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DESCRIPCION
Construccion de variantes nuevas de dextransacarasa DSR-S mediante ingenieria genética

La presente invencion se refiere a un proceso recombinante para la produccion de dextransacarasas truncadas y/o
mutadas a la vez que conservan su actividad enzimatica y/o conservan su especificidad para sintetizar enlaces a-1,
6. Mas exactamente, la presente invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos de dextransacarasas
truncadas o mutadas, vectores que contienen dichas secuencias de acidos nucleicos y células hospedadoras
transformadas mediante secuencias que codifican dextransacarasas truncadas o mutadas. En un aspecto adicional,
la invencion se refiere a un método para producir, de una manera recombinante, dextransacarasas truncadas y/o
mutadas que conservan su actividad enzimatica y/o conservan su especificidad para sintetizar enlaces a-1, 6 en el
producto final, y a métodos para producir dextranos o isomalto-oligosacaridos, en una Unica etapa, con una masa
molar controlada y dextranos con propiedades reoldgicas modificadas, especialmente en comparacion con las
propiedades de los dextranos obtenidos con la enzima nativa.

Campo de la invencion

Los dextranos son a-D-glucanos con diversas estructuras, que comprenden unidades glicosilo contiguas, de las
cuales mas de un 50% tienen enlaces a-1,6 en la cadena principal y ramificaciones a-1,2, a-1,3 y/o a-1,4 [1]. Las
enzimas que producen tales dextranos a partir de sacarosa se denominan dextransacarasas, y pertenecen a la
familia de glicosido hidrolasas 70 [2]. Durante la reaccion, la fructosa obtenida a partir de la sacarosa se libera y se
puede modificar en otra parte. Las dextransacarasas son producidas por bacterias lacticas de los géneros
Leuconostoc, Streptococcus 'y Lactobacillus [1].

La dextransacarasa (DSR-S) de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F contiene 1.527 aminoacidos [3]: Esta
enzima cataliza la sintesis de homopolimeros de glucosa con mas de un 95% de enlaces a-1,6. La produccion de
dextrano se puede redirigir hacia la de oligosacaridos o conjugados glucosilados afiadiendo un aceptor adecuado a
la mezcla de reaccion [4].

El niumero de aplicaciones industriales para los dextranos y los derivados de dextranos esta creciendo, en particular
para los dextranos con un tamafo especifico. Los dextranos con un tamafo en el intervalo de 70.000 a 100.000 Da
se usan, por ejemplo, como un sustituto del plasma [5, 31]. Ademas, el dextrano de 40.000 Da se usa para mejorar
el flujo sanguineo, muy probablemente reduciendo la viscosidad de la sangre e inhibiendo la agregacion eritrocitaria
[6,8]. Tras la sulfatacion, los dextranos mas pequefios de alrededor de 10.000 daltons, por ejemplo, se usan como
transportadores de hierro [7] o anticoagulantes [8]. Esos compuestos pueden tener propiedades antivirales [9, 10].

Ademas, los derivados de dextranos reticulados se han usado durante mucho tiempo en el campo de la separacion
molecular; se han comercializado soportes de cromatografia con el nombre comercial Sephadex® desde 1961 [6].

Ademas, la Union Europea ha aprobado recientemente el uso de dextrano como ingrediente alimentario en
pr%ductos de panaderia cuando contienen mas de un 95% de enlaces a-1,6 y tienen una masa molar de mas de 2 x
10° Da [15].

La dextransacarasa puede producir también isomalto-oligosacaridos (IMO) por medio de una reaccion de aceptor.
Las reacciones de aceptor llevadas a cabo por las glucansacarasas consisten en la transferencia de residuos de
glucosilo de sacarosa a otras moléculas afadidas al medio de reaccion. Esto tiene un interés comercial creciente, en
particular en Japon, en donde la demanda de isomalto-oligosacaridos representa alrededor de quince mil toneladas
por afio [11]. Tales IMOs pequefios (GP 2 a 6) se usan en articulos de panaderia, para bebidas, en el sake, en
condimentos, en pasteleria y como edulcorantes anticariogénicos. También se ha demostrado que dichos IMOs
tienen propiedades prebidticas que son Utiles con respecto a la flora intestinal y/o vaginal [12, 13]. Estas propiedades
parecen variar con el tamafio de los IMOs, y se favorecen mediante grados elevados de polimerizacion [14].

La unica fuente comercial y habitual de dextranos consiste en el cultivo de L. mesenteroides NRRL B-512F con
sacarosa, que conduce a la formacion de polimeros de masa molar elevada de alrededor de 108 Da. La sintesis
directa de dextranos mas pequefios de 10000 a 100000 Da es imposible actualmente. Los dextranos se producen
actualmente de manera convencional mediante la hidrdlisis acida de polimeros nativos de masa molar elevada,
seguida por el fraccionamiento mediante el uso de disolventes organicos. Esta segunda etapa, sin embargo, es
famosa por sus bajos rendimientos [19].

Desde un punto de vista comercial, los IMOs de GP 2 a 6 no se producen mediante una reaccion de aceptor con
dextransacarasa DSR-S y glucosa debido a los bajos rendimientos de la reaccion, sino a partir de hidrolizados de
almidon y una mezcla de a-amilasas y glucosidasas [11].

Monchois et al [16] describen deleciones carboxi-terminales de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-512F y concluyen que el papel del dominio C-terminal es facilitar la transferencia de dextrano vy
oligosacaridos fuera del sitio activo.

La patente de Estados Unidos US-A-5.229.277 describe un proceso para producir polimeros de dextrano que tienen
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una masa molar baja homogénea mediante el uso de Leuconostoc mesenteroides y un microorganismo mutante de
Lipomyces starkeyi ATCC 74054, que es una levadura que tiene actividad dextranasa, una enzima especifica de la
hidrdlisis de enlaces a-1,6 de dextrano. Ese método requiere condiciones de cultivo particulares y una duracion y
temperatura reguladas con exactitud, de forma que la actividad dextranasa reduzca la masa molar de los dextranos.
Los polimeros de dextrano producidos mediante ese método tienen una masa molar en el intervalo de 40.000 y
150.000 Da.

Arglllo-Morales et al., ANTONIE VAN LEEUWENHOEK, vol. 87 n° 2 (febrero de 2005) pags. 131-141 describen dos
formas activas de dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-512 que tienen pesos moleculares de 155 y
129 kDA. Estas dextransacarasas surgen de la escision proteolitica de un precursor de 170 kDA, y se comportan en
las disoluciones como fluidos newtonianos.

Lo anterior demuestra que existe una necesidad de produccién de dextranos con una masa molar de alrededor de
10.000 a 100.000 Da mediante el uso de un método mas rapido con un mejor rendimiento, que no requiera en
particular ni hidrélisis acida ni fraccionamiento.

La presente invencion se refiere a dextransacarasas producidas de manera recombinante, que estan truncadas y/o
mutadas, a la vez que conservan su actividad enzimatica y/o conservan su especificidad para sintetizar enlaces o-1,
6, o variantes truncadas de dextransacarasa que producen dextranos con una masa molar controlada. Mas
exactamente, conservan la especificidad de unién de la DSR-S nativa y/o conservan su especificidad para sintetizar
enlaces a-1, 6 y, partiendo de sacarosa, producen dextranos de masa molar elevada con propiedades texturizantes
interesantes y/o dextranos e IMOs con una masa molar controlada.

La presente invencion también se refiere a proporcionar secuencias de acidos nucleicos de dextransacarasa
truncada y/o mutada, vectores y células hospedadoras transformadas mediante dichos vectores, y secuencias de
aminoacidos de dextransacarasas truncadas y/o mutadas.

En particular, como sera evidente a partir de los Ejemplos, ciertas dextransacarasas producen polimeros con
propiedades texturizantes interesantes, es decir, sustancialmente superiores a las del polimero producido mediante
la enzima nativa; otras producen dextranos e isomalto-oligosacaridos con una masa molar controlada. La isomaltosa
se produce mediante al menos una dextransacarasa truncada y mutada.

Los aspectos adicionales de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion y Ejemplos, o
de las implementaciones preferidas.

Compendio de la invencion

En un primer aspecto, como se describe en la presente memoria, se describe una secuencia de nucleétidos de o
que consiste en una secuencia de nucledtidos segun la Figura 1 (SEQ ID N° 1), una secuencia de nucledtidos
segun la Figura 2 (SEQ ID N°: 2), una secuencia de nucleétidos segun la Figura 3 (SEQ ID N°: 3), una secuencia de
nucleotidos segun la Figura 4 (SEQ ID N°: 4), una secuencia de nucleétidos segun la Figura 5 (SEQ ID N°: 5), una
secuencia complementaria de una de las secuencias con SEQ ID N°: 1, 2, 3, 4 o 5 0 una secuencia que hibrida con
una secuencia con SEQ ID N° 1, 2, 3, 4 o 5 en condiciones de hibridacién rigurosas, con tal de que conserve la
actividad enzimatica de dextransacarasa.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a secuencias de nucleétidos de dextransacarasa que consisten en
una secuencia de nucleotidos seleccionada del fragmento de SEQ ID N°: 1 de la posicion 373 a la posicion 4269
(SEQ ID N°: 17), el fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 2 de la posicién 373 a la posicion 4005 (SEQ ID N°:18), el
fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 3 de la posicion 373 a la posicion 3408 (SEQ ID N°:19), el fragmento de la
secuencia SEQ ID N°: 4 de la posicion 373 a la posicion 3018 (SEQ ID N°:20), y el fragmento de la secuencia SEQ
ID N°: 5 de la posicion 373 a la posicion 4269 (SEQ ID N°:21).

También se refiere a secuencias de nucleétidos que consisten en una secuencia de nucleétidos seleccionada de una
secuencia de nucledtidos complementaria de longitud completa del fragmento de SEQ ID N°: 1 del nucleétido de la
posicion 373 al de la posicion 4269, una secuencia de nucledtidos complementaria de longitud completa del
fragmento de SEQ ID N°: 2 del nucledtido de la posicion 373 al de la posicion 4005, una secuencia de nucledtidos
complementaria del fragmento de SEQ ID N°: 3 del nucledtido de la posicion 373 al de la posicion 3408, una
secuencia de nucledtidos complementaria de longitud completa del fragmento de SEQ ID N°: 4 del nucleétido de la
posicion 373 al de la posicion 3018 y una secuencia de nucledtidos complementaria de longitud completa al
fragmento de SEQ ID N°: 5 del nucledtido de la posicion 373 al de la posicion 4269.

También se refiere a secuencias de nucledtidos que hibridan en condiciones rigurosas con una secuencia de
nucledtidos seleccionada del fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 1 de la posicion 373 a la posicion 4269, el
fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 2 de la posicion 373 a la posicién 4005, el fragmento de la secuencia SEQ ID
N°: 3 de la posicidon 373 a la posicion 3408, el fragmento de la secuencia SEQ ID N° 4 de la posicion 373 a la
posicion 3018, y el fragmento de la secuencia SEQ ID N° 5 de la posicion 373 a la posicion 4269, con tal de que
conserven la actividad enzimatica de dextransacarasa, y dichas secuencias de nucleétidos que hibridan con él
tienen el mismo nimero de nucleétidos e hibridan a lo largo de la longitud completa del fragmento.
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En la presente memoria se describen secuencias de nucleétidos que codifican una proteina que consiste
basicamente o que consiste en secuencias de aminoacidos consecutivos de cualquiera de SEQ ID N°s:6 a 10 0 22 a
26.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a vectores, por ejemplo plasmidos, y células hospedadoras
transformadas mediante dichos vectores y que contienen dicha secuencia de acidos nucleicos de dextransacarasa
truncada y/o mutada, en particular las variantes de los Ejemplos.

En un aspecto adicional de la presente invencion, la presente invenciéon se refiere a una proteina codificada
mediante dicha secuencia de nucleétidos de dextransacarasa truncada y/o mutada seleccionada del fragmento de
SEQ ID N°: 6 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicién 1423 (SEQ ID N°: 22), el fragmento de
SEQ ID N°: 7 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicién 1335 (SEQ ID N°: 23), el fragmento de
SEQ ID N°: 8 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicién 1136 (SEQ ID N°: 24), el fragmento de
SEQ ID N°: 9 del aminoacido de la posicidon 125 al aminoacido de la posicién 1006 (SEQ ID N°: 25), y el fragmento
de SEQ ID N°: 10 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1423 (SEQ ID N°: 26).

Ademas, la invencién se refiere a una dextransacarasa truncada y/o mutada que consiste basicamente o que
consiste en una de las secuencias descritas en la presente memoria, en particular seleccionadas del fragmento de
SEQ ID N°: 6 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posiciéon 1423 (SEQ ID N°:22), el fragmento de
SEQ ID Ne°: 7 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1335 (SEQ ID N°:23), el fragmento de
SEQ ID N°: 8 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posiciéon 1136 (SEQ ID N°:24), el fragmento de
SEQ ID N°: 9 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1006 (SEQ ID N°:25), y el fragmento de
SEQ ID N°: 10 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1423 (SEQ ID N°:26).

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a la preparacion de una dextransacarasa mutada y/o truncada
mediante el cultivo de células hospedadoras que contienen una dextransacarasa truncada y/o mutada en
condiciones que permiten la expresion de una dextransacarasa, y aislando dicha dextransacarasa del medio de
cultivo.

En la presente memoria se describe un método para producir dextranos y/o isomalto-oligosacaridos (IMO) con una
masa molar controlada haciendo reaccionar una dextransacarasa mutada y/o truncada con sacarosa y
opcionalmente un aceptor, para obtener dichos dextranos o IMO con una masa molar controlada, que incluye
isomaltosa.

También se describe un método para la produccion directa de IMOs basicamente a partir de sacarosa. El término
"basicamente”, tal como se usa en la presente memoria, significa que no es necesario emplear el aceptor en la
reaccion.

Los dextranos de masa molar elevada tienen propiedades reolégicas modificadas en comparacion con las del
dextrano sintetizado mediante una enzima nativa, en particular una naturaleza no newtoniana, fibrosa y/o gelificante.

Finalmente, se describen composiciones que comprenden los dextranos obtenidos mediante el uso de dichas
dextransacarasas y el uso de dichas dextransacarasas para la produccion de dextranos e isomalto-oligosacaridos
con una masa molar controlada en el intervalo de 342 y 10° Da. Mas exactamente, también se describen (i)
isomaltosa (342 Da), (ii) isomalto-oligosacaridos de 342 a 5.000 Da, (iii) dextranos con un tamafo controlado de
1.300 a 52.000 Da, mas exactamente 5.000 a 22.000 Da, y centrados en alrededor de 10.000 Da, (iv) dextranos con
un tamafio controlado de 7.000 a 1,7 x 10° Da, mas exactamente entre 22.000 y 70.000 Da, centrados en alrededor
de 40.000 Da.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos y nucleétidos de una dextransacarasa DSR-S vardel A4N
truncada con un marcador de tiorredoxina en la posicion 5' terminal de la secuencia y marcadores de 6 histidinas en
la posicién 3' terminal de la secuencia, asi como brazos espaciadores entre los marcadores proteicos y la secuencia
que codifica la dextransacarasa.

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos y nucleétidos para una DSR-S vardel A3 truncada con un
marcador de tiorredoxina en la posicion 5' terminal de la secuencia y marcadores de 6 histidinas en la posicion 3'
terminal de la secuencia, y brazos espaciadores entre los marcadores proteicos y la secuencia que codifica la
dextransacarasa.

La Figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos y nucleétidos para una DSR-S vardel Core truncada con un
marcador de tiorredoxina en la posicion 5' terminal de la secuencia y marcadores de 6 histidinas en la posicion 3'
terminal de la secuencia, y brazos espaciadores entre los marcadores proteicos y la secuencia que codifica la
dextransacarasa.

La Figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos y nucleétidos para una DSR-S Core AA truncada con un marcador
de tiorredoxina en la posicion 5' terminal de la secuencia y marcadores de 6 histidinas en la posicion 3' terminal de la
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secuencia, y brazos espaciadores entre los marcadores proteicos y la secuencia que codifica la dextransacarasa.

La Figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos y nucleotidos para una DSR-S vardel A4N mutante SEV663YDA
con un marcador de tiorredoxina en la posicién 5' terminal de la secuencia y un marcador de 6 histidinas en la
posicion 3' terminal de la secuencia, y brazos espaciadores entre los marcadores proteicos y la secuencia que
codifica la dextransacarasa.

La Figura 6 es una representacion esquematica de las variantes truncadas de DSR-S y su actividad relativa. Los
cuatro dominios diferentes (i) a (iv) de DSR-S corresponden a: (i) péptido sefial, (ii) regiéon variable; (iii) dominio
catalitico y (iv) dominio C-terminal, asi como las unidades repetitivas A, C y N (en las cajas sombreadas) localizadas
de acuerdo con Monchois et al, 1998 [16].

La Figura 7 (A, B) muestra transferencias de Western anti-tiorredoxina (A) y anti-6xHis (B) llevadas a cabo con una
DSR-S vardel A4N producida mediante E. coli TOP10 a 23 °C.

La Figura 8 muestra un gel de electroforesis después de tefiir las proteinas con azul coloidal en extractos de DSR-S
vardel A4N durante la purificacion de afinidad con una resina de niquel (Probond, Invitrogen). El carril 1 corresponde
al sobrenadante de sonicacion de E. coli TOP10 al final del cultivo; el carril 2 corresponde al efluente obtenido tras la
union de las proteinas marcadas con 6xHis a la resina, el carril 3 corresponde a la fraccion de elucion y el carril 4
corresponde a la fraccion de elucion después de eliminar los agregados.

La Figura 9 muestra los perfiles de elucion obtenidos mediante HPSEC de dextranos producidos mediante la
preparacion de a) DSR-S nativa de L. mesenteroides NRRL B-512F, b) DSR-S recombinante completa, c) DSR-S
vardel A4N antes de la purificacion y d) DSR-S vardel A4N purificada. El pico 1 corresponde al polimero de masa
molar elevada (MME), el pico 2 a fructosa, glucosa y oligosacaridos con un GP menor que 7, no separados por el
sistema. Entre esos dos picos, las perturbaciones de la linea base reflejan la presencia de dextranos con un tamafio
intermedio (entre 10° y 10’ Da) a una concentracién muy baja.

La Figura 10A-E muestra los espectros obtenidos mediante RMN de protdn con dextranos sintetizados mediante A)
DSR-S nativa de L. mesenteroides NRRL B-512F, B) la DSR-S recombinante completa, C) DSR-S vardel A4N antes
de la purificacién y D) DSR-S vardel A4N después de la purificacion. El espectro E) es un espectro de carbono-13
del dextrano sintetizado mediante DSR-S vardel A4N purificada.

La Figura 11 corresponde al cromatograma de HPAEC-PAD de los productos de digestion mediante el uso de
endodextranasa (dasa) de los cuatro dextranos sintetizados mediante DSR-S nativa, DSR-S recombinante completa
y DSR-S vardel A4N, antes y después de la purificacion.

La Figura 12 muestra el comportamiento reoldgico de cuatro dextranos sintetizados mediante DSR-S nativa (1)
antes y (2) después de una tension de corte, DSR-S recombinante completa (3) antes y (4) después de la aplicacion
de una segunda serie de tensiones de corte, DSR-S vardel A4N (6) antes y (7) después de la aplicacion de una
segunda serie de tensiones de corte, DSR-S vardel A4N purificada (5) en la que A) representa la medida de la
viscosidad en flujo, B) medidas de la viscosidad en modo dinamico (oscilaciones entre 0 y 10 Pa), antes de
determinar los médulos de conservacion G' y disipacion G" de energia para los dextranos sintetizados mediante las
preparaciones de DSR-S vardel A4N sin purificar (° y e; comportamiento de tipo disolucion, G'< G"; a un 5% de
deformacion) y preparacion purificada (o y m; comportamiento de tipo gel G' > G"; 0,4% de deformacion).

La Figura 13 muestra un cromatograma de HPAEC-PAD de los productos sintetizados mediante DSR-S vardel A4N
mutante SEV663YDA con 100 g/I de sacarosa sola (A) o mediante una reaccién de aceptor con 100 g/l de sacarosa
y 50 g/l de glucosa (B). El simbolo G significa glucosa, F: fructosa, l»: isomaltosa, I13: isomaltotriosa, N/M: nigerosa o
maltosa (no separadas por el sistema de HPAEC-PAD), y el simbolo "?" corresponde a los productos con una
estructura desconocida.

La Figura 14 muestra el cromatograma de HPSEC de dextranos sintetizados mediante DSR-S vardel A3 a 20 °C y
10 °C. Las flechas corresponden a los tiempos de retencién de dextranos comerciales de 2 x 10° Da, 70.000 y
10.000 Da que sirvieron como referencias.

La Figura 15 muestra el cromatograma de HPSEC de dextranos sintetizados a 20 °C con 100 g/l de sacarosa y con
1 U/ml de (1) DSR-S vardel A4N, (2) DSR-S vardel A3, (3) DSR-S vardel Core y (4) DSR-S Core AA y el perfil de
elucién (5) de un dextrano comercial de 10.000 Da (Sigma).

La Figura 16 muestra el perfil de HPAEC-PAD de dextranos sintetizados a 20 °C con 100 g/l de sacarosa y con 1
U/ml de DSR-S vardel A4N (1), DSR-S vardel A3 (2), DSR-S vardel Core (3) y DSR-S vardel Core AA (4).

La Figura 17 muestra el perfil de HPAEC-PAD (A) y la distribucién (B) de IMOs producidos mediante una reaccion de
aceptor a 20 °C con las variantes DSR-S vardel A4N (1), DSR-S vardel A3 (2), DSR-S vardel Core (3) y DSR-S
vardel Core AA (4). G: glucosa; F: fructosa; L: leucrosa; T: trehalulosa; 12 a 120: isomalto-oligosacaridos con GP 2 a
GP 20. El recuadro de la Figura B corresponde a una ampliacion de los IMOs de GP de 15 a 27.
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Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La expresién "enzima que tiene actividad enzimatica de dextransacarasa", tal como se usa en la presente invencion,
significa una enzima que cataliza la conversion de sacarosa en oligésidos y polidsidos que comprenden mas de un
50% de unidades glucosilo unidas mediante enlaces a-1,6 con un tamafio en el intervalo de 342 y 10° Da, y mas en
particular dextranos e isomalto-oligosacaridos que comprenden mas de un 95% de enlaces o-1,6. Esta conversion
puede tener lugar en presencia o ausencia de aceptores externos tales como maltosa, glucosa, isomaltosa o
fructosa o isomalto-oligosacaridos. Maltosa, isomaltosa y glucosa son los aceptores preferidos en la presente
invencion. La actividad enzimatica de las dextransacarasas de la presente invencién se puede medir como se
describe en los Ejemplos.

Las expresiones "nucledtidos”, "polinucledtidos”, "acidos nucleicos" y "oligonucledtidos”, tal como se usan en la
presente memoria, son |ntercamb|ables e incluyen, sin limitacion, secuencias de ARN, ADN, ADN/ARN que
comprenden mas de un nucledtido en una cadena simple o en forma de una cadena doble. Las secuencias de
polinucledtidos de la presente invenciéon se pueden preparar mediante cualquier método conocido que incluye, sin
limitacién, cualquier método de sintesis recombinante y cualquier método de generaciéon ex vivo, asi como las
combinaciones de esos métodos.

El término "truncado", tal como se usa en la presente memoria, significa que se ha acortado al menos uno de los
extremos N- o C-terminales de la secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos. Ese acortamiento se puede
llevar a cabo mediante el uso de enzimas de restriccion, enzimas proteoliticas o de manera sintética, lo que incluye
mediante amplificacion especifica de secuencias de nucleétidos, en particular mediante PCR.

La expresion "dextransacarasa purificada", tal como se usa en la presente memoria, significa una dextransacarasa
que tiene solamente una forma activa de dextransacarasa en las preparaciones, que tiene un grado de pureza
proteica de al menos un 70% o 85% 0 95%.

La expresion "propiedad texturizante original interesante”, tal como se usa en la presente memoria, significa las
propiedades reoldgicas de los dextranos de la invencién que, en comparacion con los dextranos sintetizados
mediante una enzima nativa en las mismas condiciones, por ejemplo, exhiben un comportamiento no newtoniano,
especialmente un comportamiento de tipo gel o fibroso. Un "polimero de tipo gel" se caracteriza en la presente
memoria por las medidas reoldgicas en modo dinamico, con la deteccién de los médulos de conservacion de energia
(G') y de disipacion de energia (G"). Para un gel, G' es mayor que G" a lo largo de todo el intervalo de frecuencias
estudiado, como sera evidente en el Ejemplo 5. El caracter fibroso se puede identificar a simple vista. Los dextranos
fibrosos de la invencion cambian de comportamiento de tipo disolucion a comportamiento de tipo gel tras la
aplicacién de una segunda serie de tensiones de corte, como se observara también en el Ejemplo 5.

Las siguientes abreviaturas usadas en la presente memoria tienen los significados siguientes: DSR-S para
dextransacarasa de L. mesenteroides NRRL B-512F; GP para grado de polimerizacién; MME para "masa molar
elevada", MMI para masa molar intermedia”, y los polimeros MMI son polimeros muy polidispersos, con tamarios en
el |ntervalo de 1.000 a 10" Da, en los que la separacion mediante HPSEC es dificil debido a su baja concentracion.
Los polimeros MMB (masa molar baja) son, segun la invencién, una poblacion que es mucho mayor y facﬂmente
detectada de entre 750 y 70.000 Da, centrada alrededor de 10.000 Da o en el intervalo de 2.000 a 1,7 x 10° Da y
centrada alrededor de 40.000 Da.

La expresion "dextrano de 10.000 Da", tal como se usa en la presente memoria, significa una poblacién de dextrano
con un tamafio en el intervalo de 1.300 a 52.000 Da, mas exactamente entre 5.000 y 22.000 Da, y centrada a la
altura del pico a alrededor de 10.000 Da. Durante la caracterizacion, la base del pico de elucién obtenido mediante
permeabilidad en gel estuvo en el intervalo de 1.300 a 52.000 Da, y el intervalo de masa molar estimada a la
semialtura del pico de elucion estuvo en el intervalo de 5.000 a 22.000 Da, y el pico estuvo centrado a la altura del
pico a alrededor de una masa de 10.000 Da. Cuando la masa molar se expreso a la semialtura del pico, al menos un
50% de la poblacion de dextrano se hallé dentro del intervalo indicado.

La expresion "dextrano de 40.000 Da", tal como se usa en la presente memoria, significa una poblacion de dextrano
con un tamafio en el intervalo de 7000 a 1,7 x 10° Da, mas exactamente entre 22.000 y 70.000 Da, y centrada a la
altura del pico a alrededor de 40.000 Da. Durante la caractenzamon la base del pico de elucion obtenido mediante
permeabilidad en gel estuvo en el intervalo de 7.000 a 1,7 x 10° Da, y el intervalo de masa molar estimado a la
semialtura del pico de elucién estuvo en el intervalo de 22.000 a 70.000 Da y el pico estuvo centrado a una masa de
alrededor de 40.000 Da. Cuando la masa molar se expres6 a la semialtura del pico, al menos un 50% de la
poblacién de dextrano se hallé dentro del intervalo indicado.

IMO significa isomalto-oligosacaridos.

La expresion "que consiste basicamente en", cuando se usa con respecto a los acidos nucleicos o aminoacidos tal
como se usan en la presente memoria, significa que puede haber presentes otros ingredientes o moléculas de poca
importancia con las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos. La secuencia de acido nucleico tiene la misma
longitud exactamente tal como se indica en el nimero de identificacion de la secuencia, pero puede tener de 3 a 12
nucleodtidos extra en los extremos N- y C- terminales. De forma similar, la secuencia de aminoacidos tiene la misma
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longitud exactamente tal como se indica en el nimero de identificacion de la secuencia, pero se pueden afiadir de 1
a 4 aminoacidos extra en los extremos N- o C-terminales. Estos aminoacidos extra no tienen efecto sobre la
actividad de la enzima.

De manera mas especifica, la presente invencion se refiere a acidos nucleicos que codifican una dextransacarasa
truncada o una dextransacarasa mutada, una secuencia complementaria a las secuencias de longitud completa o
una secuencia que hibrida en condiciones rigurosas con una de las secuencias anteriores, con tal de que se
mantenga la actividad enzimatica de la dextransacarasa. Se deberia apreciar que las secuencias de nucledtidos que
hibridan con ella tienen el mismo ndmero de nucleétidos, e hibridan a lo largo de la longitud completa del fragmento.

La expresion "condiciones de hibridacion rigurosas”, tal como se usa en la presente memoria, significa condiciones
como describié Sambrook et al, Molecular Cloning Manual, 32 edicién (2001), es decir, por ejemplo, las condiciones
siguientes: tampones de hibridacion: SSC 2 X, disolucién de Denhardt 10 X (Ficoll 400 y PEG y BSA, proporcion
1:1:1), 0,1% de SDS, EDTA 5 mM, Na;HPO4 50 mM, 250 uyg/ml de ADN de esperma de arenque, 50 pg/ml de t-ARN
0 0,25 M de tampodn de fosfato sédico con un pH de 7,2, EDTA 1 mM, 7% de SDS;

Temperatura de hibridacion: 60 °C;
Tampon de lavado: SSC 2 X, 0,1 % de SDS;
Temperatura de lavado: 60 °C.

Las moléculas de acido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas con los acidos nucleicos de la presente
invencion pueden codificar en principio una dextransacarasa de cualquier microorganismo tal como bacterias,
bacterias gram-positivas y, en un aspecto de la invencioén, bacterias de los géneros Leuconostoc, Streptococcus o
Lactobacillus.

La presente invencion se refiere a acidos nucleicos que codifican proteinas de dextransacarasa que tienen al menos
un 70% o 80% o 90% de identidad de secuencia con las de las secuencias SEQ ID N%: 1 a SEQ ID N°: 5y SEQ ID
N°s 17 a 21, con tal de que la proteina codificada por dichas secuencias tenga una actividad enzimatica de
dextransacarasa.

En otro aspecto, se describen secuencias de nucleétidos que codifican una proteina que consiste basicamente o que
consiste en secuencias de aminoacidos consecutivos de cualquiera de SEQ ID N°:6 a 10 0 22 a 26.

En un aspecto adicional de la invencion, también se incluyen en la presente invencion las secuencias
complementarias a las secuencias de la invencién o las secuencias que hibridan con dichas secuencias en
condiciones rigurosas, con tal de que se mantenga la actividad enzimatica de dextransacarasa.

Las derivaciones de las secuencias de nucledtidos basicas SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 3, SEQ ID N°: 4
o SEQ ID N°: 5), en las que las secuencias se seleccionan del fragmento de la secuencia SEQ ID N° 1 de la
posicion 373 a la posicion 4269, el fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 2 de la posicion 373 a la posicion 4005, el
fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 3 de la posicion 373 a la posiciéon 3408, el fragmento de la secuencia SEQ ID
N°: 4 de la posicion 373 a la posicién 3018, y el fragmento de la secuencia SEQ ID N° 5 de un nucledtido de la
posicion 373 a la posicion 4269, las secuencias complementarias a dichas secuencias o las secuencias que hibridan
con dichas secuencias en condiciones rigurosas, con tal de que se mantenga la actividad enzimatica de
dextransacarasa, se pueden producir mediante delecién, sustitucion, insercién o recombinacion, por ejemplo; los
métodos para llevar a cabo dichas etapas y transformaciones se conocen bien en la técnica y los describio, por
ejemplo, Sambrook et al., anteriormente mencionado.

Se deberia entender en la presente memoria que si tiene lugar cualquier delecion, sustitucion, insercion o
recombinacion de cualquiera de las secuencias citadas anteriormente, las proteinas codificadas por las secuencias
deben mantener su actividad enzimatica de dextransacarasa. Asi, se pueden modificar de 1 a 132, preferiblemente 2
a 60 nucledtidos, mas preferiblemente 15 a 36 nucledtidos y aun mas preferiblemente 12 a 27 nucledtidos, por
ejemplo, mediante delecion, sustitucion, insercion o recombinacion. Segun la invencion, un 90%, preferiblemente un
95%, de los nucleétidos permanecen inalterados.

La actividad enzimatica de dextransacarasa se puede medir como se describe en la secciéon de métodos y en los
Ejemplos de la presente solicitud.

Los oligonucleétidos que se pueden usar como sonda o cebador son, por ejemplo, SEQ ID N° 1 a SEQ ID N°: 50
las secuencias de nucleotidos seleccionadas del fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 1 de la posicién 373 a la
posicion 4269, el fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 2 de la posicion 373 a la posicion 4005, el fragmento de la
secuencia SEQ ID N°: 3 de la posicion 373 a la posicion 3408, el fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 4 de la
posicion 373 a la posicion 3018, y el fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 5 de un nucleétido de la posicion 373 a
la posicion 4269.

La longitud de las sondas y cebadores puede variar dependiendo de sus aplicaciones. En general, deben tener al
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menos 25 nucledtidos, y pueden comprender todas las secuencias de dextransacarasa descritas, tal como 3.896
nucledtidos. La longitud también puede variar para estar en el intervalo de 25 a 150 nucledtidos, 25 y 800
nucledtidos o 25 y 3000 nucledtidos, por ejemplo.

Los cebadores comprenden en general de 18 a 25 nucledtidos de longitud, pero también pueden ser mas largos,
dependiendo de la aplicacién prevista. Los ejemplos de cebadores que se pueden usar son:

GGC TTC TCT GGT GTG ATT (SEQ ID N°:11)
GAT CTG TCA GAA ACT GGC (SEQ ID N°:12)
ACA CAA CAA GTT AGC GGC (SEQ ID N°: 13)
CCA GAT ACT AAC TTG AGT (SEQ ID N°: 14)
TTC ATT GAT GCA GAC GGG (SEQ ID N°:15)
CAC GAC TAC GAC GCG CAA (SEQ ID N°:16)

Se deberia indicar que los cebadores de las posiciones 5' y 3' terminales de los nucledtidos codifican la
dextransacarasa (SEQ ID N°s: 11 a 15) y el lado de 5' y 3' de la secuencia mutante (SEQ ID N°: 16). Sin embargo,
una persona experta puede usar cada una de estas secuencias para producir cebadores o sondas mediante el uso
de nucledtidos consecutivos. Ademas, estas secuencias de nucleétidos que se usan como sonda se pueden marcar
con radiactividad, marcaje enzimatico, marcaje fluorescente, en particular.

Para modificar genéticamente la célula procariética o eucaridtica, se pueden introducir los acidos nucleicos de la
presente solicitud o una porcidon de los acidos nucleicos de la presente solicitud en plasmidos que permiten la
mutagénesis o modificacion de las secuencias mediante la recombinacion de secuencias de nucledtidos. El experto
conoce los métodos habituales que usan estas técnicas, y han sido descritos, en particular, por Sambrook et al,
anteriormente mencionado. Los fragmentos de ADN también se pueden conectar entre si mediante adaptadores o
ligadores, y se pueden usar enzimas de restriccion adecuadas para eliminar ciertas secuencias de ADN. Se pueden
usar métodos tales como mutagénesis, restriccion tras el restablecimiento de cebadores o ligaduras para obtener la
secuencia deseada con las inserciones adecuadas, deleciones o sustituciones necesarias o deseables.

Ademas, se pueden unir marcadores bien definidos que codifican acidos nucleicos a los extremos N- o C-terminales
de las secuencias de acidos nucleicos de la presente invencion. Pueden ser péptidos tales como poli-His, epitopo c-
myc o marcador de HA o proteinas pequefas tales como GST bacteriana, MBP (proteina de unién a maltosa),
tiorredoxina, B-galactosidasa, VSV-glicoproteina y similares.

Los acidos nucleicos particulares que codifican otros marcadores proteicos son el marcador de His, marcador T7,
marcador S, un péptido "flag", trpE, avidina/estreptavidina, proteina estafilocdcica A o G, dihidrofolato reductasa,
dominios de unién a celulosa, policisteina, polifenilalanina y similares, que se pueden usar también en la presente
invencion.

Segun un aspecto de la presente invencion, se fusiona un acido nucleico que codifica una tiorredoxina a la
secuencia de acido nucleico N-terminal. Se fusiona un acido nucleico que codifica un marcador de 6xHis al extremo
3' de las secuencias de acidos nucleicos.

Los acidos nucleicos de la presente invencion se pueden unir a una unidad de transcripcion que comprende (1)
elementos de regulacion de la expresidon génica tales como promotores y potenciadores y (2) una secuencia
codificante o estructural que se transcribe hasta un mARN y se traduce hasta la proteina correspondiente, y (3)
sefiales adecuadas de inicio y terminacion.

Se conocen en la técnica varias secuencias adecuadas de control de la expresion. También se conocen métodos
generales para expresar la proteina recombinante, y se ejemplifican en el documento de R Kaufman, Methods in
Enzymology 185, 537-566 (1990) [17].

Las regiones promotoras que se pueden usar en los vectores de la presente invencion incluyen lacL, lacZ, T3, T7,
gpt, lambda PR, tre y ara.

La presente invencion también se refiere a vectores, en particular plasmidos, cosmidos, virus, bacteriéfagos y otros
vectores que se conocen en el campo de la ingenieria genética y que comprenden las secuencias de acidos
nucleicos de la presente solicitud en un aspecto de la presente invencion, y dichos vectores son plasmidos y se
seleccionan de DSR-S vardel A4N, DSR-S vardel A3, DSR-S vardel Core, DSR-S Core AA y DSR-S vardel A4N
SEV663YDA.

Los acidos nucleicos de la presente invencién se pueden expresar en células procaridticas o eucariéticas. Los
ejemplos no limitantes de tales células que se pueden citar son las células VERO, células HELA tales como ATCC
N° CCL3, lineas de células CHO tales como ATCC CCL61, células COS tales como COS-7 y células CR ATCC N°:
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1650, W138, BHK, HepG2, 3T3 tales como ATCC N° CRL6361, A549, PC12, K562, células 293, células Sf9 tales
como ATCC N° CRL 1711, células Cv1 tales como ATCC N° CCL70 y células JRKAT tales como ATCC Tib152.

Las células no limitantes que se pueden usar en la presente solicitud incluyen las cepas de las células hospedadoras
procariéticas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium o cepas del género
Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus o cepas de células hospedadoras eucaridticas tales como los
parasitos Apicomplexan (Plasmodia, Toxoplasma, Cryptosporidia), Leishmania o Trypanosoma.

Se pueden usar ofras células adecuadas en la presente invencion, y en particular incluyen las células de levadura
tales como Saccharomyces, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae o pombe, Pichia pastoris y células eucaridticas
(células vegetales, células CHO y similares).

En un aspecto adicional, las células usadas para expresar los acidos nucleicos de la presente invencién son
Escherichia coliy cepas seleccionadas, por ejemplo, de JM109, BL21(DE3)pLysS, TOP10 o Pir1. También se puede
usar la cepa INVsc de Saccharomyces cerevisiae.

La presente invencion se refiere a las células hospedadoras transformadas con las secuencias de acidos nucleicos
descritas anteriormente o con un vector como se describié anteriormente, y las células derivadas de células
transformadas y que contienen el vector o las secuencias de acidos nucleicos descritas en la presente memoria.

Los ejemplos de las células hospedadoras que se pueden citar son Escherichia coli, en la que se puede producir la
dextransacarasa truncada y/o mutada. La preparacion de tales células hospedadoras se conoce en la técnica.

Las proteinas y fragmentos biolégicamente activos de tales proteinas, asi como las proteinas mutadas que estan
codificadas por las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencién, y sus métodos de preparacion también
se hallan dentro del alcance de la presente invencion.

Asi, la presente invencion se refiere a un método para preparar una dextransacarasa mutada y/o truncada, que
comprende las etapas siguientes:

(a) cultivar células hospedadoras transformadas con las secuencias de acidos nucleicos descritas
anteriormente o con un vector como se describié anteriormente en condiciones que permiten la expresion
de una dextransacarasa; y

(b) aislar dicha dextransacarasa del medio de cultivo.

De manera mas especifica, las secuencias de acidos nucleicos se pueden seleccionar de SEQ ID N° 1 de la
posicion 373 a la posicion 4269, el fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 2 de la posicion 373 a la posicion 4005, el
fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 3 de la posicion 373 a la posiciéon 3408, el fragmento de la secuencia SEQ ID
N°: 4 de la posicion 373 a la posicion 3018, y el fragmento de la secuencia SEQ ID N°: 5 de la posicién 373 a la
posicion 4269, las secuencias complementarias de dichas secuencias y las secuencias que hibridan con dichas
secuencias en condiciones rigurosas, con tal de que se mantenga la actividad enzimatica de dextransacarasa.

Después de aislarlas, las dextransacarasas de la presente invencion también se pueden purificar. A este respecto,
se pueden usar los métodos de purificacion habituales, tales como precipitacion, cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio hidréfobo, filtracion en gel, HPLC de fase inversa,
separacion de fases y similares. En un aspecto de la presente invencion, las dextransacarasas mutadas o truncadas
de la presente invencién se pueden purificar mediante el uso de una resina cargada con niquel, teniendo en cuenta
la existencia del marcador de tiorredoxina y 6xHis.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a proteinas dextransacarasas que consisten en una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID N° 6 a 10 o una secuencia de aminoacidos seleccionada del fragmento de
SEQ ID N°: 6 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1423, el fragmento de SEQ ID N°: 7 del
aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1335, el fragmento de SEQ ID N°: 8 del aminoacido de la
posicion 125 al aminoacido de la posicion 1136, el fragmento de SEQ ID N°: 9 del aminoacido de la posicion 125 al
aminodcido de la posicion 1006, y el fragmento de SEQ ID N°: 10 del aminoacido de la posicién 125 al aminoacido
de la posicion 1423.

También se describe una proteina codificada por una de las secuencias de nucleétidos SEQ ID N°: 1 a SEQ ID N°: 5
o los fragmentos de dichas secuencias, como se expuso anteriormente.

También se describen en la presente solicitud secuencias de aminoacidos homélogas, es decir, en las que el grado
de similitud con las secuencias definidas anteriormente es suficiente para que se mantenga la actividad enzimatica.
Asi, se pueden usar los programas Blast y Fasta para investigar la similitud. Debido a que se demostré en la
presente memoria que fue posible truncar los extremos N- y C-terminales de las dextransacarasas, manteniendo la
actividad enzimatica, la similitud de secuencia no se puede considerar solamente para la secuencia completa
individual, sino también para las secuencias truncadas. La presente invencién se refiere asi a cualquier secuencia
que contenga un 80%, 90% o 98% de similitud de secuencia con la secuencia completa, pero también las que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 585203 T3

tendrian un 80%, 90% o 98% de similitud de secuencia con una de las secuencias truncadas, con tal de que se
mantenga la actividad enzimatica.

De manera mas especifica, se describen en la presente memoria secuencias que tienen un grado de similitud del
orden del 90%, 95% o 98% de similitud con SEQ ID N°: 6 a 10 o las secuencias de aminodacidos seleccionadas del
fragmento de SEQ ID N°: 6 del aminoacido de la posiciéon 125 al aminoacido de la posicion 1423, SEQ ID N°: 7 del
aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1335, SEQ ID N°: 8 del aminoacido de la posicion 125 al
aminoacido de la posicion 1136, SEQ ID N°: 9 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1006,
y SEQ ID N°: 10 del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1423, con tal de que estas proteinas
tengan la actividad enzimatica de dichas dextransacarasas. Claramente, las secuencias de aminoacidos con una
identidad especifica definida anteriormente tienen una mayoria de sustituciones conservativas de aminoacidos.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen las sustituciones de aminoacidos de la misma clase. Estas
clases comprenden, por ejemplo, los aminoacidos que tienen cadenas laterales polares sin carga, tales como Asn,
GIn, Ser, Thr o Tyr; los aminoacidos que contienen cadenas laterales basicas, tales como His, Lys o Arg; los
aminoacidos que contienen cadenas laterales acidas, tales como Glu o Asp y los aminoacidos que contienen
cadenas laterales apolares, tales como Ala, Gly, Leu, Val, lle, Phe, Cys o Trp.

Ademas, con respecto a la actividad enzimatica de dextransacarasa con sustituciones de aminoacidos, esto se
puede ensayar como se expone en los Ejemplos, pero la actividad también se puede determinar mediante analisis
de HPLC o mediante el uso de las predicciones habituales con respecto a la manera en la que los cambios de
aminoacidos afectan a las funciones de las proteinas.

En un aspecto adicional, ya que las secuencias de aminoacidos se indican en la presente memoria, la proteina se
puede sintetizar mediante el uso del método de R B Merrifield, 1963 [20]. Por esta razoén, las proteinas de
dextransacarasa sintetizadas constituyen otro aspecto de la presente invencion.

La presente invencion también se refiere a dextransacarasas mutantes denominadas mutante SEV663YDA de DSR-
S vardel A4N en las que la serina, el acido glutamico y la valina de las posiciones 663, 664 y 665 se han modificado
hasta tirosina, acido aspartico y alanina, respectivamente.

Este mutante se puede usar para sintetizar isomaltosa a partir de sacarosa, mediante el uso de sacarosa como el
Unico sustrato con un rendimiento que es equivalente al obtenido cuando se afiade un aceptor, tal como glucosa, al
medio de reaccion.

Por esta razoén, la presente invencion se refiere a un método para producir isomaltosa directamente a partir de
sacarosa, y dicho método comprende hacer reaccionar una dextransacarasa mutante con SEQ ID N°: 10 con
sacarosa, y producir isomaltosa.

Las proteinas de fusién que contienen un marcador proteico como se describié anteriormente también forman parte
de la presente invencion. A este respecto, las proteinas mutadas y/o truncadas de la presente invencion se pueden
fusionar con al menos un marcador proteico.

La preparacion de dextranos de masa molar elevada (alrededor de 10° - 10® Da) y con propiedades reoldgicas
modificadas en comparacion con el dextrano sintetizado mediante DSR-S nativa de L. mesenteroides NRRL B-512F
mediante el uso de la dextransacarasa truncada de la presente invencién es otro aspecto de la invencion.

De manera mas especifica, los microorganismos que secretan dextransacarasa o los extractos celulares de
microorganismos que producen dextransacarasa de manera intracelular se pueden cultivar o usar en un medio que
comprende sacarosa, lo que da como resultado la sintesis de isomaltosa (342 Da), (ii) isomalto-oligosacaridos de
342 a 5.000 Da, (iii) dextranos con un tamafio controlado de 1.300 a 5.200 Da centrado alrededor de 10.000 Da, (iv)
dextranos con un tamafio controlado de 7.000 a 1,7 x 10° Da centrado alrededor de 40.000 Da, y (v) dextranos con
una masa molar elevada de 2 x 10° Da a 10° Da. Estos compuestos se pueden aislar a partir del medio de cultivo
mediante métodos convencionales tales como ultrafiltracion, nanofiltracion, precipitacion alcohdlica, cromatografia
liquida y similares.

De manera alternativa, las dextransacarasas truncadas y/o mutadas descritas en la presente invencion se pueden
purificar y usar en un método para producir dextranos con una masa molar controlada.

Asi, la invencioén se refiere a un método para producir dextranos y/o isomalto-oligosacaridos con una masa molar
controlada, que comprende hacer reaccionar una dextransacarasa mutada y/o truncada que consiste en una
secuencia seleccionada de las secuencias de nucleétidos SEQ ID N°: 6 a SEQ ID N°: 10 definidas anteriormente con
al menos sacarosa y opcionalmente un aceptor.

La invencion también se refiere a un método para producir isomaltosa, y el método comprende hacer reaccionar una
dextransacarasa mutada y/o truncada con la secuencia SEQ ID N°: 10 basicamente con sacarosa. La invencion
también se refiere a un método para producir dextranos con propiedades texturizantes interesantes, y el método
comprende hacer reaccionar una dextransacarasa mutada y/o truncada con la secuencia de SEQ ID N°: 6.
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Se describen dextranos e isomalto-oligosacaridos que tienen las caracteristicas definidas en la presente solicitud
que se pueden obtener mediante los métodos descritos en la presente memoria. Estas propiedades caracteristicas
incluyen el hecho de que los dextranos de masa molar elevada tienen un comportamiento no newtoniano, y tienen el
caracter de un gel o una naturaleza fibrosa, y la propiedad de cambiar desde un comportamiento de tipo disolucion
al de un gel tras la aplicacion de una segunda serie de tensiones de corte.

Como sera evidente en los Ejemplos, de manera ventajosa, las propiedades reoldgicas diferentes se pueden obtener
dependiendo de si la enzima esta o no purificada.

Los dextranos producidos enzimaticamente de la invencidon se pueden usar como soporte en la industria
farmacéutica, como sustituto del plasma, aditivos en tejidos o pinturas, en cosméticos y en la industria
agroalimentaria, asi como agente texturizante, por ejemplo como sustituto de la goma arabiga o como agente
gelificante. La invencion también se refiere a las composiciones que comprenden los dextranos y los IMOs de la
invencion.

Una aplicacion importante de los dextranos e isomalto-oligosacaridos de la presente solicitud es su uso como
prebiodticos. Estos productos no se metabolizan completamente, y se fermentan selectivamente en el colon mediante
especies bacterianas adecuadas tales como Bifidobacteria y Lactobacilli.

Los oligosacaridos se han usado tradicionalmente para productos alimenticios para seres humanos o animales, en la
industria farmacéutica y en la industria cosmética o como edulcorante, estabilizante o relleno [21]. Durante los
ultimos quince afios, se ha desarrollado un nuevo campo de actividad para las propiedades prebidticas de ciertas
moléculas no digeribles [23]. Los oligosacaridos como prebibticos son interesantes con respecto a su capacidad de
resistir el ataque mediante enzimas digestivas y acentuar el crecimiento de las bacterias "sanas", principalmente
Bifidobacteria y Lactobacilli, en el intestino. Este concepto se ha favorecido por la aparicién de productos prebioticos
comerciales que han ganado rapidamente popularidad. También son prometedores los oligdmeros tales como fructo-
oligosacaridos, lactulosa, galacto-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos, oligosacaridos extraidos de soja o isomalto-
oligosacaridos que se obtienen normalmente mediante procesos biolégicos o mediante extraccion de vegetales.
Actualmente, la investigacion en este campo se ha centrado en la produccion de nuevas estructuras de
oligosacaridos denominadas prebidticos de segunda generacion que deberian tener nuevas propiedades fisico-
quimicas y actividades biolégicas mas especificas [18].

En un aspecto adicional, se describe una composicion que comprende un dextrano obtenido a partir de una
dextransacarasa de la invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable o un vehiculo de calidad alimentaria.

El vehiculo aceptable se puede seleccionar, por ejemplo, de adyuvantes, sales y similares, y los adyuvantes se
pueden seleccionar de péptidos de muramilo, alumbre, Montanide y similares. Las dextransacarasas mutadas y/o
truncadas pueden ser una proteina purificada, una proteina producida de manera recombinante o una proteina
producida de manera sintética.

Con respecto al método para producir los dextranos y/o IMOs, los aceptores preferidos, cuando se usan, son
glucosa, isomaltosa, maltosa e isomalto-oligosacaridos.

Preferiblemente, el método para producir isomalto-oligosacaridos con una masa molar controlada comprende hacer
reaccionar una dextransacarasa mutada y/o truncada que consiste en las secuencias SEQ ID N°: 7, 8, 9 o 10
basicamente con sacarosa. El grado de polimerizacion, asi, varia de 2 a 60 unidades glucosilo (GP2 a GP60).

La reaccion de produccion tiene lugar a temperaturas en el intervalo de 4 °C a 80 °C, preferiblemente 4 °C a 40 °C.

Preferiblemente, cuando la secuencia es SEQ ID N°: 7, SEQ ID N° 8 o SEQ ID N°: 9, la temperatura esta en el
intervalo de 4 °C a 15 °C, preferiblemente 8 °C a 12 °C, y mas preferiblemente la temperatura es del orden de 10 °C
para la produccion de dextranos con un tamafio controlado. Ademas, para tales secuencias, la temperatura esta
preferiblemente en el intervalo de alrededor de 8 °C a 25 °C, mas preferiblemente del orden de 20 °C para la sintesis
de IMO.

Ademas, preferiblemente cuando la secuencia es SEQ ID N°: 6 o SEQ ID N°: 10, la temperatura esta en el intervalo
de 15 °C a 45 °C, preferiblemente 17 °C a 30 °C, y mas preferiblemente del orden de 20 °C a 25 °C.

Ademas, la concentracion de sacarosa esta en el intervalo de 10 a 600 g/l, preferiblemente 75 a 400 g/l, y mas
preferiblemente 90 a 280 g/l.

Cuando la secuencia es SEQ ID N°: 7, SEQ ID N°: 8 o SEQ ID N°: 9, la concentracién de sacarosa en el medio es
preferiblemente del orden de 250 g/l.

Ademas, cuando la secuencia es SEQ ID N°: 6 o SEQ ID N°: 10, la concentracién de sacarosa puede ser del orden
de 100 g/l.

Ademas, segun sea adecuado, la proporcion en peso sacarosa/aceptor puede ser del orden de 0,5 a 12,
preferiblemente 1 a 4, mas preferiblemente alrededor de 2.
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En el método de la invencién, la dextransacarasa esta en forma libre o inmovilizada sobre un soporte. Dicha
inmovilizacion se puede llevar a cabo mediante adsorcion, inclusion o unién covalente, por ejemplo.

Finalmente, para llevar a cabo el método, el pH esta en el intervalo de 3,0 a 10,0, preferiblemente 4,0 a 7,0; mas
preferiblemente 4,5 a 6,0 e incluso mas preferiblemente alrededor de 5,2.

Otros aspectos de la invencion pueden ser evidentes a partir de un estudio de los Ejemplos siguientes.
Ejemplo 1: Construccion de variantes

Se uso el vector pBad/TOPO Thiofusion (Invitrogen) para clonar y expresar genes dsrS truncados y/o mutados bajo
control del promotor de L-arabinosa. Permite la fusién del gen al marcador de 6xHis en el extremo C-terminal, y un
marcador de tiorredoxina en el extremo N-terminal.

Para el uso como una matriz, se extrajo el ADN gendémico de L. mesenteroides NRRL B-512F mediante el uso del kit
"Blood and Cell culture DNA maxi" (Qiagen). La cepa se obtiene de la coleccion NCAUR, Peoria, IL, EE.UU.

Se usaron células One Shot TOP10 (Invitrogen) para la expresion de los genes dsrS truncados y/o mutados. Las
enzimas de restriccion se adquirieron de New England Biolabs y se usaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. EI ADN se purificé mediante el uso de los kits "QIAquick" (purificacién mediante PCR y extraccién en gel)
y "QlAprep" (purificacion de plasmidos) de Qiagen.

Las variantes se construyeron mediante amplificaciéon por PCR del gen DSR-S a partir de ADN gendmico de L.
mesenteroides NRRL B-512F mediante el uso de la polimerasa "Expand High Fidelity" (Roche) y los cebadores
siguientes (proporcionados en la direccion 5'— 3'):

1 DSR-S vardel A4N se construydé mediante el uso de los cebadores pBad y DSR-S vardel: 454-
acacaacaagttagcggcaagtacgttgaaaaagac-490 y PBad A4N: 4350-actcaagttagtatctggatccacaatgatagc-4317.
Contuvo los aminoacidos T152 a S1450 de DSR-S.

2 DSR-S vardel A3 se construyé mediante el uso de los cebadores PBad y DSR-S vardel: 454-
acacaacaagttagcggcaagtacgttgaaaaagac-490 y PBad A3: 4086-cccgtctgcatcaatgaattcacc-4062. Contuvo los
aminodacidos T152 a G1362 de DSR-S.

3 DSR-S vardel Core se construyd mediante el uso de los cebadores PBad y DSR-S vardel: 454-
acacaacaagttagcggcaagtacgttgaaaaagac-490 y PBad Core: 3489-gccagttictgacagatcattagttaactg-3459.
Contuvo los aminoacidos T152 a G1162 de DSR-S.

4 DSR-S Core AA se construyé mediante el uso de los cebadores PBad DSR-S cat: 843-
ggcttctctggtgtgattgatggtcaa-870 y PBad Core: 3489-gccagtttctgacagatcattagttaactg-3459. Contiene los
aminoacidos G282 a G1162 de DSR-S.

5  El mutante DSR-S vardel A4N SEV663YDA se construyé mediante mutagénesis dirigida mediante el uso de la
técnica del "mega cebador" [33, 21] y la ADN polimerasa Pfu (Strategene). Se llevd a cabo una primera
reaccion de PCR mediante el uso de la matriz plasmidica DSR-S vardel A4N y el par de cebadores
SEV663YDA: 1965-agctttgtacgagctcacgactacgacgcgcaaacggtt-2004 e inverso: 3447-
gtcaccatcctcagtgttcgaaacg-3422, que comprende el sitio de restriccion BstBl (subrayado). Este producto de
PCR se us6 después como un mega cebador inverso en una segunda PCR con el cebador directo: 1329-
caaccacagtggaatgaaactagtc-1354 que comprende el sitio de restriccion Spel. Este segundo producto de PCR
se digirid6 después con las dos enzimas de restriccion Spel y BstBl de acuerdo con las condiciones del
fabricante (New England Biolabs) y se cloné en el vector pBad DSR-S vardel A4N digerido previamente con las
mismas enzimas. El cebador SEV663YDA se disefid para introducir un Unico sitio de restriccion para
seleccionar los clones positivos (en este caso, el sitio Sacl).

La estructura primaria de cada una de las variantes DSR-S vardel A4N, DSR-S vardel A3, DSR-S vardel Core y
DSR-S Core AA se muestra esquematicamente en la Figura 6.

Ejemplo 2: Produccioén de variantes en E coli

Se llevaron a cabo cultivos en un matraz Erlenmeyer con deflectores en medio YT 2X tamponado a un pH de 6,4 con
100 mN de Tris-HCI, ya que se sabe que DSR-S es inestable en condiciones de pH alcalino [3].
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Composicion del medio YT 2X:

Bactotriptona 16 g/l
Extracto de levadura 10 g/l
NaCl 59l
Tris 12,1 g/l

Se cultivaron células de E. coli TOP10 que portaban plasmidos pBad DSR-S vardel A4N y pBad DSR-S vardel A4N
SEV663YDA a 23 °C. Se llevo a cabo la induccion con L-arabinosa cuando el crecimiento celular alcanzé una DOggo
»m de 0,2 con un 0,002% (p/v) de inductor. El cultivo se paré cuando el crecimiento celular alcanzé una meseta
(DOe60o nm de alrededor de 3-3,5) antes de iniciar la fase de lisis celular.

Las células de E. coli TOP10 que portaban los plasmidos pBad DSR-S vardel A3, pBad DSR-S vardel Core y pBad
DSR-S Core AA se llevaron a 16 °C. La induccion se llevd a cabo cuando el crecimiento celular alcanzé una DOgoonm
de 0,2 con un 0,005% (p/v) de L-arabinosa en el caso de DSR-S vardel A3 y un 0,02% (p/v) en el caso de DSR-S
vardel Core y DSR-S Core AA. El cultivo se detuvo cuando el crecimiento celular alcanzé una meseta (DOsgo nm de
alrededor de 2,5) antes de iniciar la fase de lisis celular.

Tras el cultivo, las células se recuperaron mediante centrifugacion (8.000 x g, 10 minutos, 4 °C), se resuspendieron y
se concentraron a una DOggo nm €quivalente a 80 en un tampdn de acetato sddico 50 mM, pH 5,2, complementado
con 0,05 g/l de CaCl, 1 mM vy fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF). La ruptura de las células se llevd a cabo
mediante sonicacion. Las preparaciones se centrifugaron después una vez mas (20.000 x g, 30 min, 4 °C) para
eliminar los restos celulares y recuperar solamente el sobrenadante de sonicacion.

La actividad enzimatica de los extractos se midi6 mediante el uso del método de acido dinitrosalicilico (DNS) de
Sumner y Howell, 1935 [22]. Una unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacion
de un pmol de fructosa por minuto a una temperatura determinada (4 °C a 40 °C dependiendo del caso, mas
exactamente 20 °C o 30 °C) y en un tampon de acetato sédico (50 mM), pH 5,2, que contiene 0,05 g/l de CaCl, y
100 g/l de sacarosa.

Ejemplo 3: Purificacion de la variante DSR-S vardel A4N

Se produjeron diferentes formas enzimaticas de DSR-S vardel A4N durante el cultivo de E. coli TOP10: una forma
completa muy mayoritaria y diferentes formas degradadas en el extremo C-terminal (Figura 7). El origen de estas
degradaciones sigue estando poco claro. La produccion en el Ejemplo 2 alcanzé alrededor de 5500 U/l de cultivo en
los sobrenadantes de sonicacion (actividad ensayada a 30 °C).

Para determinar el numero de formas enzimaticas activas en los extractos, se produjeron geles de electroforesis en
condiciones nativas o desnaturalizantes. Tras la renaturalizacion del gel, se incubd durante la noche a 25 °C en un
tampodn de acetato sédico, 50 mM, pH 5,2 complementado con 100 g/l de sacarosa. Las formas enzimaticas activas
sintetizaron después un polimero en la region en la que migraron en el gel. Se uso un reactivo (reactivo de Schiff)
que colore6 de manera especifica los polimeros sintetizados por las dextransacarasas activas, tras la oxidacién de
las funciones alcohol primarias del polimero con acido peryddico, y los geles se tifieron con este reactivo. Este tipo
de gel se denomina zimograma. En el caso de DSR-S vardel A4N, o su mutante SEV663YDA, solamente se
detectaron como activas las dos formas de mayor masa molar (resultados no mostrados). Sin embargo, solamente la
forma completa tuvo tanto el marcador de tiorredoxina como el marcador de 6xHis.

La presencia del marcador de 6xHis solamente en la forma completa de DSR-S vardel A4N se aproveché para
purificar la enzima mediante cromatografia de afinidad en una de resina niquel (Probond Ni-NTA, Invitrogen).

La purificacion se llevo a cabo a 4 °C. Todos los tampones tuvieron concentraciones de acetato sédico 50 mM, 400
mM de NaCl, concentraciones diferentes de imidazol, y se ajustaron a un pH de 7,5. La resina se equilibré con 8
volumenes de tampdn que tenia una concentracion de 40 mM de imidazol. La fijacion se llevo a cabo durante 2
horas con 7 volumenes de extracto enzimatico complementado con 20 mM de imidazol y ajustado a un pH de 7,5. A
continuacion, la resina se lavé con 40 volumenes de tampdén de imidazol 40 mM, 8 volumenes a 60 mM y 4
volimenes a 100 mM. Finalmente, las proteinas se eluyeron con 7 volumenes de tampdon que tenia una
concentracion de 250 mM de imidazol.

Las fracciones que contenian las proteinas de fusion eluidas se mezclaron y se dializaron durante la noche a 4 °C
con un tampdn que contenia una concentracion de 50 mM de acetato sddico, pH de 5,2, y 0,05 g/l de CaCl,. La
concentracion de proteinas se determind mediante el método de microbradford (Biorad Laboratories) con BSA
(albumina de suero bovino) como patrén.

Se estimd que la pureza de la preparacion al final del procedimiento fue de alrededor de un 90% (Figura 8). Las
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proteinas DSR-S vardel A4N purificadas tuvieron una tendencia muy intensa a agregarse, lo que provoco la
formacién de precipitados blancos y limité los rendimientos obtenidos al final del procedimiento (Tabla 1). Sin
embargo, se estim6 que la actividad especifica de la preparacion fue de 584 U/mg de proteina, que correspondi6 a
la mejor actividad especifica descrita de una dextransacarasa recombinante. A modo de comparacion, se estimo que
la actividad especifica de la DSR-S nativa (expresada por L. mesenteroides NRRL B-512F) fue de alrededor de 170
U/mg [24].

Tabla 1: Purificacion de DSR-S vardel A4N mediante cromatografia de afinidad en una resina de niquel

Etapa de purificacion Volumen | Actividad Conc. de Actividad Factor de Rendimiento
(ml) (U/ml) proteina especifica purificacion (%)
(mgf) (U/mg)
Sobrenadantes de sonicacion 150 149,2 9,46 15,7 1 100
Fraccion de elucion tras la 150 67,6 0,25 270,5 17 45,3
dialisis

Fraccion soluble tras la 150 38,2 0,09 424 .4 27 25,4

eliminacion de agregados

Ejemplo 4: Secuencias de nucledtidos y secuencias de aminoacidos
Las construcciones se secuenciaron, y las secuencias correspondientes se muestran en las Figuras 1 a 5.

Ejemplo 5: Sintesis de dextrano mediante DSR-S vardel A4N, comparacion con DSR-S de L. mesenteroides NRRL
B-512F

Se sintetizd dextrano con DSR-S nativa de L. mesenteroides NRRL B-512F, DSR-S recombinante completa
(sobrenadante de sonicacion) y DSR-S vardel A4N (sobrenadante de sonicacion y enzima purificada).

Condiciones de sintesis y analisis de los productos formados

Se construyé DSR-S recombinante completa segun el mismo principio que las variantes descritas en el Ejemplo 1,
con cebadores que fueron adecuados para la amplificacion del gen completo. Se cultivaron células de E. coli TOP10
que portaban el plasmido pBad DSR-S mediante el uso del protocolo descrito para DSR-S vardel A4N (Ejemplo 2).
El sobrenadante contuvo tres formas enzimaticas, incluyendo dos con una masa molar activa mayor.

La forma con el tamafio mayor contuvo DSR-S en su totalidad; las otras dos formas se degradaron en su posicién N-
terminal (datos no mostrados).

Se determiné la actividad de cada preparaciéon enzimatica a 30 °C.

Las sintesis de dextrano se llevaron a cabo a 25 °C comenzando con una disolucion de sacarosa de 100 g/l, en un
tampon de acetato sédico 50 mM que contenia 0,05 g/l de CaCl; y con 1 unidad por ml de enzima. El agotamiento
progresivo de sacarosa se monitorizé mediante analisis HPAEC-PAD (véase mas adelante) y la reaccion se paro
tras su consumo completo, mediante calentamiento durante 5 min a 95 °C (desnaturalizacion completa de las
dextransacarasas citadas).

Los productos formados se analizaron mediante HPAEC-PAD (cromatografia de intercambio aniénico de alto
rendimiento con deteccion amperométrica pulsada) con respecto a los mono-, di- y oligosacaridos, y mediante
HPSEC (cromatografia de exclusion por tamafio de alto rendimiento) con respecto a los polisacaridos.

El sistema HPAEC-PAD comprendié una columna Dionex "Carbopack PA100" 4 x 250 mm. Se aplicé un gradiente
de acetato sodico de 6 a 300 mM en 28 minutos en una disoluciéon de hidréxido sédico 150 mM a un caudal de 1
ml/min. La deteccién se llevd a cabo mediante amperometria con el uso de un moédulo Dionex ED40 con un
electrodo de oro y un electrodo de referencia de pH de Ag/AgCI.

El sistema HPSEC estuvo constituido por dos columnas en serie Shodex OH-Pack SB-805 y SB-802.5, mediante el
uso de nitrato sodico 0,45 M + 1% (v/v) de etilen glicol como disolvente, en una cantidad de 0,3 mil/min. Las
columnas y pre-columnas se mantuvieron a 70 °C y las muestras se filtraron en filtros de 0,45 ym (Sartorius) antes
de la inyeccion. La deteccion fue de tipo refractométrico, acoplada a un detector de difusion de luz (Wyatt) para
determinar la masa de los dextranos.

Las concentraciones en peso de glucosa, fructosa y leucrosa (isomero de sacarosa) se determinaron mediante
analisis HPAEC-PAD. Los porcentajes de residuos de glucosilo de la sacarosa incorporada en la glucosa y leucrosa
libres se calcularon mediante el uso de la férmula siguiente:
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%Gglucosa = [glucosar]/([sacarosaw]x(180/342))
y

% Gieucrosa = [leucrosay]/[sacarosaio]

en las que [glucosay] y [leucrosay] corresponden a las concentraciones finales de glucosa y leucrosa al final de la
reaccion, y [sacarosay] corresponde a la del sustrato inicial (g/1).

El porcentaje de residuos de glucosilo incorporados en el polimero MME se determiné mediante analisis HPSEC con
el uso de la férmula:

% Gextrano = area superficialdextrano-t/(area superficialsacarosa-to/ (162/342))

en la que el area superficialgextrano tt COrresponde al area superficial del pico de dextrano, determinada mediante el
uso del cromatograma de HPSEC al final de la reaccion, y el area superficialsacarosa-to COrresponde a la del pico del
sustrato inicial. Para una concentracion determinada, la superficie obtenida mediante refractometria es idéntica
independientemente del carbohidrato.

La proporcion de unidades de glucosilo incorporadas en los polimeros u oligosacaridos MMI para los que no se pudo
cuantificar directamente la concentracién mediante HPAEC-PAD o HPSEC se determiné mediante el uso de la
férmula:

%GMMI =100 - %Gglucosa-tf - %Gleucrosa-tf - %Gdextrano-tf

Los perfiles de elucion de los cuatro dextranos obtenidos mediante HPSEC se muestran en la Figura 9. Se pueden
distinguir diferentes poblaciones: un primer pico eluido a los 38 minutos, que correspondié al polimero de masa
molar elevada (MME), y un segundo pico a los 75 minutos que correspondi6 a fructosa, glucosa, leucrosa (5-O-a-D
glucosil fructosa) y otros oligosacaridos con un grado de polimerizacion (GP) menor de 7, no separados por el
sistema o en concentraciones muy bajas. Entre estos dos picos principales, tal como se indica mediante las
perturbaciones de la linea base, también estuvieron presentes productos de tamano intermedio (dextranos MMI).
Estos compuestos, con tamafios muy variables, entre 1000 y 10" Da, fueron muy polidispersos, y estuvieron a
concentraciones muy bajas, lo que explica su baja intensidad en el cromatograma. Sin embargo, los analisis
HPAEC-PAD confirmaron su presencia (resultados no mostrados).

La cantidad relativa de unidades de glucosilo derivadas de sacarosa e incorporadas en los diferentes productos se
enumera mas adelante en la Tabla 2. El rendimiento de la sintesis para el dextrano MME representa alrededor del
60% de las unidades de glucosilo para cada una de las preparaciones. La transferencia de unidades de glucosilo a
agua (glucosa) o fructosa (leucrosa) representa menos del 8%, mientras la sintesis de dextranos de tamafo
intermedio (MMI) representé del 25% al 32% de las unidades de glucosilo transferidas. Todas las formas
recombinantes de DSR-S tendieron a sintetizar mas dextranos de tamano intermedio. Los analisis HPSEC también
mostraron que la enzima nativa parecio sintetizar dos poblaciones diferentes de dextrano, en lugar de solamente una
para las enzimas recomblnantes La masa molar de los dextranos MME se determiné mediante difusion de luz y se
estimo que fue de mas de 10’ g/mol para todas las muestras (limite de exclusion de las columnas usadas).

Tabla 2: Porcentaje de unidades de glucosilo incorporadas en los diversos productos derivados de la sintesis de
dextrano a 25 °C y 100 g/l de sacarosa, para las cuatro preparaciones de DSR-S citadas

Glucosa Leucrosa Dextranos Dextranos MME
MM % rel. MME (g/mol)
DSR-S nativa 4,12 5,80 25,60 64,47 1,5x10°
8,88 x 10
DSR-S completa 2,32 5,39 29,32 62,96 1,86 x 10°
DSR-S vardel A4N 2,43 5,90 31,03 60,64 4,87 x 10"
DSR-S vardel A4N purificada 2,33 5,80 32,24 59,62 2,47 x 10’

Estructura de los dextranos formados

La estructura del dextrano producido mediante DSR-S vardel A4N (purificada o no) se comparé con la de los
dextranos sintetizados a partir de DSR-S recomblnante completa y DSR-S nativa. Estas estructuras se determinaron
mediante resonancia magnética nuclear ("H RMN) con el uso de un aparato Briicker AC 300, a 85 °C y con una
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frecuencia de adquisicion de 300,13 MHz. El tiempo de adquisicion fue 3 seg, con 32 a 64 pasos. Los dextranos se
separaron inicialmente de la fructosa co-producida precipitando 3 veces con 1 volumen de etanol absoluto, se
recuperaron mediante centrifugacion, se lavaron con agua destilada y se liofilizaron. Las muestras se disolvieron en
D0 hasta una concentracion de 6 mg/ml.

Los espectros de RMN se muestran en la Figura 10. Solamente se detectaron enlaces a-1,6. También se llevo a
cabo un andlisis de RMN de carbono-13 con el dextrano sintetizado mediante DSR-S vardel A4N purificada. El
espectro obtenido fue idéntico a los publicados para el dextrano de L. mesenteroides NRRL B-512F y DSR-S
completa [3].

Estos polimeros se digirieron también con endodextranasa de Chaetomium gracile realizado durante 16 h a 37 °C
con 3 unidades de enzima por ml de medio de sintesis. Los productos de la digestion se analizaron mediante
HPAEC-PAD (Figura 11). Los perfiles de digestion obtenidos fueron idénticos a los cuatro dextranos analizados, lo
que confirmé que todos tuvieron al menos un 95% de enlaces a-1,6.

Las deleciones hechas en las posiciones N- y C-terminales de la DSR-S para construir la variante DSR-S vardel
A4N, asi, no tienen una influencia significativa sobre la actividad inicial de DSR-S o sobre la porcion de unidades de
glucosilo derivadas de la sacarosa incorporada en la sintesis del dextrano MME, el tamafio o la estructura del
polisacarido.

Comportamiento reolégico de los dextranos formados

El comportamiento reoldgico de los cuatro dextranos se analizé mediante el uso de un sistema cono-placa (AR 1000,
TA Instruments) equipado con un cono de 4 cm de diametro en un angulo de 3,59°, y cubriendo velocidades de 0,01
a 100 s™. Las medidas se llevaron a cabo a 25 °C. Los experimentos dinamicos se llevaron a cabo en el dominio
lineal entre 0 y 10 Pa, con una deformacién del 8% para el dextrano sintetizado mediante DSR-S nativa de L.
mesenteroides NRRL B-512F (control), 3% para el sintetizado mediante la DSR-S recombinante completa, 5% para
el sintetizado mediante un extracto no purificado de DSR-S vardel A4N y 0,4% para el sintetizado mediante DSR-S
vardel A4N purificada. EI médulo de rigidez complejo se define mediante la relacion:

G o) = G'o) +iG" (o).

El médulo de conservacion de energia G'(w) es mayor cuando la muestra es predominantemente elastica o
sumamente estructurada. El médulo de pérdida G" (w) representa la energia disipada durante la deformacion. Las
muestras predominantemente viscosas tienen un G" (w) elevado.

Estos andlisis reoldgicos produjeron resultados completamente originales (Figura 12). Como se describié en la
bibliografia, la DSR-S nativa sintetizé un dextrano con comportamiento newtoniano [25].

Los extractos de DSR-S recombinante completa y los extractos de DSR-S vardel A4N sin purificar produjeron
disoluciones viscosas con un comportamiento idéntico (viscosidad alrededor de 10 veces mayor que la del dextrano
producido mediante la enzima nativa). Cuando se observo a simple vista, también tuvieron un comportamiento
fibroso bastante pronunciado. Ademas, tras la aplicacion de nuevas tensiones de corte, el comportamiento de dichos
polimeros cambié desde un tipo de disolucién a un tipo de gel, lo cual es una propiedad nueva que se ha identificado
para este tipo de biopolimero. El dextrano producido mediante la enzima nativa, en contraste, no fue fibroso, y su
comportamiento fue completamente reversible tras la aplicacién de una segunda serie de tensiones (Figura 12A).

La enzima purificada sintetizd directamente un polimero que tuvo las propiedades de un gel sumamente
estructurado (Figura 12B, modulo G' mucho mayor que G"), que retuvo sus caracteristicas en un intervalo de
temperaturas de 10 °C a 70 °C (resultados no mostrados). Este comportamiento es completamente diferente del de
la enzima nativa.

Solamente la preparacion de DSR-S vardel A4N purificada contuvo solamente una dextransacarasa activa en el
extracto. Se sabe que la DSR-S nativa es propensa a problemas de degradacion proteolitica [26], y las técnicas de
purificacién desarrolladas podrian no resolver ese problema [27, 28, 29]. La DSR-S recombinante completa usada
en el ensayo contuvo al menos dos formas enzimaticas activas, similares a la preparacion de DSR-S vardel A4N
antes de la purificacion. Sin embargo, las formas degradadas de DSR-S nativa, DSR-S recombinante completa y
DSR-S vardel A4N son completamente diferentes. Actualmente se supone que la cooperacion entre estas diferentes
formas enzimaticas activas presentes en el medio podria ser el origen de las modificaciones en las cadenas de
dextrano, que provoca estas diferencias de comportamiento.

Ejemplo 6: Sintesis de isomaltosa a partir de sacarosa

Se estudio la capacidad de DSR-S vardel A4N mutante SEV663YDA de sintetizar solamente isomaltosa (IMO con
GP 2) a partir de sacarosa en detrimento de los dextranos de masa molar elevada.

El mutante se purific6 mediante cromatografia de afinidad con el uso del procedimiento descrito para DSR-S vardel
A4N proporcionado en el Ejemplo 3.
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La actividad se ensay6 a 30 °C.

Con una actividad especifica de solamente 9 U/mg, las mutaciones de SEV663YDA indujeron efectos graves sobre
la actividad de DSR-S (pérdida del 98% de la tasa de consumo de sacarosa inicial). Esa actividad especifica, sin
embargo, es equivalente a la de la amilosacarasa recombinante de N. polysaccharea [32], que se ha estudiado de
manera generalizada por su potencial de aplicacion.

Las caracterizaciones que se llevaron a cabo demuestran la viabilidad de producir isomaltosa mediante esta DSR-S
mutante, mientras la enzima natural produce solamente dextranos de masa molar elevada. Las sintesis se llevaron a
cabo a 25 °C en un tampoén que contenia una concentracién de 50 mM de acetato sédico a un pH de 5,2 y 0,05 g/l
de CaCly, 1 U/ml de enzima purificada y con el uso de 100 g/l de sacarosa como Unico sustrato, o mediante una
reaccion de aceptor comenzando con 100 g/l de sacarosa y 50 g/l de glucosa. El agotamiento de la sacarosa se
monitorizé mediante analisis HPAEC-PAD (véase el Ejemplo 4 para las condiciones de analisis), y las reacciones se
interrumpieron tras el consumo completo.

La produccién de isomaltosa alcanzé asi un rendimiento del 47% mediante el uso de sacarosa como Unico sustrato
(Tabla 3 y Figura 13), un rendimiento que fue equivalente al obtenido mediante la reaccion de aceptor. Asi, no fue
necesario afadir un aceptor exdgeno. También se identificaron cantidades minimas de isomaltotriosa, maltosa o
nigerosa (no separadas por el sistema) (Figura 13), asi como la presencia de otros oligosacaridos con un GP menor
de 7 y de estructura desconocida.

Tabla 3: Sintesis de isomaltosa mediante DSR-S vardel A4N mutante SEV663YDA a partir de 100 g/l de sacarosa
sola, o mediante reaccion de aceptor con 50 g/l de glucosa. Concentracion de los diferentes productos presentes al
final de la reaccion.

100 g/l de sacarosa 100 g/l de sacarosa + 50 g/l de glucosa
Glucosa 16,73 33,14
Fructosa 45,95 42,31
isomaltosa 23,99 47 17
Otros oligosacaridos 13,33 27,38
% de residuos de glucosa transferidos a 47,98% 47 17%°
isomaltosa

%: calculado a partir de los residuos de glucosilo obtenidos a partir de glucosa y sacarosa exdgenas afadidas al

medio.

Asi, en este Ejemplo, la produccion de isomaltosa obtuvo un rendimiento del 47%. Actualmente, este es el primer
método que implica una Unica enzima para sintetizar isomaltosa a partir de sacarosa; todos los estudios anteriores
estuvieron asociados a la degradacion de almidon mediante un céctel de a-amilasas y glicosidasas [11], o a la
accion conjunta de dextransacarasa y dextranasa [30]. Ademas, la sacarosa es un sustrato barato y ampliamente
disponible, y la fructosa liberada durante las sintesis constituye un coproducto cuyo valor se puede aprovechar por
separado.

Ejemplo 7: Sintesis de dextrano mediante DSR-S vardel A3

Se produjeron diferentes formas enzimaticas de DSR-S vardel A3 durante el cultivo de E. coli TOP10. Sin embargo,
la forma completa fue muy mayoritaria, y los zimogramas producidos (véase el Ejemplo 3) mostraron que solamente
fue activa la forma completa.

La temperatura optima de actividad para esta variante fue 20 °C. Asi, los ensayos de actividad se llevaron a cabo a
esta temperatura. La produccion de DSR-S vardel A3 de acuerdo con el Ejemplo 2 alcanzé alrededor de 320 U/l de
cultivo.

Las sintesis de dextrano se llevaron a cabo a 20 °C en un tampdn que contenia 50 mM de acetato sédico, pH de 5,2,
y 0,05 g/l de CaCls, 100 g/l de sacarosa y 1 U/ml de extracto de DSR-S vardel A3 sin purificar. El extracto de DSR-S
vardel A3 se pudo purificar mediante cromatografia de afinidad con una resina de niquel mediante el uso del
protocolo descrito para DSR-S vardel A4N en el Ejemplo 3. Sin embargo, debido a que el sobrenadante de
sonicacion contuvo solamente una Unica forma enzimatica de dextransacarasa y E. coli no produjo otra enzima que
pudiera consumir la sacarosa, la purificacion de la variante no constituyd un prerrequisito para la caracterizacion
rigurosa de sus propiedades. A modo de comparacion, se llevaron a cabo sintesis de dextrano en las mismas
condiciones que con DSR-S vardel A4N (sin purificar). La desaparicion de la sacarosa se monitorizé mediante
analisis HPAEC-PAD, y las reacciones se pararon (5 minutos, 95 °C) tras el agotamiento total.
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Los productos sintetizados se analizaron y se cuantificaron mediante HPAEC-PAD y HPSEC con el uso de las
condiciones descritas en el Ejemplo 4. Para los analisis HPSEC, se estlmo el tamano de los dextranos mediante el
uso de dextranos disponibles comercialmente con tamanos de 2 x 10°, 503 x 10°, 70.000, 10.000 Da, maltoheptaosa
y glucosa (Sigma).

Como se puede observar en la Figura 13, a 20 °C la variante de DSR-S vardel A3 sintetizé6 dos poblaciones de
polimeros; la poblacién principal de dextrano MME con un tamario de 2 x 10° Da, que representa alrededor del 39%
de los residuos de glucosilo derivados de sacarosa (Tabla 4) y una segunda poblacién de 1.300 a 52.000 Da,
centrada en el pico mas alto a alrededor de 10.000 Da (alrededor del 25% de los residuos de glucosilo). Esta es la
primera vez que se ha observado una segunda poblacidon de dextrano que es claramente visible en el cromatograma
de HPSEC para una variante de DSR-S.

Efecto de la temperatura sobre el perfil de los productos

Las sintesis de dextrano se llevaron a cabo también a una temperatura de 10 °C, todavia con un tampdén que
contenia 50 mM de acetato sédico, pH 5,2, 0,05 g/l de CaCl; y 1 U/ml de enzima (actividad ensayada a 20 °C). El
agotamiento de la sacarosa se monitorizé mediante analisis HPAEC-PAD, y las reacciones se pararon (5 min, 95 °C)
tras el consumo total de la misma.

Como se puede observar en la Figura 14, a 10 °C la variante de DSR-S vardel A3 sintetizé una poblacion de
dextrano que fue muy diferente de la producida a 20 °C. El pollmero principal (alrededor del 44%) formado a esa
temperatura tuvo una masa molar en el intervalo de 7.000 y 1,7 x 10° Da centrada en el pico a alrededor de 40.000
Da.

Tabla 4: Porcentaje de unidades de glucosilo incorporadas en diferentes productos sintetizados mediante DSR-S
vardel A4N y DSR-S vardel A3 a 10 °C y 20 °C partiendo de 100 g/l de sacarosa

DSR-S vardel A4N DSR-S vardel A3

20°C 10 °C 20°C 10 °C

Dextrano MME > 2 x 10° Da 55,2 37,1 39,2 8,8
Dextrano 40.000 Da nd’ nd nd 43,9

Dextrano 10.000 Da 18,2 14,7 24,8 nd
Oligosacaridos con GP < 8’ 16,2 39,1 27,3 36,7

Leucrosa 9,2 7,6 53 9,3

Glucosa 1,2 1,5 3,4 1,3

" nd: no detectado

2 grado de polimerizacion calculado a partir del tiempo de retencion estimado en el limite inferior del pico de
dextrano de 10.000 Da.

Efecto de la concentracion de sacarosa

Se ensayaron cuatro concentraciones crecientes de sacarosa (100, 150, 200 y 250 g/l) para las sintesis de dextrano
llevadas a cabo a 20 °C y 10 °C con DSR-S vardel A3 (1 U/ml). El consumo total de sacarosa se monitorizd
mediante analisis HPAEC-PAD, y las sintesis se pararon tras su consumo total (menos de 48 h).

Para las dos temperaturas, el incremento inicial de la concentracién de sustrato favorecio la sintesis de dextranos de
masa molar baja. A 20 °C, la sintesis de dextrano de 10.000 Da cambié asi de un rendimiento del 25% al 48% al
cambiar de 100 a 250 g/l de sacarosa inicial. A 10 °C y a partir de 250 g/l, se suprimié completamente la sintesis de
dextrano MME, y la del dextrano con la poblacién principal con una masa molar centrada alrededor de 40.000 Da
alcanzo6 de manera ventajosa un rendimiento del 69%.

Para todos los dextranos sintetizados mediante DSR-S vardel A3, a 10 °C y 20 °C, y a partir de 100 a 250 g/l de
sacarosa, los perfiles de digestion con endodextranasa (véase el Ejemplo 5) llevados a cabo confirmaron que la
especificidad de union de DSR-S permanecié sin cambios (mismos perfiles de oligosacaridos detectados mediante
HPAEC-PAD como con DSR-S vardel A4N, es decir, al menos un 95% de enlaces a-1,6).

Ejemplo 8: Sintesis de dextrano mediante DSR-S vardel Core y DSR-S Core AA

Las variantes DSR-S vardel Core y DSR-S Core AA también se degradaron ligeramente durante la expresion
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mediante E. coli TOP en las condiciones descritas en el Ejemplo 2. Sin embargo, como fue el caso para la variante
DSR-S vardel A3, solamente la forma completa, que fue muy mayoritaria, fue activa segun el zimograma (resultados
no mostrados).

La temperatura de actividad 6ptima para estas variantes fue también 20 °C. La produccién alcanzé asi 38 y 180 U/L
de cultivo para DSR-S vardel Core y DSR-S Core AA, respectivamente.

Las sintesis de dextrano se llevaron a cabo a 20 °C y 10 °C mediante el uso de 100 a 250 g/l de sacarosa en un
tampon que contenia 50 mM de acetato sddico, pH 5,2, 0,05 g/l de CaCl, y 1 U/ml de extracto enzimatico (no
purificado). El consumo de sacarosa se monitorizé mediante analisis HPAEC-PAD vy las sintesis se pararon (5 min,
95 °C) tras el agotamiento completo (menos de 48 h). Los productos formados se analizaron mediante HPAEC-PAD
y HPSEC y su concentracion se cuantificé como se describio en el Ejemplo 5.

La Figura 15 muestra el perfil de los productos sintetizados a 20 °C mediante las dos variantes (cromatograma de
HPSEC). Se puede observar claramente que con estas variantes, y en contraste con DSR-S vardel A4N y DSR-S
vardel A3, la poblacién principal de dextrano formada tuvo una masa molar de cerca de 10.000 Da, con la base del
pico entre 1.300 y 52.000 (a media altura entre 5.000 y 22.000). Con la variante DSR-S Core AA, la sintesis de
dextrano MME se suprimié completamente (Tabla 5). Una reduccion de la temperatura a 10 °C pudo incrementar los
rendimientos de dextrano con ~ 10.000 Da sin una diferencia significativa de tamafio, como fue el caso con DSR-S
vardel A3 (Tabla 5). La sintesis de dextrano con la variante DSR-S Core AA alcanzo asi un rendimiento del 75%. Se
obtuvo un rendimiento equivalente con la variante DSR-S vardel Core cuando la concentracioén inicial de sacarosa
fue 250 g/l (resultados no mostrados).

Tabla 5: Porcentaje de unidades de glucosilo incorporadas en diferentes productos sintetizados mediante DSR-S
vardel Core y DSR-S Core AA a 10 °C y 20 °C partiendo de 100 g/l de sacarosa

DSR-S vardel A4N DSR-S vardel Core DSR-S Core AA
20°C 10 °C 20°C 10 °C 20°C 10 °C

Dextrano MME > 2 x 10° Da 55,2 37,1 9,9 2,4 nd Nd
Dextrano 10.000 Da 18,2 14,7 57,5 62,5 64,4 74,5
Oligosacaridos con GP < 8’ 16,2 39,1 19,6 14,8 19,8 10,0
Leucrosa 9,2 7,6 6,5 10,2 12,7 12,8

Glucosa 1,2 1,5 6,5 10,1 3.1 2,7

' nd: no detectado

2 grado de polimerizacion calculado a partir del tiempo de retencion estimado en el limite inferior del pico de
dextrano de 10.000 Da.

El analisis HPAEC-PAD del dextrano sintetizado a partir de 100 g/l de sacarosa a 20 °C mediante las diferentes
variantes mostr6 la muy elevada polidispersibilidad del producto (Figura 16), que contuvo isomalto-oligosacaridos
con un GP de 2 a un GP de alrededor de 60 para DSR-S Core AA en particular.

Para todos los dextranos sintetizados mediante DSR-S vardel Core y DSR-S Core AA a 10 °C y 20 °C, y mediante el
uso de 100 a 250 g/l de sacarosa, los perfiles de digestion con endodextranasa (véase el Ejemplo 5) llevados a cabo
confirmaron que la especificidad de unién de DSR-S permanecié sin cambios (mismos perfiles de oligosacaridos
detectados mediante HPAEC-PAD que con DSR-S vardel A4N, asi al menos un 95% de enlaces a-1,6).

Ejemplo 9: Reaccién de aceptor con glucosa

Se llevaron a cabo reacciones de aceptor a 20 °C con una proporcion de sacarosa/glucosa de 2 (100 g/l de
sacarosa, 50 g/l de glucosa), 1 U/ml de extracto de DSR-S vardel A4N, DSR-S vardel A3, DSR-S vardel Core y DSR-
S Core AA en un tampoén que contenia 50 mM de acetato sédico a un pH de 5,2 y 0,05 g/l de CaCl,. El consumo
total de sacarosa se monitorizé mediante HPAEC-PAD vy las reacciones se pararon después de que se agotasen
completamente. Todas las variantes sintetizaron isomalto-oligosacaridos (IMO) con un GP de 2 a alrededor de 30,
en detrimento de la sintesis de polimero con un GP mayor.

Sin embargo, los rendimientos obtenidos fueron mayores para las variantes truncadas de las unidades A. Por lo
tanto, la produccion de IMO alcanzé un 52% en el caso de DSR-S vardel A3 y un 58% para DSR-S vardel Core y
DSR-S Core AA, en lugar de un 47% en el caso de DSR-S vardel A4N. También se modificé la distribucion de
oligosacaridos (Figura 17).

Para DSR-S vardel A3, la proporcién de IMO con un GP de 2 a GP de 15 fue menor que la de los productos
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sintetizados mediante DSR-S vardel A4N. La situacion se invirtié para los IMOs con un GP de mas de 15.

De forma similar, se demostré que los mutantes DSR-S vardel Core y DSR-S Core AA funcionaron mejor para la
sintesis de IMO con un GP elevado que DSR-S vardel A4N o DSR-S nativa (GP basicamente 2 a 15): la produccién
de IMO con un GP de 12 a un GP de 27 fue de dos a cinco veces mayor con estas dos variantes (segun la
proporcion de las areas superficiales obtenidas mediante HPAEC-PAD).
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<151> 2006-02-08

<160> 26
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<210>1
<211> 4356
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 1

atgggatctg
gcagatggtg
gctccgattc
aacétcgatc
ctgctgttca
ttgaaagagt
ctcgecctta
tattattttg
tatttttacg
tattattrtg
atagttgctt
ggtacaacat
ggcaaaaatt
gatggtcaaa
gaaataaaag
ggtacggatg
cgtccaacag
agaccaatat

atggctgatt

ataaaattat
caatcctggt
tggatgaaat
acaacccggg
aaaacggtga
tccrcgacge
tgacacaaca
atgatggcaa
agagtggtaa
ataagggctc
ttaécgatga
actactttga
attattttga
taatgacatt
aaggtttgac
ctgaggactt
gtattttacg
tgtcagtgtg
tagggtttat

tcatctgact
tgatttctgg
cgctgacgaa
cactgcgccg
agtgdcggcea
taaccrggec
agttagcggc
aaatgctaaa
acaagccaaa
aggtgatgag
agggcaacaa
tgataaagga
taatcttgyg
tgatcaggaa
gactcaaaac
tgaaaatatt
taacggaaca
gtggccagat
cagtaatgcg

gatgartctt
gcacactggt
tatcagggca
aaatatggca
accaaagtag
ggctcrggat
aagtacgttg
ggtttatcaa
ggacagtatg
ttaattggtc
atttttaatc
cacgctgcta
caactaaaaa
acagggcaag
acggattata
gacggctatt
gactgggaac
aagaacaccc

gacagttrttg

ttgatactga
gcggtccgtg
aactgaccgt
tccgtggtat
gtgcactgtc
ccggtgatga
aaaaagacgg
cgatagacaa
tcacaattga
tgcaaagcat
aatattacca
ccggtattaa
aaggcttctce
aagtttctaa
gcgaacataa
taacagctag
cttctacaga
aggtcaatta

aaactgggga

23

tgtacttaag
caaaatgatc
tgcaaaactg
cccgactcty
taaaggtcag
cgatgacaag
tagttggtat
caatattcaa
taatcaaaca
tgatgggaac
atctgaaaat
gaatatcgag
tggtgtgatt

cacaacttct

tgcagcccac .

ttcatggtat
tacagatttc
tttaaattac

tagccaaage

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

1020

1080

1140



ttattaaatg
caaagtacag
aatgaaacta
aacagtccac
aaccagactg
ttagccaatg
tattatttaa
attcgtgtag
ttcaaactag
ttggaagatt
accatggatg
cgaggtacaa
gaaaacgaag
grtartgccc
acagaacaat
aagtacacac
_gttecctcgtg
tcaccatact
ggccaatcga
gccatgacag
gtcagcaata
gcagctcata
tattatgata
tttacgaatg
tgggttccgg
aacacgagtg
ggtttctcaa
gctcagaatg
tatcgttcaa
acggatcgtt
cgcgatgecta
gaccaaattt
ggagatgacg
ggtggtcaat

aagcaagtaa
agtggttaaa
gtgaagatat
tgacacctga
gtgaacaagc
acgttgataa
tgaattttgg
atgcagtcga
cttacggtgt
ggagtcacaa
attatgtgca
tgcagcgctt
ccattcctaa
aaattgtttc
tggcagctgc
aatataatat
tctattatgg
atgatgcgat
tgtccgttga
cttctgacac
acgcggagcet
agaaccaagc
ctgatgaaaa
aatcaattta
taggtgcgca
ataaagtgtrt
acttccaagc
cggaccaatt
gtacagatac
atgacttagg
ttaaagcctt
ataatrtgcc
atacagattcg

atcaagagat

ctatgttcaa
ggatgcaatg
gagcaatgac
cgctaattca
gtataattta
ttcaaaccct
tacgattacg
caatgtggart
tgatcaaaat
tgatcctttg
cacacaatta
cgtggattat
ttacagcttt
cgatttgtat
Tttcaaagta
ggctagtgct
cgatttatat
taacactttg
tagtaatgac
tggaacatct
acaattagag
ttatcgtgcer
tgcacctgtg
tggtgtacaa
acaagatcaa
ccattcaaac
atttgctaca
taagcaatgg
aagtttcttg
ttatggcaca
acatgctage
agagcaagaa
tgatattgac

gtatggtggt
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aaatcaattg
gcggccttea
catttacaaa
aactttagac
gataattcaa
gtagtacaag
gccaacgacg
gctgatttgt
gatgctactg
tatgtaacag
atctggtcte
tatatggtgg
gtacgtgcac
cctgatgttg
tacaatgaag
tatgcgatgt
acagatgatg
ctaaaggcta
gtgttaacaa
gagacgcgta
gatgggcata
ttgttatcaa
gcgtacacag
aatccacaag
gatgcacgaa
gctgctcttg
gacagcagtg
ggtgtgacaa
gattcaatta
ccgacaaaat
ggtattcaag
ttagctactg
aatgccttat

gccttottag

aaatgaaaat
ttgtcgcgca
atggcgcatt
tacttaatcg
aaggtggttt
cagaacaatt
cggatgctaa
tacaaattgc
ctaatcagca
atcaaggaag
taacaaaatc
atcgatctaa
acgacagcga
aaaatagtrt
atgaaaaatt
tgctaaccaa
gtcaatatat
gagttcagta
gtgttcgcta
ctgaaggtat
ctgtcacatt
caactgcaga
atgctaacgg
tttctggtta
cggcctctga
attctcaagt
aatatacaaa
gcttccaatt
ttcaaaacgg
atggaactgc
ccattgccga
tcacaagaac
atgttgtaca

aagagttaca

24

tagtgcgcaa
accacagtgg
aacttatgtc
gacaccaaca
tgaattgttg
gaattggtta
ttttgatggt
tgccgattat
tctttcaatt
caatcaatta
atctgacata
tgatagtaca
agtgcaaacg
agcaccdaca
agcagacaaa
taaggatact
ggcaacaaag
tgttgctagt
tggtaaagat
tggagtcatc
gcatatgggg
tggattagct
cgatttgatt
cttggcagtt
tacaacaaca
catctacgaa
cgtagtcatc
ggcaccacaa
gtatgcattc
tgatcagttg
ttgggtgccg
aaattcattt
aagtcgtggg
ggcactctat

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

. 2640

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
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ccatccctat
attactgagt
tacgtattga
ggtgactact
gataaaggaa
gatgatgata
aagattaata
ttacaaaacg
caatatataa
aaatcagggc
gttﬁaggata
ggtaacttag
ggtaatggcc
aatgatggtc
agtgccactg
tttgataaca
atgttgttag
agatacttcg
aactrgagrt
gatrtctacgc
<210> 2

<211> 4092
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ttaaagtgaa
gggcggctaa
aagatatggg
taccaaaaca
tcatctatta
ataactatta
accataccta
aagatggtac
ctgatcaaaa
ttgcaacgat
agtttgtgat
ctatcctacg
atgctgtcac
atcaaagtaa
atggtcgcct
caggaaattt
atgatagtgg
atcaaaacgg
acaagggcga

gtaccggtca

tcaaatctca
gtacttcaat
ttctaataag
gttaactaat
tacattaagt
ctattttgat
cttcttctta
aattgtttat
tggaaatgcg
tgatggacat
tggcactgat
ttatgtgcaa
tggtttccaa
aggtgaattc
agtaactggt
gatcacaaat
tcgtgcgaaa
tgagcaagtg
gcttgaaggt

tcatcaccat

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 2
atgggatctg
gcagatggtg
gctccgattc
aacatcgatc
ctgctgtteca
ttgaaagagt
ctcgecectta
tattattttg

tatttttacg

ataaaattat
caatcctggt
tggatgaaat
acaacccggg
aaaacggtga
tcectcgacgce
tgacacaaca
atgatggcaa

agagtggtaa

tcatctgact
tgatttctgg
cgctgacgaa
cactgcgecg
agtggcggca
taacctggcc
agttagcggc
aaatgctaaa

acaagccaaa
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actggegttc
ggctctaaca
tactttaagg
gatctgtcag
ggttatcgtg
aaaacaggtc
cctaatggta
ttcgataaga
tattactttg
caacagtatt
ggttataagt
aatagtaaga
acaattaatg .
attgatgcag
gttcagaaga
cagtattatc
acagggtttg
aaagatgcta
aagcctqtcc

caccat

gatgattctt
gcacactggt
tatcagggca
aaatatggca
accaaagtgg
ggctctggat
aagtacgttg
ggtttatcaa

ggacagtatg

25

Caattgatgg
tccaaggtaa
tcgtttcgaa
aaactggctt
cccaaaatgc
atttagtaac
tcgaactggt
aaggtcatca
atgatgctgg
ttgatcaaaa
attactttga
atcaatggtt
gtaaaaaaca
acggggatac
ttaatggtat
aattagcaga
tattgcaaga

tcattgtgga

ctaaccctct

ttgatactga
gcggtccgtg
aactgaccgt
tcegtggtat
gtgcactgtc
ccgotgatoa
aaaaagacgg
cgatagacaa

tcacaattga

cagtgtaaag
aggtgctgga
cactgaggat
tacacacgat
atttattcaa
aggtttgcaa
caagagcttc
agtttttgat
tgtaatgctt
tggtgtgcag
accaggtagt
ctattttgat
atatttctat
tttctatacg
tacctatgct
tggtaaatat
tggtgtacta

tccagatact

ccreggtctc

tgtacttaag
caaaatgatc
tgcaaaactg
cccgactctg
taaaggtcag
cgatgacaag
tagttggtat
caatattcaa

taatcaaaca

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4356

60
120
180
240
300
360
420
480
540



tattattttg
atagttgctt
‘ggtacaacat
ggcaaaaatt
gatggtcaaa
gaaataaaag
ggtacggatg
cgtccaacag
agaccaatat
atggctgatt
ttattaaatg
caaagtacag
aatgaaacta
aacagtccac
aaccagactg
ttagccaatg
tattatttaa

attcgtgtag

ttcaaactag

ttggaagatt
accatggatg
cgaggtacaa
gaaaacgaag
gttattgccc
acagaacaat
aagtacacac
gttcctcgty
tcaccatact
ggccaatcga
gccatgacag
gtcagcaata
gcagctcata
tattatgata

tttacgaatg

ataagggctc
ttaacgatga
actactttga
attattttga
taatgacatt
aaggtttgac
ctgaggactt
gtattttacg
tgtcagtgtg
tagggtttat
aagcaagtaa
agtggttaaa
gtgaagatat
tgacacctga
gtgaacaagc
acgttgataa
tgaattttag
atgcagtcga
cttacggtgt
ggagtcacaa
attatgtgca
tgcagcgctt
ccattcctaa
aaattgtttc
tggcagctgc
aatataatat
tctattatag
atgatgcgat
tgtccgttga
cttctgacac
acgcggagct
agaaccaagc
ctgatgaaaa

aatcaattta

aggtgatgag
agggcaacaa
tgataaagga
taatcttggg
tgatcaggaa
gactcaaaac
tgaaaatatt
taacggaaca
gtggccagat
cagtaatgcg
ctatgttcaa
ggatgcaatg
gagcaatgac
cgctaattca
gtataattta
ttcaaaccct
tacgattacg
caatgtggat
tgatcaaaat
tgatcctttg
cacacaatta
cgtggattat

ttacagcret

cgatttgtat

tttcaaagta
ggctagtgct
cgatttatat

taacactttg

‘tagtaatgac

tggaacatct
acaattagag
ttatcgtgct
tgcacctgtg

tggtgtacaa
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ttaactggtc
atttttaatc
cacgctgcta
caactaaaaa
acagggcaag
acggattata
gacggctatt
gactgggaac
aagaacaccc
gacagttttg
aaatcaattg
gcggccttca
catttacaaa
aactttagac
gataattcaa

gtagtacaag

gccaacgacg-

gctgatttgt
gatgctactg
tatgtaacag
atctggtctc
tatatggtgg
gtacgtgcac
cctgatgttg
tacaatgaag
tatgcgatgt
acagatgatg
ctaaaggcta
gtgttaacaa
gagacgcgta
gatgggcata
ttgttatcaa
gcgtacacag

aatccacaag

tgcaaagcat
aatattacca
ccggtattaa
aaggctrctc
aagtttctaa
gcgaacataa
taacagctag
cttctacaga
aggtcaatta
aaactgggga
aaatgaaaat
ttgtcgcgca
atggcgcatt
tacttaatcg
aaggtggttt
cagaacaatt
cggatgctaa
tacaaattgc
ctaatcagca
atcaaggaag
taacaaaatc
atcgatctaa
acgacagcga
daaatagttt
atgaaaaatt
tgctaaccaa
gtcaatatat
gagttcagta
gtgttcgcta
ctgaaggtat
ctgtcacatt
caactgcaga
atgctaacgg
tttctggtta

26

tgatgggaac
atctgaaaat
gaatatcgag
tggtgtgatt
cacaacttct
tgcagcccac
ttcatggtat
tacagatttc

tttaaattac

-tagccaaagc

tagtgcgcaa
accacagtgg
aacttatgtc
gacaccaaca
tgaattgttg
gaattggtta
ttttgatggt
tgccgattat
tctttcaatt
caatcaatta
atctgacata
tgatagtaca
agtgcaaacg
dagcaccaaca
dgcagacaaa
taaggatact
ggcaacaaag
tgttgctggt
tggtaaagat
tggagtcatc
gcatatggqgg
tggattagct
cgatttgatt

cttggcagtt

600
660
720
780
840
200
960

. 1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440 .
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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tgggrtccag
aacacgagtg
ggtttctcaa
gctcagaatg
tatcgttcaa
acggatcgtt
cgcgatgcta
gaccaaattt
ggagatgacg
ggtggtcaat
ccatccectat
attactgagt
tacgtattga
ggtgactact
gataaaggaa
gatgatgata
aagattaata
ttacaaaacg
caatatataa
aaatcagggc
gtfaaggata
ggtaacttag
ggtaatggcc
aatgatggtc
gaaggtaagc

caccatcacc
<210>3
<211> 3495

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

taggtgcgea
ataaagtgtt
acttccaagc
cggaccaatt
gtacagatac
atgacttagg
traaagcctt
ataatttgcec
atacagattc
atcaagagat
ttaaagtgaa
gggeggctaa
aagatatggg
taccaaaaca
tcatctatta
ataactatta
accataccta
aagatggtac
ctgatcaaaa
ttgcaacgat
agtttgtgat
ctatcctacg
atgctgtcac
atcaaagtaa
ctatccctaa

at

acaagatcaa
ccattcaaac
atttgctaca
taagcaatgg
aagtttcttg
ttatggcaca
écatgctagc
agagcaagaa
tgatattgac
gtatggtgot
tcaaatctca
gtacttéaat
ttctaataag
gttaactaat
tacattaagt
ctattttgat
cttcttctta
aattgtttat
t.ggaaatgcg
tgatggacaf
tggcactgat
ttatgtgcaa
tggtttccaa
aggtgaattc

ccctctectc

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 3

ES 25852

gatgcacgaa
gctgctcttg
gacagcagtg
ggtgtgacaa
gattcaatta
ccgacaaaat
ggtattcaag
ttagctactg
aatgccttat
gccttcttag
actggcgttc
ggctctaaca
tactttaagg
gatctgtcag
ggttatcgtg
aaaacaggtc
cctaatggta
ttcgataaga
tattactttg
caacagtatt
ggttataagt
aatagtaaga
acaattaatg
attgatgcag
ggtctcgatt

03 T3

cggcctctga
attctcaagt
aatatacaaa

gcttccaatt

ttcaaaacgg

atggaaé%gc
ccattgccga
tcacaagaac
atgttgtaca
aagagttaca
caattgatgg
tccaaggtaa
tcgtttcgaa
aaactggctt
cccaaaatgc
atttagtaac
tcgaactggt
aaggtcatca
atgatgctgg
tfgatcaaaa
attactttga
atcaatggtt
gtaaaaaaca
acgggtacaa

ctacgcgtac

tacaacaaca
catctacgaa
cgtagtcatc
ggcaccacaa
gtatgcattce
tgatcagttg
ttgggtgecg
aaattcattt
aagtcgtggg
ggcactctat
cagtgtaaag
aggtgctgga
cactgaggat
tacacacgat
atttattcaa
aggtttgcaa
Caagagcttc
agtttttgat
tgtaatgctt
tggtgtgcag
accaggtagt
ctattttgat
atatttctat
gggcgagctt
cggtcatcat

atgggatctg ataaaattat tcatctgact gatgattctt ttgatactga tgtacttaag

gcagatggtg caatcctggt tgatttctgg gcacactggt gcggtccgtg caaaatgatc

gctccgatte tggatgaaat cgctgacgaa tatcagggca aactgaccgt tgcaaaactg

27

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

-3180

3240
3300
3360
3420
3480
3540

. 3600

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4092

60
120
180



aacatcgatc
ctgctgttca
ttgaaagagt
ctegeectta
tattattttg
tatttttacg
tattattttg
atagttgctt
ggtacaacat
ggcaaaaatt
gatggtcaaa
gaaataaaag
ggtacggatg
cgtccaacag
agaccaatat
atggctgatt
ttattaaatg
caaagtacag
aatgaaacta
aacagtccac
aaccagactg
ttagccaatg
Tattatttaa
';ttcgtgtag
ttcaaactag
ttggaagatt
accatggatg
cgaggtacaa
gaaaacgaag
gttattgccc
acagaacaat
aagtacacac
gttcctegtg

tcaccatact

acaacccggg
aaaacggtga
tcctecgacgc
tgacacaaca
atgatggcaa
agagtggtaa
ataagggctc
ttaacgatga
actactttga
attattttga
taatgacatt
aaggtttgac
ctgaggactt
gtattttacg
tgtcagtatg
tagggtttat

aagcaagtaa

agtggttaaa
gtgaagatat
tgacacctga
gtgaacaagc
acgttgataa
tgaattttgg
atgcagtcga
cttacggtgt
ggagtcacaa
attatgtgca
tgcagegctt
ccattcctaa
aaattgtttc
tggcagctgc
aatataatat
tctattatgg
atgatgcgat

cactgcgeeg
agtggcggca
taacctggcc
agttagcggc
aaatgctaaa
acaagccaaa
aggtgatgag
agggcaacaa
tgataaagga
taatcttaag
tgatcaggaa
gactcaaaac
tgaaaétatt
taacggaaca
gtggccagat
Cagtaatgcg
ctatgttcaa
ggatgcaatg
gagcaatgac
cgctaattca
gtataattta
ttcaaaccct
tacgattacg
caatgtggat
tgatcaaaat
tgatcctttg
cacacaatta
cgtggattat
tracagcettt
cgatttgtat
tttcaaaqgta
ggctagtgct
cgatttatat

Taacactttg
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aaatatggca
accaaagtgg
ggctctggat
aagtacgttg
ggtttatcaa
ggacagtatg
ttaactggtc
atttttaatc
cacgctgcecta
caactaaaaa
acagggcaag
acggattata
gacggctatt
gactgggaac
aagaacaccc
gacagttttg
aaatcaartg
gcggcettea
catttacaaa
aactttagac
gataattcaé
gtagtacaag
gccaacgacg
gctgatttgt
gatgctactg
tatgtaacag
atctggtetc
tatatggtgg
gtacgtgcac
cctgatgttg
tacaatgaag
tatgcgatgt
acagatgatg

ctaaaggcta

tccgtggtat
gtgcactgtc
ccggtgatga
aaaaagacgg
cgatagacaa
tcacaattga
tgcaaagcaf
aatattacca
ccggtattaa
aaggcrtctc
aagtttctaa
gcgaacataa
taacagctag
cttctacaga
aggtcaatta
aaactgggga
aaatgaaaat
ttgtcgcgea
atggcgcatt
tacttaatcg
aaggtogttt
cagaacaatt
cggatgctaa
tacaaattgc
ctaatcagca
atcaaggaag
taacaaaatc
atcgatctaa
acgacagcga
aaaatagttt
atgaaaaatt
tgctaaccaa
gtcaatatat

gagttcagta

28

cccgactctg
taaaggtcag
cgatgacaag
tagttggtat
caatattcaa
taatcaaaca
tgatgggaac
atctgaaaat
gaatatcgag
tggtgtgatt
cacaacttct
tgcagcccac
ttcatggtat
tacagatttc
tttaaattac
tagccaaagc
tagtgcgecaa
accacagtgg
aacttatgtc
gacaccaaca
tgaattgttg
gaattggfta
Ttttgatggt
tgccgattat
tctttcaatt
caatcaatta
atctgacata
tgatagtaca
agtgcaaacg
agcaccaaca
agcagacaaa
taaggatact
ggcaacaaag

tgrtgctggt

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380-
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
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ggccaatcga
gccatgacag
gtcagcaata
gcagctcata
tattatgata
tttacgaatg
tgggttccgg
aacacgagtg
ggtttctcaa
gctcagaatg
tatcgttcaa
acggatcgtt
cgcgatgcta
gaccaaattt
ggagatgacg
ggtggtcaat
ccatccctat
attactgagt
tacgtattga
ggtgactact
cttgaaggta

catcaccatc
<210> 4
<211> 3105

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tgtccgttga
cttctgacac
acgrggagct
agaaccaage
ctgatgaaaa
aatcaattta
taggtgcgca
ataaagtgtt
acttccaagc
cggaccaatt
gtacagatac
atgacttagg
ttaaagcctt
ataatttgcc
atacagattc
atcaagagat
ttaaagtgaa
gggcggctaa
aagatatggg
taccaaaaca
agcctatccc

accat

tagtaatgac
tggaacatct
acaattagag
ttatcgtgct
tgcacctgtg
tggtgtacaa
acaagatcaa
ccattcaaac
atttgctaca
taagcaatgg
aagtttcttg
ttatggcaca
acatgctagc
agagcaagaa
tgatattgac
gtatggtggt
tcaaatctca
gtacttcaat
ttctaataag
gttaactaat

taaccctctc

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 4

atgggatctg
gcagatggtg
gctcegattc
aacatcgatc
ctgctgttca
ttgaaagagt

ctcgccctta

ataaaattat
caatcctggt
tggatgaaat
acaacccgag
aaaacggtga -
tcctegacge

tgggcttctc

tcatctgact
tgatttctgg
cgctgacgaa
cactgcgeeg
agtggcggcea
taacctggec

tggtgtgatt
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gtgttaacaa
gagacgcgta
gatgggcata
ttgttatcaa
gcgtacacag
aatccacaag
gatgcacgaa
gctgctcttg
gacagcagtg
ggtgtgacaa
gattcaatta
ccgacaaaat
ggtattcaag
tragctactg
aatgcettat
gecettcttag
actggegttc
ggctctaaca
tactttaagg
gafctgtcag
ctcggtctcg

gatgattctt
gcacactggt
tatcagggca
aaatatggca
accaaagtgg
ggctctggat
gatggtcaaa

gtgttcgcta
ctgaaggtat
ctgtcacatt
caactgcaga
atgctaacag
tttctggtta
cggcctctga
attctcaagt
aatatacaaa
gcttccaatt
ttcaaaacgg
atggaactgc
ccattgccga
tcacaagaac
atgttgtaca
aagagttaca
caattgatgg
tccaaggtaa
tcgtttegaa
aaactggcta

attctacgcg

ttgatactga
gcggtcegtg
aactgaccgt
tccgrggtat
gtgcactgtc
ccggtgatga

taatgacatt

29

tggtaaagat
tggagtcatc
gcatatgggg
tggattagct
cgatttgatt
cttggcagtt
tacaacaaca
catctacgaa
cgtagtcatc
ggcaccacaa

gtatgcattc

tgatcagttyg

ttgggtgccg
aaattcattt
aagtcgtggg
ggcactcrat
cagtgtaaag
aggtgctgga
cactgaggat
caagggcgag
taccggtcat

tgtacttaag
caaaatgatc
tgcaaaactg
ccegactcty
taaaggtcag
cgatgacaag

tgatcaggaa

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3495

60
120
180
240
300
360
420



acagggcaag
acggattata
gacggctatt
gactgggaac
aagaacaccc
gacagttrtg
aaatcaattg
gcggecttea
catttacaaa
aactttagac
gataattcaa
gtagtacaag
gccaacgacg
gctgatttgt
gatgctactg
tatgtaacag
atctggtctc
tatatggtgg
gtacgtgcac
cctgatgttg
tacaatgaag
tatgcgatgt
acagatgatg
ctaaaggcta
grgttaacaa
gagacgcgta
gatgggcata
ttgtratcaa
gcgtacacag
aatccacaag
gatgcacgaa
gctgctcttg
gacagcagtg
ggtgtgacaa

aagtttctaa
gcgaacataa
taacagctag
cttctacaga
aggtcaatta
aaactgggga
aaatgaaaat
ttgtcgegea
atggcgcatt
tacttaatcg
aaggtggttt
cagaacaatt
cggatgctaa
tacaaattgc
ctaatcagca
atcaaggaag
taacaadatc
atcgatctaa
acgacagcga
aaaatagttt
atgaaaaatt
tgctaaccaa
gtcaatatat
gagttcagta
gtgtrtcgcta
ctgaaggtat
ctgtcacatt
caactgcaga
atgctaacgg
tttctggtta
cggcctctoa
attctcaagt
datatacaaa

gcttccaatt

cacaacttct
tgcagceceac
ttcatggtat
tacagatttc
tttaaattac
tagccaaagc
tagtgcgcaa
accacagtgg
aacttatgtc
gacaccaaca
tgaattgttg
gaattggtta
ttttgatggt
tgccgattat
tctttcaatt
caatcaatta
atctgacata
tgatagtaca
agtgcaaacg
agcaccaaca
agcagacaaa
taaggatact
ggcaacaaag
tgttgctggt
tggtaaagat
tggagtcatc
gcatatgggg
tggattagct
cgatttgatt
cttggcagtt
tacaacaaca
catctacgaa
cgtagtcatc

ggcaccacaa
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gaaataaaag

ggtacggatg

‘cgtccaacag

agaccaatat
atggctgatt
ttattaaatg
caaagtacag
aatgaaacta
aacagtccac
aaccagactg
ttagccaatg
tattatttaa
attcgtgtag
ttcaaactag
ttggaagatt

accatggatg

‘cgaggtacaa

gaaaacgaag
gttattgccc
acagaacaat
aagtacacac
gttcctcgtg
tcaccatact
ggccaatcga
gccatgacag
gtcagcaata
gcagctcata
Tatratgata
tttacgaatg
tgggttccgg
aacacgagtg
ggtttctcaa
gctcagaatg
tatcgttcaa

aaggtttgac
ctgaggactt
gtattttacg
tgtcagtgtg
tagggtttat
aagcaagtaa
agtggttaaa
gtgaagatat
tgacacctga
gtgaacaagc
acgttgataa
tgaattttgg
atgcagtcga
cttacggtgt
ggagtcacaa
attatgtgca
tgcagcgett
ccattcctaa
aaattgttfc
tggcagctgc
aatataatat
tctattatgg
atgatgcgat
tgtccgttga
cttctgacac
acgcggagct
agaaccaagc
ctgatgaaaa
datcaattta
taggtgcgca
ataaagtgtt
acttccaagc
cggaccaatt

gtacagatac

30

gactcaaaac
tgaaaatatt
taacggaaca
gtggccagat
cagtaatgcg
ctatgttcaa
ggatgcaatg
gagcaatgac
cgctaattca
gtataattta
ttcaaaccct
tacgattacg
caatgtggat
tgatcaaaat
Tgatcctttg
cacacaatta
cgrggattat
ttacagcttt
cgatttgrat
tttcaaagta
ggctagtgct
cgatttatat
taacactttg
tagtaatgac
tggaacatct
acaattagag
ttatcgtgct
tgcacctgtg
tggtgtacaa
acaagatcaa
ccattcaaac
atttgctaca
taagcaatgg
aagtttctig

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
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gattcaatta
ccgacaaaat
ggtattcaag
ttagctactg
aatgccttat
gccttcttag
actggcgttc
ggctctaaca
tactttaagg
gatctgtcag
ctcggtcetcg

<210>5
<211> 4356
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ttcaaaacgg
atggaactgc
ccattgccga
tcacaagaac
atgttgtaca
aagagttaca
caattgatag
tccaaggtaa
tcgtttcgaa
aaactggcta

attctacgcg

gtatgcattc
tgatcagttg
ttgggtgccg
éaattcattt
aagtcgtgag
ggcactctat
cagtgtaaag
aggtgctgga
cactgaggat
caagggcgag
taccggtcat

<223> Dextransacarasa mutante

<400> 5

atrgggatctyg
gcagatggtg
gctccgattc
aacatcgatc
ctgctgttca
ttgaaagagt
ctcgeectta
tattattttg
tatttttacg
tattattttg
atagttgcrt
ggtacaacat
ggcaaaaatt
gatggtcaaa
gaaataaaag
ggtacggatg
cgtccaacag

agaccaatat

ataaaattat
caatcctggt
tggatgaaat
acaacccggg
aaaacggtga
tcctcgacge
tgacacaaca
atgatggcaa
agagtggtaa
ataagggctc
ttaacgatga
actactttga
attattttga
taatgacatt
aaggtttgac
ctgaggactt
gtattttacg
tgtcagtgry

tcatctgact
tgatttctgg
cgctgacgaa
caCtgcgccd
agtggcggca
taacctggcc
agttagcggc
aaatgctaaa
acaagccaaa
aggtgatgag
agggcaacaa
tgataaagga
taatcttggg
tgatcaggaa
gactcaaaac
tgaaaatatt
taacggaaca

gtggccagat
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acggatcgtt
cgcgatgcta
gaccaaattt
ggagatgacg
ggtggtcaat
ccatccctat
attactgagt
tacgtattga
ggtgactéct
cttgaaggta

catcaccatc

gatgattctt
gcacactggt
tatcagggca
aaatatggca
accaaagtgg
ggctctggat
aagtacgttg
ggtttatcaa
ggacagtatg
ttaactggtc
atttttaatc
cacgctgcta
caactaaaaa
acagggcaag
acggattata
gacggctatt
gactgggaac

dagaacaccc

atgacttagg
ttaaagcctt
ataatttgcc
atacagattc
atcaagagat
ttaaagtgaa
gggcggctaa
aagatatggg
taccaaaaca
agectatcce

accat

ttgatactga
QCthCCQtQ
aactgaccgt
tccgtggtat
gtgcactgtc
ccggtgatga
aaaaagacgg
cgatagacaa
tcacaattga
tgcaaagcat
aatattacca
ccggtattaa
aaggcttctc
aagtttctaa
gcgaacataa
taacagctag
cttctacaga

aggtcaatta

31

ttatggcaca
acatgctragc
agagcaagaa
tgatattgac
gtatggtggt
tcaaatctca
gtacttcaat
ttctaataag
gttaactaat

taaccctctc

tgtacttaag

Caaaatgatc

tgcaaaactg

cccgactctg
taaaggtcag
cgatgacaag
tagttggtat
caatattcaa
taatcaaaca
tgatgggaac
atctgaaaat
gaatatcgag
tggtgtgatt
cacaacttct
tgcagcccac
ttcatggtat
tacagatttc

tttaaattac

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3105

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

1020

1080



atggctgatt
ttattaaatg
caaagtacag
aatgaaacta
aacagtccac
aaccagaétg
ttagccaatg
tattatttaa
attcgtgtag
ttcaaactag
ttggaagatt
accatggatg
cgaggtacaa
gaaaacgaag
gttattgccc
acagaacaat
aagtacacac
gttccteatg
tcaccatact
ggccaatcga
gccatgacag
gtcagcaata
gcagctcata
tattatgata
tttacgaatg
tgggttccagg
aacacgagtg
ggtttctcaa
gctcagaatg
tatcgttcaa
acggatcgtt
cgcgatgcta
gaccaaattt

ggagatgacg

tagggtttat
aagcaagtaa
agtggttaaa
gtgaagatat
tgacacctga
gfgaacaagc
acgttgataa
tgaattttgg
atgcagtcga
cttacggtgt
ggagtcacaa
attatgtgca
tgcagcgett
ccattectaa
aaattgtttc
tggcagctgce
aatataatat
tctattatgg
atgatgcgat
tgtccgttga
cttctgacac
acgcggagct
agaaccaagc
ctgatgaaaa
aatcaattta
taggtgcgca
ataaagtott
acttccaagc
cggaccaatt
gtacagatac
atgacttagg
ttaaagcctt
ataatttgcc

atacagattc

cagtaatgcg
ctatgttcaa
ggatgcaatg
gagcaatgac
cgctaattca
gtataattta
ttcaaaccct
tacgattacg
caatgtggat
tgatcaaaat
tgatcctttg
cacacaatta
cgtggattat
ttacagcttt
cgatttgtat
tttcaaagta
ggctagtgct
cgatttatat
taacactttg
fagtaatgac
tggaacatct
acaattagag
ttatcgtgct
tgcacctgtg
tggtgtacaa
acaagatcaa
ccattcéaac
attrgctaca
taagcaatgg
aagttrcttg
ttatggcaca
acatgctagc
agagcaagaa

tgatattgac
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gacagtittg
aaatcaattg
gcggccttca
catttacaaa
aactrtagac
gataattcaa
gtagtacaag
gccaacgacg
gctgatttgt
gatgctactg
tatgtaacag
atctggtctc
tatatggtgg
gtacgagctc
cctgatgttg
tacaatgaag
tatgcgatgt
acagatgatg
ctaaaggcta

gtgttaacaa

gagacgcgta

gatgagcata
trgrtatcaa
gcgtacacag
aatccacaag
gatgcacgaa
gctgctcttg
gacagcagtyg
ggtgtgdcaa
gattcaatta
ccgacaaaat
ggrattcaag
ttagctactg

aatgcctrtat

aaactgggga
aaatgaaaat
ttgtcgcgea
atggcgecatt
tacttaatcg
aaggtggttt
cagaacaatt
cggatgctaa
tacaaattgc
ctaatcagca
atcaaggaag
taacaaaatc
atcgatctaa
acgactacga

aaaatagttt

atgaaaaatt

tgctaaccaa
gtcaatatat
gagttcagta
gtgttcgcta
ctgaaggtat
ctgtcacatt
caactgcaga
atgctaacgg
tttctggtta
cggcctctga
attctcaagt
aatatacaaa
gcttccaart
ttcaaaacgg
atggaactgc
ccattgccga
tcacaagaac

atgttgtaca

32

tagccaaagc
tagtgcgcaa
accacagtgg
aacttatgtc
gacaccaaca
tgaattgttg
gaattggtta
ttttgatggt
tgccgattat
tcrtttcaatt
caatcaatta
atctgacata
tgatagtaca
cgcgeaaacy
agcaccaaca
agcagacaaa
taaggatact
ggcaacaaag
tgttgctgot
tggtaaagat
tggagtcatc
gcatatgggg
tggattagct
cgatttgatt
cttggcagtt
tacaacaaca
catctacgaa
cgragtcatc
ggcaccacaa
gtatgcattc
tgatcagttg
ttgggtgceg
aaattcatrte

aagtcgtggg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
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ggtggtcaat
ccatccctat
attactgagt
tacgtattga
ggtgactact
gataaaggaa
gatgatgata
aagattaata
ttacaaaacg
caatatataa
aaatcagggc
gttaaggata
ggtaacttag
ggtaatggcc
aatgatggtc
agtgccactg
tttgataaca
atgttgtrag
agatacttcg
aacttgagtt
gattctacgc

<210> 6
<211> 1452
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

atcaagagat
ttaaagtgaa
gggcggctaa
aagatatggg
taccaaaaca
tcatctatta
ataactatta
accataccta
aagatggtac
ctgatcaaaa
ttgcaacgat
agtttgtgat
ctatcctacg
atgctgtcac
atcaaagtaa
atggtcgcct
caggaaattt
atgatagtag
atcaaaacgg
ac#agggcga

gtaccggtca

gtatggtggt
tcaaatctca
gtacttcaat
ttctaataag
gttaactaat
tacattaagt
ctattttgat
cttcttctta
aattgrttat
tggaaatgcg
tgatggacat
tggcactgat
ttatgtgcaa
tggtttccaa
aggtgaattc
agtaactggt
gatcacaaat
tcgtgcgaaa
tgagcaagtg
gcttgaaggt

tcatcaccat

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 6
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gccttcttag
actggcgttc
ggctctaaca
tactttaagg
gatctgtcag
ggttatcgtg
aaaacaggtc
cctaatggta
‘ttcgataaga
tattactttg
caacagtatt
ggttataagt
aatagtaaga
acaattaatg
attgatgcag
gttcagaaga
cagtattatc
acagggtttg
aaagatgcta
aagcctatcc

caccat

¥et Gly Ser Asp %ys Ile Ile His Leu Tgr Asp
1

Asp val Leu 555 Ala Asp Gly Ala g}e Leu val

Trp Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Ala pro Ile
35 40

ASp g3u Tyr GIn Gly Lys ggu Thr val A]a'Lys

aagagttaca
caattgatgg
tccaaggtaa
tcgtttcgaa
aaactggctt
cccaaaatgc
atttagtaac
tcgaactggt
aaggtcatca
atgatgctgg
ttgatcaaaa
attactttga
atcaatggtt
gtaaaaaaca
acggggatac
ttaatggtat
aattagcaga
tattgcaaga
tcattgtgga

ctaaccctct

ggcactctat
cagtgtaaag
aggtgctgga
cactgaggat
tacacacgat
atttattcaa
aggtttgcaa
caagagcttc
agtttttgat
tgtaatgctt
tggtgtgcag
accaggtagt
ctattttgat
atatttctat
tttctatacg
tacctatgct
tggtaaatat
tggtgtacta
tccagatact

ccteggtete

Asp Ser Phe Asp Thr
15

Asp Phe Trp Ala His
30

Leu Asp Glu Ile Ala
45

Leu. Asn Ile Asp His
60

33

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4356



Asn

65

Leu

Ser

Gly

Ser

Asp

145.

Tyr
Asp
Gly

Gln

Tyr.
225

Gly

Ser

Gln

Gln

Glu

305

Arg

Pro

Leu

Lys

ser

Gly

Phe

Asn

Leu

Gln
210

Phe’

Lys

Gly.

Glu

Asn

290

Asp

Pro

Gly

Phe

Gly

Lys

Lys

Tyr

GIn

GlIn

195

Ile

Asp

ASN

val

val

275

Thr

Phe

Thr

Thr

Lys

GIn

100

Asp

Tyr

Asn

Glu

Thr

180

Ser

Phe

ASp

Tyr

Ile

260

Ser

AsSp

Glu

Gly

Ala

ASD

- 83

Leu

Asp

val

Ala

Ser

165

Tyr

Ile

-Asn

Lys

TYr

245

Asp

AsSn

Tyr

Asn

Ile
325

Pro

70

Gly

LYS

Asp

Glu

Lys

150

Gly

Tyr

ASp

Gin

Thr

sSer

Ile

Leu

LyS
Glu
Glu
Asp
Lys
135
Gly
LyS
Phe
Gly
Tyr
215
His
Asp

Gln

Thr

Glu
295

Asp

Arg

Tyr
val

Phe

Asp
Leu
Gln
Asp
Asn
200
Tyr
Ala
ASsnh
Ile
ser
280
His
Gly

Asn
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Gly
Ala
Leu
105

Leu

Gly

ser

Ala

Lys

Ile

Gln

Ala

Leu

Met

265

Glu

ASn

Tyr

Gly

Ile

Ala

90

Asp

Ala

Ser

Thr

Lys

170

Gly

val

Ser

Thr

Gly

250

Thr

Ile

Ala

Leu

Thr
330

75°
Thr
Ala
Leu.
Trp
Ile
Gly
ser
Ala
Glu
Gl

23

G1In
Phe

Lys

Ala

Gly

Lys

AsSn

Met

TYr

140

ASp

Gln

Gly

Phe

ASN

220

Ile

Leu

Asp

Glu

His

. 300

Thr

315

AsSp

Ala

Trp

34

Ile

val

Leu

Thr

125

Tyr

Asn

Tyr

Asp

Asn

205

Gly

Lys

Lys

GlIn

Gly

285

Gly

ser

Glu

Pro
Gly
Ala
110
GIn
Tyr
ASn
val
Glu
190
ASp
Thr
Asn
LYS
Glu
270
Leu
Thr
ser

Pro

Thr

Ala

a5

Gly

Gln

Phe

Ile

Thr

175

Leu

Glu

Thr

Ile

Gly

Thr

Thr

AsSp

Trp

ser
335

Leu

80

Leu

Ser

val

Asp

GIn

160

Thr

Gly

TYr

Glu

240

rhe

Gly

Thr

Ala

Tyr

320

Thr



Asp

Thr

Asn

Ala

385

GIn

G1n

Gln

Asn

Glu

465

Leu

Leu

Asp

val

ser

Ser

Thr

GIn

Ala

370

Ser
ser
Pro
Asn
Ser
450
Gln
Ala
Asn
Ala
530
<1y
Glu
Asn

Leu

ASD
val
355
AsSp
Asn
Thr
Gln
Gly
Asn
Ala
Asn
Trp
515
Ala
val
Asp

Gln

Thr
595

Phe
340
Asn
Ser
Tyr
Glu
Trp
420
Ala
Phe
Tyr
Asp
Leu
500
Ala
Asp
ASp
Trp
Leu

580

Lys

Arg

Tyr

Phe

val

Leu
Arg
ASn
val
485
Tyr
Asn
Leu
Gln
Ser
565
Thr

Ser

Pro
Leu

Glu

Leu
Glu
Thr
Leu
Leu
470
Asp
Tyr
Phe
Leu
Asn
550
His
Met

Ser

Ile

Asn

Thr

375

Lys

LYS

Thr

Tyr

Leu

455

Asp

Asn

Leu

Asp

Gln

535

Asp

Asn

Asp

ASp

Leu

TYyr

360

G1 ¥
Ser
Asp
ser
val
440
ASn
ASn

ser

Met

1Te
Ala
Asp
Asp

Ile
600
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ser

345

Met

ASp

Ile

Ala

Glu

425

Asn

Arg

Ser

Asn

Asn

505

I'Ig
Ala
Thr
Pro
Tyr

585

Arg

val

Ala.

ser

Glu

Met

410

Asp

ser

Thr

Lys

Pro

490

Phe

Arg

Ala

Ala

Leu

570

val

Gly

Trp
Asp
Gln
Met
3495
Ala
Met

Pro

Pro

Gly
val
Asp
AsSn
555
Tyr
His

Thr

Trp
Leu
Ser
380
Lys
Ala
ser
Leu
Thr
460
Gly
val
Thr
Asp
Tyr
540
Gln
val

Thr

Met

35

Pro

Gly

Leu

Ile

Phe

Asn

Thr

445

Asn

Phe

Gln

Ile

Ala

Phe

His

Thr

Gin

GlIn
605

350

Phe

Leu

ser

Ile

Gln
Glu
Ala
Thr
510
val
Lys
Leu
ASp
Leu
590

Arg

Lys

Ile

Asn

Ala

val
415
His
Asp
Thr
Leu
Glu
495
Ala
Asp
Leu
ser
Gln
575

Ile

Phe

Asn

Ser

Glu

Gln

400

Ala

Leu

Ala

Gly

Leu

480

Gln

Asn

Asn

Ala

Ile

560

Gly

Trp

val



ASp

Ile

625

val

Leu

Glu

ser

Tyr

Thr

Thr

Ala

785

Ala

Asp

Thr

val

Tyr

610

Pro

1le

Ala

ASp

Ala

690

Tyr

Pro

val

ser

Ser

770

Glu

Ala

Gly

ASp

Gln

850

Ala

Tyr

Asn

Ala

Pro

Glu

675

Tyr

Gly

Tyr

Ala

val

755

Glu

Leu

His

Leu

Ala

835

Asn

GIn

Met
Tyr
GIn
Thr
660
Lys
Ala
sp
Tyr
Gly
Arg
Thr
GIn
Lys
Ala
820
Asn

Pro

Gln

val

Ser

1le
645

Thr

Leu

Met

Leu

Asp

725

Gly

Tyr

Arg

Leu.

AsSn
805
TYr
Gly

Gln

Asp

Asp
Phe
630
val
Glu

Ala

Leu

GIn

Gly

Thr

Glu

790

Gln

Tyr

Asp

val

Gln
870

Arg

615

val

Ser

Gln

Asp

Leu

695

Thr

Ile

5er

Lys

Glu

775

Asp

Ala

Asp

Leu

ser
855

Asp

Ser

Arg

ASp

Leu

ASp

AsSn

Met

760

Gly

Gly

Tyr

Thr

Ile

840

Gly

Ala
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Asn
Ala
Leu
Ala
665
Ly§
Asn
Asp
Thr
Ser
745
Ala
Ile
His
Arg
Asp
Phe

Tyr

Arg

ASp

His

Tyr

650

Ala

TYr

LyS

Gly

Leu

730

val

Met

Gly

Thr

Ala
810

Glu

Thr

Leu

Thr

Ser Thr
620

Asp Ser
635

Pro AsSp

Ala Phe

Thr G1n

Asp Thr

700

Gln Tyr
715

Leu Lys

Asp ser

Thr Ala

val Ile
780

val Thr
795

Leu Leu

Asn Ala

Asn Glu

Ala val

860

Ala ser
875

36

Glu

Glu

val

Lys

Tyr

685

val

Met

Ala

Asn

Ser

765

val

Leu

Ser

Pro

ser

845

Trp

ASp

ASh

val

Glu

val

670

ASn

Pro

Ala

Arg

Asp

750

ASp

ser

His

Thr

val

830

Ile

val

Thr

Glu
Gln
Asn
655
Tyr
Met
Arg
Thr
val
735
val
Thr
Asn
Met
Thr
815
Ala
Tyr

Pro

Thr

Ala
Thr
640
Ser
Asn
Ala
val
720
Gln
Leu
Gly
Asn
Gly
Ala
Tyr
Gly
val

Thr
880



Asn
Va1
Ser
GlIn
Thr
945
Thr
Ala
Gln
Gln
Asp
Arg
Glu
Ile
Trp

Ala

val

Thr

Ile

Glu

ser

Tyr

Tyr

915

Gly

Thr

Asp Arg

ASp

Ala

Glu
1010

Thre
1025

Gly

1040

Glu
1055

Ser
1070

Ala
1085

Gly
1100

val

1115

Thr

Asn
1130

GIn

s
Leu
Asp
Gly
Leu
Thr
Ala
Tyr

ser

ASp

Asp Lys val Phe His Ser Asn Ala Ala Leu Asp Ser GlIn
885 . 890 895
Glu Gly Phe Ser Asn Phe GIn Ala Phe Ala Thr Asp Ser
a00 905 910
Thr Asn val val Ile Ala GIn Asn Ala Asp GIn Phe Lys
920 925
val Thr Ser phe GIn Leu Ala Pro Gln Tyr Arg Ser Ser
935 940
Ser Phe Leu Asp Ser Ile Ile G1n Asn Gly Tyr Ala Phe
950 955 960
Tyr Asp Leu Gly Tyr Gly Thr Pro Thr Lys Tyr Gly Thr
965 970 975
Leu Arg Asp Ala Ile Lys Ala Leu His Ala Ser Gly Ile
980 - 985 990
Ala asp Trp vVal Pro Asp GIn Ile Tyr Asn Leu Pro Gl
1000 ‘ 1005
Ala Thr val Thr Arg Thr Asn Ser Phe Gly Asp Asp
1015 1020
ser Asp Ile Asp Asn Ala teu Tyr val val Gln Ser-
1030 1035
Gly GIn Tyr GIn Glu Met Tyr Gly Gly Ala Phe Leu
1045 1050 .
GIn Ala Leu Tyr Pro Ser Leu Phe Lys Vval Asn GIn
1060 1065
Gly val Pro Ile Asp Gly Ser val Lys Ile Thr Glu
1075 1080
Lys Tyr Phe Asn Gly Ser Asn Ile GIn Gly Lys Gly
1090 1095
val Leu Lys Asp Met Gly Ser Asn Lys Tyr Phe Lys
1105 1110
Asn Thr Glu Asp Gly Asp Tyr Leu Pro Lys GIn Leu
1120 1125
Leu Ser Glu Thr Gly Phe Thr His Asp Asp Lys Gly
: 1135 1140

ES 2 585203 T3
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Ile

Ile

His

Phe

Glu

Phe

Asp

Gly

Lys

Gly

Asn

Phe

His

Tyr

Ile

Thr

ASp

Ile
1145

GlIn
1160

Leu
1175

Ley
1130

ASD
1205

ASp
1220

Asp
1235

His
1250

phe
1265

ser
1280

GIn
1295

GIn
1310

GIn
1325

Thr
1340

Asn
1355

Asn
1370

ASD
1385

Tyr

Asp

val

Pro

Gly

Gln

Ala

Gln

val

Gly

Trp

Thre

Ser

Ser

Gly

Gln

ser

Tyr
Asp
Thr
Asn
Thr
Tyr
Gly
Gln
Ile
Asn
Phe
Ile
LyS
Ala
Ile
Tyr

Gly

Thr

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile

val

Tyr

Gly

Leu

TYr

Asn

Gly

Thr

Thr

Tyr

Arg

Leu

AsSn

Leu

Ile

val

Thr

Met

Phe

Thr

ala

Phe

Gly

Glu

Asp

TYr

GIn

Ala

Ser
1150

Asn
1165

GlIn
1180

Glu
1195

Tyr
1210

Asp
1225

Leu
1240

ASp
1270

Ile
1285
ASp
1300

Lys
1315

Phe
1330

Ala
1360

Leu
1375

LYs
1390

Gly
Tyr
Lys
Leu
Phe
GIn
Lys
GIn
Gly
Leu
Gly
Lys
;1e

Arg

. Phe

Ala

Thr
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Tyr
Tyr
Ile
val
ASp
Asn
Ser
Asn
Tyr
Arg
Asn
616
Asp
Leu
Asp
AsSp

Gly

Arg

Tyr

Asn

Lys

Lys

Gly

Gly

Gly

Lys

Tyr

Gly

Tyr

Ala

val

Asn

Gly

Phe

Ala
Phe
Asn
Ser
Lys
Asn
Leu
val

Tyr
val

His
Phe
Asp
Thr
Thr
LysS

val

38

Gln
1155

ASp
1170

His
1185

Phe
1200

Ala
1230

Ala
1245

Gln
1260

Tyr
1275

Glin
1290
Ala
1305

Tyr
1320

Gly
1335

Gly
1350

Gly
1365

Tyr
1380

Leu
1395

Asn
Lys
Thr
Leu
His
Tyr
Thr
val

PhF
Asn
val

Asn
ASp
val

Asn
Met

GlIn

Ala

Thr

Tyr

Gln

Gln

Tyr

Ile

Lys

Glu

ser

Thr

Asp

Thr

GIn

Leu

Leu

AsSp

Phe

Gly

Phe

Asn

val

Phe

Asp

Asp

Pro

Lys

Gly

Gly

Phe

Lys

Ile

Leu

Gly
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val Leu Arg Tyr Phe Asp GIn Asn Gly Glu Gln Va10
141

1400 1405

Ile 11e val Asp Pro asp Thr Asn Leu Ser Tyr LX%S
: 1

1415 1420

Lys Asp Ala

Gly G1u Leu

Gtu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Prao Leu Leu Gly lieu0 Asp Ser Thr
44

1430 1435

Arg Thr Gly His His His His His His
1445 1450

<210>7
<211> 1364
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dextransacarasa truncada

<400> 7

Met Gly Ser Asp Lys Ile Ile His Leu Thr
1 5

10

Asp val Leu Lys Ala Asp Gly Ala Ile Leu

Trp Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Ala pro
35

40

Asp Glu Tyr GIn Gly Lys Leu Thr val Ala

50 55

Asn pro Gly Thr Ala Pro Lys Tyr Gly Ile

65 70

Leu Leu Phe Lys Asn Gly Glu val Ala Ala

85 90

Ser Lys Gly GIn Leu Lys Glu Phe Leu Asp

100 105

Gly Ser Gly Asp Asp Asp Asp Lys Leu Ala

Ser Gly Lys Tyr val Glu Lys Asp Gly Ser

130 135

AsSp Gly Lys Asn Ala Lys Gly Leu Ser Thr

Tyr Phe Tyr Glu Ser Gly Lys GIn Ala Lys

Asp

val

Ile

Lys

Asp

Asp

Leu

Leu

60

759
Thr
Ala
Leu
Trp

Ile

Gly

Gly

Lys

ASn

Met

Tyr

140

ASp

Gln

39

ser
Phe
ASp
45

Asn
Ile
val
Leu
Thr
125
Tyr

AsSh

Tyr

Phe
Trp
30

Glu
ITe
Pro
Gly
Ala
110
GIn
Tyr

Asn

val

Asp Thr
15

Ala His
ITe Ala
Asp His
Thr Leu

80

Ala Leu
95

Gly ser
Gln val
Phe Asp
Ile G{n

160

Thr Ile
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165 170 175

Asp Asn GIn Thr Tyr Tyr Phe Asp Lys Gly Ser Gly Asp Glu Leu Thr
180 : - 185 : 190

Gly Leu GIn Ser Ile Asp Gly Asn Ile val Ala Phe Asn Asp Glu Gly
195 - 200 205

G1n G1n Ile Phe Asn GIn Tyr Tyr G1n Ser Glu Asn Gly Thr Thr Tyr
210 215 220

Tyr Phe Asp Asp Lys Gly His Ala Ala Thr Gly Ile Lys Asn Ile Glu
225 230 235 ' 240

Gly Lys Asn Tyr Tyr Phe Asp Asn Leu Gly GIn Leu Lys Lys g g Phe

ser Gly val Tle Asp Gly GIn Tle Met Thr Phe Asp Gln Glu Thr Gly
260 265 270

Gln Glu vé1 ser Asn Th} Thr Ser Glu Ile Lys Glu Gly Leu Thr Thr
275 280 285

GIn Asn Thr Asp Tyr Ser Glu His Asn Ala Ala His Gly Thr Asp Ala
290 295 ) 300

Glu Asp Phe Glu Asn Ile Asp‘G1y Tyr Leu Thr aAla Ser Ser Trp Tyr
105 310 . 315 320

Arg Pro Thr Gly Ile Leu Arg Asn Gly Thr Asp Trp Glu Pro Ser Thr
’ 325 330 335

Asp Thr Asp Phe Arg Pro Ile Leu Ser val Trp Trp Pro ASp Lys Asn
340 345 350

Thr 6¢1In val Asn Tyr Leu Ash Tyr Met ala Asp Leu Gly Phe Ile Ser
355 360 365

Asn Ala asp Ser Phe Glu Thr Gly Asp Ser GIn Ser Leu Leu Asn Glu
370 375 380.

Ala ser Asn Tyr val GIn Lys Ser Ile Glu Met Lys Ile Ser Ala Gln
385 390 395 . 400

GIln Ser Thr Glu Trp Leu Lys Asp Ala Met Ala Ala Phe Ile val Ala
405 410 415

GIn Pro GIn Trp Asn Glu Thr ser Glu Asp Met Ser Asn Asp His Leu
420 425 430

6In Asn Gly Ala Leu Thr Tyr val Asn Ser Pro Leu Thr Pro Asp Ala

40
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435 N 440 445

Asn Ser Asn Phe Arg Leu Leu asn Arg Thr Pro Thr Asn GIn Thr Gly
450 455 460

Glu GIn Ala Tyr Asn Leu Asp Ash Ser Lys Gly Gly Phe Glu Leu Leu
465 470 475 . 480

Leu Ala Asn Asp val Asp Asn Ser Asn Pro val val Gln Ala Glu GIn
485 490 495

Leu Asn Trp Leu Tyr Tyr Leu Met Asn Phe Gly Thr Ile Thr Ala Asn
500 505 510

ITe Arg val Asp Ala val Asp Asn

Asp Ala Asp Ala Asn Phe Asp Gly
520 525

515

val Asp Ala Asp Leu Leu Gln Ile Ala Ala Asp Tyr Phe Lys Leu Ala

Tyr Gly val Asp Gln Asn Asp Ala Thr Ala Asn GIn Ris Leu Ser Ile
545 550 555 560

Leu Glu Asp Trp Ser His Asn Asp Pro Leu Tyr val Thr Asp Gln Gly
565 570 575

ser Asn GIn Leu Thr Met Asp Asp Tyr val His Thr GIn Leu Ile Trp
580 585 590

Ser Leu Thr Lys Ser Ser Asp Ile Arg Gly Thr Met GIn Arg Phe val
595 600 605

Asp Tyr Tyr Met val Asp Arg Ser Asn Asp Ser Thr Glu Asn Glu Ala
‘ 610 . 615 620

Ile Pro Asn Tyr Ser Phe val Arg Ala His Asp Ser Glu val GIn Thr
625 630 635 © 640

val Ile Ala GIn Ile val Ser Asp Leu Tyr Pro Asp Vval Glu Asn ser
645 650 655

Leu Ala Pro Thr Thr Glu GIn Leu Ala Ala Ala Phe Lys val Tyr Asn
660 665 - 670

Glu Asp Glu Lys Leu Ala Asp Lys Lys Tyr Thr GIn Tyr Asn Met Ala
675 680 ‘ 685

Ser Ala Tyr Ala Met Leu Leu Thr Asn Lys Asp Thr val Pro Arg val
690 695 700

Tyr Tyr Gly Asp Leu Tyr Thr Asp Asp Gly Gln Tyr Met Ala Thr Lys -
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705

Ser
Tyr
Thr'
Ala
785
Ala
AsSp
Thr
val
Gly
Asn
val
ser
d'l n
Thr

945

Ala

Pro
val
Ser
Ser
770
Glu
Ala
Gly
ASp
Gln
850
Ala
Thr

Ile

Glu Ty

930

ASp

Asp

Asp

Tyr

Ala

val

755

Glu

Leu

His

Leu

Ala

835

ASRn

Gln

ser

Tyr.

915

Gly

Thr

Arg

Gln

Tyr

Gly

740

Arg

Thr

Gln

Lys

Ala

820

Asnh

Pro

Gln

ASp

Glu
300

rhr

val

Ser

Tyr

Leu

725

Gly

Tyr

Arg

Leu

Asn

805

Tyr

Gly

Gln

ASp

LYyS

885

Gly

Asn

Thr

Phe

ASp

Arg

710

Ala
Gln
Gly
Thr
Glu

790

Gln
Tyr
Asp
val
Gln
870
val
Phe
val
ser
Leu
950

Leu

Asp

Ile

ser

Lys

Glu
775
Asp
Ala
Asp
Leu
ser
855
Asp
Phe
ser
val
Phe
935
AsD

Gly

Ala

Asn

Met

Gly

Gly

Tyr

Thr

Ile

840

Gly

Ala

His

Asn

Ile

920

GlIn

Ser

Tyr

Ile
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Thr
ser
745
Ala
Ile
His
Arg
Asp
825
Phe
Tyr
Arg
Ser
Phe
905
Ala
Leu
Ile

Gly

Lys

Leu

730

val

Met

Gly

Thr

Ala

810

Glu

Thr

Leu

Thr

Asn

890

Gln

Gln

Ala

Ile

Thr

970

Ala

715

Leu

Asp

Thr

val

val

795

Leu

Asn

Asn

Ala

Ala

875

Ala

Ala

Asn

Pro

Glin

Pro

Leu

Lys
ser
Ala
Ile
780
;rhr
Leu
Ala
Glu
val
860
ser
Ala
Phe
Ala
GIn
940
ASn

Thr

His

42

Ala

Asn

Ser

765

val

Leu

ser

Pro

ser

845

Trp

Asp

Leu

Ala

AS

92

Tyr

Gly

Lys

Ala

Arg

ASp

750

Asp

ser

His

Thr

val

830

Ile

val

Thr

Asp

Thr

810

Gln

Arg

Tyr

Tyr

ser

val

735

val

Thr

Asn

Met

Thi

815

Ala

Tyr

Pro

Thr

ser

895

Asp

Phe

Ser

Ala

Gly

Gly

720

GIn
Leu
Gly
Asn
Gly
Ala
Tyr
Gly
val
Thr
880
Gl n
Ser
Lys
Ser
%

Thr

Ile
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980 98s 9490

Gln Ala Ile Ala Asp Trp vVal Pro  Asp GIn Ile Tyr Asn Leu Pro Gl
995 1000 1005

G1n Glu Leu Ala Thr val Thr Arg Thr asn Ser phe Gly Asp Asp
1010 1015 1020

Asp Thr Asp Ser Asp Ile Asp Asn Ala Leu Tyr val val Gln Ser
1025 - 1030 1035

Arg Gly Gly Gly G¢In Tyr GIn Glu Met Tyr Gly Gly  Ala phe Leu
1040 1045 1050

Glu Glu Leu G1n Ala Leu Tyr Pro Ser Leu Phe Lys val Asn GIn
1055 1060 1065

Ile ser Thr Gly val Pro Ile Asp Gly Ser val Lys 1Ile Thr Glu
1070 1075 : 1080

Trp Ala Ala Lys Tyr Phe Asn Gly Ser Asn Ile GIn Gly Lys Gly
1085 1090 : 1095

Ala Gly Tyr val Leu Lys Asp Met Gly Ser Asn Lys Tyr Phe Lys
1100 1105 1110

val val Ser Asn Thr Glu Asp Gly Asp Tyr Leu Pro Lys GIn Leu
1115 1120 1125

Thr Asn Asp Leu Ser Glu Thr . Gly Phe Thr His Asp Asp Lys Gly
1130 1135 . ) 1140 ’

Ile Ile Tyr Tyr Thr Leu Ser G1y.Tyr Arg Ala GIn Asn Ala Phe
1145 1150 1155

Ile GIn Asp Asp Asp Ashn Asn  Tyr Tyr Tyr Phe Asp Lys Thr Gly
1160 1165 1170

His Leu val Thr Gly Leu GIn Lys Ile Asn Asn His Thr Tyr Phe
1175 1180 1185

#he Leu Pro Asn Gly Ile Glu Leu val Lys Ser Phe Leu Gln Asn
1190 1195 1200

Glu Asp Gly Thr Ile val Tyr Phe Asp Lys Lys Gly His GIn val
1205 1210 1215

Phe Asp Gln Tyr Ile Thr Asp Gln Asn Gly Asn Ala Tyr Tyr Phe
1220 1225 1230

Asp Asp Ala Gly val Met Leu Lys Ser Gly Leu Ala Thr Ile Asp
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1235 1240 1245

Gly His G1In GIn Tyr phe Asp GIn Asn Gly val GIln val Lys Asp
1250 : 1255 1260

Lys Phe val . Ile Gly Thr Asp Gly Tyr Lys Tyr Tyr Phe Glu Pro
1265 : 1270 1275

Gly Ser Gly Asn Leu Ala Ile Leu Arg Tyr Val.Gln Asn Ser Lys
1280 1285 . 1290

Asn GIn Trp Phe Tyr Phe Asp Gly Asn Gly His Ala val Thr Gly
1295 1300 1305

Phe G1In Thr Ile Asn Gly Lys Lys Gln Tyr Phe Tyr . Asn Asp G1y
1310 1315 1320

His GIn Ser Lys Gly Glu Phe Ile Asp Ala Asp Gly Tyr Lys Gly
1325 1330 1335

Glu Leu Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu ASp
1340 1345 ‘ 1350

Ser Thr Arg Thr Gly His His His His His His
1355 1360 .

<210> 8

<211> 1165

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 8

Met Gly Ser Asp Lys Ile Ile His Leu Thr Asp Asp Ser Phe Asp Thr

1 5 10 15

Asp val Leu Lys Ala Asp Gly Ala Ile Leu val Asp Phe Trp Ala His

20 25 30
Trp Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Ala Pro Ile Leu Asp Glu Ile Ala
35 40 45

Asp Glu Tyr GIn Gly Lys Leu Thr val Ala Lys Leu Asp Ile Asp His
50 55 60

Asn Pro Gly Thr Ala Pro tys Tyr Gly Ile Arg Gly Ile Pro Thr Leu

65 : 70 75 80

Leu Leu Phe Lys ggn Gly Glu val Ala Aéa Thr Lys val Gly Ala Leu

9 95

44



Ser
Gly
ser
ASp
145
TYr
Asp
Gly
‘GIn
Ty
225
Gly
Ser
Gln
Gln
Glu
305
Arg
Asp

Thr

Lys

ser

Gly

Gly

Phe

Asn

Leu

GlIn

Gly
Gly
Lys
Lys
Tyr
Gln
GIn

195

Ile

210

Phe

Lys

Gly

Glu
Asn
290
Asp
Pro
Thr

Gln

Asp

Asn

val

val

275

Thr

Phe

Thr

Asp

val
355

Gin
100
AsSp
Tyr
AsSn
Glu
Thr
180
ser
Phe
Asp
Tyr
Ile
260
Ser
Asp
Glu
Gly
Phe

340

Asn

Leu

Asp

val

Ala

Ser

Lys

ASp

Glu

Lys

150

Gly

165

TYr
Ile

Asn

‘Lys

it
Asp
Asn
Tyr
Asn
Ile

Arg

Tyr

TYr

ASp

G1n

Gly

Thr

Ser

Ile

310

Leu

Pro

Leu

Glu

ASp

Phe

Lys
120

Lys Asp

135

Gly

Leu

Lys G1n

rhe Asp

Gly Asn

Tyr
215

200

Tyr

His Ala

ASp Asn

Gln

Thr

Glu
295

Asp Gly

Arg

Ile’

Asn

Ile
ser

280

His

Asn

Leu

Tyr
360
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Leu
105
Leu
Gly
Ser
Ala
LysS
1%5

Ile

Gln

Ala

Leu

Met

265

Glu

Asn

Tyr

Gly

Ser

345

Met

Asp

Ala

ser

Thr

170

Gly

val

ser

Thr

Ile

Ala

Leu

Thr

330

val

Ala

Ala

Leu

Trp

Ile

Gly

Ser

Ala

Phe

Lys

Ala

Thr

315

Asp

Trp

AsSp

Asn

Met

Tyr

140

Asp

GIn

Gly

rhe

Asn

220

Ile

Leu

"ASp

Glu

His

300

Ala

Trp

T™rp

Leu

45

Leu
Thr
125
Tyr
Asn
Tyr
ASp
Asn
205
Gly
Lys
Lys
Gln
Gl

28

Gly
Ser
Glu

Pro

Gly

Ala
110
Gln
Tyr
Asn
val
Glu
190
Asp
Thr
Asn
LysS
Glu
270
Leu
Thr

Ser

Pro

Gly
Gin
Phe
Ile
Thr
175
Leu
Glu
Thr
Ile
Gly
Thr
Thr
Asp
Trp
ser
335
Lys

Ile

s5er

val

ASp

GIn

160

Ile

Thr

Gly

TYr

Glu

240

phe

Gly

Thr

Ala

TyYr

320

Thr

Asn

Ser



Asn

Ala

385

GIn

Gln

Gln

Asn

Glu

465

Leu

Leu

ASp

val

TYr

545

Leu

ser-

ser

ASp

Ile
625

Ala

370

Ser

Ser

Pro

Asn

Ser

450

Gln
Ala
Asn
Ala
ASD
530
Gly
Glu
Asn
Leu
Tyr

610

Pro

Asp
Asn
Thr
GIn
Gly
Asn
Ala
Asn
Trp
515
A'Ila
val
Asp
Gln
Thr
595
Tyr

Asn

ser

Tyr

Glu

Trp

420

Ala

Phe

Tyr

Asp

Leu

500

Ala

ASp

Asp

Trp

Leu

580

Lys

Met

Tyr

Phe

val

Trp

Asn

Leu

Arg

ASn

val

485

TYr

Asn

Leu

Gln

Ser

565

Thr

ser

val

Ser

Glu

Gln

390

Leu

Glu

Thr

Leu

Leu

470

Asp

Tyr

Phe

Leu

ASn

550

His

MetT

ser

Asp

Phe
630

Thr

375

Lys

Lys

Thr

TYyr

Leu

455

Asp

Asn

Leu

Asp

GIn

Asp

Asn

ASp

Asp

Gly

ser

ASp

Ser

val

440

Asn

ASn

Ser

Met

Gly

Ile

Ala

Asp

ASp

Ile

600

Ser

Arg
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Asp

Ile

Ala

Glu

425

Asn

Arg

Ser

Asn

Asn

505

Ile

Ala

Thr

Pro

TYrr

585

Arg

Asn

Ala

Ser

Glu

Met

410

ASp

ser

Thr

Lys

Pro

490

Phe

Arg

Ala

Ala

Leu

570

val

Gly

Asp

His

GIn

Met

395

Ala

Met

Pro

Pro

Gly

val

ASp

Asn

555

TYr

His

Thr

ser

Asp

Ser

380

Lys

Ala

ser

Leu

Thr

460

Gly

val

Thr

Asp

Tyr

540

Gln

val

Thr

Met

Thr

620

Ser

46

Leu
Ile
Phe
ASh
Thr
445
Asn
Phe
Gln
Ile
Ala
525
Phe
His
Thr
Gln
Gln
605

Glu

Glu

Leu

Ser

Ile

Gln
Glu
Ala
Thr
510
val

Lys

Leu

Asp

Leu

590

Arg

Asn

val

AsSn

Ala

val

415

His

Asp

Thr

Leu

Glu

495

Ala

Asp

Leu

Ser

GlIn

Ile

Phe

Glu

Gln

Glu

Gln

400

Ala

Leu

Ala

Gly

Leu

480

Gln

Asn

Asn

Ile
560

Gly

Trp

‘val

Ala

Thr
640



val

Leu

Glu

Ser

705

Ser

Tyr

Thr

Thr

Ala

785

Ala

Asp

Thr

val

Gly

Asn

val

Ile
Ala
Asp
Ala
690
Tyr
Pro
val

Ser

Ser
770

Glu

Ala

Gly

Asp

Gln

850

Ala

Thr

Ile

Ala
Pro
Glu
675
Tyr
Gly
Tyr
Ala
val
755
Glu
Leu
His
Leu
Ala
835
Asn
Gln

Ser

Tyr

Gln

Thr

660

Lys

Ala

Asp

Tyr

Gly

Arg

Thr

G1n

Lys

Ala

820

Asn

Pro

Gln

Asp

Glu
900

Ile
645
Thr
Leu
Met
Leu
Asp
725
Gly
Tyr
Arg
Leu
Asn
805
TYyr
Gly
Gln
Asp
LysS
885

Gly

val

Glu

Ala

Leu

Tyr

710

Ala

GIn

Gly

Thr

Glu

790

GIn

Tyr

Asp

val

GlIn

870

val

Phe

ser

Gln

Asp

Leu

695

Thr

Ile

Ser

Lys

Glu

775

Asp

Ala

Asp

Leu

Ser

855

Asp

Phe

ser

ASp

Leu

Asp

Asn

Met

Gly

Gly

Tyr

Thr

Ile

840

Gly

Ala

His

Asn
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Leu
Ala
665
Lys
Asn
Asp
Thr
Ser
745
Ala
Ile
His
Arg
Asp
Phe
Tyr
Arg

ser

phe
905

Tyr Pro Asp val

650

Ala

Tyr

Lys

Gly

Leu

730

val

Met

Gly

Thr

Ala

810

Glu

Thr

Leu

Thr

Asn

890

Glin

Ala

Thr

Asp

Gln

715

Leu

Asp

Thr

val

val

795

Leu

Asn

Asn

Ala

Ala

875

Ala

Ala

Phe

Gln

Thr

700

Tyr

Lys

Ser

Ala

Ile

780

Thr

Leu

Ala

Glu

val

860

Ser

Ala

Phe

47

LyS
Tyr
685
val

Met
Ala
ASh
ser
765
val

Leu
ser
Pro
ser

845

Trp

Asp

Leu

Ala

Glu

val

670

Asn

Pro

Ala

Arg

750

Asp

ser

His

Thr

val

830

Ile

val

Thr

Asp

Thr
210

Asn
655

Tyr
Met
Arg
Thr
val
735
val
Thr
Asn
Met
Thr
815
Ala
Tyr
Pro

Thr

ser

895

Asp

ser
Asn
Ala

val

Leu
Gly
Asn
Gly
Ala
Tyr
Gly
Va]‘
Thr
880

Gln

Ser‘
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Ser Glu Tyr Thr Asn val val 1le Ala GIn Asn Ala Asp GIn Phe Lys
915 920 925

Gln Trp Gly val Thr Ser phe GIn Leu Ala Pro Gln Tyr Arg Ser Ser
930 ' 935 940

Thr Asp Thr Ser Phe Leu Asp Ser Ile Ile GIn Asn- Gly Tyr Ala phe
945. : : 950 _ 955 7 960

Thr Asp Arg Tyr Asp Leu Gly Tyr Gly Thr Pro Thr Lys Tyr Gly Thr
965 ‘ 970 975

Ala Asp GIn Leu Arg Asp Ala Ile Lys Ala Leu His Ala Ser Gly Ile
980 985 390

Gln Ala Ile Ala Asp Trp val Pro Asp Gln Ile Tyr Asn Leu Pro Glu
995 1000 1005

Gin Glu Leu Ala Thr val Thr Arg Thr Asn Ser Phe Gly Asp Asp
1010 1015 ‘ 1020 :

Fy

Asp Thr Asp ser Asp Ile Asp Asn Ala Leu Tyr val val GIn ser
1025 1030 1035

Arg Gly Gly Gly Gln Tyr Gln Glu Met Tyr Gly Gly Ala Phe Leu
1040 1045 1050

Glu Glu " Leu Gln Ala Leu Tyr- Pro Ser Leu Phe Lys val Asn GIn
1055 1060 1065

Ile ser Thr Gly val Pro Ile Asp Gly Ser val Lys 1Ile Thr Glu
1070 | 1075 1080

Trp Ala Ala Lys Tyr Phe Asn Gly ser Asn Ile GIn Gly Lys Gly
1085 1080 - 1095

Ala Gly Tyr val Leu Lys Asp Met Gly Ser Asn Lys Tyr Phe Lys
1100 1105 1110

val val Ser Asn Thr Glu Asp Gly Asp Tyr Leu Pro Lys Gln Leu
1115 ) 1120 1125

Thr Asn Asp Leu Ser Glu Thr Gly Tyr Lys Gly Glu Leu Glu Gly
1130 1135 1140

Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr
1145 1150 1155

Gly His His His His His His
: 1160 1165

<210>9
<211> 1035
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dextransacarasa truncada

<400> 9
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Met
Asp
Trp
ASp
AsSn
65

Leu
Ser
Gly
val
val
145
Thr
Phe
Thr

Asp

val

Gly

val

Cys

Glu

50

Pro

Leu

Lys

Ser

Ile

130

Ser

Asp

Glu

Gly

Phe

210

Asn

sSer

Leu

Gly

35

TYyr

Gly

Phe

Gly

Asn

Tyr,

Asn
Ile
195

Arg

Tyr

Asp

Lys

20

Pro

Gln

Thr

Lys

Gln

100
Asp
Gly
Thr
ser
Ile
180
Leu

Pro

Leu

Lys
5

Ala

Cys

Gly

Ala

ASN

85

Leu
Asp
Gln
Thr
Glu
165
Asp
Arg

Ile

AsSn

Ile

Asp

Lys

Lys
Pro
70

Gly

Lys

Asp

Ile
ser
150
His
Gly
Asn

Leu

TYr

Ile
Gly
Met
Leu
55

Lys
Glu
Glu
Asp
Met
135

Glu

Asnh

Gly

ser
215

Met

His

Ala

Ile

20

Thr

Tyr

val

Phe

LYS

120

Thr

Ile

Ala

Leu

Thr

200

val

Ala
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Leu

Ile

25

Ala

val

‘Gly

Ala

Leu

105

Leu

Phe

Lys

Ala

Thr

185

Asp

Trp

Asp

Thr

10

Leu

Pro

Ala

Ile

Ala

S0

Asp

Ala

Asp

Glu

His

170

Ala

Trp

Trp

Leu

Asp

val

Ile

LyS

Arg

75

Thr

Ala

Leu

Gln

ser

Glu

Pro

Gly

49

Asp
Asp
Leu
Leu
60

Gly
Lys
Asn
Met
Glu
140
Leu
Thr
ser
Pro
AsSp

220

Phe

Ser

Phe

Asp

45

Asn

Ile

val

Leu

Gly

Thr

Thr

Asp

Trp

Ser
205

Lys

Ile

Phe

Trp

30

Glu

Ile

Pro

Gly

Ala

110

Phe

Gly

Thr

Ala

TYyr

Thr

Asn

Ser

Asp
15

Ala
Ile
ASp
Thr
Ala
95

ser
Gln
GIn
Glu
175
Arg
Asp

Thr

Asn

Thr

His

Ala

His

Leu

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Asn

160

ASp

Pro

Thr

GIn

Ala
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225 230 235 240

Asp Ser Phe Glu Thr G1y'Asp Ser Gln Ser Leu Leu Asn Glu Ala Ser
245 250 255

Asn Tyr Val GIn Lys Ser Ile GTu Met Lys Ile Ser Ala GIn GlIn Ser
260 265 270

Thr Glu Trp Leu Lys Asp Ala Met Ala Ala Phe Ile val Ala Gln Pro
275 280 285

GIn Trp Asn Glu Thr Ser Glu Asp Met Ser Asn Asp His Leu GIn Asn
290 295 300

Gly Ala Leu Thr Tyr val Asn Ser Pro Leu Thr Pro Asp Ala Asn Ser
305 310 315 320

Asn Phe Arg Leu Leu Asn Arg Thr Pro Thr Asn Gln Thr ¢ly Glu Gln
325 : 330 335

Ala Tyr Asn Leu Asp Asn Ser Lys Gly Gly Phe Glu Leu Leu Leu Ala
340 345 350

Asn Asp val Asp Asn Ser Asn Pro val val GIn Ala Glu GIn Leu Asn
355 360 365

Trp Leu Tyr Tyr Leu Met Asn Phe Gly Thr ITe Thr Ala Asn Asp Ala
370 375 380

Asp Ala Asn Phe Asp Gly Ile Arg val Asp Ala val Asp Asn val Asp
385 _ 390 395 . 400

Ala Asp Leu Leu GIn Ile Ala Ala Asp Tyr Phe Lys Leu Ala Tyr Gly
405 410 415

val Asp GIn Asn Asp Ala Thr Ala Asn Gln His Leu Ser Ile Leﬁ Glu
420 425 7 430

AsSp Trp Ser His Asn Asp Pro Leu Tyr val Thr Asp GIn Gly Ser Asn
433 440 445

G1n Leu Thr Met Asp Asp Tyr Val His Thr Gln Leu I1e Trp Ser Leu
450 455 460

Thr Lys Ser Ser Asp Ile Arg Gly Thr Met Gln Arg Phe val Asp Tyr
465 470 ] 475 480

Tyr Met val Asp Arg Ser Asn Asp Ser Thr Glu Asn Glu Ala Ile pPro
. 483 490 495

Asn Tyr Ser Phe val Arg Ala His Asp Ser Glu val Gln Thr val Ile

50
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500 sos 510

Ala GIn Ile val Ser Asp Lel Tyr Pro asp val Glu Asn Ser Leu Ala
515 520 525

Pro Thr Thr Glu Gln Leu Ala Ala Ala phe Lys val Tyr asn Glu Asp
530 535 . 540

Glu Lys Leu Ala Asp Lys Lys Tyr Thr GIn Tyr Asn Met aAla Ser ala
545 * : 550 555 560

Tyr Ala Met Leu Leu Thr Asn Lys Asp Thr val Pro Arg val Tyr Tyr
565 570 575

Gly Asp Leu Tyr Thr Asp Asp Gly GIn Tyr Met Ala Thr Lys Ser Pro
580 585 580

Tyr Tyr Asp Ala Ile Asn Thr Leu Leu Lys Ala Arg val GIn Tyr val
595 600 ) 605

ala Gly Gly GIn Ser Met Ser val Asp Ser Asn Asp val Leu Thr Ser
610 615 620

val Arg Tyr Gly Lys Asp Ala Met Thr Ala Ser asp Thr Ggly Thr Ser
625 630 635 640

Glu Thr arg Thr Glu Gly Ile Gly val Ile val Ser Asn Asn Ala Glu
645 650 655

Leu GIn teu Glu Asp Gly His Thr val Thr Leu Hieret Gly Ala Ala
660 _ 665 670

His Lys Asn Gln Ala Tyr Arg Ala Leu Leu Ser Thr Thr Ala Asp Gly
675 680 \ 685

Leu Ala Tyr Tyr Asp Thr Asp Glu Asn Ala Pro val Ala Tyr Thr Asp
690 695 , 700

Ala Asn Gly Asp Leu Ile Phe Thr asn Glu Ser Ile Tyr Gly val GIn
705 710 715 720

Asn Pro GIn val ser Gly Tyr Leu Ala val Trp val pro val Gly Ala
725 730 735

Gln G1n Asp GIn Asp Ala Arg Thr Ala Ser Asp Thr Thr Thr Asn Thr
740 745 750

ser Asp Lys val Phe His Ser asn Ala Ala Leu Asp Ser Gln val Ile
755 760 765 .

Tyr Glu Gly Phe Ser Asn Phe GIn Ala Phe Ala Thr ASp ser ser Glu
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770 775 780

Tyr Thr Asn val val Ile Ala GIn Asn Ala Asp GIn Phe Lys GIn Trp
785 790 795 800

Gly val Thr Ser pPhe G1n Leu Ala Pro GIn Tyr Arg Ser Ser Thr Asp
805 810 B15

Thr ser Phe Leu Asp Ser Ile Ile Gln Asn Gly Tyr Ala Phe Thr Asp
820 825 830

Arg Tyr Asp Leu Gly Tyr Gly Thr pPro Thr Lys Tyr Gly Thr Ala Asp
835 840 845

GIn Leu Arg Asp Ala Ile Lgs Ala Leu His Ala Ser Gly Ile GlIn Ala
850 855 860

ITe Ala Asp Trp val Pro Asp GIn Ile Tyr Asn Leu Pro Glu Gln Glu
865 ‘ 8§70 875 880

Leu Ala Thr val Thr Arg Thr. Asn Ser Phe Gly Asp Asp Asp Thr Asp
. 88&s 890 895

Ser Asp Ile Asp Asn Ala Leu Tyr val val GIn Ser Arg Gly Gly Gly
900 : 905 910

G]n‘Tyr GIn Glu Met Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Glu Glu Leu Gln Ala
915 7 920 o 925

Leu Tyr Pro Ser Leu Phe L§5 val Asn Gln Ife Ser Thr Gly val Pro
930 935 940

ITe Asp Gly Ser val Lys 1Ile Thr Glu Trp Ala Ala Lys Tyr Phe Asn
945 950 955 960

Gly Ser Asn Ile Gln Gly Lys Gly Ala Gly Tyr val Leu Lys Asp Met
965 970 975 -

Gly Ser Asn Lys Tyr Phe Lys val val ser asn Thr Glu Asp Gly Asp
980 985 990

Tyr Leu Pro Lys GIn Leu Thr asn Asp'Leu Ser Glu Thr Gly Tyr Lys
. 995 1000 1005

Gly Glu Leu Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu
1010 1015 1020

Asp Ser Thr Arg Thr Gly His His His His His His
- 1025 1030 1035

<210> 10
<211> 1452
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dextransacarasa truncada

<400> 10
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Met

ASp

Trp

ASp

Asn

65

Leu

ser

Gly

Ser

AsSp

Gly

Gln

TYr
225

Gly

val

cys

Glu

50

Pro

Leu

Lys

-Ser

Gly

Gly

Phe

ASn

Leu

GlIn

210

Phe

Ser

Leu

Gly

35

Tyr

Gly

Phe

Gly

Gly

Lys

Lys

Tyr ‘

aln
GIn
195

Ile

Asp

Asp

Lys

Pro

Gln

Thr

Lys

GIn

100

Asp

Tyr

Asn

Glu

Thr

180

Ser

Phe

Asp

Lys
S
Ala
Cys
Gly
Ala
Asn
85
Leu
ASp
val
Ala
ser
165
Tyr
Ile

Asn

Lys

I1e
ASp
Lys
Lys
Pro
70

Gly
Lys
Asp
Glu
Lys
150
Gly
Tyr
AsSp

Gln

Gly
2

Ile

Gly

Met

Leu
55

Lys

Glu

Glu

ASp

Lys

Phe

Gly

Tyr

215

His

His

Ala

Ile

40

Thr
Tyr
val
Phe
LYS
Asp
Leu
Gln
Asp
Asn

200

Tyr

A1a
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Leu

Ile

25

Ala

val

Gly

Ala

Lew

105

Leu

Gly

ser

Ala

Lys
185

'I1e

GIn

Ala

Thr
10

Leu
Pro
Ala
Ile
Ala
90

Asp
Ala
ser
Thr
Lys
170
Gly
val

Ser

Thr

ASp

val

Ile

Lys

Arg

75

Thr

Ala

Leu

Trp

Ile

155

Gly

ser

Ala

Glu

ASD

Asp

Leu

Leu

60

Gly

Lys

Asn

Met

Tyr

140

Asp

Gln

Ser
Phe
Asp
45

Asn
Ile
val
Leu
Thr
125

TYr

Asn

TYI

Phe

Trp

30

Glu

Ile

Pro

Gly

Ala

110

Gln

Tyr

Asn

val

Gly Asp Glu

Ash
220

Ile

53

Asn
205

Gly

Lys

190

AsSp

Thr

Asn

Asp
15

Ala
Ile
Asp
Thre
Ala
95

Gly

Gln

Phe

Ile

Thr

175

Leu

Glu

Thr

Ile

Thr

His

Ala

His

Leu

80

Leu

ser

val

Asp

GIn

160

Ile

Thr

Gly

Tyr

Glu
240



Gly
ser
Gln
Gln
Glu
305
Arg
Asp
Thr
Asn
Ala
385
Gln
Gin
GlIn
AsSn
Glu
465

Leu

Leu

Lys
Gly
Glu
Asn
290
Asp
Pro
Thr
Gln
Ala
370
ser
Ser
Pro
AsSn
ser
450
Gln

Ala

Asn

Asn Tyr Tyr Phe Asp

val

val

275

Thr

Phe

Thr

ASp

val

355

Asp

ASNH

Thr

Gln

Gly

Asn

Ala

Asn

Trp

Ile

260

Ser

Asp

Glu

Gly

Phe

340

Asn

ser

Tyr

Glu

Trp

420

Ala

Phe

Tyr

Asp

Leu
500

245

Asp

Asn

Tyr

Asn

Tle

Arg

Tyr

Phe

val

Trp

405

Asn

Leu

Arg

Asn

val

485

Tyr

Gly
Thr
ser
Ile
310
Leu
Pro
Leu
Glu
Gln
390
Leu
Glu
Thr
Leu
Leu
470
Asp

Tyr

Gln
Thr
Glu
295
AsSp
AFQ
Ile
Asn
Thr
375
Lys
Lys
Thr
Tyr
Leu
455
ASp

Asn

Leu

Asn

Ile

ser

280

His

Gly

Asn

Leu

Tyr

360

Gly

Ser

Asp

Ser

val

440

AsSn

AsSn

ser

Met
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Leu

Met

265

Glu

Asn

Tyr

Gly

Ser

345

Met

Asp

Ile

Ala

Glu

425

Asn

Arg

ser

AsSn

Asn
505

Gly

Thr

Ile

Ala

Leu

Thr

330

val

Ala

ser

Glu

Met

410

ASp

‘Ser

Thr

Lys

Pre

490

Phe

Gln
Phe
Lys
Ala
Thr
315
Asp
Trp
Asp
Gln
Met

395

Ala

Met

Pro

Pro

Gly

val

Gly

Leu

Asp

Glu

His

300

Ala

Trp

Trp

Leu

Ser

380

Lys

Ala

ser

Leu

Lys

GIn

Gly

Gly

Ser

Glu

Pro

Gly

Leu

Ile

Phe

ASn

Thr

© 445

Thr
460
Gly

val

Thr

54

ASn

Phe

Gln

Ile

Lys

Glu

270

Leu

Thr

Ser

Pro

350

Phe

Leu

ser

Ile

Gln

Glu

Ala

Thr
510

Thr

ASp

Trp

ser

Phe

Gly

Thr

Ala

Tyr

320

Thr

335

Lys

Ile

ASn

Ala

val

415

His

Asp

Thr

Leu

Glu

495

Ala

Asn

ser

Glu

Gln

400

Ala

Leu

Ala

aly

Leu

480

Gln

Asn



ASp

val

Tyr

Ala

Asp
530

Gly

545 -

Leu
ser
ser
Asp
Ile
625
val
Leu

Glu

ser

Tyr
Thr

Thr

Glu
Asn
Leu
Tyr
610
Pro
Ile
Ala
Asp

Ala
690

Tyr

Pro

val

ser

ser
770

515

Ala

val

Asp

Gln

Thr

595

TYyr

Asn

Ala

Pro

Glu

675

Tyr

Gly

TYr

Ala

val

755

Glu

Ala

Asp

Asp

Trp

Leu

580

Lys

Met

GlIn

Thr

660

Lys

Ala

Asp

Tyr

Gly

Arg

Thr

A;n
Leu
Gln
ser
565
Thr
Ser
val
Ser
s
Thr
Leu
Met
Leu
ASp
G]y

TYr

Arg

Phe

Leu

Asn

550

His

Met

Ser

Asp

Phe

630

val

Glu

Ala

Leu

TYr

710

Ala

Gln

Gly

Thr
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Asp Gly Ile

Gln

535

Asp
Asn
AsSp

Asp

ser
GlIn
Asp
Leu
695
Thr
Ile
ser

Lys

Glu
775

520

Ile

Ala.

Asp

AsSp

Ile

600

ser

Arg

Asp

Leu’

Lys
680

Thr-

Asp

ASN
Met
Asp
760

Gly

Ala
Thr
Pro
Tyr
Arg
Asn
Ala
Leu
Ala
665
Lys
Asn
ASp
Thr
ser
745

Ala

Ile

Arg

Ala

Ala
L eu
570
val
Gly
Asp
His

Tyr
650

Ala

Tyr
Lys
Gly
Leu
730

val

Met

Gly

val
Asp
Asn
555
Tyr
His
Thr
ser
Asp
Pro
Ala
Thr
Asp
GIn
715
Leu
Asp

Thr

val

Asp

Tyr

540

Gln

val

Thr

Met

Thr

620

Tyr

ASp

Phe

Gln

Thr

700

Tyr

LYyS

Ser

Ala

Ile
780

55

Ala

525

Phe

His

Thr

GIn

Gln

605

Glu

Asp

val

Lys

Tyr

val

Met

Ala

Asn

Ser

765

val

val

Lys

Leu

Asp

Leu

Asp

Leu

ser

GlIn

575

Ile

590

Arg

Asn

Ala

Glu

val

670

AsSn

Pro

Ala

Arg

ASp

750

ASD

Ser

Phe

Glu

Gln

Asn

655

Tyr

Met

Arg

Thr

val

735

val

Thr

Asnh

AsSh

Ala

ile

560

Gly

Trp

val

Ala

Thr

640

ser

Asn

Ala

val

Lys

Gin

Leu

Gly

AsSn
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Ala Glu Leu Gln Leu Glu Asp Gly His Thr val Thr- Leu His Met Gly
785 790 795 800

Ala Ala His Lys Asn Gln Ala Tyr Arg Ala ieu Leu Ser Thr Thr aAla
805 810 815

Asp Gly Leu Ala Tyr Tyr Asp Thr Asp Glu Asn Ala Pro val Ala Tyr
820 825 830

Thr Asp Ala Asn Gly Asp teu Ile Phe Thr Asn Glu Sser Ile Tyr Gly
835 840 845

val GIn Asn Pro GIn val Ser Gly Tyr Leu Ala val Trp val Pro val
850C 855 . 860

Gly Ala Gln Gln Asp GIn Asp Ala Arg Thr Ala Ser Asp Thr Thr Thr
B&S ‘ 870 875 ‘ 880

Asn Thr Ser Asp Lys val Phe His Ser Asn Ala Ala teu Asp Ser GIn
885 890 895

val Ile Tyr Glu Gly Phe Ser Asn Phe GIn Ala fhe Ala Thr Asp Ser
900 905 ‘ : 910 -

ser Glu Tyr Thr Asn val val Ile Ala GIn Asn Ala Asp GIn Phe Lys
915 920 925

GIn Trp Gly val Thr ser pPhe GIn Leu Ala Pro GIn Tyr Arg Ser Ser
930 935 : 940

Thr Asp Thr Ser Phe Leu Asp Ser Ile Ile GIn Asn Gly Tyr Ala Phe
945 950 955 960

Thr Asp Arg Tyr Asp Leu Gly Tyr Gly Thr Pro Thr Lys Tyr G1y Thr
965 970 © 975

Ala Asp GIn Leu Arg Asp Ala Ile Lys Ala Leu His Ala Ser Gly Ile
980 985 990

G1n Ala 1le Ala Asp Trp val Pro Asp GIn Ile Tyr Asn Leu Pro Gl
-995 1000 1005

61n Glu Leu Ala Thr val Thr Arg Thr Asn Ser Phe Gly Asp Asp
1010 1015 ‘ 1020

Asp Thr Asp ser Asp Ile Asp Asn Ala Leu Tyr val val GIn Ser
1025 1030 1035 :

Arg Gly Gly Gly GIn Tyr GIn Glu Met Tyr Gly Gly Ala rhe Leu
. 1040 1045 1050

56



Glu

Ile

Trp

Ala

val

Thr

Ile

Ile

His

Phe

Glu

Phe

Asp

Gly

Lys

Gly

Asn

Glu

1055

Ser
1070

Ala
1085

val
1115

ASn
1130

Ile
1145

GIn
1160

Leu
1175

Leu
1190

Asp
1205

Asp
1220

Asp
1235

His
1250

Phe
1265

Ser
1280

GIn
1295

Leu

Thr

Ala

Tyr

Ser

Asp

Tyr

Asp

val

lPl"O

Gly

Gln

Ala

GlIn

val

Gly

Trp

Gln

Gly

Lys

val

Asn
Leu
Tyr
Asp
Thr
Asn
Thr
Tyr
Gly
Gln
Ile
Asn

Phe

Ala

val

TYyr

Leu

Thr

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile
val
Tyr
Gly
Leu

Tyr

Leu

Pro

Phe

Tyr
1060

Ile
1075

AsSn

© 1090

Lys
Glu
G1ﬁ
Leu
As
Leu
Ile
val
Thr
Met
Phe
Thr
Ala

Phe

ASp
1105

ASp
1120

Thr
1135

Ser
1150

Asn
1165

Gln
1180

Glu
1195

TYr
1210

Asp
1225

Leu

Pro
Asp
Gly
Met
Gly
Gly
Gly
Tyr
Lys
Leu
Phe
Gln

LysS

1240..

Asp
1255

AsSp
1270

Ile
1285

AsSp
1300

Gln
Gly
Leu

Gly

ES 2 585203 T3

ser

Gly

Ser

Gly

ASp

phe

Tyr

Tyr

Ile

val

Asp

Asnh

Ser

Asn

Tyr

Arg

Asn

Leu
ser
Asn
ser
Tyr
Thr
Arg
Tyr
Asn
LyS
Lys
Gly
Gly
.G1y
Lys

Tyr

Gly

Phe

val

Ile

ASn

Leu

His

Ala

Phe

AsSn

ser

Lys
1065

Lys
1080

Gln
1095

Lys
1110

Pro
1125

ASp
1140

Gin
1155

ASp
1170

His
1185

Phe

- 1200

Lys

AsSn

Lel

val

Tyr

val

His

57

Ala
1230

Ala
1245

Gln
1260

Tyr
1275

GIn
1290

Ala
1305

val
Ile
Gly
Tyr
LysS
ASp
Asn
Lys
Thr
Leu
His
Tyf
Thr
val
Phe
Asn

val

Asn

Thr

Lys

Phe

Gln

Lys

Ala

Thr

Tyr

Gln

Gln

Tyr

Ile

Lys

Glu

Ser

Thr

Glu
Gly
Lys
Leu
Gly
Phe
Gly
Phe
Asn
val
Phe
Asp
Asp
Pro
Lys

Gly



10

15

20

25

30

35

Phe GIn Thr Ile
1310

His GIn Ser Lys
132%

Tyr Thr Ser Ala
1340

Ile Asn Gly Ile
1355

Thr Asn GIn Tyr

1370

Asp Asp Ser Gly
1385

val Leu Arg Tyr
1400

ITe I1e val Asp

1415

Glu Gly Lys Pro

Arg Thr Gly His
1445

<210> 11
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
ggcttctctg gtgtgatt
<210> 12
<211>18

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
gatctgtcag aaactggc
<210> 13

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13

ASn
Gly
Thr
Thr
Tyr
Arg
Phe
Pr‘o
Ile

His

18

Gly

Glu

Asp

Tyr

GIn

Ala

ASp

ASp

Pro

His

18

Lys
1315

Phe
1330

Gly
1345

Ala
1360

Leu
1375

Lys
1390

GIn’
1405

Thr
1420

Asn
1435

His
1450

Lys

ITe

Arg

Phe

Ala

Thr

Asn

Asn

Pro

His

ES 2 585203 T3

Gln

Asp

Leu

ASp

ASp

Gly

Gly

Leu

Leu

His

Tyr

Ala

val

ASn

Gly

Phe

Glu

ser

Leu

Phe
Asp
Thr
Thr
Lys
val
Gln
Tyr

Gly

58

Tyr
1320

Gly
1335

Tyr
1380

Leu
1395

val
1410

Lys
1425

Leu
1440

AsSnh

AsSp

val

Asn

Met

GIn

Lys

Gly

ASp

Asp

Thr

GIn

Leu

Leu

Asp

Asp

Glu

ser

Gly

phe

Lys

Ile

teu

Gly

Ala

Leu

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

acacaacaag ttagcggc

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

<220>
<223> Cebador

<400> 14
ccagatacta acttgagt

<210> 15
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ttcattgatg cagacggg
<210> 16

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16

cacgactacg acgcgcaa
<210> 17

<211> 3897

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2 585203 T3

18

18

18

18

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 17

acacaacaag
gatggcaaaa
agtggtaaac
aagggctcag
aacgatgaag
tactttgatg
tattttgata

ttagcggcaa
atgctaaagg
aagccaaagg
gtgitgagtt
ggcaacaaat
ataaaggaca

atcttgggca

gtacgttgaa
tttatcaacg
acagtafgtc
aactggtctg
ttttaatcaa
cgctgetace

actaaaaaaa

aaagacggta
atagacaaca
acaattgata
caaagcattg
tattaccaat
ggtattaaga
ggcttctctg

59

gttggtatta
atattcaata
atcaaacata
atgggaacat
ctgaaaatgg
atatcgaggg
gtgtgattga

ttattttgat
tttttacgag
ttattttgat
agttgctrtt
tacaacatac
caaaaattat

tggtcaaata

60
120
180
240
300

360

420



atgacatttg
ggtttgacga
~gaggactttg
attttacgta
tcagtgtggt
gggtttatca
gcaagtaact
tggttaaagg
gaagatatga
acacctgacg
gaacaagcgt
gttgataatt
aattttggta
gcagtcgaca
tacggtgttg
agtcacaatg
tatgtgcaca
cagcgcttcg
attcctaatt
attgtttccg
gcagctgctt
tataatatgg
tattatggcg
gatgcgatta
tccgttgata
tctgacactg
gcggagctéc
aaccaagctt
gatgaaaatq
tcaatttatg
ggtgcgcaac
aaagtgttcc
ttccaagcat

gaccaattta

atcaggaaac
ctcaaaacac
aaaatattga
acggaacaga
ggccagataa
gtaatgcgga
atgttcaaaa
atgcaatggc
gcaatgacca
ctaattcaaa
dataatttaga
caaaccctgt
cgattacggc
atgtggatgc
atcaaaatga
atcctttgta
cacaattaat
tggattatta
acagctttgf
atttgtatcc
tcaaagtata
ctagtgctta
atttatatac
acactttgct
gtaatgacgt
gaacatctga
aattagagga
atcgtgettt
cacctgtggc
gtgtacaaaa
aagatcaaga
attcaaacgc
ttgctacaga
agcaatgggg

agggcaagaa
ggattatagc
cggctattta
ctgggaacct
gaacacccag
cagttttgaa
atcaattgaa
ggccttcatt
Tttacaaaat
ctttagacta
taattcaaaa
agtacaagca
caacgacgcg

tgatttgtta

tgctactgct

tgtaacagat
ctggtctcta
tatggtggat
acgtgcacac
tgatgftgaa
caatgaagat
tgcgatgttg
agatgatggt
aaaggctaga
gttaacaagt
gacgcgtact
tgggcatact
gttatcaaca
gtacacagat
tccacaagrt
tgcacgaacg
tgctcttgat
cagcagtgaa

tgtgacaagc

ES 2 585

gtttctaaca
gaacataatg
atagctagrt
tctacagata
gttaattatt
actggggata
atgaaaatta
gtcgcgcaac
ggcgcattaa
cttaatcgga
ggtggttitg
gaacaattga
gatgctaatt
caaattgctg
aatcagcatc
caaggaagca
acaaaatcat
cgatctaatg
gacagcgaag
aatagtttag
gaaaaattag
Ctaaccaata
caatatatgg
gttcagtatg
gttcgctatg
gaaggtattg
gtcacattgc
actgcagatg
gctaacggcg
tctggttact
gcctctgata
tctcaagtca
tatacaaacg

ttccaattgg

203 T3

caacttctga
cagcccacgg
catggtatcg
cagatttcag
taaattacat
gccaaagctt
gtgcgcaaca
cacagtggaa
cttatgtcaa
caccaacaaa
aattgttgtt

attggttata

ttgatggtat:

ccgattattt
tttcaatttt
atcaattaac
ctgacatacg
atagtacaga
tgcaaacggt
caccaacaac
cagacaaaaa
aggatactgt
caacaaagtc
ttgctagtgg
gtaaagatgc
gagtcatcgt
atatgggggc
gattagctta
atttgattt:
tggcagtttyg
caacaacaaa
tctacgaagg
tagtcatcgce

caccacaata

60

aataaaagaa
tacggatgct
tccaacaggt
accaatattg
ggctgattta
attaaatgaa
aagtacagag
tgaaactagt

cagtccactg

ccagactggt.

agccaatgac
ttatttaatg
tcgtgtagat
caaactagct
ggaagattgg
catggatgat
aggtacaatg
aaacgaagcc
tattgcccaa
agaacaattg
gtacacacaa
tcetcgtgte
accatactat
ccaatcgatg
catgacagct
cagcaataac
agctcataag
ttatgatact

tacgaatgaa

ggttccggta

cacgagtgat
tttctcaaac
tcagaatgcy

tcgttcaagt

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



10

acagatacaa
gacttaggtt
aaagccttéc
aatttgccag
acagattctg
caagagatgt
aaagtgaatc
gcggctaagt
gatatgggtt
cCaaadcagt
atctattata
aactattact
catacctact
gatggtacaa
gatcaaaatg
gcaacgattg
tttgtgattg
atcctacgtt
gctgtcactg
‘caaagtaaag
ggtcgcctag
ggaaatttga
gatagtggtc
caaaacggtg
<210> 18

<211> 3633
<212> ADN

gtttcttgga
atggcacacc
atgctagcgg
agcaagaatt
atattgacaa
atggtggtgc
aaatctcaac
acttcaatgg
ctaataagta
taactaatga
cattaagtgg
attttgataa
tettettace
ttgtttattt
gaaatgcgta
atggacatca
gcactgatgg
atgtgcaaaa
gtttccaaac
gtgaattcat
taactggtgt
tcacaaatca
gtgcgaaaac

agcaagtgaa

<213> Artificial

<220>

ttcaattatt
gacaaaatat
tattcaagcc
agctactgtc
tgccttatat
cttcttagaa
tggcgttcca
ctctaacatc
ctttaaggtc
tctgtcagaa
ttatcgtgéc
aacaggtcat
taatggtatc
cgataégaaa
ttactttgat
acagtétttt
ttataagtat
tagtaagaat
aattaatggt
tgatgcagac
tcagaagatt
gtattatcaa
agggtttgta
agatgctatc

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 18

acacaacaag
gatggcaaaa
agtggtaaac
aagggctcag

aacgatgaag

ttagcggcaa
atgctaaagg
aagccaaagg
gtgatgagtt

ggcaacaaat

gtacgttgaa
tttatcaacg
acagtatgtc
aactggtctg

ttttaatcaa

ES 2 585203 T3

caaaacgggt
gyaactgctg
attgccgatt
acaagaacaa
gttgtacaaa
gagttacagg
attgatggca
caaggtaaag
gtttcgaaca
actggcttta
caaaatgcat
ttagtaacag
gaactggtca
ggtcatcaag

gatgctggty

gatcaaaatgr

tactttgaac
caatggttct
aaaaaacaat
ggggatactt
aatggtatta
ttagcagatg
ttgcéagatg
attgtggatc

aaagacggta
atagacaaca
acaattgata
caaagcattg

tattaccaat

atgcattcac
atcagttgcg
gggtgccgga
attcatttgg
gtcgrgggag
cactctatcc
gtgtaaagat
gtgctggata
ctgaggatag
cacacgatga
ttattcaaga
gtttgcaaaa
agagcttctt
tttttgatca
taatgcttaa
gtgtgcaggt
caggtagtgg
attttgatgg
atttctataa
tctatacgag
cctatgcttt
gtaaatatat
gtgtactaag

cagatactaa

gttggtatta
atattcaata
atcaaacata
atgggaacat

ctgaaaatgg

61

ggatcgttat

cgatgctatt

ccaaatttat

agatgacgat
tggtcaatat
atccctattt
tactgagtgg
cgtatfgaaa
tgactactta
taaaggaatc
tgatgataat
gattaataac
acaaaacgaa
atatataact
atcagggctt
taaggataag

taacttagct

taatggccat

tgatggtcat
tgccactgat
tgataacaca
gttgttagat
atacttcgat

cttgagt

ttattttgat
ttttfacgag
ttatrttgat
agttgcttte

tacaacatac

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3897

60
120
180
240
300



tactttgatg
tattttgata
atgacatttg
ggtttgacga
gaggactttg
attttacgta
tcagtgtggt
gggtttatca
gcaagtaact
tggttaaagg
gaagatatga
acacctgacg
gaacaagcgt
gttgataatt
aatttrtggta
gcagtcgaca
tacggtgttg
agtcacaatg
tatgtgcaca
‘cagcgcetteg
attcctaatt
attgtttceg
gcagctgett
tataatatgg
tattatggeg
gatgcgatta
tccgttgata
tctgacactg
gcggagctac
aaccaagctt
gatgaaaatg
tcaatttatg
ggtgcgcaac
aaagtgttcc

ataaaggaca
atcttgggca
atcaggaaac
ctcaaaacac
aaaatattga
acggaacaga
ggccagataa
gtaatgcgga
atgttcaaaa
atgcaatggc
gcaatgacca
ctaattcaaa
ataatttaga
caaaccctgt
cgattacggc
atgtggatgc
atcaaaatga
atcctttgta
cacaattaat
tggattatta
acagctttgt
atttgtatcc
tcaaagtata
ctagtgctta
atttatatac
acactttgct
gtaatgacgt
gaacatctga
aattagagga
atcgtgcttt
cacctgtggc
gtgtacaaaa
aagatcaaga

attcaaacgc

cgctgctacc
actaaaaaaa
agggcaagaa
ggattatagc
cggctattta
ctgggaacct
gaacacccag
cagttttgaa
atcaattgaa
ggccttcatt
tttacaaaat
ctttagacta
taattcaaaa
agtacaagca
caacgacgcg
tgatttgtta
tgctactgct
tgtaacagat
ctggtctcta
tatggtggat
acgtgcacac
tgatgttgaa
caatgaagat
tgcgatgttg
agatgatogt

aaaggctaga

.gttaacaagt

gacgcgtact
tgggcatact
gttatcaaca
gtacacagat
tccacaagtt
tgcacgaacg

tgctcttgat

ES 2 585203 T3

ggtattaaga
ggcttctctg
gtttctaaca
gaacataatg
acagctagtt
tctacagata
gtcaattatt
actggggata
atgaaaatta
gtcgcgcaac
ggcgcattaa
cttaatcgga
ggtggttitg
gaacaattga
gatgctaatt
caaattgctg
aatcagcatc
caaggaagca
acaaaatcat
cgatctaatg
gacagcgaag
aatagtttag

gaaaaattag

ctaaccaata
caatatatgg
gttcagtatg
gttcgctatg
gaaggtattg
gtcacattgc
actgcagatg’
gctaacggcg
tctggttact
gcctctgata

tctcaagtca

atatcgaggg
gtgtgattga
caacttctga
cagcccacgg
catggtatcg
cagatttcag
taaattacat
gccaaagctt
gtgcgcaaca
cacagtggaa
cttatgtcaa
cacCaacadad
aattgttgtt
attggttata
ttgatggtat
ccgattattt
ttrcaatttt
atcaattaac
ctgacatacg
atagfacaga
tgcaaacggt
Caccaacaac
cagacaaaaa
aggatactgt
caacaaagtc
ttgctggtag
gtaaagatgc
gagtcatcgt
atatgggggc
gattagctta
atttgatttt
tggcagtttg
caacaacaaa

tctacgaagg

62

Ccaaaaattat
tggtcaaata
aataaaagaa
tacggatgct
tccaacaggt
accaatattg
ggctgattta
attaaatgaa
aagtacagag
tgaaactagt
cagtccactg
ccagactggt
agccaatgac
ttatttaatg
Tcgtgtagat
caaactagct
ggaagatigg
catggatgat
aggtacaatg
aaacgaagcc
tattgcccaa
agaacaattg
gtacacacaa
tcctegtgtc
accatactat
ccaatcoatg
catgacagct
cagcaataac

agctcataag

ttatgatact

tacgaatgaa
ggttccggta
cacgagtgat

tttctcaaac

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

' 960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980 -
2040
2100
2160
2220
2280
2340
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ttccaagcat
gaccaattta
acagatacaa
gacttaggtt
aaagcctrac
aatttgccag
acagattctg
caagagatgt
aaagtgaatc
gcggctaagt
gatatgggtt
ccaaaacagt
atctattata
aactattact
catacctact
gatggtacaa
gatcaaaatg
gcaacgattyg
tttgtgattg
atcctacgtt
gctgtcactg

caaagtaaag
<210> 19
<211> 3036

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ttgctacaga
agcaatgggg
gtttcttgga
atggcacacc
atgctagcgg
agcaagaatt
atattgacaa
atggtggtgc
daatctcaac
acttcaatgg
ctaataagta
taactaatga
cattaagtgg
attttgataa
tcttcttacc
ttgtttattt
gaaatgcgta

atggacatca

gcactgatgg

atgtgcaaaa
gtttccaaac

gtgaattcat

cagcagtgaa
tgtgacaagc
ttcaattatt
gacaaaatat
tattcaagcc
agctactgtc
tgccttatat
cttcttagaa
tggcgttcca
ctctaacatc
ctttaaggtc
tctgtcagaa
ttatcgtgcc
aacaggtcat
taatggtatc
cgataagaaa
ttactttgat
acagtatttt
ttataagtat
tagtaagaat
aattaatggt
tgatgcagac

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 19
acacaacaag
gatggcaaaa
agtggtaaac
aagggctcag
aacgatgaag
tactttgatg
tattttgata

ttagcggcaa
atgctaaagg
aagccaaagg
gtgatgagtt
ggcaacaaat
ataaaggaca

atcttgggca

gtacgttgaa
tttatcaacg
acagtatgtc
aactggtctg
Trtttaatcaa
cgctgetacc

actaaaaaaa

ES 2 585203 T3

tatacaaacg
Ticcaattgg
Ccaaaacgggt
ggaactgctg
attgccgatt
acaégaacaa
gttgtacaaa
gagttacagg
attgatggca
caaggtaaag
gtttcgaaca
actggcttta
caaaatgcat
ttagtaacag
gaactggtca
ggtcatcaag
gatgctggtg
gatcaaaatg
tactttgaac
caatggttct

daadaacaat

999

tagtcatcgc
caccacaata
atgcattcac
atcagttgcg
gggtgccgga
attcatttgg
gtcgtgggaq
cactctatcc
gtgtaaagat
gtgctggata
ctgaggatgg
cacacgatga
ttattcaaga
gtttgcaaaa
agagcttctt
tttttgatca
taatgcttaa
gtgtgcaggt
caggtagtgg
attttgatgg

atttctataa

aaagacggta
atagacaaca
acaattgata
caaagcattg
taftaccaat
ggtattaaga

ggcttctctg

63

gttggtatta
atattcaata
atcaaacata
atgggaacat
ctgaaaatgg

atatcgaggg

gtgtgattga

tcagaatgcg
tcgttcaage
ggatcgttat
cgatgctatt
ccaaatttat
agatgacgat
tggtcaatat
atccctattt
tactgagtgg
cgtattgaaa
tgactactta
taaaggaatc
tgatgataat
gattaataac
acaaaacgaa
atatataact
atcagggctt
taaggataag
taacttagct
taatggccat

tgatggtcat

ttattttgat
tttttacgag
ttattttgat

agttgctttt

tacaacatac
caaaaattat

tggtcaaata

2400

2460

2520
2580
2640
2700

2760

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360

3420

3480
- 3540

3600
3633

60
120
180
240
300
360
420



atgacatttg
ggtttgacga
gaggactttg
attttacgta
tcagtgtggt
gggtttatca
gcaagtaﬁct
tggttaaagg
gaagatatga
acacctgacg
gaacaagcgt
gttgataatt
aattttggta
gcagtcgaca
tacggtgttg
agtcacaatg
tatgtgcaca
cagcgcttcg
attcctaatt
attgttteccg
gCagctgctt
tataatatgg
tattatggcg
gatgcgatta
tccgttgata
tctgacactg
gcggagctac
aaccaagctt
gatgaaaatg
tCaatttatg
ggtgcgcaac
aaagtgttcc
ttccaagcat

gaccaattta

atcaggaaac
ctcaaaacac
aaaatattga
acggaacaga
ggccagataa
gtaatgcgga
atgttcaaaa
atgcaatggc
gcaatgacca
ctaattcaaa
ataatttaga
caaaccctgt
cgattacggc
atgtggatgc
atcaaaatga
atcctttgta
cacaattaat
tggattatta
acagctrrger
atttgtatcc
tcaaagtata
ctagtgctta
atttatatac
acactttgct
gtaatgacgt
gaacatctga
aattagagga
atcgtgertet
cacctgtggc
gtgtacaaaa
aagatcaaga
attcaaacgc
ttgctacaga
agcaatgggg

agggcaagaa
ggattatagc
cggctattta
ctgggaacct
gaacacccag
cagttttgaa
atcaattgaa
ggccttcatt
tttacaaaat
ctttagacta
taattcaaaa
agtacaagca
caacgacgcg

tgatttgtta

tgctactgct

tgtaacagat
ctggtctcta
tatggtggat

acgtgcaca;

tgatgttgaa

caatgaagat
tgcgatgrtg
agatgatggt
aaaggctaga
gtraacaagt
gacgcgtact
tgggcatact
gttatcaaca
gtacacagat
tccacaagtt
tgcacgaacg
tgctcttgat
cagcagtgaa

tgtgacaagc

ES 2 585

gtttctaaca
gaacataatg
acagctagtt
tctacagata
gtcaattatt
actggggata
atgaaaatta
gtcgcgceaac
ggcgcattaa
cttaatcgga
ggtggttttg
gaacaattga
gatgctaatt
caaattgctg
aatcagcatc
caaggaagca
acaaaatcat
cgatctaatg
gacagcgaag
aatagtttag
gaaaaattag
ctaaccaata
caatatatgg
gttcagtatg
gttcgctatg
gaaggtattg
gtcacattgc
actgcagatg
gctaacggcg
tctggttact
gcctctgata
tctcaagtca
tatacaaacg

ttccaattgg

203 T3

caacttctga
cagcccacgg
catggtatcg
cagatttcag
taéattacat
gccaaagctt
gtgcgcaaca
cacagtggaa
cttatgtcaa
caccaacaaa
aattgttgtrt
attggttata
ttgatggtat
ccgattattt
tttcaatttt
atcaattaac
ctgacatacg
atagtacaga
tgcaaacgqt
caccaacaac
cagacaaaaa
aggatactgt
caacaaagtc
ttgctggtgg
gtaaagatgc
gagtcatcgt
atatggggoc
gattagcrta
atttgatttt
tggcagtttg
caacaacaaa
tctacgaaqg
tagtcatcgc

caccacaata

64

aataaaagaa
tacggatgct
tccaacaggt
accaatattg
ggctgattta
attaaatgaa
aagtacagag
tgaaactagt
cagtccactg
ccagactggt

agccaatgac

ttatttaatg .

tcgtgtagat
caaactagct
ggaagattgg
catggatgat
aggtacaatg
aaacgaagcc
tattgcccaa
agaacaattg
gtacacacaa
tcctegtgtce
accatactat
ccaatcgatg
catgacagct
cagcaataac
agctcataag
tratgatact
tacgaatgaa
ggttccggta
cacgagtgat
tttctcaaac
tcagaatgcg

tcgttcaagt

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



10

acagatacaa
gacttaggtt
aaagccttac
aatttgccag
acagatictg
caagagatgt
aaagtgaatc
gcggctaagt
gatatgggtt
ccaaaacagt
<210> 20

<211> 2646
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

gtttcttgga
atggcacacc
atgctagcgg
agcaagaatt
atattgacaa
atggtggtgc
aaatctcaac
acttcaatag
ctaataagta

taactaatga

ttcaattatt
gacaaaatat
tattcaagcc
agctactgtc
tgccttatat
cttcttagaa
tggcgttcea
ctctaacatc
ctttaaggtc

tctgtcagaa

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 20

ggcttctetg
gtttctaaca
gaacataatg
acagctagtt
tctacagata
gtcaattatt
actggggata
atgaaaatta
gtcgcgcaac
ggcgcattaa
cttaatcgga
ggtggttttg
gaacaattga
gatgctaatt
caaattgctg
aatcagcatc
caaggaagca
acaaaatcat

cgatctaatg

gtgtgattga
caacttctga
cagcccacgg
catggtatcg
cagatttcag
taaattacat
gccaaagctt
gtgcgcaaca
cacagtggaa
cttatgtcaa
caccaacaaa
aattgttgtt
attggttata
ttgatggtat
ccgattattt
tttcaatttt
atcaattaac
ctgacatacg

atagtacaga

tggtcaaata
aataaaagaa
tacggatgct
tccaacaggt
accaatattg
ggctgattta
attaaatgaa
aagtacagag
tgaaactagt
cagtccactg
ccagactggt
agccaatgac
ttatttaatg
tcgtgtagat
caaactagct
ggaagattgg
catggatgat
aggtacaatg

aaacgaagcc

ES 2 585203 T3

caaaacgggt
ggaactgctg
attgccgatt
acaagaacaa
gttgtacaaa
gagttacagg
attgatggca
caaggtaaag
gtttcgaaca

actggc

atgacatttg
ggtttgacga
gaggactttg
attttacgta
tcagtgtggt
gggtttatca
gcaagtaact
tggttaaagg
gaagatatga
acacctgacg
gaacaagcgt
gttgataatt
aattttggta
gcagtcgaca
tacggtgttg
agtcacaatg
tatgtgcaca
cagcgetrcg

attcctraatt

atgcattcac
atcagttgcg
gggtgccgga
attcatttgg
gtcgtggggg
cactctatcc
gtgtaaagat
gtgctggata
ctgaggatgg

atcaggaaac
ctcaaaacac
aaaatattga
acggaacaga
ggccagataa
gtaatgcgga
atgttcaaaa
atgcaatggc
gcaatgacca
ctaattcaaa
ataatttaga
caaaccctgt
cgattacggc
atgtggatgc
atcaaaatga
atcctttgta
cacaattaat
tggattatta
acagctttgt

65

ggatcgttat
cgatgctatt
ccaaatttat
agatgacgat
tggtcaatat
atccctattt
tactgagtag
cgtattgaaa

tgactactta

agggcaagaa
ggattatagc
cggctattta
ctgggaaccf
gaacacccag
cagttttgaa
atcaattgaa
ggccttcatt
tttacaaaat
ctttagacta
taattcaaaa
agtacaagca
caacgacgcg
tgatttgtta
tgctactgct
tgtaacagat
ctggtctcta
tatggtggat

acgtgcacac

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3036

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

1020
1080
1140



10

gacagcgaag
aatagtttag
gaaaaattag
ctaaccaata
caatatatgg
gttcagtatg
gttcgctatg
gaaggtattg
gtcacattgc
actgcagatg
gctaacggeg
tctggttact
gcctctgata
tctcaagtca
tatacaaacg
ttccaattgg
caaaacgggt
ggaactgctg
attgccgatt
acaagaacaa
gttgtacaaa
gagttacagg
attgatggca
caaggtaaag
gtttcgaaca

actggc
<210> 21
<211> 3897

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tgcaaacggt
caccaacaac
cagacaaaaa
aggatactgt
caacaaagtc
ttgctggtgg
graaagatgc
gagtcatcgt
atatgggggc
gattagctta
atttgatttt
tggcagtttyg
caacaacaaa

tctacgaagg

‘tagtcatcgc

caccacaata
atgcattcac
atcagttgcg
gggtgccgga
attcatttgg
gtcgtaggag
cactctatcc
gtgtaaagat
gtgctggata
ctgaggatgg

<223> Mutado / truncado

<400> 21

tattgcccaa
agaacaattg
gtacacacaa
tcctcgtgtc
accatactat
ccaatcgatg
catgacagct
cagcaataac
agctcataag
ttatgatact
tacgaatgaa
ggttccggtak
cacgagtgat
tttctcaaac
tcagaatgcg
tcgttcaagt
ggatcgttat
cgatgctatt
ccaaatttat
agatgacgat
tggtcaatat
atccctattt
tactgagtgg
Cgtattgaaa

tgactactta

ES 25852

attgtttccg
gcagctgctt
tataatatgg
tattatggcg
gatgcgatta
tccgttgata
tctgacactg
gcggagctac
aaccaagctt
gatgaaaatg
tcaatttatg
ggtgcgcaac
aaagfgttcc
ttccaagcat
gaccaattta
acagatacaa
gacttaggtt
aaagccttac
aatttgccag
acagattctg
caagagatgt
aaagtgaatc
gcggctaagt
gatargggtt

CcCaaadacagt

03 T3

atttgtatcc
tcaaagtata
ctagtgctta
atttatatac
acactttgct
gtaatgacgt
gaacatctga
aattagagga
atcgtgettt
cacctgtggc
gtgtacaaaa
aagatcaaga
attcaaacgc
ttgctacaga
agcaatgggg
gtttcrtgga
atggcacacc
atgctagcgg
agcaagaatt
atattgacaa
atggtggtgc
aaatctcaac
acttcaatgg
ctaataagta

taactaatga

tgatgttgaa
caatgaagat
tgégatgttg
agatgatggt
aaaggctaga
gttaacaagt
gacgcgtact
tgggcatact
gttatcaaca
gtacacagat
tccacaagtt
tgcacgaacy
tgctcttgat
cagcagtgaa
tgtgacaagc
ttcaattatt
gacaaaatat
tattcaagcc
agctactgtc
tgccttatat
cttcttagaa
tggcgttcca
¢tctaacatc
ctttaaggtc

tctgtcagaa

acacaacaag ttagcggcaa gtacgttgaa aaagacggta gttggtatta ttattttgat

gatggcaaaa atgctaaagg tttatcaacg atagacaaca atattcaata tttttacgag‘

agtggtaaac aagccaaagg acagtatgtc acaattgata atcaaacata ttattttgat

66

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2646

60
120
180



aagggctcag
aacgatgaaq
tactttgatg
tattttgata
atgacatttg
ggtttgacga
gaggactttg
attttacgta
tcagtgtggt
gggtttatca
gcaagtaact
tggttaaagg
gaagatatga
acacctgacg
éaacaagcgt
gttgataatt
aattttggta
gcagtcgaca
tacggtgttg
agtcacaatg
tatgtgcaca
cagcgcetteg
attcctaatt
attgrrtccg
gcagctgctt
tataatatgg
tattatggcg
gatgcgatta
tccgttgata
tctgacactg
gcggagctac
aaccaagctt
gatgaaaatg

tcaatttatg

gtgatgagtt
ggfaacaaat
ataaaggaca
atcttgggca
atcaggaaac
ctcaaaacac
aaaatattga
acggaacaga
ggccagataa
gtaatgcgga
atgttcaaaa
atgcaatggc
gcaatgacca
ctaattcaaa
ataatttaga
caaaccctgt
cgattacggc
atgtggatgc
atcaaaatga
atcctttgta
cacaattaat
tggattatta
acagctttgt
atttgtatcc
tcaaagtata
ctagtgctta
atttatatac
acactttgct
gtaatgacgt
gaacatctga
aattagagga
atcgtgctet
cacctgtggc

gtgtacaaaa

aactggtctg
ttttaatcaa
cgctgctacc
actaaaaaaa
agggcaagaa
ggattatagc
cggctattta
ctgggaacct
gaacacccag
cagttttgaa
atcaattgaa
ggccttcatt
tttacaaaat
ctttagacta
taattcaaaa
agtacaagca
caacgacgcg
tgatttgtta
tgctactgct
tgtaacagat
ctggtctcta
tatggtggat
acgagctcac
tgatgttgaa
caatgaagat
tgcgatgttg
agatgatggr
aaaggctaga
gttaacaagt
gacgcgtact
tgggcatact
gttatcaaca
gtacacagat

tccacaagtt

ES 2 585203 T3

caaagcattg
tattaccaat
ggtattaaga
ggcttctctg
gtttctaaca
gaacataatg
acagctagtt
tctacagata
gtcaattatt
actggggata
atgaaaatta
gtcgcgcaac
ggcgcattaa
cttaatcgga
ggtggttttg
gaacaattga
gatgctaatt
caaattgctg
aatcagcatc
caaggaagca
acaaaatcat
cgatctaatg
gactacgacg
aatagtttag
gaaaaattag
ctaaccaata
caatatatgg
gttcagtatg
gttcgctatg
gaaggtattg
gtcacattgc
actgcagatg
gctaacggcg

tctggtract

atgggaacat
ctgaaaatgg
atatcgaggg
gtgtgattga
caacttctga
cagcccacgg
catggtatcg
cagatttcag
taaattacat
gccaaagctt
gtgcgcaaca
cacagtggaa
cttatgtcaa
caccaacaaa
aattgttgtt
attggttata
ttgatggtat
ccgattattt
trttcaatttt
atcaattaac
ctgacatacg
atagtacaga
cgcaaacggt
caccaacaac
cagacaaaaa
aggatactgt
caacaaagtc
ttgctggtgg
gtaaagatgc
gagtcatcgt
atatgggggc
gattagctta
atttgatttt

tggcagtttg

67

agttgctttt
tacaacafac
Ccaadaattat
tggtcaaata
ddataaaagaa

tacggatgct

tccaacaggt

accaatattg
ggcrgattta
attaaatgaa
aagtacagag
tgaaactagt
cagtccactg
ccagactggt
agccaatgac
ttatttaatg
tcgtgtagat
caaactagct
ggaagattgg
catggatgat
aggtacaatg
aaacgaagcc
tattgcccaa
dgaacaattg
gtacacacaa
tcctegtgtc
accatactat
ccaatcgatg
catgacagct
cagcaataac
égctcataag
ttatgatact
tacgaatgaa

ggttccggta

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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ggtgcgcaac
aaagtgttcc
ttccaagcat
gaccaattta
acagatacaa
gacttaggtt
aaagccttac
aatttgccag
acagattctg
caagagatgt
aaagtgaatc
gcggctaagt
gatatgggtt

CCaaaacagt

atctattata

aactattact
catacctact
gatggtacaa
gatcaaaatg

gcaacgattg

" tttgtgattg

atcctacgtt
gctgtcactg
caaagtaaag
ggtcgectag
ggaaatttga
gatagtggtc
caaaacggtg
<210> 22

<211>1299
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

aagatcaaga
attcaaacgc
ttgctacaga
agcaatggqgg
gtttcttgga
atggcacacc
atgctagcgg
agcaagaatt
atattgacaa
atggrggtgc
aaatctcaac,
acttcaatgg
ctaataagta
taactaatga
cattaagtgg
attttgataa
tcttcttacc
ttgtttattt
gaaatgcgta
atggacatca
gcactgatgg
atgtgcaaaa
gtttccaaac
gtgaattcat
taactggtagt
tcacaaatca
gtgcgaaaac

agcaagtgaa

tgcacgaacg

tgctecttoat

cagcagtgaa

tgtgacaagc
ttcaattatt
gacaaaatat
tattcaagcc
agctactgtc
tgccttatat
cttcttagaa
tggcgttcca
ctctaacatc
ctttaaggtc
tctgtcagaa
ttatcgtacc
aacaggtcat
taatggtatc
cgataagaaa
ttactttgat
acagtatttt
ttataagtat
tagtaagaat
aattaatggt
tgatgcagac
tcagaagatt
gtattatcaa
agggtttgta

agatgctatc

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 22

ES 2 585203 T3

gcctctgata
tctcaagtca
tatacaaacg
ttccaattgg
caaaacgggf
ggaactgctg
attgccgatt
acaagaacaa
gttgtacaaa
gagttacagg
attgatggca
caaggtaaag
gtttcgaaca
actggcttta
caaaatgcat
ttagtaacag
gaactggtca
ggtcatcaag
gatgcrggtg
gatcaaéatg
tactttgaac
caatggttct
aaaaaacaat
ggggatactt
aatggtatta
ttagcagatg
ttgcaagatg
attgtggatc

‘caacaacaaa
tctacgaagg
tagtcatcgce
caccacaata
atgcattcac
atcagttgcg
gggtgccgga
attcatttgg
gtcgtgggag
cactctatcc
gtgtaaagat
gtgctggata
ctgaggatgg
cacacgatga
ttattcaaga
gtttgcaaaa
agagcttctt
tttttgatca
taatgcttaa
gtgtgcaggt
caggtagtgg
attttgatgg
atttctataa
tctatacgag
cctatgcttt
gtaaatatat
gtgtactaag

cagatactaa

cacgagtgat
tttctcaaac
tcagaatgcg
tcgttcaagt
ggatcgttat
cgatgctatt
ccaaatttat
agatgacgat
tggtcaatat
atccctattt
tactgagtgg
cgtattgaaa
tgactactta
taaaggaatc
tgatgataat
gattaataac
acaaaacgaa
atatataact
atfagggctt
taaggataag
taacttagct
taatggccat
tgatggtcat
tgccactgat
tgataacaca
gttgttagat
atacttcgat

cttgagt

Thr GIn GIn val Ser Gly Lys Tyr val ¢ly Lys Asp Gly Ser Trp Tyr

68

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

- 3600

3660
3720
3780
3840
3897



Tyr

ASn

Tyr

AsSp

65

Ash

Gly

Lys

Lys

Gln

145

Gly

Gly

ser

Glu

Pro

225

Gly

Leu

Ile

Tyr
AsSn
val
50

Glu
Asp
Thr
Asn
LyS
130
Glu
Leu
Thr
ser
Pro
210
AsSp
Phe

Leu

Ser

Phe
Ile
35

Thr
Leu
Glu
Thr
Ile
115
Gly
Thr

Thr

ASp

Lys
Ile
Asn

Ala

Asp Asp Gly
20

GIn
Ile
Thr
Gly
B
Glu
Phe
Gly
Thr
Ala
180
TYr
Thr
Asn
ser
Glu

260

6ln

TYr
ASp
Gly
Gln
85

Tyr
Gly
Ser
Gln
Gln
165
Glu
Arg
Asp
Thr
Asn
245

Ala

GIn

Phe

Asn

Leu

70

GlIn

Phe

Lys

Gly

Glu

150

AsSn

Asp

Pro

Thr

GIn

230

Ala

ser

‘Ser

Lys

Tyr

Gln

55

Gln

Ile

Asp

ASn

val

135

val

Thr

Phe

Thr

ASD

215

val

ASp

AsSn

Thr

Asn
Glu
40

Thr
ser
Phe
Asp
B
Ile
ser
Asp
Glu
Gly
Phe
Asn
ser
Tyr

G'I_u

ES 2 585203 T3

Asn
Lys
105
Tyr
Asp
ASN
Tyr
Asn
_185
Ile
Arg
Tyr
Phe
val

265

Trp

Tyr
Asp
Gln
90

Gly
pPhe
Gly
Thr
Ser
170
Ile
Leu
Pro
Leu
Glu
250
GIn

Leu

Gly
Lys
Phe
Gly
75

Tyr
His
Asp
Gln
Thr
155
Glu
Asp
Arg
Ile
Asn
235
Thr

Lys

LYyS

Leu
Gln
Asp
60

Asn
Tyr
Ala
AsSn
Ile
140
ser
His
Gly
Asn
Leu
220
TYr
Gly

Ser

ASp

69

Ser

Ala

45

Lys

Ile

Gln

Ala

Leu
125

Met

Glu
Asn
Tyr
Gly
ser
Met
Asp
;1e

Ala

Thr
30

Lys
Gly
val
ser
Thr
110
Gly
Thr
Ile
Ala
Leu
190
Thr
val
Ala
ser
Glu
270

Met

15

Ile

Gly

ser

Ala

Glu

95

Gly

Gln

Phe

Lys

Ala

175

Thr

ASp

Trp

Ala

Asp

Gly
Phe
8O

Asn
Ile
Leu
ASp
Glu
160
His
Ala
Trp
Trp
Leu
240
Ser

LysS

Ala



ES 2 585203 T3

275 280 - 285

Phe ITe val Ala GIn Pro GIn Trp Asn Glu Thr Ser GTu Asp Met Ser
290 295 300

Asn Asp His Leu GIn Asn Gly Ala Leu Thr Tyr val Asn Ser Pro Leu
305 310 315 320

Thr Pro Asp Ala Asn Ser Asn Phe Arg Leu Leu Asn‘Arg Thr Pro Thr
) 325 330 : 335

Asn GIn Thr Gly Glu G1n Ala Tyr Asn Leu Asp Asn Ser Lys Gly Gly
: 340 345 350

Phe Glu Leu Leu Leu Ala Asn Asp Val Asp Asn Ser Asn Pro val val
355 360 365

GIn Ala Glu GIn Leu Asn Trp Leu Tyr Tyr Leu Met Asn Phe Gly Thr
370 375 380

Ile Thr Ala Asn Asp Ala Asp Ala Asn Phe Asp Gly Ile Arg val Asp
385 390 . 39 400

Ala val Asp Asn val Asp Ala Asp Leu Leu GIn Ile Ala Ala Asp Tyr
405 410 415

Fhe Lys Leu Ala Tyr Gly val Asp Gln Asn Asp ala Thr Ala Asn Gln
420 A 425 430

His Leu Ser Ile Leu Glu Asp Trp Ser His Asn Asp Pro Leu Tyr val
435 440 ¢ 445

Thr Asp G1n Gly Ser Asn GIn Leu Thr Met Asp A§p Tyr val His Thr
450 455 460 :

GlIn Leu Ile Trp Ser Leu Thr Lys Ser Ser Asp Ile Arg Gly Thr Met
465 470 475 480

GIn Arg Phe val Asp Tyr Tyr Met val Asp Arg Ser Asn Asp Ser Thr
485 490 ] 495

Glu Asn Glu Ala Ile Pro Asn Tyr Ser Phe val Arg Ala His Asp Ser
500 505 510

Glu val Gln Thr val Ile Ala GIn Ile val Ser Asp Leu Tyr Pro Asp
. 515 - 520 525

val Glu Asn Ser Leu Ala Pro Thr Thr 61u GIn Leu Ala Ala Ala Phe
530 535 : 540

Lys val Tyr Asn Glu Asp Glu Lys Leu Ala Asp Lys Lys Tyr Thr Gln
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545
Tyr
val
Met
aAla
Asn
625
ser
val
Leu
ser
Pro
705
ser
Trp
ASp
Leu
Ala
785

Asp

Tyr

Asn
Pro
Ala
Arg
610
ASp
Asp
ser
His
Thr
690
val
Ile

val

Thr

GIn

Arg

mMet

Arg

Thr

595

val

val

Thr

AsSn

MeT

675

Thr

Ala

Tyr

Pra

Thr

755

Ser

Asp

Phe

Ser

Ala
val
580
Lys
Gln
Leu
Gly
Asn
660
Gly

Ala

Tyr

Gly

val

740

Thr

Gln

Ser

Lys

ser
565
Tyr
Ser
TYyr
Thr
Thr
645
Ala
Ala
ASp
Thr
val

725
Gly
ASNn

val

ser

GIn

- BO5

Ser

Thr

550

Ala

Tyr

Pro

val

Ser

630

Ser

Glu

Ala

Gly

Asp

710

Gln

Ala

Thr

Ile

Glu

790

Trp

Asp

Tyr
Gly
Tyr
Ala
615
val

Glu
Leu
His
Leu
695
Ala
Asn

Gln

ser

75

Tyr
Gly

Thr

Ala

Asp

TYr

600

Gly

Arg

Thr

GIn’

Lys

680

Ala

ASND

Pro

Gln

760

Glu

Thr

val

ser

ES 2 585203 T3

Met

Leu

585

ASp

Gly

Tyr

Arg

Leu

665

AsD

Tyr

Gly

Gln

Asp

Lys

Gly

Asn

Thr

rhe

Leu
570
Tyr
Ala
Gln
Gly
Thr
650
Glu
Gln
Tyr
Asp
val
730
Gln
val
Phe
val
5er

810

Leu

555

Leu
Thr
Ile
Ser
LysS
635
Glu
Asp
Ala
ASp
Leu
718
Ser
Asp
Phe
ser
val
795

Phe

Asp

Thr
ASp
Asn
Met
620
Asp
Gly
Gly
TYr
Thr
700
Ile
Gly
Ala
His
Ash
780
Ile

Gln

Ser

71

Asn

ASp

Thr

605

ser

Ala

Ile

His

Arg

"Asp

Phe

Tyr

Arg

Ser

765

Phe

Ala

Leu

Ile

LYS
Gly
590
Leu
val
Met
Gly
Thr
670
Ala
Glu
Thr
Leu
Thr
750
Asn
Gin
Gln
Ala

Ile

ASp

GIn

Leu

Asp
Thr
val
655
val
Leu
Asn
Asn
Ala
735
Ala
Ala
Ala
Asn
Pro

815

Gln

560

Thr

Tyr

Lys

Ser

Ala

540

Ile

Thr

Leu

Ala

Glu

720

val

Ser

Ala

Phe

Ala

800

Gln

Asn



Gly
Lys
Ala
865
Asn
. Gly
Gln
Leu
Ile
945
Ala
Tyr
Asnh
ser
Thr
Asp
‘G1y

Gly

Ile

Tyr Ala
835
TyE Gly
Ser Gly
Leu Pro
ASp Asp
ser Arg
915
Glu Glu
930
Ser Thr
Ala Lys

val Leu

Thr Glu
995

820

Phe

Thr

Ile

Glu

Leu

Gly

TYr

Asp

Thr

Ala

Gln

Gln

Thr

Gly

GIn

val

Phe

965

Asp

Gly

Asp

Asp

Ala

870

Glu

Asp

Gly

Ala

Pra

950

ASn

Met

Asp

Arg

Gln

855

Ile

Leu

ser

Gln

Leu

935

Ile

Gly

Gly

Tyr

Tyr

840

Leu

Ala

Ala

Asp

TYyr

Tyr

ASp

ser

ser

Leu

1000

ES 2 585203 T3

B25 830

Asp Leu Gly Tyr Gly Thr Pro Thr

Arg Asp Ala Ile Lys Ala Leu His
860

Asp Trp val Pro Asp GIn Ile Tyr
875 880

Thr val Thr Arg Thr Asn Ser Phe
890 895

Ile Asp Asn Ala leu Tyr val val
905 910

Gln Glu Met Tyr Gly Gly Ala Phe

Pro Ser Leu Phe Lys val Asn Gln
940

Gly ser vé1 Lys Ile Thr Glu Trp
955 960

Asn Ile GIn Gly Lys Gly Ala Gly
970 975

Asn Lys Tyr Phe Lys val val Ser
985 ] 990

Pro Lys GIn Leu Thr Asn Asp Lel
1005

Glu Thr Gly pPhe Thr His Asp Asp Lys Gly Ile 1Ile Tyr Tyr
1010 1015 1020

Leu Ser Gly Tyr Arg

1025

AsSn  Asn Tyr Tyr Tyr

1040

Leu GIn Lys Ile Asn

1055

Ile Glu Leu V31 LyS

1070

val Tyr pPhe asp Lys

Ala

Gln Asn Ala Phe Ile Gln Asp Asp

1030

1035

Phe Asp Lys Thr Gly His Leu val Thr
1045

Asn
1060

ser

1050

His Thr Tyr Phe Phe Ieu Pro Asn
1065

Phe Leu GIn Asn Glu Asp Gly Thr

1075

LYys

1080

Gly His GIn val Phe Asp Gln Tyr

72



10

Ie
val
Tyr
Gly
leu
Tyr
Asn
Gly
Thr
Thr
Tyr
Arg
Phe

Pro

1085

Thr
1100

Met
1115

Phe
1130

Thr
1145

Ala
1160

Phe
1175

Gly
1190

Glu
1205

As
1220

Tyr
1235

Gln
1250

Ala
1265

Asp
1280

Asp
12495

<210> 23

<211> 1211
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Asp

Leu

Asp

Asp

Ile

ASp

Lys

Phe

Gly

Ala

Leu

Lys

Gln

Thr

Gln

Lys

GlIn

Gly

Leu

Gly

Lys

Ile

Arg

phe

Ala

Thr

Asn

Asn

<223> Dextransacarasa

<400> 23

Asn Gly
Ser Gly
Asn Gly
Tyr Lys
Arg Tyr
Asn Gly
Gln Tyr
Asp Ala
Leu val
Asp Asn
Asp Gly
Gly Phe
Gly Glu

Leu Ser

truncada

1090

Asn
1105

Leu
1120

val
1135

Tyr
1150

val
1165

His
1180

Phe
1195

Asp
1210

Thr
1225

Thr
1240

Lys
1255

val
1270

Gln
1285

ES 2 585203 T3

Ala

Ala

GIn

Tyr

Gln

Ala

TYTr

Gly

Gly

Gly

Tyr

Leu

val

Tyr
Thr
val
Phe
Asn
val
Asn
Asp
val
Asn
Met
Gln

Lys

Tyr

Ile

Lys

Glu

Ser

Thr

ASp

Thr

GIn

Leu

Leu

Asp

AsSp

Phe
Asp
Asp
Pro
Lys
Gly
Gly
Phe
LyS
Ile
Leu
Gly

Ala

73

1095

Asp
1110

Gly
1
Lys

1140

Gly
1155

Asn
1170

Phe
1185

His
1200

Tyr
1215

Ile
1230

Thr
1245

ASp
1260

val

Asp

His

Phe

ser

GIn

Gln

Gln

Thr

ASn

AsSn

Asp

Leu

1275

Ile
1290

Ile

Ala

Gln

val

Gly

Trp

Thr

ser

Ser

Gly

Gln

Ser

Arg

val

Gly

Gln

Ile

AsSn

Phe

Ile

Lys

Ala

Ile

Tyr

Gly

Tyr

ASp



Thr

TYr

AsSnh

Tyr

ASp

65

Asn

Gly

Lys

Lys

Gln

145

Gly

Gly

Ser

Glu

Pro

225

Gly

Leu

GlIn

Tyr

Asn

val

50

Glu

Asp

Thr

ASn

Leu

Thr

ser
Pro
210
Asp

Phe

Leu

Gln
Phe
Ile
35

Thr

Leu

Glu

Thr

Ile

115

Gly

Thr

Thr

ASp

Trp

195

ser

LYyS

Ile

Asn

val

Asp

20

Gln

Ile

Thr

‘Gly

Tyr

100

Glu

Phe

Gly

Thr

Ala

180

Tyr

Thr

Asn

Ser

Glu
260

ser

ASp

Tyr

Asp

Gly

GlIn

85

Tyr

Gly

ser

G1n

Gln

165

Glu

Arg

Asp

Thr

Asn
245

Ala

Gly

Gly

Phe

Asn

Leu

70

GIn

Phe

Lys

Gly

Glu

150

Asn

ASp

Pro

Thr

Gln

230

Ala

Ser

Lys

Lys

Tyr

GIn

55

Gln

Ile

ASp

ASN

val

135

val

Thr

Phe

Thr

ASp

215

val

Asp

Asn

Tyr
AsSn
Glu
40

Thr
Ser
rhe
ASp
TYr
120
Ile
Ser
Asp
Glu
Gly
200
Phe
Asn

Ser

Tyr
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val

Ala

25

ser

Tyr

Ile

Asn

Lys

105

Tyr

Asp

Asn

Tyr

Asn

185

Ile

Arg

TYr

Phe

val
265

Glu
10
LyS
Gly
Fyr
ASp
Gln
90

Gly
rhe
Gly
Thr
ser
170

Ile

Leu

Pro

Leu

Glu

GIn

Lys

Gly

Lys

Phe

Gly

75

Tyr

His

Asp

GIn

Thr

155

Glu

Asp

Arg

Ile
Asn
235

Thr

Lys

Asp

Leu

Gln

Asp
60

"AsSn

Tyr

Ala

Asn

Ile

140

Ser

His

Gly

ASn

Leu

220

Tyr

Gly

Ser

74

Gly
Ser
Ala
45

LYyS

Gln
Ala
Leu
125
Met
Glu
Asn
Tyr
Gly
Ser
Met

Asp

Ile

ser
Thr
30

(Y
Gly
val

'Ser

Thr
110

Gly’

Thr

Ile

Ala

Leu

190

Thr

val

Ala

ser

Glu
270

Trp
15

Ile

Gly

Ser

Ala

Glu

95

Gly

GIn

Phe

Lys

Ala

Thr

AsSp

Trp

Asp

Gln

Met

Tyr
ASp
Gln
Gly
Phe
80

Asn
Ile
Leu
Asp
Glu
160
His
Ala
Trp
Trp
Leu
240

Ser

Lys



Ile

Phe

Asn

305

Thr

ASn

Phe

Gln

Ile

385

Ala

Phe

His

Thr

Gln

465

Gln

Glu

Glu

val

Ser.

Ile
290
ASp
Pro
Gln
Glu
Ala
370
Thr
val
Lys

Leu

Arg
Asn
val

Glu
530

Ala

275

val
His
Asp

Thr

Leu

355

Glu

Ala

Asp

Leu
Ser
435
Gln
Ile
Phe
Glu
Gln
515

AsSn

Gln
Ala
Leu
Ala
Gly
Leu
Gln
Asn
Asn
Ala
420
Ile
Gly
Trp
val
A1 a
500

Thr

Ser

Gln

Gln

Gln

Asn

325

Glu

Leu

Leu

Asp

val

405

Tyr

Leu

ser

ser

ASp

485

Ile

val

Leu

Ser
Pro
Asn
310
ser
Gln
Ala
Asn
Ala
390
Asp
Gly
Glu
Asn
Leu
470
Tyr
Pro

Ile

Ala

Thr

Gln

‘295

Gly
Asn
Ala
Asn
Trp
375
ASp
Ala
val
Asp
Gln
455
Thr
Tyr
AsSn

Ala

Pro
535

Glu

280

Trp

Ala

Phe

Tyr

Ala

ASp

Asp

Trp

Leu

LysS

Met

Tyr

Gln

520

Thr
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Trp

ASn

Leu

Arg

Asn

345

val

Tyr

Asn

Leu

Gln

425

Ser

Thr

ser

val

Ser

505

Ile

‘Thr

Lau
Glu
Thr
Leu
330
Leu
ASp
Tyr
Phe
Leu
410
ASTN
His
Met

Ser

val

Glu

Lys

Thr

Tyr

315

Leu

Asp

AsSn

Leu

AsS

39

Gln

Asp

Asn

ASp

Asp

Arg

val

Ser

GIn

Asp
ser
300
val
Asn
ASn
ser
Met
380
Gly
Ile

Ala

Asp

Ser
Arg

Asp

Leu

540

75

‘Ala

285

Glu

Asn

Arg

Ser

ASn

365

ASN

Ile

Ala

Thr

Pro

445

Tyr

Arg

Asn

Ala

Leu

525

Ala

Met
Asp
ser
Thr
LYS
Pro
Phe
Arg
A1 a
Ala
430
Leu
val
Gly
ASp
His
510

Tyr

Ala

Ala

Met

Pro

Pro

335

Gly

val

Gly

val

Asp

Asn

Tyr

His

Thr

Ser

495

Asp

Pro

Ala

Ala

ser

Leu

320

Gly

val

Thr

Tyr

GIn

val

Thr

Met

480

Thr

Ser

Asp

Phe



Tyr

val

Met

Ala

Asn

625

ser

val

Leu

Ser

Pro

705

Ser

Trp

Asp

Leu

Ala

785

Asp

val
Asn
Pro
Ala
610
Asp
Asp
Ser
His
Thr
690
va"l
Ile
val
Thr
7%

Thr

Gln

Tyr

Met

Arg

Thr

595

val

val

Thr

Asn

Met

675

Thr

Ala

Tyr

Pro

Thr

755

ser

ASpP

Phe

AsSn

Ala

val
580

Lys

Gln

Leu

Gly

Asn

660

Gly

Ala

Tyr

Gly

val
740

‘Thr

Gln

Ser

Lys

Glu

Ser

565

Tyr

Ser

Tyr

Thr

Thr

645

Ala

Ala

Asp

Thr

val

725

Gly

ASn

val

Ser

Gln
805

Asp
Ala
Tyr
Pr‘o
val
ser
630
ser
Glu

Ala

Gly

Ala
Thr
Ile
Glu

790

Trp

Glu

Tyr

Gly

TYr

Ala

615

val

Glu

Leu

His

Leu

695

Ala

Asn

GIn

ser

TYr

775

Tyr

Gly

Lys
Ala
Asp
Tyr
600
Gly
Arg
Thr
GlIn
Lys
680
Ala
Asn
Pro
GIn
ASp
760
Glu

Thr

val
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Leu

Met

Leu
585

ASp

Gly

TYr

Arg

Leu

665

Asn

Tyr

Gly

GIn

LYyS

Gly

Asn

Thr

Ala

Leu

570

Tyr

Ala

Gln

Gly

Thr

650

Glu

GIn

Tyr

Asp

val

730

Gln

val

Phe

val

Ser
810

ASp
55%

Leu

Thr

Ile

ser

Lys’

635

Glu
Asp
Ala
Asp
Leu
715
ser

ASp

pPhe

ser.

val
795

Phe

Lys
Thf
Asp
Asn
Met
620
Asp
Gly
Gly

Tyr

Thr

Lys
Asn
Asp
Thr
605
ser
Ala
Ile
His
Arg

685

Asp

700

Ile

Gly

Ala

His

Asn

780

Ile

GIn

76

pPhe

Tyr

Arg

sSer

765

Phe

Ala

Leu

Tyr

LyS

Gly

Leu

val

Met

Gly

Thr

670

Ala

Glu

Thr

Leu

Thr

750

Asn

Gln

G1ln

Ala

Thr

Asp

575

Gln

Leu

Asp

Thr

val

655

val

Leu

Asn

Asn

Ala

Ala

Ala

Ala

Asn

Pro
815

Gln
560
Thr
Tyr
Lys
Ser
Ala
640
Ile
Thr
Leu
Ala
Glu
720
val
ser
Ala
Phe
Ala

800

Gln



ES 2 585203 T3

Phe Gin

325

Ile Asn

830

ser Thr Thr Ser Leu Ser Ile

820

Tyr Arg Ser ASp Asp

Ala Phe Thr Leu Thr Pro Thr

835

Gly Tyr Asp Arg Tyr Asp Gly Gly

840

Tyr

Ile Ala Leu His

860

GlIn Ala

855

Lys Tyr Gly Thr Ala Asp Leu Arg Asp Lys

850

val GIn 1le

875

Ala Ile Ala

B70

Ile Gln Pro Tyr

" 880

Ala Ser

865

Gly Asp Trp Asp

Thr Thr Asn Ser Phe

895

val
890

Gln Glu aAla Thr

885

Asn Leu Pro Glu Leu Arg

Ile Ala val val

905

Gly Asp ASp Thr Asp Ser Asp AsSp Asn Leu ;{5

Gln ser Gly Gly GIn Tyr GIn Glu Met Tyr Gly Gly Ala Phe

Arg
915

rhe val Asn

940

GIn Ala Leu ser

935

Glu Glu Pro Leu
930

Leu Leu Tyr Lys Gln

val Ile Thr Glu

955

Ile Thr Gly val Ile Gly ser Trp
960

945

Pro
950

ser ASp Lys

Ala
975

Ile G1n

970

phe Asn Gly Gly Gly

965

Ala Ala Lys Tyr Ash Gly ser Lys

val
990

val Met Gly Ser Asn Phe val ser

985

Tyr Leu LyS Lys Tyr Lys

980

Asp

Glu
995

Asn Thr Asp Gly Asp Tyr Leu Pro Lys GIn Leu Thr Asn Asp Leu
100 1005

ser

Thr

Asp

Gly

Gly

Glu Thr Gly Phe Thr
1010

Leu
1025

Ser Gly Tyr Arg

Asn Asn Tyr Tyr Tyr
1040

Leu
1055

GIn Lys Ile Asn

Ile Glu Leu val Lys
1070

His

Asp Asp Lys Gly Ile 1Ile Tyr Tyr
1015 1020

Ile &Gln Asp Asp
1035

Ala G1n Asn Ala Phe
1030

His Leu val Thr

Phe Asp Lys Thr Gly
1045 1050

Pphe (eu Pro Asn

1065

Asn
1060

His Thr Tyr Phe

ser Phe Leu Gln Asn Glu Asp Gly Thr
1075 1080
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Ile val Tyr Phe Asp Lys Lys Gly His GIn val Phe aAsp GIn Tyr
1085 1090 1095

Ile Thr Asp GIn Asn Gly Asn  Ala Tyr Tyr Phe Asp Asp Ala Gly
1100 | : 1105 1110

val Met Leu Lys Ser Gly Leu Ala Thr Ile Asp Gly His Gln Gln
1115 112¢ 1125

Tyr Phe Asp GIn Asn Gly val 61In val Lys Asp Lys Phe val Ile
1130 1135 1140 :

Gly Thr Asp Gly Tyr Lys Tyr Tyr phe Glu Pro Gly Ser Gly Asn
1145 . 1150 1155

Leu Ala 1Ile Leu Arg Tyr val Gln Asn Ser Lys Asn GIn Trp Phe
1160 1165 1170

Tyr Phe Asp Gly Asn Gly His Ala val Thr Gly phe GIn Thr Ile
1175 1180 1185

Asn Gly Lys Lys GIn Tyr Phe Tyr Asn Asp Gly His Gln ser Lys
1190 1195 1200

Gly Glu Phe Ile Asp Ala Asp Gly
1205 1210

<210> 24

<211> 1012

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Dextransacarasa truncada

<400> 24

Thr GIn 61n val Ser Gly Lys Tyr val Glu Lys asp Gly Ser Trp Tyr

1 5 10 15

Tyf TYr Phe Asp Asp Gly Lys Asn Ala Lys Gly Leu Ser Thr Ile Asp

20 25 ‘ 30
Asn Asn Ile GIn Tyr Phe Tyr Glu Ser Gly Lys GIn Ala Lys Gly Gln
35 40 45 .

Tyr val Thr Ile asp Asn Gln Thr Tyr Tyr Phe Asp Lys Gly Ser Gly
- 50 . 55 60

Asp Glu Leu Thr Gly Leu GIn Ser Ile Asp Gly Asn Ile val Ala phe

65 70 75 80

Asn Asp Glu Gly GIn G1n Ile Phe Asn G1n Tyr Tyr GIn Ser Glu Asn

78



Gly

LyS

Lys

GlIn

145

Gly

Gly

Ser

Glu

Pro

225

Gly

Leu

Ile

Phe

Asn

305

Thr

Ash

Phe

Thr

AsSn

LysS

Thr

Ile
115

Gly

130 -

Glu
Leu
Thr
ser
Pro
210
Asp
Phe
Leu
ser
ile
290
Asp
Pro

Gln

Glu

Thr
Thr

ASp

Lys
Ile
Asn
Ala
275
val
His
Asp

Thr

Leu

Tyt
100
Glu
Phe
Gly
Thr
Ala
180
TYyr
Thr
Ash
ser
Glu
260
Gln
Ala
Leu
Ala

Gly

Leu

85

Tyr

Gly

Ser

Gln

Glin

165

Glu

Arg

Asp

Thr

Asn

245

Ala

Gln

Gln

Gln

Asnh

325

Glu

Leu

Phe
Lys
Gly
Glu
150
Asn
AsSp
Pro
Thr
Gln
230
Ala
Ser
ser
Pro
Asn
310
ser

Gln

Ala

Asp

ASn

val

135

val

Thr

Phe

Thr

AsSp
215

val

Asp

Asn
Thr
Gln
295
Gly
Asn

Ala

Ash

Asp

Tyr

120

Ile

ser

Asp

Glu

Gly

200

fhe

Ash

ser

Tyr

Giu

280

Trp

ala

Phe

Tyr

Asp

ES 2 585203 T3

LYS

105

Tyr

ASp

Asn

Tyr

Asn

185

Ile
Arg
Tyr
Phe
Val'l
265
Trp
Asn
Leu
Arg
Asn

345

val

20

Gly
Phe
Gly
Thr
Ser
170
Ile
Leu
Pro
Leu
Glu
250
Gin
Leu
Glu
Thr
Leu
330

Leu

AsSp

His
ASP
Gln
Thr
155
Glu
Asp
Arg
Ile
Asn
235
Thr
Lys
LYys
Thr
Tyr
315
Leu

Asp

Ash

Ala
Asn
Ile
140
Ser
His
Gly
ASN
Leu
220
Tyr
Gly
ser
ASp
ser

300

val

‘Asn

ASn

ser

79

A] a
Leu
125
Met
Glu
Asn
Tyr
Gly
ser
Met
AsSp
Ile
%
Glu
Asn
Arg

Ser

Asn

Thr
110
Gly
Thr
Ile
Ala
Leu
190
Ther
val
Ala

ser

Glu
270

Met

Asp

sSer

Thr

95

Gly
Gln

Phe

Lys

R
Thr
Asp
Trp
AsSp
Gln
Met
Ala
Mgt
Pro
Pro
335

Gly

val

Ile

Leu

ASp

Glu

160

His

Ala

Tre

Trp

Leu

240

Ser

LysS

‘Ala

Ser
Leu
320
Thr

Gly

val



Gln
Ile
385
Ala
ehe
His
Thr
Gin
465
Gin
Glu
Glu
val
Lys
545
Tyr
val
Met

Ala

Asn

Ala
370
Thr
val
Lys

Leu

Arg

Asn

val

Glu
530

val

Asn

Pro

Ala

355

Glu

Ala

ASp

Leu

ser

435

Gln

Ile

Phe

Glu

Gln

515

Asn

Tyr

Met

Arg

Thr

595

val

val

Gln
Asn
Asn
Ala
420
Ile
Gly
Trp
val
Ala
S00
Thr
ser
Asn
Ala
val
580
LysS

Gln

Leu

L.eu

Asp

val

405

Tyr

Leu

Ser

Ser

Asp

Ile

val

Leu

Glu

ser

565

Tyr

ser

Tyr

Thr

Asn
Ala
390
AsSp
Gly
Glu
Asn
l.eu
470
Fyr
Pro
Ile
Ala
ASp
550
Ala
Tyr
Pro

val

Ser

Trp
Asp
Ala
vé]
ASp
GIn
455
Thr
Tyr
Asn
Ala
Pro
535
Glu
Tyr
G'Iry
Tyr
Ala

615

val

360

Leu

Ala

ASD

ASD

Trp

440

Leu

Lys

Met

Tyr

GIn

520

Thr

Lys

Ala

Asp

Tyr

600

Gly

Arg

ES 2 585203 T3

Asn

Leu

Gln

425

Ser

Thr

ser

val

Ser

505

Ie

Thr

Leu

Met

Leu

585

Asp

Gly

Tyr

Ley

410

ASn

His

Met

Ser

490

phe

val

Glu

Ala

Leu

570

Tyr

Ala

Gin

Gly

ASp

395

Gln

AsSp

Asn

Asp

AsSp

Arg

val

ser

Gln

Asp

Leu

Thr

Ile

Ser

Lys

Met
380
Gly
Ile

Ala

ASp

Ser

Arg

ASp

Leu

540

Lys

Thr

Asp

Asn

Met

620

Asp

80

365

Asn
Ile
Ala
Thr
Pro
445
Tyr
Arg
Asn
Ala
Leu
525
Ala
Lys
ASn
Asp
Thr
605

ser

Ala

Phe
Arg
Ala
Ala
430
Leu
val

Gly

ASp

Tyr'

Ala

Tyr

LyS

Gly

Leu

val

Met

Gly

val

ASp

Asn

Tyr

His’

Thr

Ser

495

ASp

Pro

Ala

Thr

Asp

GIn

Leu

Asp

Thr

Thr

400

Tyr

Gin

val

Thr

Met

480

Thr

ser

Asp

Phe

Gln

560

Thr

Tyr

Lys

ser

Ala



625

ser
val
Leu
Ser
Pro
705
Ser
Trp
Asp
Leu
Ala
785
Asp
Tyr
" Gly

Lys

Ala

865,

Asn

Gly

Asp

ser

His

“Thr

690

val

Ile

val

Thr

Asp

770

Thr

Gin

Arg

Tyr

Tyr

850

Ser

Leu

Asp

Thr
Asn
Met
675
Thr
Ala
Tyr
Pro
Thr
755

Ser

AsSp

Phe

ser

Ala

835

Gly

Gly

Pro

Asp

Gly
Asn
660
Gly
Ala
Tyr
Gly
val
740

Thr

Gln

ser
Lys
ser
820
Phe
Thr
Ile

Glu

Asp

Thr

645

Ala

Ala

Asp

Thr

val

725

Gly

Asn

val

Ser

Gln

805

Thr

Thr

Ala

Gln

Gln

885

Thr

630

Ser

Glu

Ala

Gly

Asp

GlIn

Ala

Thr

Ile

Glu

790

Trp

Asp

Asp

Asp

Ala

Glu

Leu

His

Leu

695

Ala

Asn

GIn

ser

Tyr

775

TYr

Gly

Thr

Arg

GIn

855

Ile

870

Glu

ASp

Leu

ser

Thr
Gln
Lys
680
Ala
Asn
Pro
GlIn
Asp
760
Glu
Thr
val
ser
Tyr
840
Leu
Ala

Ala

ASp

ES 2 585203 T3

Arg

Leu

665

Asn

Tyr

Gly

GlIn

Lys

Gly

Asn

Thr

rhe

825

ASp

Arg

Asp

Thr

Ile

Thr
650
Glu
Gln
Tyr

Asp

val
730

) G1n

val

Phe

val

ser

810

Leu

Leu

Asp

Trp

val

890

Asp

635

Glu
Asp
Ala
Asp
Leu
718
ser
ASp
Phe
Sser
val
795
Phe
Asp
Gly
Ala
val
875

Thr

Asn

Gly

Gly

Tyr

Thr

700

Ile

Gly

Ala

His

Asn

780

Ile

Gln

ser

TYr

Ile

860

Pro

Arg

Ala

81

Ile

His

ASp

Phe

Tyr

Arg

ser

765

Phe

Ala

Leu

Ile

Gly

Lys

Asp

Thr

Leu

Gly

Thr

670

Ala

Glu

Thr

Leu

Thr

750

AsSn

G1n

Gln

Ala

Ile.

830

Thr

Ala

Gln

Asn

Tyr

val

655

val

Leu

Ash

AsSN

Ala

735

Ala

Ala

Ala

Asn

Pro

815

Gln

Pro

Leu

Ile

Ser

val

640

Thr
Leu
Ala
Glu
720
val
ser
Ala
Phe
Ala
800
Gln
Asn |
Thr
His
Tyr
B&0

Phe

val



ES 2 585203 T3

900 905 910

GIn ser Arg Gly Gly Gly Gln Tyr Gln Glu Met Tyr Gly Gly Ala Phe
915 . 920 925

Leu Glu Glu Leu GIn Ala Leu Tyr Pro Ser Leu Phe Lys val Asn Gln
930 935 940

Ile Ser Thr Gly val Pro Ile Asp Gly Ser val Lys Ile Thr Glu Trp
945 950 955 960

Ala Ala Lys Tyr phe Asn Gly ser Asn Ile Gln Gly Lys Gly Ala Gly
965 . 970 975

Tyr val Leu Lys Asp Met Gly Ser Asn Lys Tyr Phe Lys val val Ser
980 985 990

Asn Thr Glu Asp Gly Asp Tyr Leu Pro Lys Gln Leu Thr Asn Asp Leu
995 : 1000 1005

ser Glu Thr Gly
1010 ,

<210> 25
<211> 882
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dextransacarasa truncada

<400> 25

Gly Phe ser Gly val Ile asp Gly Gln Ile Met Thr Phe Asp GIn Glu
1 ' 5 10 15

Thr Gly G1In gau Vé1 ser Asn Thr ;Er ser Glu Ile Lys §8u Gly Leu

Thr Thr g1n Asn Thr Asp Tyr Ser Glu His Asn Ala Ala His Gly Thr

Asp %a Glu Asp Phe Glu Asn Ile Asp Gly Tyr Leu Thr Ala ser ser

Trp Tyr Arg Pro Thr Gly Ile Leu Arg asn Gly Thr Asp Trp Glu Pro
65 70 75 80

ser Thr Asp Thr ggp Phe Arg Pro Ile ;gu ser val Trp Trp gro Asp
i 5

Lys Asn Thr GIn val Asan Tyr Leu Asn Tyr Met Ala Asp Leu Gly Phe
100 . 105 110

82



Ile

Asn
Ala
145
val
His
Asp
Thr
Leu
225
Glu
Ala
Asp
Leu
Ser
305
Gln
Ile

Phe

Glu

Ser

Glu

130

GlIn

Ala

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

Asn

Asn

Ala

290

Ile

Gly

Trp

val

Ala
370

Asn

115

Ala

GlIn

GlIn

Gln

Asn

195

Glu

Leu

Leu

Asp

val
275
Tyr
Leu
ser
ser
ASp
355

Ile

Ala
ser
ser
Pro
ASnh
180
ser
GIn
Ala
Asn
Ala
260
ASp
Gly
Glu
Asn
Leu
340

Tyr

Pro

Asp

Asn

Thr
Gln
165
Gly
Asn
Ala
Ash
245
Asp
Ala
val
ASp
Gln
325
Thr

Tyr

Asn

Ser

Tyr

Glu

150

Trp

Ala

Phe

Tyr

ASp

230

Leu

Ala

Asp

Asp

Trp

310

Leu

Lys

Met

Tyr

Phe

val

135

Trp

Asn

Leu

Arg

ASn

215

val

TYr

AsSn

Leu

Gln

295

Ser

Thr

ser

val

ser
375

Glu
120
GIn
Leu
Glu
Thr
Leu
200
Leu
ASp
Tyr

Phe

Leu

ES 2 585203 T3

Thr
Lys
Lys
Thr
Tyr
185
Leu
Asp
Asn
‘Leu
Asp

265

Gln

280

ASnh

His

Met

ser

Asp

360

Phe

Asp

ASn

Asp

345

Arg

val

Gly
ser
Asp
ser
170
val
Asn
Asn
ser
Met
250
Gly
Ile
Ala
ASp

330

Ile

Ser

Arg

AsSp
Ile
aAla
155
Glu
AsSnh
Arg
ser
Asn
235
Asn
Ile
Ala
Thr
Pro
315
Tyr
Arg

Asn

Ala

Ser

Glu

140

Met

Asp

Ser

Thr

Phe

Arg

Ala

Ala

300

Leu

val

Gly

Asp

His
380

83

Gln
Met
;A'Ia
met
Pro
Pro
205
Gly
val
Gly
val
Asp
285
Asn
Tyr
His
Thr
Ser

365

ASp

Ser

Lys

Ala

Ser

Leu

190

Thr

Gly

val

Thr

270

TYr

GIn

val

Thr

Met

350

Thr

ser

Leu
Ile
Phe
Asn
175
Thr
Asn
Phe
GIn
Ile
255
Ala
Phe
His
Thr
Gln
G1n

Glu

é'lu

Leu
ser
Ile
160

ASp

Pro

G'I u
Ala
249
Thr
val
Lys
Leu
320
Leu
Arg
AsSn

val



GlIn
385
ASn
Tyr
Met
Arg
Thr
465
val
val
Thr
AsSn
Met
545
Thr
Ala
Tyr
Pro
Thr

625

Ser

Thr

ser

Asn

Ala

val

450

Lys

Gln

Leu

Gly

Asn

530

Gly

Ala

Tyr

Gly

val

610

Thr

GIn

val

Leu

Glu

ser

435

Tyr

ser

Tyr

Thr

Thr

515

Ala

Ala

ASp

Thr

val

595

Gly

Asn

val

Ile

Ala

Tyr.

Pro

val

ser

500

ser

Glu

Ala

Gly

Ala.

Thr

Ile

Ala
Pro
405
Glu
Tyr
Gly
TYr
Ala
485
val
Glu
Leu
His
Leu
565
Ala
Asn
Gln

Ser

Tyr

Gln
390
Thr
Lys
Ala
Asp
Tyr
470
Gly
Arg
Thr
Gln
550
Ala
Ash

Pro

GIn

Ile

Thr

Leu

Met

Leu

455

Asp

Gly

Tyr

Arg

Leu

535

Asn

Tyr

Gly

GlIn

615

Lys

Gly

val

Glu

Ala

Leu

440

Tyr

Ala

GIn

Gly

Thr

520

Glu

GlIn

Tyr

Asp

val

600

Gln

val

Phe

ES 2 585203 T3

ser

Gln

Leu

Thr

Ile

Ser

Lys

Glu

ASp

Ala

AsSp

Leu

585

ser

Asp

Phe

ser

Asp

Leu

Leu
395

Ala

410

LysS
Thr
Asp
ASD
Met
490
AsSp
Gly
Gly
Tyr
Thr
570
Ile
Gly
Ala
His

Asn
650

Lys
Asn
ASp
Thr
475
Ser
Ala
Ile
His
Arg
553
ASp
Phe
Tyr
Arg
Ser

635

Phe

Tyr

Ala

TYr

Lys

Gly

460

Leu

val

Met

Gly

Thr

Pro

Ala

Thr

Asp

Gln

Leu

Asp

Thr

val

525

val

540 .

Ala

Thr

Leu

Thr

620

Asn

Gin

84

Leu

Asn

AsSh

Ala

605

Ala

Ala

Ala

Asp

Phe

GlIn

430

Thr

TYr

Lys

ser

Ala

510

Ile

Thr

Leu

Ala

Glu

590

val

Ser

Ala

pPhe

val

Tyr
ya]
Met
Ala

Asn

495 -

Ser

val

Leu

ser
Pro
575
Ser
Trp
Asp

Leu

Ala
655

Glu
400

val

Asn

Pro

Arg
480
ASp

Asp

ser

His

Thr

560

val

Ile

val

Thr

640

Thr



10

Asp

Phe

Ser

Ala

705

Gly

Gly

Pro

Asp

Thr

LysS

Leu

Glu
865

Thr

ser Ser

Lys GIn
675

Ser Thr
690
Phe Thr
Thr Ala
Ile GIn
Glu Gln
755
Asp Thr
770
Gly Gly
Leu GIn
Gly val
Tyr Phe
835
LYS Asp

Asp Gly

Gly

<210> 26
<211> 1299
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Mutado / truncado

<400> 26

Glu

660

Trp

Asp

Asp

ASp

TYyr

Gly

Thr

Arg

Gln

© 725

Ala
740
Glu
Asp
Gly
Ala
Pro
820
Asn

Met

ASp

Ile

Leu

ser

Glin

Leu

805

Ile

Gly

Gly

Tyr

Thr
val
Ser
Tyr
710
Leu
Ala
Ala
Asp
Tyr
790
Tyr
Asp
ser

Ser

Leu
870

Asn

Thr

Phe

695

Asp

Arg

Asp

Thr

Ile

Gin

Pro

Gly

Asn

Asn

855

Pro

val

ser

680

Leu

Leu

Asp

Trp

val

760

Asp

Glu

Ser

ser

Ile

840

Lys

Lys

ES 2 585203 T3

val
665
Phe
Asp
Gly
Ala
val
745
Thr

Asn

Met

Leu

val
825
Gin

Tyr

G1n

Ile

Gln

ser

Tyr

Ile

730

Pro

Arg

Ala

Tyr

Phe

810

LYS

Gly

Phe

Leu

Ala
Leu
Ile
Gly
Lys
Asp
Thr
Leu
Gly
Lys
Ile
Lys
Lys

Thr
875

Gln

Ala

Ile

Asn

Pro
685

Gln

700

Thr
A1a
Gln
Asn
7%
Gly
val
Thr
Gly
val

860

Asn

85

Pro

Leu

Ile

Ser

765

val

Ala

-Asn

Glu

Ala

845

val

ASp

Ala

670

GIn

Asn

Thr

His

Tyr

750

Phe

val

Phe

Gln

Tr

83

Gly

ser

Leu

Asp

Tyr

Gly

Lys

Ala

Asn

Gly

Gln

Leu

Ile

815

Ala

Tyr

AsSn

Ser

Gln

Arg

Tyr

Leu

Asp

Ser

Glu

800

ser

Ala

val

Thr

Glu
880



Thr

Tyr

Asn

Tyr

Asp

65

ASN

Gly

Lys

Lys

Gln

145

Gly

Gly

Ser

Glu

Pro

225

Gly

Leu

GIn

Tyr

Asn

val

50

Glu

ASp

Thr

AsSn

LysS

130

Glu

Leu

Thr

ser

Pro

210

AsSp

Phe

Leu

GIn
Phe
Ile
35

Thr
Leu
Glu
Thr
Ile
115
Gly
Thr
Thr
ASp
Trp
195
ser
LyS

Ile

Asn

val

Asp

20

Gln

Ile

Thr

Gly

Tyr

160

Glu

Phe

Gly

Thr

Ala

180

TYyr

Thr

Asn

ser

Glu

Ser

AsSp

Tyr

Asp

Gly

Gln
85

Tyr
Gly
ser
GlIn
GlIn
165
Glu
Arg
ASp
Thr
Asn
245

Ala

Gly
Gly
Phe
Asn
Leu
70

GIn
Phe
Lys
Gly
Glu
150
Asn
Asp
Pro
Thr
Gln
230

Ala

ser

Lys

Lys

Tyr

GlIn

55

GIn

Ile

ASp

Asn

val

135

val

Thr

Phe

Thr

Asp

Asn

Tyr
Asn
Glu
40

Thr
ser
phe
ASp
%0
Ile
ser
Asp
Glu
Gly
Phe
Asn

Ser

Tyr

ES 2 585203 T3

val

Ala
25

‘ser

Tyr'
Ile
Asn
Lys
105
Tyr'
Asp
Asn

TYyr

Asn
185

Ile

Arg

Tyr

Phe

val

Glu

10

Lys

Gly

TYyr

ASDp

Gln

90

Gly

Phe

Gly

Thr

ser

170

Ile

Leu

Pro

Leu

Glu

Gln

Lys

Gly

Lys

phe

Gly

75

Tyr

His

ASp

Gln

Thr

155

Glu

Asp

Arg

Ile

ASn

235

Thr

Lys

Asp

Leu

Gln

Asp

60

AsSn

Tyr

Ala

Asn

Ile

140

Ser

His

Gly

Asn

Leu

220

Tyr

Gly

ser

86

Gly
ser
Ala
45

i.ys
Ile
Gln
Ala
Leu
125
Met
Glu

Asn

Tyr

Met

ASp

Ile

Ser
Thr
30

Lys
Gly
val
ser
Thr
110
Gly
Thr
Ile
Ala
Leu
190
Thr
val
Ala

Ser

Glu

Trp
i5

Ile
Gly
Ser
Ala
Glu
95

Gly

GlIn

Phe

Lys

Ala

175

Thr

Asp

Trp

Asp

Gln

255

Met

TYr

Asp

GIn

Gly

Phe

80

Asn

Ile

Leu

Asp

Glu

160

His

Ala

Trp

Trp

Leu

240

ser

LyS



Ile
Phe
ASN
305
Thr
Asn
Phe
G1n
Ile
3185
Ala
Phe
His
Thr
Gln
465
Gln
Glu

Asp

val

Ser
Ile
290
Asp
Pro
Gln
Glu
Ala
370
Th‘r'
val

Lys

Leu

Arg
Asn
Ala

Glu

Ala

275

val

His

Asp

Thr

Leu

355

Glu

Ala

Asp

Leu

ser

435

Gln

Ile

Phe

7G1u

Gln
515

AsSn

260

Gln

Ala

Leu

Ala

Gly

ieu

Gln

Asn

Asn

Ala

420

Ile

Gly

Trp

val

Ala

500

Thr

ser

G1n

Gln

Gln

Asn

325

Glu

Leu

Leu

ASp

val

405

Tyr

Leu

Ser

Ser

ASp

485

Ile

val

Leu

Ser
Pro
Asn
310
ser
Gln
Ala
Asn
Ala
390
Asp
Gly

Glu

AsSn

Leu

470

Tyr

Pro

Ile

Ala

Thr

Gln

295

Gly

Asn

Ala

Asn

Trp

Asp

Ala

val

Asp

Gln

455

Thr

Tyr

Asn

Ala

Pro

Glu
280
Trp

Ala

Phe

Tyr

asp

360

Leu

Ala

Asp

Asp

Lys

Met

Tyr

GIn

520

Thr

ES 2 585203 T3

265

Trp

Asn

Leu

Arg-

Asn
345
val
Tyr
AsSn
Lgu
Gln
425
ser
Thr
Ser
val
Ser
505

Ile

Thr

Leu

Glu

Thr

Leu

330

Leu

ASp

Tyr

Phe

Leu
410

Asn.

His

Met

ser

490

Phe

val

Glu

Lys
Thr
TYr
315
Leu
ASp
ASn
Leu
Asp
395
Gln
Asp
Asn
AsSp
475
Arg
val

Ser

GIn

Asp

Ser

300

val

Asn

Asn

ser

Met

380

Gly

Ile

Ala

ASp

Asp

460

Ile

ser

Arg

Asp

Leu

87

Ala

285

Glu

Asn

Arg

sér

ASN

270

Met

AsSp

ser

Thr

LyYS

Pro

365 .

Asn

Ile

Ala

Thr

Pro

445

Tyr

Arg

AsSn

Ala

Leu

525

Ala

pPhe

Arg

Ala

Ala

430

Leu

val

Gly

Asp

HisS

510

Tyr

Ala

Ala
Met
Pro
Pro
335
Gly
val
Gly
val
415
Asn
Tyr
His
Thr
ser
495
Asp

Pro

Ala

Ala
ser
Leu
320
Thr
Gly
val

Thr

400

! TYyr

Gln

val

Thr

met

480

Thr

Tyr

Asp

Phe
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530 - 535 540 .

Lys val Tyr Asn Glu Asp Glu Lys Leu Ala Asp Lys Lys Tyr Thr Gln
545 _ 550 555 560

Tyr Ash Met Ala Ser Ala Tyr Ala Met Leu Leu Thr Asn Lys Asp Thr
565 570. 575

-val Pro Arg val Tyr Tyr Gly Asp Leu Tyr Thr Asp Asp Gly Gin Tyr
580 585 ! 590

Met Ala Thr Lys Ser Pro Tyr Tyr Asp Ala Ile Asn Thr Leu Leu Lys
595 600 605

Ala Aarg val Gln Tyr val Ala Gly G6ly GIn Ser Met Ser val Asp Ser
610 615 : 620

Asn Asp val Leu Thr Ser val Arg Tyr Gly Lys Asp Ala Mmet Thr ala
625 630 635 © 640

ser Asp Thr Gly Thr Ser'GTu Thr Arg Thr Glu Gly Ile Gly val Ile
645 650 655

val Ser Asn Asn Ala Glu Leu GIn Leu Glu Asp Gly His Thr val Thr
660 665 670 :

Leu His Met Gly Ala Ala His Lys Asn GIn Ala Tyr Arg Ala Leu Leu
675 , 680 685

ser Thr Thr Ala Asp Gly Leu Ala Tyr Tyr Asp Thr Asp Glu Asn Ala
690 695 700

pro val Ala Tyr Thr Asp Ala Asn Gly Asp Leu Ile Phe Thr Asn ¢lu
705. 710 715 720

ser Ile Tyr Gly val GIn asn Pro GIn val Ser Gly Tyr Leu Ala val
725 730 735

Trp val Pro val Gly Ala Gln GIn Asp G1h Asp Ala Arg Thr Ala Ser
- 740 745 750

AsplThr Thr Thr Asn Thr Ser Asp Lys val Phe Wis Ser Asn Ala Ala
755 . 760 765

Leu Asp Ser Gln val Ile Tyr Glu Gly Phe Ser Asn Phe Gln Ala Phe
77 775 780

Ala Thr Asp Ser Ser Glu Tyr Thr Asn val val Ile Ala GIn Asn Ala
785 _ 790 " 795 800

Asp Gln Phe Lys GIn Trp Gly val Thr Ser Phe GIn Leu Ala Pro Gln

88
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805 810 ‘ 815

Tyr Arg Ser Ser Thr Asp Thr Ser Phe Leu Asp Ser Ile Ile GIn Asn
‘ 820 825 830

"Gly Tyr Ala Phé Thr Asp Arg Tyr Asp teu Gly Tyr Gly Thr Pro Thr
835 840 845

Lys Tyr Gly Thr aAla Asp GIn Leu Arg Asp Ala Ile Lys Ala Leu His
850 855 860

Ala Ser Gly Ile GIn Ala Ile Ala Asp Trp val Pro Asp Gin Ile Tyr
865 870 B75 ‘ 880

Asn Leu Pro Glu GIn Glu Leu Ala Thr val Thr Arg Thr Asn Ser phe
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‘ Tyr val val
900 905 910 :

GIn Ser Arg Gly Gly Gly GIn Tyr GIn Glu Met Tyr Gly Gly Ala Phe
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucledtidos que consiste en una secuencia de nucledtidos seleccionada del fragmento de la
posicion 373 a la posicion 4269 de SEQ ID N°: 1 y como se definié en SEQ ID N°: 17 o una secuencia de longitud
completa complementaria a ella, el fragmento de la posicion 373 a la posicion 4005 de SEQ ID N°: 2 y como se
definio en SEQ ID N° 18 o una secuencia de longitud completa complementaria a ella, el fragmento de la posicion
373 a la posicién 3408 de SEQ ID N°: 3 y como se definié en SEQ ID N°: 19 o una secuencia de longitud completa
complementaria a ella, el fragmento de la posicion 373 a la posicion 3018 de SEQ ID N°: 4 y como se definié en SEQ
ID N°: 20 o una secuencia de longitud completa complementaria a ella, y el fragmento de la posicion 373 a la
posicion 4269 de SEQ ID N°: 5 y como se definio6 en SEQ ID N° 21 o una secuencia de longitud completa
complementaria a ella.

2. Un vector que contiene una secuencia de nucleétidos segun la reivindicacion 1.

3.  El vector segun la reivindicacion 2, que se selecciona del grupo de un plasmido, un césmido, un virus y un
bacteriofago.

4.  El vector segun la reivindicacion 3, que es un plasmido.
5. Las células hospedadoras transformadas mediante un vector segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.
6. Una proteina codificada por una secuencia de nucleétidos, segun la reivindicacion 1.

7. Una dextransacarasa que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del fragmento del
aminoacido de la posicién 125 al aminoacido de la posicion 1423 de SEQ ID N° 6 y como se definié en SEQ ID
N°:22, el fragmento del aminoacido de la posicién 125 al aminoacido de la posicion 1335 de SEQ ID N°: 7 y como se
definié en SEQ ID N°: 23, el fragmento del aminoacido de la posicion 125 al aminoacido de la posicion 1136 de SEQ
ID N°: 8 y como se definié en SEQ ID N°: 24, el fragmento del aminoacido de la posicién 125 al aminoacido de la
posicion 1006 de SEQ ID N°: 9 y como se definiéo en SEQ ID N°: 25, y el fragmento del aminoéacido de la posicién
125 al aminoacido de la posicion 1423 de SEQ ID N°: 10 y como se definié en SEQ ID N°: 26.

8. Una proteina de fusion que comprende, en la posicion N-terminal y/o C-terminal, un marcador proteico
seleccionado del grupo de un marcador de poli-His, un marcador de epitopo c-myc, un marcador HA, un marcador
T7, un marcador S, un marcador de trpE, un marcador de avidina/estreptavidina, un marcador estafilocécico A, un
marcador de proteina G, un marcador de dihidrofolato reductasa, marcadores de dominios de unién a celulosa, un
marcador de policisteina, un marcador de fenilalanina, un marcador de GST bacteriana, un marcador de proteina de
union a maltosa, un marcador de tiorredoxina, un marcador de 3-galactosidasa y un marcador de proteina VSV para
las secuencias de aminoacidos seleccionadas de SEQ ID N°: 22, SEQ ID N°: 23, SEQ ID N°: 24, SEQ ID N°: 25, y
SEQ ID N°: 26.

9. La proteina de fusion segun la reivindicaciéon 8, en el que un marcador de tiorredoxina esta fusionado a la
secuencia de acido nucleico N-terminal y un marcador de 6X His esta fusionado al extremo 3' de la secuencia de
acido nucleico.

10. Un método para preparar una dextransacarasa mutada y/o truncada, que comprende las etapas siguientes:

(a) cultivar células hospedadoras segun la reivindicacion 6 en condiciones que permiten la expresion de una
dextransacarasa;

(b) aislar dicha dextransacarasa del medio de cultivo; y
(c) opcionalmente purificar la dextransacarasa aislada.

11. Un método para producir dextranos y/o isomalto-oligosacaridos con una masa molar controlada, que
comprende hacer reaccionar una dextransacarasa truncada y/o mutada que consiste en una secuencia seleccionada
de SEQ ID N°: 22, SEQ ID N°: 23, SEQ ID N°: 24, SEQ ID N° 25, y SEQ ID N° 26 con al menos sacarosa y
opcionalmente con al menos un aceptor.

12. Una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina que consiste en las secuencias de aminoacidos
consecutivos de longitud completa de cualquiera de SEQ ID N°s 22 a 26.
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G : marcador de tiorredoxina
H : marcador de 6xHis H H
Q : proteina de interés
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G : marcador de tiorredoxina
H : marcador de 6xHis H H
Q : proteina de interés
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M G : marcador de tiorredoxina

H H : marcador de 6xHis HHH

T Q : proteina de interés _—

D : aminoacido catalitico D

E E

YDA : aminoacidos modificados YDA
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