 70 75 80
Pro Tyr Ser Lys Glu Glu val Ala Glu Ile Leu His Asn Cys val Ala
85 90 95
Leu Ser Gly His Lys Asn Ala Tyr val Glu Met Ile Cys Thr arg Gly
100 105 110
Asn Ser Pro Asp Phe Ser Arg Asp Pro Arg Asp Ser Ile Asn Arg Phe

49



Met

Lys

145

Ash

Thr

Leu

Cys

Gly

Ser

Glu

Ile

Leu

Leu
305

<210> 33
<211>939
<212> ADN

Ala

130

Asn

ser

Gly

ASp

va’

210

Ile

Cys

val

ASp

Leu

290

Pro

115

Phe

Gly

val

Leu

Ser

195

Lys

Thr

Cys

Phe

His

275

Lys

Ile

<213> Rhizobium etli

<400> 33

Ala

Leu

Asp

Tyr

180

Glu

Gly

Arg

Ala

Ile

260

Asn

Ser

val

His

Ser

165

Asp

Gly

LysS

Arg

Thr

245

Thr

val

Ala

Tyr

ES 2562458 T3

Pro

Ala

150

Lys

Ala

Asn

Ile

Thr

230

Glu

ser

Ile

Tyr

Pro
310

Phe

135

Ile

val

Tyr

Ile

Ile

215

val

val

Thr

Gly

Trp

Pro

120

Gly

Ile

Lys

Glu

Ala

200

Thr

Phe

Thr

Ala

Ser

280

Glu

Ala

50

ser

Ser

Asn

Lys

Glu

Thr

ASD

Pro

Lys

Lys

val

Ser

Tyr

170

Gly

Gly

Pro

Leu

Thr

250

Gly

Thr

His

Ile

His

Gly

Pro

Glu

Cys

235

Asp

Ile

The

Lys

Asn

140

vatl

Trp

Glu

Gly

Lys

220

Asp

Leu

Met

Gly

Asn
300

125

Gln

Arg

Leu

Thr

Phe

205

Gly

Glu

Arg

Pro

Pro

285

Ser

Asp

Ile

Asp

Ala

190

Asn

val

Leu

Asn

Ile

270

Ile

Asp

GIn

Pro

Leu

175

Ile

val

Leu

His

Ala

Thr

Phe

Trp

Met

Pro

160

val

Leu

Phe

Pro

Ile

240

Asp

Lys

Gln

Cys



gtgctcgate
attataccaa
gcgtytcagy
gatcpatttg
gatatccace

caaatcatca

aacagcttce
attggcatgg
ttggtgaage
ggtgccogata
aacgttttcg
atgaccagga
accatttctt
gggattatcc
caaactecgcc

cctgtegect

<210> 34
<211> 312
<212> PRT

<213> Rhizobium etli

<400> 34

gcggcgagga
tcgaagaggc
acacagtgtc
agcgatctgt
ggatagtcca
tgacccgeqgg

aggcattctg
cagtgcacgt
attaccattyg
cggrogrtct
cggtgatcga
ggacagttat
tggagcggct
cggtctcttc
gcattcaccg

acgcccaaaa

ES 2562458 T3

atccgecttt
gaaggtacca
ggtgtgggat
ccagegecett
caaactcgtt

gcggcececg

cgtgcegtac
€agccggeyc
gctcgacttt
cactgatctc
cggagttctg
ggaactgtgc
tctaatcgec
ggtgaacgga
gtcatactgg

agctctcttg

cagaaaggct
ctttragact
ggcagetttt
cggatggata
gceggrgcy
atcggtagte

atgtggatcg
gtccgaatce
gagatgggct
gatggcaata
aggacccctt
aacgagetga
tcggaaatct
accggaatcg
gataagcgaa

gagccctag

51

cegectatgt
gogggetttct
tccgtttoac
cagctcctgt
gtttccgtga
gggatcttcy

cgaaccccga
cacctcagtc
tgttcgaagc
tcacagaggg
ctttcggeat
atctcgatgt
tccttacgac
gtrtcggatc
gcagcggatg

cgatggaaaa
gcgttcggac
tgaccaccig
tacaagaagc
tgcttacgtt
tttatgctcg

aaagcaggaa
cgtagatccyg
ttacgagaac
geeceggetee
gctggatgga
cacgcaagag
gaccgeaggc
agtgggtgaa
gtatggcgag

60
120
180
240
300
360

420
480
340
600
660
720
780
840
900
939



Met

val

Asp

Trp

Arg

65

ASp

Asp

ser

Pro

val
145

Leu

ASp

Trp

Asp

50

ser

Ile

Ala

Arg

TYr

130

His

Asp

Gly

Gly

35

Gly

val

His

Tyr

val

ser

GIn

Arg

val

100

Leu

Trp

Ser

Ile

Leu

Phe

Arg

Ile

85

GIn

Arg

Ile

Arg

ES 2562458 T3

Glu

Ile

Arg

Phe

Leu

70

val

Ile

Leu

Ala

Glu

Pro

ser

Arg

55

Arg

His

Ile

Cys

Asn

135

val

ser

Ile

Asp

40

Leu

Met

Lys

Met

Ser

120

Pro

Arg

52

Ala

Glu

25

Ala

Thr

ASp

Leu

Thr

105

Asn

Glu

Ile

Phe

10

Glu

Cys

Asp

Thr

val

90

Arg

Ser

Lys

Pro

GlIn

Ala

Gln

His

Ala

75

Ala

Gly

Phe

Gln

Pro
155

Lys

Lys

Asp

Leu

60

Pro

val

Arg

Gln

Glu

140

Gln

Gly

val

Thr

45

Asp

val

Cys

Pro

Ala

125

Ile

ser

Ser

Pro

30

val

Arg

Thr

Gly

Pro

110

Phe

Gly

val

Ala

15

Leu

ser

Phe

Arg

Phe

95

Ile

Cys

Met

Asp

Tyr

Leu

val

ser

80

Arg

Gly

val

Ala

Pro
160
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10

53

Leu val Lys His Tyr His Trp Leu Asp Phe Glu Met Gly Leu Phe Glu
165 170 175
Ala Tyr Glu Asn Gly Ala Asp Thr val val Leu Thr Asp Leu Asp Gly
180 185 190
Asn 1le Thr Glu Gly Pro Gly Phe Asn val Phe Ala val Ile Asp Gly
195 200 205
val Leu Arg Thr Pro Ser Phe Gly Met Leu Asp Gly Met Thr Arg Arg
210 215 220
Thr val Met Glu Leu Cys Asn Glu Leu Asn Leu Asp val Thr Gln Glu
225 230 235 240
Thr ITe Ser Leu Glu Arg Leu Leu Ile Ala Ser Glu Ile Phe Leu Thr
245 250 255
Thr Thr Ala Gly Gly Ile Ile Pro val Ser Ser val asn Gly Thr Gly
260 265 270
ITe Gly Phe Gly Ser val Gly Glu GIln Thr Arg Arg Ile His Arg Ser
275 280 285
Tyr Trp Asp Lys Arg Ser Ser Gly Tep Tyr Gly Glu Pro val Ala Tyr
290 295 300
Ala GIn Lys Ala Leu Leu Glu Pro
305 310
<210> 35
<211> 906
<212> ADN
<213> Rhodoferax ferrireducens
<400> 35
atgccageac cegatctttc caaaggcgte gectttgtac gtgggcagta cgtccccatt &0
ggtgaagcaa gcattccgat aactgactgg ggtttcctgc gctctgacge cacctatgac 120
gtggtgacog tgtgggatgg ticottitit cgoctggacy cccatotgga gogottcatg 180
cgcagetgec aacgcetgygcy gottgaccog gggctgacge ccgggcaaat caccggegtg 240
ttgtcgeaat gcgtgcgoct gagegggett cgegoctctt atgtcgagat gatctgeace 300
cggggeeage cgecttgggy atcgegegac ccacgectgg ccgtcaatea gttotatgec 360
tttgcggtgc cctatgtctg gettgecaat goccageage gtgaageggg actgcaccty 420
atgatcagcg acgtgcaacg tattcctgeg acctocgtgg acccttegge caagaactac 480
cactggaacg acttgacgat gggactgcty ggogcgctgg acgecgggge cgacagtgrt 540
gtgctgotcg actcagtcgg gaacgtggic gagggacccg ggttcaacgt gtttigtgte 600
agccacgycg cgcttgtgac geccagegag ggeatgottg aaggggtgte gogtegcacc 660
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gtcatcgaga tggcgogcge tctggggetg gagacacaac tgogtgoctt gogcgecgat 720
gagttgcgtg gagccgagga ggtgttcatc tccacctegg goggtogtglt actgoccgtg 780
agccgggtgg acaaacgtoc ggttggtgat ggccgtccgg ggccgatcac gcagogectg 840
gtacagacct actgggcctg gcatgccgat ccggtgtaca gccagccgat agattatteg 900
ctttga 906

<210> 36

<211> 301

<212> PRT

<213> Rhodoferax ferrireducens

<400> 36

Met Pro Ala Pro ?Sp Leu Ser Lys Gly val ala phe val Arg Gly Gln
1 10 15

Tyr val pro Ile Gly Glu Ala Ser Ile Pro Ile Thr Asp Trp Gly Phe
20 25 30

Leu Arg ser Asp Ala Thr Tyr Asp val val Thr val Trp Asp Gly Ser
35 40 45

Phe Phe Arg Leu Asp Ala His Leu Glu Arg Phe Met Arg Ser Cys GIn
50 55 60

Arg Trp Arg Leu Asp Pro Gly Leu Thr Pro Gly Gln Ile Thr Gly val
65 70 75 80

Leu Ser GlIn Cys ga] Arg Leu Ser Gly Leu Arg Ala Ser Tyr ga1 Glu
5 90 5

Met Ile Cys Thr Arg Gly Gln Pro Pro Trp Gly Ser Arg Asp Pro Arg
100 105 110

Leu Ala val Asn GIn Phe Tyr Ala Phe Ala val Pro Tyr val Trp Leu
115 120 125

Ala Asn Ala GIn GIn Arg Glu Ala Gly Leu His Leu Met Ile Ser Asp
130 135S 140

val GIn Arg I1e Pro Ala Thr Ser val Asp Pro Ser Ala Lys Asn Tyr
145 150 155 160

His Trp Asn Asp Leu Thr Met Gly Leu Leu Gly Ala Leu Asp Ala Gly
165 170 175

Ala Asp Ser val val Leu val Asp Ser val Gly Asn val val Glu Gly
180 185 190

Pro Gly Phe Asn val Phe Cys val Ser His Gly Ala Leu val Thr Pro

54
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10

195 200 205
ser Glu Gly Met Leu Glu Gly val Ser Arg Arg Thr val Ile Glu Met
210 215 220
Ala Arg Ala Leu Gly Leu Glu Thr GIn Leu Arg Ala Leu Pro Ala Asp
225 230 235 240
G6lu Leu Arg Gly Ala Glu Glu val Phe Ile Ser Thr Ser Gly Gly Gly
245 250 255
val Leu Pro val Ser Arg val Asp Lys Arg Pro val Gly Asp Gly Arg
260 265 270
Pro Gly Pro Ile Thr GIn Arg Leu val GIn Thr Tyr Trp Ala Trp His
275 280 285
Ala Asp Pro val Tyr Ser Gln Pro Ile Asp Tyr Ser Leu
290 295 300
<210> 37
<211> 900
<212> ADN
<213> Jannaschia sp.
<400> 37
tcaataggcy atgtcggttc gotgctcgge ccgcgtgatc cagtcgaaat accgocgccg 60
caggtccage gccacgggee ctgecgeatce gttggagaag acgcggttat cgacccgegce 120
caccgggatc acgocgccgc ccgaggacga caggaagace tcatcggoct ccaggaattc 180
gtccagggge agogggegtg tttcgaccgt caggoccgoo totgeggeca tttccagcac 240
cgtgcggcgg grgatgccat gcaacacacc gtggtccgac gtcacgatcc ggtcaccgaa 300
cagggcgaag gcgttgaagc ccggecctte ggtcacatgg cccgegtggt ccagcageaa 360
gaccgtctca aaccccttgl CLTTCgoCtic gaacaacccg ccggtgaaat cgccccaatyg 420
gtagtttttc acggtgogat caacgctgtc ggcggggatg cggcgggtgc gtttgocgat 480D
ccagacyggag gttccacgct cggogatttc gggtttcacg atgtgcacgt acggcacgca 540
ccaggcgtag aagtggitgg cacaatcgcg cgggtcccygc gatccgggca ccgggtitgeg 600
cceeegogeg gegaccatog cgacataget gtcgegeaat ccgettgcgg ccaccatccg 650
ggtcagggee grrttcacge cgtcceccgte gegeccgata tccatccgea gegogecgac 720
ggaggccatg aaccgegeca cgtaatcatc cagccggaag aagccgecce gecagaccgg 780
caccacgtca taggcgatgt cggaatgggt caggccccaa teggtgacgg ggatcgeggc 840
ctctgegatg gggatrgatgc ggctccccat ccaggecgeg ccgttggata aatcattcat 900
<210> 38
<211> 299
<212> PRT

<213> Jannaschia sp.

<400> 38

55



ES 2562458 T3

Met Asn Asp Leu Ser Asn Gly Ala Ala Trp Met Gly Ser Arg Ile Ile

Pro Ile Ala Glu Ala Ala Ile Pro val Thr Asp Trp Gly Leu Thr His
20 25 30

ser Asp %}e Ala Tyr asp val Xg] Pro val Trp Arg ggy Gly Phe pPhe

Arg ggu Asp Asp Tyr val éla Arg Phe Met Ala ZSr val Gly Ala Leu

Arg Met Asp Ile Gly Arg Asp Gly Asp Gly val Lys Thr Ala Leu Thr
65 70 75 80

Arg Met val Ala Ala Ser Gly Leu Arg Asp Ser Tyr val Ala Met val
85 90 95

Ala Ala Arg Gly Arg Asn Pro val Pro Gly Ser Arg Asp Pro Arg Asp
100 105 110

Cys Ala Asn His Phe Tyr Ala Trp Cys val Pro Tyr val His Ile val
115 120 125

Lys Pro Glu Ile ala Glu Arg Gly Thr Ser val Trp Ile Ala Lys Arg
130 13 140

Thr Arg arg Ile Pro Ala Asp Ser val Asp Pro Thr val Lys Asn Tyr
145 150 155 160

His Trp Gly Asp Phe Thr Gly Gly Leu Phe Glu Ala Lys Asp Lys Gly
165 170 175

Phe Glu Thr val Leu Leu Leu Asp His Ala Gly His val Thr Glu Gly
180 185 190

Pro Gly phe Asn Ala Phe Ala Leu Phe Gly Asp Arg Ile val Thr Ser
195 200 205

Asp His Gly val Leu His Gly Ile Thr Arg Arg Thr val Leu Glu Met
210 215 220

Ala Ala Glu Ala Gly Leu Thr val Glu Thr Arg Pro Leu Pro Leu Asp
225 230 23 240

Glu Phe Leu Glu Ala Asp Glu val Phe Leu Ser Ser Ser Gly Gly Gly
245 250 255

val Ile Pro val ala Arg val Asp Asn Arg val Phe Ser Asn Asp Ala

56



10

15

260

ES 2562458 T3

265

270

Ala Gly Pro val Ala Leu Asp Leu Arg Arg Arg Tyr Phe Asp Trp Ile
275 280 285

Thr Arg Ala Glu His Ar

290

<210> 39

<211> 936

<212> ADN

<213> Labrenzia alexandrii

<400> 39

ctaatccega
cttgtgaagt
ccgggtgacce
gaactcacta
cagcaccgtc
gceccttrtaca
caagatgaca
ccagtggtag
ggcgatatga
cacgcaccat
gttcacaccc
gagcgattga
gtccatcgag
gaccgggacce
tgcggectcy

tgagatggta

taagaaatct
gctgtcgtaa
ggtgcaacgce
agcgecaagg
Tgacggctga
gcaaacacat
gtctecgege
rttttgacct
acatgggege
gcaaagaatt
cgggaagtga
agggegtett
cggcggaaac
acatcatagg
gaaatcggca

acgcgaacat

<210> 40

<211> 311

<212> PRT

<213> Labrenzia alexandrii

<400> 40

ccgteeggtt
tcggaccogg
cgccaccgga
ccecgtatcte
tgectTccaa
tgaageccgg
cgtygtcett
rcggattgac
ctctttecge
ggttettgea
ccattgecac
ccatctecte
gggccagata
taatgtccga
tgagcctgee
cgacggtgga

Tet ser Ser Thr gai Asp val

Gly Ala Ala ;Ep Met Gly Gly

Leu Pro §§1 Thr Asp Trp Gly

atccggacgg
cgcatcattt
cgtggtgatg
gatctcaagc
aacaccgett
ccctteggte
ggcctcaaac
actgeccgggc
gatctccgge
gtcccgggga
gtaggecttt
atcgctcaac
atggggcaaa
atggatcage
gcecatecac

ggacat

g Thr Asp Ile Ala Tyr
295

gcggeccatt
gaaaagatcc
aaaacttegt
ccotgttetg
tcagecgtea
acgttgccat
agacccttyg
gaaatccggt
cggatgacgt
tcgegegaac
cgcagececg
ccagagtcca
cgaaagaatg
ccccaatcrg

gcggcacegt

caaaataggc
ggtcatccac
cgctctcaaa
ccgecgatatc
ccagegtteg
catcatcgag
tgaaatcace
gcacggtett
gaacataggg
ccggcaccty
tcgeegocac
accgcagtte
caccatccaa
taacaggcaa

tggacaaatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936

Arg val Igr ITe Ser Asp Leu Ser Asn

15

Arg Leu Met Pro Ile Ser Glu Ala Ala

Leu Ile His Ser As

40

57

30

p Ile Thr Tyr Asp
45



val

Ala

65

Ser

Gly

Glin

Ala

Lys

Leu

Ala

Gly

Glu

Glu

val

Ala

Thr
305

val

50

Arg

Asp

Leu

val

Trp

130

Gly

ser

Gly

Asp

val

210

Ile

Ie

val

Asp

Leu

290

Glu

Pro

Phe

Glu

Arg

Pro

115

Cys

Ala

val

Leu

195

Lys

ser

Glu

Phe

Asp

275

His

Ile

val

Arg

Glu

Lys

100

Gly

val

His

Asn

Phe

180

Asp

Gly

Arg

Ile

Ile

260

Arg

Lys

ser

Leu

Arg

Met

85

Ala

Ser

Pro

val

Pro

165

Glu

Gly

Arg

Gln

Ile

Ala

Tyr

ES 2562458 T3

Asp Gly
55

ser Met
70

Glu Asp
Tyr val
Arg Asp

Tyr val
135

His Ile
150

Lys val
Ala Lys
Asn val
Thr Leu

215

Thr val
230

Ala Leu
Thr Sser

Phe Sear

Tyr Phe
295

318 "%

Ala

ASD

Ala

Ala

Pro

120

His

Ala

Lys

ASp

Thr

200

val

Leu

Ala

Gly

Asn

280

Glu

58

Phe

Glu

Leu

Met

105

Arg

val

Lys

Asn

His

185

Glu

Thr

Asp

Leu

Asp

Trp

Phe

Leu

Gln

90

val

Asp

Ile

Thr

Tyr

170

Gly

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

Ala

Arg

Arg

75

Ser

Thr

Cys

Arg

val

155

His

Ala

Pro

Glu

Ala

235

Glu

val

Pro

Ala

Leu

60

Leu

Leu

Ser

Lys

Pro

140

His

Trp

Glu

Gly

Ser

220

Ala

Phe

Ala

Gly

Arg

Pro

ASp

val

Arg

Asn

125

Glu

Arg

Gly

Thr

Phe

205

Gly

Glu

Phe

Pro

Pro

285

Pro

His

Pro

Ala

Gly

Gln

Ile

Ile

Asp

val

190

Asn

val

GlIn

Glu

val

270

Ile

Asp

Tyr

Gly

Ala

95

val

Phe

Ala

Ser

Phe

175

Ile

val

Leu

Gly

Ser

255

Thr

Thr

Asn

Leu

Leu

80

Thr

ASn

Phe

Glu

Pro

160

Thr

Leu

Phe

Glu

Leu

240

Asp

Arg

Thr

Arg



10

15

<210>41
<211>981
<212> ADN

<213> Burkholderia sp.

<400> 41

ttatgccggg
ctcccagtag
cggctgatcg
ttecgtcagec
ctcggegocg
cgtatagagc
gtcgcttteg
gagcttcatg
geggrtgtac
ctggaagaag
gcgatcgacg
ggcgttgcge
aaggaagaac
gttgcceege
gacgagcggg
atcrtcgtag
ctggacttga

<210>42
<211> 326
<212> PRT

accgacgaga
aggttgtgaa
tcgattgege
tcgcgcagct
atatcgaaga
tcceegttcot
tcgacgagaa
tccatccagt
agcrtgetga
aacggcacgg
ctcagcggge
acgaggttgt
ttcgccgacg
gagacggtga
acggtecgett
cggggrtcat

atgattgcca

<213> Burkholderia sp.

<400> 42

ES 2562458 T3

agtattcagc
tcttetegga
tgacgggcat
gggtcgeggt
cgctcotggeg
tggcgaaaaa
ccgeccagtce
ggaagttctt
tcagcagott
caadcgcgaa
cgcgggtgac
ggagaatcte
actcttccat
cgacatcgta
cggtgatgag
gcggagcgeg
t

cggctgcgeg
gatcgggecg
gatcccgect
gtacttgccy
cgtgatgeec
cacgttcgea
ctictoctge
ggccgtagga
cgageetege
catcgcgttc
gcaccaccag
cttgacctgg
gcgcgtgagg
ggccgegteg
gacgtagttg

agcatgeage

tgccatectyg
gggccgttge
gccgacgacy
atgttcacct
agcaggeage
ccggetgett
gtcatggcett
tcgaccgect
gtgcggacct
ttcatggege
acgtacgegt
tcgcgattga
tgatcgtcga
gcatgcagga
ccgtcacaga

gggttctegt

Tet Ala Ile Ile §1n val GIn GIn Ile Met His Glu

10

Ala Arg Ala ;50 His Glu Pro Arg ;gr Glu Asp Gly

Asp Gly ggn Tyr val Pro Ile Thr Glu Ala Thr val

Ala §3y Phe Leu His Ala A

55

40

sp Ala Ala Tyr Asp ggl

Arg Gly Aasn Phe Phe Arg Leu Asp Asp His Leu Thr
65 70 75

59

cccagegett 60
ggttgccgag 120
aggtgaatgc 180
tgatgccgag 240
cttcggeggg 300
cggtgaggtt 360
cgaacagcgce 420
tcgeggaaat 480
cgtegteage 540
cgcggtcgeg 600
ccttcaggec 660
acggattcte 720
gccggaagaa 780
atcetgegtc 840
aggcgetgcec 900
gcatgatctg 960

981

Ash Pro Leu His

15

ser Ala Phe Cys

30

Pro Leu val Asp

val Thr val Ser

Arg Met Glu g]u



ser

LysS

Tyr

ASD

Phe

145

Ile

Ala

Met

Leu

Leu

225

val

Tyr

Ser

Gly

Phe

<210> 43
<211> 954
<212> ADN

ser

Glu

val

Arg

130

Phe

ser

Lys

Thr

Thr

210

Tyr

Phe

Thr

Ala

Asn

280

Trp

Ser

Ala

Ile

Gly

Gln

Lys

ASD

Gln

195

Glu

Thr

ASp

Ala

Gly

Arg

Glu

ser

Lys

Leu

100

Trp

Ala

Ala

Leu

Phe

180

Glu

Ala

Pro

Ile

Thr

260

Gly

Asn

Lys

val

Phe

85

His

Cys

Met

Asp

LyS

Ala

Ala

Ala

245

GIn

Ile

Gly

Arg

Pro
325

<213> Burkholderia cenocepacia

ES 2562458 T3

Phe
Asn
val

Lys

Trp
Asp
Gly
Glu
230
Ala
Leu

Met

Pro

Trp
310

Leu

Leu

Thr

Asn

135

Glu

Arg

Met

Trp

Ala

215

Gly

Glu

Arg

Pro

Gly

Ala

Glu

val

Arg

Ala

val

Ile

Asp

Ala

200

Asn

Cys

Leu

Glu

val

280

Pro

Gly

60

Asn

Arg

105

Gly

Met

Arg

Ser

Met

185

val

val

Leu

Gly

Ala

265

Saer

Ile

Trp

Pro

90

Asn

Pro

Phe

Thr

Ala

170

Lys

Leu

Phe

Leu

Ile

Asp

Ala

Ser

His

Phe

Ala

Leu

Ala

Lys

Leu

val

Phe

Gly

Lys

Glu

Ile

Glu

Ala
315

Asn

Gly

sSer

Phe

140

Gly

Ala

Ala

Asp

Ala

220

Ile

val

Ala

Asp

Lys

300

Gln

Arg

Leu

val

125

Ala

ser

val

Leu

Glu

205

Lys

Thr

Asn

Phe

ASp

285

Ile

Pro

Asp

Lys

110

ASp

val

Asn

Asp

rPhe

190

Ser

Asn

Arg

Ile

Thr

270

Gln

His

Ala

Gln

95

Asp

Arg

Pro

l.eu

Pro

175

Glu

ASp

Gly

Gln

Gly

ser

Pro

Asn

Glu

val

Arg

Phe

Leu

160

Thr

Ala

ASn

Glu

Ser

240

Lys

Ser

Leu

Leu

Tyr
320
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<400> 43
tecageegtee gegtagrcga ccgccaggct ccacgecgga tcgecgtget tegeccagta 60
cgcgtcgaac agecggcgeyg teatcgygece cggacggecg tcgecgateg tegegtcgtt 120
cagecgogtg accggearga tgocgeogge cgtogacgtg atgaacactt cgtccgegtc 180
gcgeaactgt gcatcgtcga tgcgcgeage ctgggogtcg atgeccateg ccgtcgecagy 240
ctcgaacace gtctgecgeg tgatgccatg cagcacgecg cgotegggeyg toegeagecg 300
geegtegege acgacgaaca cgttgaaccc gggecctteg gcgatgetge cgtecgrgea 360
cttcagcagg accgactecg cgcccgogtc atageecttc agcageccgyg cgacgaggtc 420
cagccagtga tagttcttga tctgoggatc gaccgatteg ggcggaatyc gocgcacgtce 480
gtcgatcacyg tggaggtgca gcccttcgeg caactgocge tegttegega ccgatccgta 540
cggcaccgcg aacgcgatga actggttcac cgcatcgege gggtcgegge tgdaaggtcegg 600
cgacacgccyg cgcygtacaca geatctegac graggcgtgg €gcagecccg agcggcgeac 660
geattcgacyg aggatgtcge gcagcgcatc grcggtcaac ggcacgttca gocgcaaccg 720
cgcaagcgag cgcctgaatc gotcgatatg cttgtcgagq <ggaagaage ggccgttcca 780
aacatgcacg gtgtcgtacg tgacgtcgga gtgcagaaag <cccagtcga geaccgatac 840
gcgegegteg gcgatcggaa tgaagegycce gttcatgtag goggegccct gcggaaacgce 900
gggcgcttcg acggatggaa tgccatgatg ggccgaacgt gtctcccgog gcac 954
<210> 44
<211> 317
<212> PRT
<213> Burkholderia cenocepacia
<400> 44
Met Pro Arg Glu Thr Arg Ser Ala His His Gly Ile Pro Ser val Glu
1 5 10 15
Ala Pro Ala Phe Pro Gln Gly Ala Ala Tyr Met Asn Gly Arg Phe Ile
20 25 30
Pro Ile Ala Asp Ala Arg val ser val Leu Asp Trp Gly Phe Leu His
35 40 45
Ser Asp val Thr Tyr Asp Thr val His val Trp Asn Gly Arg Phe Phe
S0 55 60
Arg Leu Asp Lys His Ile Glu Arg Phe Arg Arg Ser Leu Ala Arg Leu
65 70 75 80
Arg Leu Asn val Pro Leu Thr Asp Asp Ala Leu Arg Asp Ile Leu val
85 90 95
Glu Cys val Arg Arg Ser Gly Leu Arg His Ala Tyr val Glu Met Leu

61



cys

val

Glu

145

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

225

Thr

Leu

Met

Gly

ASp
305

<210>45
<211> 864
<212> ADN

<213> Proteobacteria alfa

<400> 45

Thr

Asn

130

Arg

Arg

Leu

Ser

Phe

210

Gly

Ala

Arg

Pro

Pro

290

Pro

Arg

115

Gln

GIn

Ile

Asp

val

195

Asn

val

Met

Asp

val

275

Met

Ala

100

Gly

Phe

Leu

Pro

Leu

180

Leu

val

Leu

Gly

Ala

260

Thr

Thr

Trp

val

Ile

Arg

Pro

165

val

Leu

Phe

His

Ile

245

Asp

Arg

Arg

Ser

ES 2562458 T3

Ser

Ala

Glu

150

Glu

Ala

Lys

val

ASp

Glu

Leu

Arg

Leu
310

Pro

Phe

135

Gly

Ser

Gly

Cys

val

215

Ile

Ala

val

Asn

Leu

295

Ala

Thr

120

Ala

Leu

val

Leu

Thr

200

Arg

Thr

GIn

Phe

val

62

105

Phe

val

His

Asp

Leu

185

Asp

Asp

Arg

Ala

Ile

265

Ala

Asp

Asp

Ser

Pro

Leu

Pro

170

LyS

Gly

Gly

GIn

Ala

250

Thr

Thr

Ala

Tyr

Arg

Tyr

His

155

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

235

Arg

Ser

Ile

Tyr

Ala
315

Asp

Gly

val

Ile

Tyr

Ile

Leu

220

val

Ile

Thr

Gly

Trp

300

Asp

Pro

125

Ser

Ile

Lys

Asp

Ala

205

Arg

Phe

Asp

Ala

Asp

285

Ala

Gly

110

Arg

val

Asp

Asn

Ala

190

Glu

Thr

Glu

ASp

Lys

ASp

Ala

Asp

Tyr

175

Gly

Gly

Pro

Leu

Ala

255

Gly

Arg

His

Ala

Asn

val

160

His

Ala

Pro

Glu

Ala

240

Gln

Ile

Pro

Gly



ttaatattca
tatacgtttc
aacaggcatc

gtcgacagta

ggtttgeege
gatcgagaaa
ggcrgtgtet
gtaattcttg
cagatgcaaa
agctatgaag
tgtgcagatg
aatttctatg
ggaaaatcga
gtcataagte
gataggtagg

<210> 46
<211> 287
<212> PRT

actggatcac
gacaaaggce
acgceeecgg

atgtcttgcg

gtaattccca
atattgaatc
gctccacgtt
acggtaggat
ccacactcca
cagttttctg
aactcaacat
atttgcgett
tctaaatgat
gegtetgaat

tactgcccat

<213> Proteobacteria alfa

<400> 46

ES 2562458 T3

gatgtttacc
cgatattocc
cagtcgaggt

catgacatct

acaagacact
ctggCoctte
cgtaggeage
caacagagct
actgttcttt
catctcttgg
atgcattttt
tggtigtaagg
cacctaactt
gaagaaaccc

ccat

ttcattgtge
ggaagcaatt
tatgaagacc

aacttccaat

tacgteggge
ggacacgttyg
ataaagccct
tggtggaaty
gctggocact
atctcgactg
gagcttggac
aattgacata
gaaaaatgct

ataatccaaa

63

agctgcecaat
ggtcgttcgt
tcgteagegg

tettogeaaa

gttgaaacca
ccattaaggt
ttgaccatat
cgaacgacat
gaaccgaacg
aagttgggtg
aacgccacgce
tgcaaagegt
ccgececata

acggacaatt

aggcatgcat
caattcttgt
ttttaagcett

tgtcaaaaat

caccattggt
caatcagagt
¢caaccaatg
ccgtgatege
gaatggcaaa
acgttecrct
aattatgaag
ccattccacg
catgggcaac

tcgcctcaty

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
B64



Met

Asp

Trp

Arg

Ile

65

Ala

Arg

Phe

Ala

val

ASp

Tyr

Gly

Gly

50

Ile

Tyr

Asp

Gly

Ile

130

Lys

Gly

Gly

Gly

35

Met

Glu

val

Pro

Ser

115

Thr

Asn

Gln

Phe

20

Ala

Asp

Ile

Glu

ASp

Tyr

TYr

Leu

Phe

Ala

Leu

Phe

85

AsSp

Ala

val

His

ES 2562458 T3

Leu

His

Phe

Leu

His

70

Ala

ser

val

Trp

Pro

Ser

Lys

His

55

A3n

Cys

Glu

LysS

Arg

135

Leu

Ile

ASp

Leu

40

Met

Cys

Thr

Asn

Glu

120

Ile

Asp

64

His

Ala

25

Gly

ser

val

Arg

105

GlIn

Pro

Met

Glu

10

Thr

ASp

Ile

Ala

Gly

90

Phe

Leu

Pro

val

Ala

Tyr

His

Pro

Leu

75

Thr

Ile

Glu

Ser

Lys

Lys

ASp

Leu

TYr

60

ser

Ser

Ala

Cys

sSer

140

Gly

Leu

val

ASp

45

Thr

Lys

Pro

Phe

Gly

val

Leu

s5er

Ala

30

Arg

Lys

Leu

Asn

Ala

110

Leu

Asp

Tyr

val

15

His

Phe

Ala

Lys

Phe

95

Ile

His

Pro

Ala

Leu

val

Ser

Gln

Asnh

80

ser

Pro

Leu

Thr

Ala



145%

val

val

Ile

Thr

Ala

Trp

<210> 47
<211> 882
<212> ADN

Glu

sar

ser

Phe

210

Thr

Ala

ser

Gln

Arg

Glu

Thr

195

ASp

val

Gly

Gly

Leu
275

Ile

Asp

Gly

Asn
260

<213> Proteobacteria gamma

<400> 47

Ala

165

Pro

Asp

Cys

Lys

val

245

Ile

ASN

ES 2562458 T3

150

Asp

Gly

val

Glu

Leu

230

Met

Gly

Glu

Thr
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atgagtgacy agcccattat ctatatcaac ggtgactatc ttccactgtc tcaggcgcgg 60
gtatccccgg tggatcaggg attcctgctc ggtgatggeg tattcgatgt ggtctccgec 120
tggaagggca acatcttcaa getcgacgec catctcgatc ggttctttga ctcgattcag 180
gccgegegac tcaatcacga catgagtcga gacgcgtgga aggaagegat catcgaaacc 240
acgcgtcgca atggactcga cgatgectcg attcgettta tegtgacccg €ggcgagece 300
aaaggggtgg tigctgatcc ccgggatttt aaaccgacgt gcatcgtctg ggtggogoct 360
tatatcttce tcgoggatga ggagaaacygc cgcaatggta ttcgectgat gattagegeg 420
acgcggggtt tccctgctga caccctggac cctcgttaca aatgoctcga cogectgeat 480
tcacagctga ttcggottga ggccctggag gegggttatg acgatgcgct ttggctegat 540
cattccggtc acgtgtccga gtcagcageg agcaacctgt ttatcgtcaa gaatggtgtg 600
ttgtacacce cttcagcagy aattctgcgec ggcattacac gggacaccat tctcogagetc 660
gcgaccgage tggacatccc ctggadagag cgacagctca gtgegttcga tgtctatate 720
gccgatgagg tcttcacctg cagcacagcg ggtggcegcgce ttccggtcag ggaggtegcea 780
ggtcgaacga ttcgcggcac aacccccggc ccgattacce aggecaatcga caacgcgtat 840
tgggcgatgc grgaaacaga ccggtacgeg acgcegcttt aa 882

<210> 48

<211> 293

<212> PRT

<213> Proteobacteria gamma

<400> 48
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10

15

225

Ala Asp

Arg Glu

Thr GIn
275

Tyr Ala
290

<210> 49

<211> 1014

<212> ADN

<213> Mycobacterium vanbaalenii

<400> 49

atgggcattg
gatacaccgg
tttgccggtg
agcatttitg
catggcaata
ctgcgtctyg
agcctgagec
tgtaaaggcg
tatctgtggg
catgttcgtc
gatctgaccg
gatgccgata
aaactggcaa
attgccggtg
gatgccgatg
gatggtgttc
ttttgggcac

ataccggcac
caggcagcegt
grgttgcatyg
ataccggttt
trtttcgtct
atagcggtta
agctgcgtga
aaaaagatct
catttcctec
gtgccggtcy
cagcaagett
attgtgttge
gcccgagecg
caatgggtat
aaattatggc
cgattggtga

tgatggatga

<210> 50

<211> 337

<212> PRT

<213> Mycobacterium vanbaalenii

<400> 50
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230

Thir Pro Leu

cagcaatctg
tattcagtat
gattgaaggt
tggrcatagc
gggcgatcat
taccaaagat
aagcttigtt
gagcaaactg
ggcagagcag
taataccote
tgaagcaaaa
agaaggtccg
taatgcactg
tgaagcagca
agttaccacc
tggtgaaccg

accrggrecy

265

280

gttgcagttg
agcgattatg
gaatatcrtge
gatctgacct
ctggatcgtc
gaactggccyg
aatctgacca
acccatcagg
atttttggca
gatccgacca
gatcgtggtg
ggttttaacg
ccgggtatta
ctgcgtgatg
gcaggcggtg
ggtccggtta

ctgattgaag

235

aaccgggtyce
aaattgatta
ctgcagaaga
ataccgttgce
tgctggatgg
atattaccaa
ttacccgtgyg
tgtatattta
ccaccgeagt
ttaaaaatta
cacgtaccgce
tgtgcattgt
cacgtaaaac
ttaccagcca
ttaccccgat
ccgtrgecat

caattcagta

270

aattcgtgaa
tagcagcecy
tgcaaaaatt
acatgtttgg
tgcacgtaaa
aaaatgtgtg
ttatggtaaa
tgccatteeg
tgttcogegt
tcagtggggt
aattctgatg
gaaagatggt
cgtgtttgaa
tgaactgtat
taataccctg
tcgtgatcgt

ttaa

240

Glu val phe Thr Cys Ser Thr Ala Gly Gly Ala Leu Pro val
245 250 255

val gég Gly arg Thr Ile Arg Gly Thr Thr Pro Gly Pro Ile

Ala Ile Asp Asn Ala Tyr Trp Ala Met Arg Glu Thr Asp Arg
285

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1014

Met Gly Ile Asp Thr Gly Thr Ser Asn Leu val Ala val Glu Pro Gly
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Ala Ile Arg Glu Asp Thr Pro Ala Gly Ser val Ile GIn Tyr Ser Asp
20 25 30

Tyr Glu Ile Asp Tyr Ser Ser PEO rPhe Ala Gly Gly v§1 Ala Trp Ile
35 4 4

Glu ggy Glu Tyr Leu Pro ?}a Glu Asp Ala Lys é%e Ser Ile Phe Asp

Thr Gly Phe Gly His Ser Asp Leu Thr Tyr Thr val Ala His val Trp
65 70 75 80

His Gly Asn Ile Phe Arg Leu Gly Asp His Leu Asp Arg Leu Leu Asp
85 90 95

Gly Ala Arg Lys Leu Arg Leu Asp Ser Gly Tyr Thr Lys Asp Glu Leu
100 105 110

Ala asp Ile Thr Lys Lys Cys val Ser Leu Ser GIn Leu Arg Glu Ser
115 120 125

Phe val Asn Leu Thr Ile Thr Arg Gly Tyr Gly Lys Arg Lys Gly Glu
130 135 140

Lys Asp Leu Ser Lys Leu Thr His Gln val Tyr Ile Tyr Ala Ile Pro
145 150 155 160

Tyr Leu Trp Ala Phe Pro Pro Ala Glu Gln Ile Phe Gly Thr Thr Ala
165 170 175

val val Pro Arg His val Arg arg Ala Gly arg Asn Thr val Asp Pro
18 185 190

Thr I1e Lys Asn Tyr GIn Trp Gly Asp Leu Thr Ala Ala Ser pPhe Glu
195 200 205

Ala Lys asp Arg Gly Ala Arg Thr Ala Ile Leu Met Asp Ala Asp Asn
210 21 220

Cys val Ala Glu Gly Pra Gly Phe Asn val Cys Ile val Lys asp Gly
225 230 235 240

Lys Leu Ala Ser Pro Ser Arg Asn Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys
245 250 255

Thr val Phe Glu Ile Ala Gly Ala Met Gly Ile Glu Ala Ala Leu Arg
260 265 270

Asp val Thr Ser His Glu Leu Tyr Asp Ala Asp Glu Ile Met Ala val
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275 280 285

Thr Thr Ala Gly Gly val Thr Pro Ile Asn Thr Leu Asp Gly val Pro
290 295 300

Ile Gly Asp Gly Glu Pro Gly Pro val Thr val Ala Ile Arg Asp Arg
305 310 315 320

Phe Trp Ala Leu Met Asp Glu Pro Gly Pro Leu Ile Glu Ala Ile Gln
325 330 335

TYF
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para la preparacion de una transaminasa w selectiva de (R), que comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar al menos una secuencia de biomolécula incognita de al menos una transaminasa w selectiva de
(R) y al menos un banco de biomoléculas,

b) cribar el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula incégnita para identificar un grupo de
primeras secuencias de biomolécula diana, en donde las primeras secuencias de biomolécula diana tienen un
grado de identidad de secuencia de al menos un 20 % con la secuencia de biomolécula incégnita, que se calcula
a nivel de aminoécidos,

c) seleccionar en el grupo de las primeras secuencias de biomolécula diana un grupo de segundas secuencias
de biomolécula diana, que no comprende, a nivel de aminoacidos, al menos uno de los siguientes motivos de
secuencia de aminoacidos c1) a c3) siendo

cl) en las posiciones 95 a 97 una secuencia de aminoacidos Tyr Xal Xa2, siendo Xal un aminoacido lle, Val,
Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys o

c2) en las posiciones 97 a 99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido y en la
regiéon desde la posicion 105 a 111 una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 un aminoacido,
siendo preferentemente His o

c3) en la posicion 38 Thr, en la posicion 97 Lys y en las posiciones 107 a 109 una secuencia de aminoacidos
Arg Xa4 Xab, siendo Xa4 un aminodcido, siendo preferentemente Gly, y siendo Xa5 un aminoéacido, siendo
preferentemente Tyr

y que comprende

c4) en la posicion 95 otro aminoacido distinto de Tyr, Arg, Lys, o en la posicion 95 Tyr, pero en la posicion 97
ni Arg niLysy

¢5) en la posicion 40 ni Lys ni Arg y

c6) en la region desde la posicién 161 a 165 al menos una Lys

para identificar un grupo de segundas secuencias de biomolécula diana y

d) proporcionar una biomolécula que tiene una segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa
¢) y siendo, o codificando al menos parcialmente, una proteina con la actividad de una transaminasa w selectiva
de (R).

2. Un proceso para cribar una transaminasa w selectiva de (R) que comprende las etapas a) a ¢) de la reivindicacién
1.

3. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que la biomolécula es una proteina y la secuencia de
biomolécula es una secuencia de aminoacidos.

4. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que la biomolécula es una molécula de ADN y la
secuencia de biomolécula es una secuencia de ADN.

5. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el banco de biomoléculas
es una base de datos de biomoléculas y la base de datos de biomoléculas se criba en la etapa b) con una
herramienta de alineamiento de secuencias de biomoléculas, en particular BLAST.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 4 y 5, en el que la proteina o la molécula
de ADN proporcionadas en la etapa d) se proporcionan por sintesis de novo.

7. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 4, en el que el banco de biomoléculas es
un banco genético y el banco genético se criba en la etapa b) con una molécula de secuencia de ADN incégnita.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que en la etapa c) se utilizan cebadores de secuencia de ADN
para seleccionar el grupo de segundas secuencias de biomolécula.

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia de

biomolécula incégnita es una secuencia que representa la totalidad o parte de una transaminasa w selectiva de (R)
funcional.
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Figura 1 - B3Api convencional
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Figura 2 - Sintesis asimétrica de B3APi
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Figura 3 - Sintesis asimetrica de C3AP
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Figura 4 - Sintesis asimétrica de MPPA
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Figura 5 - Sintesis asimétrica de B3AP
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