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DESCRIPCION
Un proceso para la identificacion y preparacion de una omega-transaminasa (R)-especifica
La presente invencion se refiere a procesos para la preparacion de una amina quiral épticamente activa.

Las aminas quirales desempefian un papel importante en las industrias farmacéutica, agroquimica y quimica. Se
usan frecuentemente como intermedios o sintonas para la preparacion de diversas sustancias activas
fisiolégicamente, por ejemplo farmacéuticamente activas, tales como derivados de cefalosporina o pirrolidina. En un
gran numero de las diversas aplicaciones de las aminas quirales, solo una forma particular épticamente activa, ya
sea el enantiomero (R) o el enantiémero (S), es fisioldgicamente activa. Por consiguiente, existe una necesidad de
proporcionar procesos para la preparacion de aminas quirales en una forma épticamente activa.

Dicha necesidad queda parcialmente cubierta por la preparacién de aminas quirales mediante cristalizacion de sales
diastereoméricas por adicion de acidos carboxilicos quirales (Breuer et al., Angewandte Chemie (2004) 116, 806-
843). Otros métodos quimicos usan sintesis enantioselectiva para reducir precursores proquirales con dobles
enlaces C=N.

Entre los diferentes métodos enzimaticos que se han empleado para la sintesis de aminoacidos y aminas
opticamente activos, las w-transaminasas (w-TAs) han recibido recientemente una atencion creciente, debido a su
potencial para la sintesis asimétrica de aminas épticamente activas, que se emplean frecuentemente como unidades
de construccion en la preparacion de numerosos productos farmacéuticos.

Las w-transaminasas son enzimas dependientes de PLP (piridoxal fosfato) que catalizan reacciones de transferencia
de grupos amino. Cuando se emplean w-transaminasas, se pueden producir principalmente aminas denominadas
enantioenriquecidas y/o 6pticamente activas puras a través de dos estrategias de reaccion, (i) la sintesis asimétrica
que parte de cetonas, y (ii) la resolucién cinética que parte de aminas racémicas. Aunque las w-transaminasas
exhiben una buena enantioselectividad en general, no se han usado con frecuencia en la sintesis asimétrica, aunque
en este caso tedricamente es posible obtener un rendimiento del 100%. Un requisito especifico en una sintesis
asimétrica que emplee w-transaminasas es el desplazamiento del equilibrio hacia el lado del producto,
especialmente cuando se usa un aminoacido como la alanina como donante de amino, ya que en este caso el
equilibrio esta del lado de los sustratos (cetona, alanina) y no del lado de los productos (amina, piruvato); otro
requisito es que la estereoselectividad de la enzima debe ser perfecta, que no es siempre el caso de las w-
transaminasas. Por lo tanto, las w-transaminasas se usan principalmente para la resolucion cinética de aminas
racémicas, donde la enantioselectividad no tiene porqué ser necesariamente perfecta. Por tanto, aunque se han
investigado resoluciones cinéticas de aminas racémicas, la limitaciéon a un rendimiento maximo del 50 % dificulta
considerablemente su aplicacién. Por otro lado, la sintesis asimétrica requiere métodos para desplazar el equilibrio
desfavorable hacia la sintesis de enantidmeros de aminas o6pticamente puras para las que se han desarrollado
varios métodos, lo cual es un prerrequisito clave de procesos eficientes que permitan el uso de transaminasas a
escala industrial. Dichos métodos se describen en el documento WO 2007/093372.

El documento WP 0 987 332 A1 describe un proceso para producir compuestos amino épticamente activos, a saber
compuestos (R)-amino, mediante una enzima microbiana, en particular una w-transaminasa (R)-selectiva derivada
de Arthrobacter sp. El documento EP 1 038 953 A1 describe una w-transaminasa (R)-selectiva adicional, que, no
obstante, deriva de Mycobacterium aurum.

Iwasaki et al. (Biotechnol. Let. 2003 (25), 1843-1846), Koszelewski et al. (Adv. Synth. Catal. 2008 (350), 2761-2766)
e Iwasaki et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006 (69), 499-505) describen una transaminasa R-especifica
procedente de Arthrobacter sp. La identificaciéon de microorganismos que proporcionen transaminasas (S)- 6 (R)-
selectivas se realiza habitualmente seleccionando el microorganismo obtenido, por ejemplo, de muestras de suelo y
enriqueciéndolas en un cultivo (Jun et al., App. Microbiol. Biotechnol. 2004 (70), 2529-2534, y Shin et al. (Biosc.
Biotechnol. Biochem. 2001 (65), 1782-1788)). Especialmente, todas las w-transaminasas R-selectivas descritas
fueron obtenidas mediante cultivo de enriquecimiento. Dichos métodos requieren mucho tiempo, ya que para lograr
un proceso eficiente a menudo se prefiere sobre-expresar la enzima en un organismo heterélogo, tal como
Escherichia coli. Esto requiere el aislamiento de la secuencia génica de los organismos naturales o salvajes (“wild
type” en inglés), pero la clonacién de la secuencia de DNA no siempre se logra con éxito y es un proceso que
requiere mucho tiempo.

En particular, durante el desarrollo del proceso o para la identificacion de una nueva w-TA, la purificaciéon de la
enzima y la caracterizacion de sus propiedades enzimaticas son de gran interés. Sin embargo, dado que la actividad
de w-TA se determina habitualmente con métodos de bajo rendimiento como HPLC o electroforesis capilar (EC), la
determinacion de las propiedades de la enzima bastante a menudo supone una etapa limitante.

En general, en comparacion con las w-transaminasas (S)-selectivas el nimero de w-transaminasas (R)-selectivas
disponibles es mucho mas limitado. Esto se contrapone a la elevada demanda que existe de w-transaminasas (R)-
selectivas, que son altamente deseables para sintesis asimétrica de (R)-enantidmeros de diversas aminas quirales.
Por tanto, sigue existiendo la necesidad de proporcionar transaminasas (R)-selectivas adicionales y los medios y
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métodos para obtenerlas a fin de producir R-enantiomeros, en particular aminas opticamente activas, por ejemplo
para aplicaciones farmacéuticas o agroquimicas, que hasta la fecha o bien no se encuentran disponibles en absoluto
o bien no pueden obtenerse mediante un proceso econémicamente viable, preferiblemente a escala industrial.

Por lo tanto, la presente invencién se basa en el problema técnico de proporcionar medios y métodos simples,
rapidos y fiables para identificar, caracterizar y obtener w-transaminasas (R)-selectivas para la produccion de (R)-
enantiomeros deseados, preferiblemente en forma dpticamente pura, que sean adecuados preferiblemente para la
identificacion, caracterizacion y preparacion a escala industrial.

La presente invencion resuelve este problema técnico mediante la provision de las ensefianzas de las
reivindicaciones independientes.

Por lo tanto, el presente documento proporciona un proceso para la preparacion de una amina quiral 6pticamente
activa, que comprende hacer reaccionar al menos un aceptor amino y al menos un donante amino con una w-
transaminasa (R)-selectiva (también denominada w-TA) preparada mediante un método que comprende las
siguientes etapas:

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

b) buscar en el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula de consulta para identificar un grupo
de primeras secuencias de biomolécula diana, en donde las primeras secuencias de biomolécula diana
tienen un grado de identidad de secuencia de al menos un 20%, preferiblemente un 32%, respecto a la
secuencia de biomolécula de consulta, calculado a nivel de aminoacidos,

c) seleccionar en el grupo de primeras secuencias de biomolécula diana un grupo de segundas secuencias de
biomolécula diana, que no comprendan, a nivel de aminoacidos, al menos una de las estructuras de
secuencia de aminoacidos c1) a c3), siendo

c1) en la posicion 95 a 97 una secuencia de aminoacidos Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoacido
lle, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys o

c2) en la posicién 97 a 99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido,
preferiblemente un aminoacido convencional y en la regiéon de las posiciones 105 a 111,
preferiblemente en la posicion 107 a 109, una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3
un aminoacido, que preferiblemente es His o

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

y que comprende

c4) en la posicién 95 un aminoacido distinto a Tyr, Arg, Lys, o en la posicién 95 Tyr, pero en la
posicion 97 no Argo Lys y

c5) en la posicion 40 no Lys o Arg y
c6) en la region de las posiciones 161 a 165, preferiblemente en la posicion 163, al menos una Lys
para identificar un grupo de segundas secuencias de biomolécula diana y

d) proporcionar, preferiblemente preparar, una biomolécula que tenga la segunda secuencia de biomolécula
diana identificada en la etapa c) y que sea, o que codifique al menos parcialmente, una proteina con la
actividad de una w-transaminasa (R)-selectiva.

La terminologia “una biomolécula que sea o que codifique al menos parcialmente una proteina” significa
preferiblemente que la biomolécula puede ser una proteina con la actividad de una w-transaminasa (R)-selectiva o,
en caso de que la biomolécula sea una secuencia de nucleétidos, al menos parte de dicha secuencia de nucleétidos
codifique dicha proteina, preferiblemente una proteina de longitud completa. Por consiguiente, en caso de que la
biomolécula proporcionada sea una molécula de secuencia de nucleétidos, al menos una parte de dicha molécula de
secuencia de nucleétidos codifica una proteina con la actividad de una w-transaminasa (R)-selectiva, por lo que
posiblemente una parte adicional de dicha molécula de nucleétidos presenta alguna otra funcién, por ejemplo una
funcién reguladora o de replicacion. Por lo tanto, la terminologia “que proporciona una biomolécula que tiene la
segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c) y que es o codifica al menos parcialmente una
proteina con la actividad de una w-transaminasa (R)-selectiva” preferiblemente es equivalente a la terminologia “que
proporciona una biomolécula que tiene la segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c) que

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 599 644 T3

puede ser una proteina con la actividad de una w-transaminasa (R)-selectiva o que puede ser una molécula de
secuencia de nucledtidos que incluye una secuencia que codifica dicha proteina siempre que la proteina presente la
actividad de una w-transaminasa (R)-selectiva”.

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

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

En el contexto de la presente invencién cada secuencia de aminoacidos dada, en particular la estructura de
secuencia de aminoacidos, o la secuencia de DNA o la estructura de secuencia de DNA, se proporciona en la
direccion desde el extremo amino al extremo carboxi o direccion 5’ a 3, lo que sea aplicable, y a menos que se
especifique lo contrario. Preferiblemente, las secuencias dadas en la direcciéon dada se proporcionan como una tira
continua sin ningun nucledtido o aminoacido interviniente, lo que sea aplicable.

El proceso para la preparacion de una w-transaminasa (R)-selectiva se puede llevar a cabo de un modo rapido,
eficiente, simple, fiable y facil. Por lo tanto, la presente invencion permite identificar y preparar una w-transaminasa
(R)-selectiva, que no ha sido conocida o accesible previamente, lo que abre numerosas rutas para proporcionar
aminas quirales, preferiblemente (R)-enantidmeros, en particular en rutas de sintesis asimétrica muy eficientes. Se
podria demostrar con éxito que incluso proteinas con un bajo grado de identidad de secuencia, por ejemplo de tan
solo un 35%, respecto a una w-transaminasa (R)-selectiva conocida, en contra de lo esperado, son de hecho w-
transaminasas (R)-selectivas. De un modo particularmente ventajoso e inesperado, la presente invencién permite
proporcionar preferiblemente w-transaminasas (R)-selectivas procedentes de Aspergillus terreus y Mesorhizobium
loti, siendo la w-transaminasa de Aspergillus la primera w-transaminasa eucariética que convierte sustratos con (R)-
selectividad.

Basicamente, la presente invencion se basa en las ensefianzas técnicas de que determinadas proteinas o sus
secuencias de nucleétidos codificadoras, incluso con un grado bajo de identidad de secuencia con respecto a w-
transaminasas (R)-selectivas conocidas, pueden usarse como fuente potencial para identificar y preparar w-
transaminasas (R)-selectivas, en donde las w-transaminasas (R)-selectivas putativas son sometidas a escrutinio y se
preparan discriminando las no deseadas y de este modo seleccionando de forma positiva proteinas que presenten
estructuras de secuencia particulares en su secuencia de aminoacidos, que se atribuyen a la actividad enzimatica
deseada. Por lo tanto, la presente invencién usa especificamente caracteristicas estructurales particulares, en
particular la ausencia y la presencia de aminoacidos particulares en w-TA (R)-selectivas putativas, para identificar y
preparar w-transaminasas (R)-selectivas.

Por consiguiente, en una primera etapa a) del presente proceso, una secuencia de biomolécula de consulta de al
menos una w-transaminasa (R)-selectiva, por ejemplo una w-transaminasa (R)-selectiva conocida, o al menos una
parte de secuencia caracteristica de dicha w-transaminasa (R)-selectiva, que preferiblemente es capaz en concreto
de identificar una enzima dependiente de PLP de plegamiento de tipo IV, se proporciona junto con al menos un
banco de biomoléculas. Preferiblemente, la secuencia de biomolécula de consulta es un ORF (marco de lectura
abierto, del inglés “open reading frame”) de una w-TA (R)-selectiva, una secuencia de nucledétidos codificadora, o
una parte caracteristica de los mismos. En otra realizacion, la secuencia de biomolécula de consulta es ella misma
una secuencia de aminoacido de ORF o una parte caracteristica de la misma.

En el contexto de la presente invencion, un parte caracteristicas de la secuencia de biomolécula de consulta de al
menos una w-transaminasa o liasa (R)-selectiva, en particular de la w-transaminasa (R)-selectiva conocida, es una
secuencia de biomolécula que en su forma de molécula de secuencia de DNA se hibrida en las siguientes
condiciones con la secuencia de biomolécula de consulta de longitud completa, en particular a la secuencia de DNA
del ORF.

Los métodos para la hibridacion de acidos nucleicos tales como el DNA son bien conocidos y se describen, por
ejemplo, en “Molecular Cloning”, Tercera edicion (2001); “Methods for General and Molecular Bacteriology”, ASM
Press (1994); “Immunology methods manual”, Academic Press (Molecular), y muchos otros libros de texto estandar.

A continuacién se incluye un ejemplo de hibridacion en condiciones severas. Se incuban un filtro con un acido
nucleico inmovilizado sobre dicho filtro y el acido nucleico usado como sonda en una disolucién que comprende un
50% de formamida, 5xSSC (cloruro sodico 750 mM vy citrato sédico 75 mM), fosfato sdédico 50 mM (pH 7,6),
5xdisolucion de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y 20 pg/L de DNA de esperma de salmon desnaturalizado a
42 °C durante una noche. Después de la incubacion, el filtro es lavado en 0,2xdisolucion SSC (aprox. 65°C). Estas
condiciones de hibridacion severas pueden modificarse ajustando la concentracién de formamida (las condiciones se
vuelven menos severas al reducir la concentracion de formamida) y cambiando las concentraciones de sales y las
condiciones de temperatura.

Una hibridacion en condiciones menos severas se lleva a cabo, por ejemplo, incubando un filtro con un acido
nucleico inmovilizado sobre el mismo y un acido nucleico usado como sonda en una disolucion que comprende
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6xSSCE: cloruro sédico 3 mol/L, dihidrégeno fosfato sédico 0,2 mol/L y EDTA 0,02 mol/L, pH 7,4), 0,5% de SDS,
30% de formamida y 100 pg/L de DNA de esperma de salmén desnaturalizado a 37 °C durante una noche, y lavando
el filtro con 1xdisolucion SSC que contiene un 0,1% de SDS (50 °C).

En una realizacién particularmente preferida, la presente invencién entiende con la expresién “al menos una
secuencia de biomolécula de consulta de al menos una w-transaminasa (R)-selectiva” una secuencia de biomolécula
que es adecuada para seleccionar secuencias de biomolécula segun la presencia o ausencia de las estructuras de
secuencia c1) a c6), tal y como se han identificado en la presente memoria. Por consiguiente, dicha secuencia de
biomolécula de consulta es una secuencia que sirve para hacer un escrutinio y para identificar aquellas secuencias
de biomolécula que no comprendan a nivel de aminoacidos al menos una de las estructuras de secuencia de
aminoacidos c1) a c3), y que comprendan a nivel de aminoacidos las estructuras de secuencia c4), c5) y c6). Dicha
secuencia de biomolécula de consulta puede venir presentada como informacién de secuencia de aminoacidos o
como una molécula de secuencia de DNA o como informacién de secuencia de DNA.

En una realizacion preferida, la parte caracteristica de la secuencia de biomolécula de consulta usada en la etapa a)
abarca, preferiblemente consiste en, la region que va desde la posicion 30 a la 170, lo mas preferiblemente de la
posicion 30 a la 120 del ORF de una w-transaminasa (R)-selectiva.

El banco de biomoléculas se utiliza para la busqueda en una etapa b) posterior con la secuencia de biomolécula de
consulta para identificar un grupo de primeras biomoléculas diana, que muestren al menos un grado minimo de
identidad de secuencia de al menos el 20%, preferiblemente el 25%, preferiblemente el 32%, preferiblemente al
menos el 33%, lo mas preferiblemente el 34%, al menos el 35%, al menos el 36%, al menos el 40%, al menos el
50%, al menos el 60%, al menos el 70% y al menos el 80%, al menos el 90% o al menos el 95%, con respecto a la
secuencia de biomolécula de consulta, en base al nivel de aminoacidos, y en donde dicho grupo de primeras
biomoléculas diana representa una primera seleccion del banco de biomoléculas usado en la etapa a). Dicho grado
de identidad de secuencia es preferiblemente una identidad de secuencia entre al menos la parte caracteristica del
ORF, preferiblemente esencialmente el ORF completo, en particular el ORF completo de la secuencia de
biomolécula de consulta y al menos la parte caracteristica del ORF, preferiblemente esencialmente el ORF completo,
en particular el ORF completo de las secuencias de biomolécula escrutadas. Posteriormente a dicha etapa b), de
este grupo de primeras secuencias de biomolécula diana se seleccionan en la etapa c) aquellas que no comprenden
como estructura de secuencia c1) en la posicién 95 a 97 una secuencia de aminoacidos Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un
aminoacido lle, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys, o que no comprendan como estructura de
secuencia c2) en la posicion 97 a 99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido,
preferiblemente un aminoacido habitual, y en la regién entre las posiciones 105 y 111, preferiblemente en las
posiciones 107 a 109, una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 un aminoacido, preferiblemente un
aminoacido habitual, siendo preferiblemente His, o que no comprenda la estructura de secuencia c3) en la posicion
38 Thr, en la posicién 97 Lys y en la posicion 107 a 109 una secuencia de aminoacidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un
aminoacido, preferiblemente un aminoacido habitual, que preferiblemente es Gly, y siendo Xa5 un aminoacido,
preferiblemente un aminoacido habitual, que preferiblemente es Tyr, mediante lo cual se discrimina y se descargan
dichas secuencias, que no muestran al menos una de las estructuras de secuencia identificadas anteriormente c1),
c2) 6 c3). En una seleccion posterior o simultanea, se seleccionan las secuencias de biomolécula que de acuerdo a
la estructura de secuencia c4) muestran en la posicion 95 un aminoacido distinto de Tyr, Arg, Lys, o en la posicion
95 Tyr, pero en la posicion 97 no Arg y no Lys, y que de acuerdo a la estructura de secuencia c5) no presentan en la
posicion 40 Lys ni Arg, y que de acuerdo a la estructura de secuencia c6) tienen en la region entre las posiciones
161 y 165 al menos una Lys, preferiblemente una Lys, preferiblemente en la posicién 163 Lys, de tal modo que se
selecciona y se identifica un grupo de segundas secuencias de biomolécula diana. El grupo de segundas secuencias
de biomolécula diana identificadas y sometidas a escrutinio para las estructuras de secuencia identificadas
anteriormente representa secuencias de biomolécula que son o que codifican una proteina con la actividad de una
w-transaminasa (R)-selectiva, que es proporcionada de este modo.

En el contexto de la presente invencién, una transaminasa es una enzima dependiente de piridox-alfosfato que
cataliza la transferencia de grupos amino, estando clasificada preferiblemente en el tipo IV de plegamiento. Las
transaminasas se clasifican como E.C. 2.6.1.X. De acuerdo a la presente invencion, la transaminasa es una w-
transaminasa (R)-selectiva. En el contexto de la presente invencion una proteina con la actividad de una w-
transaminasa (R)-selectiva es una proteina que es capaz, en las condiciones de reaccién apropiadas, de catalizar
una transferencia de grupos nitrogenados tales como grupos amino desde un donante a un aceptor tal como es
capaz de hacerlo una w(omega)-transaminasa (R)-selectiva (beta-alanina-piruvato transaminasa). En el contexto de
la presente invencién una w-transaminasa (R)-selectiva preferiblemente es una enzima con el cédigo de clasificacion
E.C.2.6.1.18.

En el contexto de la presente invencioén, el término “amina quiral épticamente activa” se refiere a lo mismo que el
término “amina quiral enantioméricamente activa”. Estos términos en particular se refieren a una preparacién que
esta esencialmente libre del enantiomero no deseado. Por consiguiente, una amina quiral opticamente activa
comprende esencialmente un exceso de un enantiémero o incluso consiste Unicamente en un enantiomero.
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En particular, en el contexto de la presente invencién, una amina quiral 6pticamente activa tiene una pureza éptica
de al menos 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8 y en particular de al menos 99,9%.

En la presente invencion la pureza dptica se expresa en % de exceso de un enantidmero respecto al otro
enantiomero. Por tanto, la pureza éptica en % es el cociente de la diferencia entre las concentraciones del
enantiomero (R) y del enantidmero (S) y la suma de las concentraciones de ambos enantiomeros (pureza 6ptica de
Aen % = ([A] + [B]) : ([A] + [B]) x 100, en donde A y B representan las concentraciones de los enantiémeros (R) y (S)
0 viceversa).

En el contexto de la presente invencion, un banco de biomoléculas es una fuente de biomoléculas por si mismo o es
una coleccion de datos de secuencias de biomoléculas, en particular datos de secuencia de polinucleétidos o
polipéptidos.

En el contexto de la presente invencion, una biomolécula preferiblemente es una molécula de polinucleétido que
porta informacién genética, en particular una molécula de DNA. En una realizacion preferida adicional de la presente
invencion una biomolécula es un polipéptido, en particular una proteina, que comprende una serie de aminoacidos.
Por tanto, un banco de biomoléculas puede ser una fuente fisica de biomoléculas, en particular puede ser un banco
génico, en particular una biblioteca genémica o de DNAc, o es una coleccién de informacion sobre dichas
biomoléculas, en particular una coleccidon de datos de secuencia, en particular secuencias de aminoacidos o
secuencias de polinucleétidos, en particular secuencias de DNA.

La presente invencién también se refiere a secuencias de biomoléculas, secuencias de aminoacidos, secuencias de
polinucleétidos o secuencias de nucledtidos, en particular secuencias de DNA, en donde dicha nomenclatura
designa por un lado la sustancia fisica per se, que significa una proteina, un polipéptido o una molécula de DNA, y
por otro lado el contenido de informacién de dicha sustancia quimica, que, en el caso de un polinucleétido, es el tipo,
orden y numero de sus nucleétidos y, en el caso de un polipéptido es el tipo, orden y numero de los aminoacidos
individuales que conforman el polipéptido.

” o« n o«

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

La presente invencion, en una realizacién A) preferida, en sus etapas a) a c) es aplicable a un banco de
biomoléculas que es una coleccién de datos de secuencia de, en una realizacion, secuencias de polinucleétidos, en
particular secuencias de DNA o, en otra realizacion, secuencias de aminoacidos, las cuales se usan ambas para
realizar una busqueda en la etapa b) con herramientas de alineamiento de secuencia, preferiblemente tales como
BLAST, que es una herramienta de busqueda de alineamiento local basica, para identificar un grupo de primeras
secuencias de biomolécula diana (Altschul, S.F. et al. 1990. J. Mol. Biol. 215: 403; Altschul, S.F. et al. 1997. Nucleic
Acid Res. 25:3389-3402). Otros programas adecuados incluyen GAP, BESTFIT y FASTA en el Paquete de Software
Wisconsin Genetics (Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI, EE.UU.). En una etapa posterior c) el grupo de
primeras secuencias de biomoléculas identificadas es sometido a etapas de seleccién adicionales durante las cuales
se usan las estructuras de secuencia identificadas para identificar y seleccionar, negativamente con las estructuras
de secuencia c1) a c3) y positivamente con las estructuras de secuencia c4) a c6), la secuencia de biomolécula
deseada. Una vez identificado el segundo grupo de secuencias de biomoléculas, la presente invencion utiliza dicha
informacion de secuencias para preparar las correspondientes moléculas de oligo- o poli-nucleétidos, por ejemplo
cebadores de hibridacién, para realizar un escrutinio y seleccionar, en la forma fisica de bancos de biomoléculas,
moléculas de DNA que codifican las enzimas identificadas en el segundo grupo. Por tanto, en una realizacion
preferida, se puede usar la informacién de secuencia obtenida en la etapa c) para clonar un gen correspondiente a
partir de una biblioteca de DNA gendmico o DNAc y para la expresion de la proteina, por ejemplo, en E. coli,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris u otras. En otra realizacion preferida de la presente invencion, la
informacion de secuencia obtenida en la etapa c) se usa para sintetizar desde cero la w-transaminasa (R)-selectiva.
En dicha realizacion preferida es posible usar la informacién de secuencia obtenida en la etapa c) para la sintesis de
un gen, por ejemplo, mediante la utilizacién de un codon optimizado y estabilidad de ARNm, y clonando y
expresando dicho gen. De acuerdo a dicha realizacion preferida, es posible usar como el al menos un banco de
biomoléculas en la etapa a) un banco de biomoléculas que contenga informacién de secuencia de DNA o
informacion de secuencia de aminoacidos. En el caso de que el banco de biomoléculas contenga informacion de
secuencia de DNA, dicha informacién tiene que ser traducida a informacion de secuencia de aminoacidos a fin de
ser procesada segun las etapas b) a c), en las que se usan secuencias de aminoacidos como secuencia de
biomolécula de consulta, y como estructuras de secuencia de aminoacidos en las etapas b) a c), que se llevan a
cabo en el banco de secuencias de DNA usando las secuencias de biomolécula de consulta y las estructuras de
secuencia c1) a ¢6) traducidas de nuevo a informacion de secuencia de DNA.
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En otra realizacion preferida de la presente invencion, las presentes ensefianzas se aplican en una realizacion B) en
la etapa a) a un banco de biomoléculas que esta presente en la forma fisica de un banco genético, en particular una
biblioteca genética tal como una biblioteca de DNAc-, metagenoma o gendémica, usando moléculas de DNA que
codifican toda una w-transaminasa (R)-selectiva, o al menos la parte caracteristica, para buscar, identificar y
seleccionar un grupo de primeras secuencias de biomolécula, en particular moléculas de secuencia de DNA que,
calculadas a nivel de aminoacidos, presenten un grado de identidad de secuencia de al menos el 20%,
preferiblemente el 32%, con respecto a la molécula de secuencia de DNA de consulta. La posterior etapa c) se lleva
a cabo preferiblemente en dicho grupo de primeras moléculas de DNA usando cebadores de molécula de nucleétido
que identifican y seleccionan, positiva o negativamente, las estructuras de secuencia deseadas c1) a c6).

En el contexto de la presente invencion, el término “estructura de secuencia” se refiere a las caracteristicas
selectivas especificas de la secuencia de aminoacidos de la w-transaminasa (R)-selectiva putativa, identificadas
especificamente en la etapa c) del proceso reivindicado. En particular, la primera estructura de secuencia c1) es la
estructura de secuencia identificada en la posicion 95 a 97, que en dicho orden es una secuencia de aminoacidos
Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoacido lle, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys, y que, segun
la presente invencién, no deberian estar presentes en la secuencia de biomolécula seleccionada finalmente. La
segunda estructura de secuencia c2) es la estructura de secuencia identificada en la posicién 97 a 99, que en dicho
orden es una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GlIn, siendo Xaa un aminoacido, y en la region de la posicion 105 a
111, preferiblemente en la posicion 107 a 109, una secuencia de aminoacidos, que en dicho orden es Arg Xaa Xa3,
siendo Xaa un aminoacido y siendo Xa3 un aminoacido, que preferiblemente es His, y que tampoco deberia estar
presente en la secuencia de biomolécula seleccionada finalmente. La tercera estructura de secuencia c3) es la
estructura de secuencia que se caracteriza por la presencia de Thr en la posicién 38, en la posicion 97 Lys y en la
posicion 107 a 109 una secuencia de aminoacidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoacido, que preferiblemente es
Gly, y siendo Xa5 un aminoacido, que preferiblemente es Tyr, estructura c3) que no deberia estar presente en la
secuencia de biomolécula seleccionada finalmente.

La cuarta estructura de secuencia c4) requiere que en la posicién 95 haya un aminoacido que no sea Tyr, Arg, Lys, o
en la posicion 95 que sea Tyr, pero en la posicion 97 que no haya Arg o Lys, lo que la convierte en una w-
transaminasa (R)-selectiva putativa preparada segun la presente invencion. La quinta estructura de secuencia c5)
requiere que en la posicion 40 no haya Lys ni Arg en la w-transaminasa (R)-selectiva putativa identificada. La sexta
estructura de secuencia c6) requiere que en la region de la posicion 161 a la 165 esté presente al menos una Lys,
preferiblemente una Lys, preferiblemente una Lys en la posicion 163, en la w-TA (R)-selectiva finalmente identificada
y preparada.

En el contexto de la presente invencion, la identificacion y la localizacion de posiciones de aminoacido se determina
como se indica a continuacion. Las primeras secuencias de biomolécula diana son alineadas, preferiblemente se
alinean multiplemente unas con otras y con la secuencia de biomolécula de consulta. El alineamiento se puede
realizar con un software de alineamiento convencional, tal como STRAP, en particular ClustalW, preferiblemente
ClustalW3D. En otra realizaciéon también es posible alinear las secuencias por pares, es decir cada una de las
primeras secuencias de biomolécula diana con la secuencia de biomolécula de consulta. En una realizaciéon
preferida, las primeras secuencias de biomolécula diana se alinean con la BCAT de E. coli. En otra realizaciéon
preferida, las primeras secuencias de biomoléculas diana se alinean con otra secuencia de biomolécula de consulta
usada en la presente invencion, por ejemplo la w-transaminasa (R)-selectiva.

La anotacion de las posiciones de aminoacidos tal cual se proporcionan en la presente invencion esta determinada
por la posicion de la correspondiente estructura de secuencia en la secuencia de biomolécula de consulta usada
como patrén de posiciones. Un alineamiento como el descrito anteriormente alinea las correspondientes posiciones
de aminoacidos de las primeras secuencias de biomoléculas diana con las estructuras de secuencia presentes en la
secuencia de biomolécula de consulta.

Como ejemplo, el uso de BCAT de E. coli como patron para la anotacion de la posicion, se usa la secuencia de
aminoacidos BCAT de E. coli conocida de las posiciones 92 a 100, a saber TSAYIRPLI (SEQ ID NO: 9) para
identificar las posiciones 95 a 99 en la w-transaminasa putativa, que se analizar para determinar la ausencia de las
estructuras de secuencia c1), c2), c3) y la presencia de c4). La secuencia de aminoacidos conocida de la posicién 35
ala 42, a saber VFEGIRCY (SEQ ID NO: 10) de la BCAT de E. coli marca la posicion de la G en la posicion G para
la estructura de secuencia c3) y c5). La secuencia de aminoacidos DVGMGVNP de la secuencia de aminoacidos
BCAT de E. coli (SEQ ID NO: 11) marca la posicion 104 a 111 para la estructura de secuencia c3) en las posiciones
105 a 111. La secuencia de aminoacidos PTAAKAGGN de las posiciones 159 a 167 de la BCAT de E. coli conocida
(SEQ ID NO: 12) marca la posicién 163 como una K para la estructura de secuencia c6).

Por tanto, en una realizacién preferida de la presente invencion la biomolécula es una proteina y la secuencia de
biomolécula es una secuencia de aminoacidos. Por consiguiente, en una realizaciéon preferida el banco de
biomoléculas es un banco, en particular una base de datos, que reune informaciéon de diversas proteinas, en
particular informacién de secuencias de aminoacidos. Los bancos de bases de datos preferidos son el banco de
datos de proteina NCBI, el banco de datos UniProtKB/SwissProt y el banco de datos UniProtKB/TrEMBL.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 599 644 T3

En una realizacion preferida también es posible que la biomolécula sea una molécula de DNA y la secuencia de
biomolécula sea una secuencia de DNA. Por consiguiente, en una realizacion preferida, el banco de biomoléculas es
un banco, en particular una base de datos, que relne informacion de diversas secuencias de polinucleétidos, en
particular secuencias de DNA.

En una realizacién preferida, la presente invenciéon usa un proceso acorde a lo anterior, en donde el banco de
biomoléculas es una base de datos de biomoléculas y la base de datos de biomoléculas se usa para realizar la
busqueda de la etapa b) con un programa de alineamiento de secuencia de biomolécula, en particular BLAST. En
una realizacion preferida se prevé que si el banco de biomoléculas es una base de datos de biomoléculas, la base
de datos de biomoléculas se usa para realizar la busqueda de la etapa b) con una secuencia de aminoacidos, si la
base de datos de biomoléculas es una base de datos de secuencias de aminoacidos, o con una secuencia de DNA,
si la base de datos de biomoléculas es una base de datos de secuencias de DNA.

La invencion prevé en la etapa d) proporcionar finalmente una biomolécula, preferiblemente una molécula de DNA o
una molécula de secuencia de aminoacido, es decir, una proteina, tanto mediante sintesis desde cero de la
transaminasa como mediante aislamiento a partir de los polinucleétidos de un banco genético que codifican la
transaminasa deseada con la ayuda de cebadores, estando definidos en base a las segundas secuencias de
biomoléculas. Los polinucleétidos obtenidos, en particular moléculas de secuencia de DNA, se usan para ser sobre-
expresadas en las condiciones apropiadas en un medio de cultivo apropiado para expresar la transaminasa
deseada.

Se puede proporcionar un proceso para realizar el escrutinio y la identificacion de una w-transaminasa (R)-selectiva,
que comprende las etapas a) a c) identificadas anteriormente, en particular proporcionando al menos una secuencia
de biomolécula de consulta de al menos una w-transaminasa (R)-selectiva y al menos un banco de biomoléculas,
realizar una busqueda en el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula de consulta para identificar un
grupo de primeras secuencias de biomolécula diana, en donde las primeras secuencias de biomoléculas tienen un
grado de identidad de secuencia de al menos un 20%, preferiblemente un 25%, preferiblemente un 32% con
respecto a la secuencia de biomolécula de consulta, calculado a nivel de aminoacidos, seleccionar, en el grupo de
primeras secuencias de biomolécula, secuencias de biomoléculas que no comprendan, a nivel de aminoacido,
ninguna de las estructuras de secuencia c1) a c3), siendo c1) en la posicion 95 a 97 una secuencia de aminoacidos
Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoacido lle, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys, o c2) siendo
la posicion 97 a 99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido y en la regién de la
posicion 105 a 111, preferiblemente 107 a 109, una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3
preferiblemente un aminoacido, preferiblemente His, o c3) siendo la posicion 38 Thr, en la posicion 97 Lys y en la
posicion 107 a 109 una secuencia de aminoacidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoacido, que preferiblemente es
Gly, y siendo Xa5 un aminoacido, que preferiblemente es Tyr, y que no comprende las estructuras de secuencia c4),
c5) y c6), siendo c4) a nivel de aminoacidos en la posicion 95 diferente de Tyr, Arg, Lys, o en la posicién 95 Tyr, pero
en la posicion 97 no Arg o Lys, y siendo c5) en la posicion 40 Lys o Arg, y siendo c6) en la region 161 a 165,
preferiblemente en la posicién 163, Lys para identificar un grupo de segundas secuencias de biomolécula, que son
secuencias de biomolécula de una w-TA (R)-selectiva.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, las presentes ensefianzas proporcionan w-
transaminasas (R)-selectivas que pueden obtenerse de acuerdo a los procesos de preparacion de la presente
invencion. En particular, la presente invencion proporciona proteinas y secuencias de DNA, en particular moléculas
de DNA, que codifican dicha proteina a partir de Mesorhizobium loti y Aspergillus terreus, tal como se identifica en la
SEQ ID NO: 1y 2 correspondientes a Mesorhizobium loti, y 3 y 4 correspondientes a Aspergillus terreus. La presente
invencion proporciona en particular y en la realizacion mas preferida la ensefianza de que las w-transaminasas (R)-
selectivas obtenidas y preparadas segun la presente invencion, por ejemplo las identificadas en la SEQ ID NO: 1y 3,
pueden usarse en una reaccion de transaminacion, en particular pueden usarse en un proceso para la preparacion
de una amina quiral 6épticamente activa, preferiblemente un (R)-enantiomero de una amina quiral, que comprende
hacer reaccionar al menos un aceptor de amino y al menos un donante de amino con la w-transaminasa (R)-
selectiva segun la presente invencion, en particular de SEQ ID NO: 1 6 3, y obtener la amina quiral épticamente
activa. En una realizacién preferida, el proceso para la preparacion de una amina quiral épticamente activa es una
sintesis asimétrica que usa un compuesto que contiene un grupo ceto, preferiblemente una cetona y un donante de
amino. En otra realizaciéon preferida, el método de preparacién usa una reaccion de resolucién cinética. Teniendo
como eductos el donante de amino, que preferiblemente es una mezcla de aminas racémicas, y un aceptor de
amino, preferiblemente cetonas.

En la realizacion preferida de la presente invencion segun la cual se sintetiza una amina quiral épticamente activa
usando una w-transaminasa (R)-selectiva de la presente invencion en una sintesis asimétrica que parte de cetonas,
el grado de conversion preferido a la amina quiral 6pticamente activa deseada, es decir al (R)-enantiémero, es de al
menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5% y lo mas preferiblemente 100%.

En ofra realizacion preferida segun la cual se usa la w-transaminasa (R)-selectiva de la presente invencién en una
reaccion de resolucion cinética que parte de aminas racémicas, el grado de conversion preferido a la amina quiral
opticamente activa, preferiblemente el (S)-enantidmero, es de al menos 30, 40, 45, 46, 47, 48, 49, en particular 50%.
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Las concentraciones para analizar la pureza 6ptica y la conversién pueden determinarse por ejemplo mediante
HPLC, electroforesis capilar (EC), cromatografia de gases (CG) o métodos fotométricos o fluorimétricos.

Por tanto, en una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de una
amina quiral épticamente activa, comprendiendo dicho proceso la reaccidon de un compuesto aceptor de amino que
comprende un grupo ceto y una mezcla racémica de una amina en presencia de una transaminasa, en particular una
w-transaminasa (R)-selectiva, preferiblemente segun la presente invencion, para obtener un (S)-enantidmero de la
amina quiral.

En otra realizacion preferida de la presente invencién se proporciona un proceso para la preparacion de una amina
quiral Opticamente activa, en particular un (R)-enantidmero de dicha amina, proceso que comprende hacer
reaccionar un compuesto aceptor de amino que comprende un grupo ceto y un donante de amino en presencia de
una w-transaminasa (R)-selectiva, en particular una obtenible segun la presente invencién, para obtener un (R)-
enantiomero de la amina.

En el contexto de la presente invencion un aceptor de amino es una molécula capaz de aceptar un grupo amino
transferido desde un donante de amino por accién de una transaminasa, en particular una w-transaminasa. En una
realizacion particularmente preferida de la presente invencién el aceptor de amino contiene una funcionalidad de
cetona.

En una realizacion particularmente preferida de la presente invencion el aceptor de amino se selecciona del grupo
que consiste en acido fenilpiravico, una sal del mismo, acido pirdvico, una sal del mismo, acetofenona, 2-
cetoglutarato, 3-oxobutirato, 2-butanona, 3-oxopirrolidona (3-OP), 3-piridilmetilcetona (3-PMK), éster de etilo de
acido 3-oxobutirico (3-OBEE), éster de metilo de acido 3-oxopentanoico (3-OPME), N-1-boc-oxopiperidinona, N-1-
boc-3-oxopirrolidina (B3OP), 3-oxo-piperidina, N-1-boc-3-oxopiperidina (B3OPi), 1-Cbz-3-oxopiperidina (C30Pi), 1-
Cbz-3-oxopirrolidina (C30P), alquil-3-oxo-butonoatos, metoxiacetona y 1-oxotetralona.

En el contexto de la presente invencion un donante de amino es una molécula capaz de proporcionar un grupo
amino a un aceptor de amino usando una transaminasa, en particular una w-transaminasa. En una realizacion
preferida el donante de amino es una amina o un aminoacido.

En una realizacion particularmente preferida el donante de amino se selecciona del grupo que consiste en 3-alanina,
alanina, a-metilbencilamina (a-MBA), glutamato, fenilalanina, glicina, 3-aminobutirato, isopropilamina, 2-aminobutano
y y-aminobutirato o una sal, por ejemplo un cloruro, de cualquiera de ellos. En una realizacién particularmente
preferida, el producto de cetona obtenido puede ser acido fenilpirtvico, un sal del mismo, acido pirtvico, una sal del
mismo, acido glioxilico, una sal del mismo, acetofenona, 2-cetoglutarato, acetona, 3-oxobutirato, 2-butanona, 3-
oxopirrolidina (3-OP), 3-piridilmetilcetona (3-PMK), éster de etilo de acido 3-oxobutirico (3-OBEE), éster de metilo de
acido 3-oxopentanoico (3-OPME), N-1-boc-oxopiperidinona y N-1-boc-3-oxopirrolidina (B3OP) o una sal, por ejemplo
un cloruro, de cualquiera de ellos.

En una realizacion preferida adicional, la presente invencién se refiere a un proceso para la preparacion de una
amina quiral épticamente activa que es seleccionada del grupo de aminas que tienen un grupo amino épticamente
activo, en particular aminas con grupos alquilicos, grupos alquilicos ramificados o grupos arilalquilicos. En particular,
dichas aminas, en particular aminas mono- o bi-ciclicas, son en particular aminas ciclicas de 5 a 6 miembros o
hidrocarburos heterociclicos S-, O- 6 N-sustituidos o aminas aromaticas, en particular aminas aromaticas sustituidas
con alquilo o alcoxi. En una realizacion preferida, las aminas quirales obtenidas se seleccionan del grupo que
consiste en fenilalalina, alanina, 3-aminopiperidina, alquil-3-amino-butanoatos, 3-aminopirrolidina (3-AP), 3-piridil-1-
etilamina (3-PEA), N-1-boc-3-aminopirrodilina (B3AP), N-1-boc-3-aminopiperidina (B3APi), 1-Cbz-3-amino-piperidina
(C3APi), 1-Cbz-3-aminopirrolidina (C3AP), éster de etilo de acido 3-aminobutirico (3-ABEE), éster de metilo de acido
3-aminopentanoico (3-APME), a-metilbencilamina (a-MBA), 1-aminotetralina, 3,4-dimetoxi fenil acetona, a-metil-4-(3-
piridil)-butanamina, y-aminobutirato, glutamato, isopropilamina, B-aminobutirato, sec-butilamina,
metoxiisopropilamina, derivados de 3-aminopirrolidina, 1-N-Boc-3-aminopiperidina, cefalosporina y derivados de
cefalosporina.

En una realizacién particularmente preferida, la presente invencion prevé por tanto hacer reaccionar 30P con una w-
transaminasa (R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-3AP dpticamente activa.

En una realizacion preferida adicional, la presente invencion prevé hacer reaccionar 3-PMK con una w-transaminasa
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R) 3-PEA 6pticamente activa.

En una realizaciéon preferida adicional, la presente invencidon prevé hacer reaccionar 3-OPME con una w-
transaminasa (R)-selectiva y un donante amino para obtener (R) 3-APME 6pticamente activo.

En una realizacion preferida adicional, la presente invencién prevé hacer reaccionar B3OPi con una w-transaminasa
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-B3APi 6pticamente activa.
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En una realizacion preferida adicional, la presente invencién prevé hacer reaccionar C30Pi con una w-transaminasa
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-C3APi épticamente activa.

En una realizacion preferida adicional, la invencion prevé hacer reaccionar C30P con una w-transaminasa (R)-
selectiva y un donante amino para obtener (R)-C3AP 6pticamente activa.

En una realizacion preferida adicional, la invencién prevé hacer reaccionar acetofenona con una w-transaminasa
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-a-MBA 6pticamente activa.

En una realizacién preferida adicional, la invencién prevé hacer reaccionar un aceptor de amino, en particular
hidrocarburos o aromaticos mono- o biciclicos, ciclicos de 5 a 6 miembros que contengan un grupo oxo o
heterociclicos S-, O- o N-sustituidos, en particular aromaticos sustituidos con alquilo o alcoxi, con un donante de
amino y una w-transaminasa (R)-selectiva para obtener aminas, en particular aminas mono- o bi-ciclicas, en
particular aminas ciclicas de 5 a 6 miembros, o aminas de hidrocarburos o aromaticas heterociclicas S-, O- o N-
sustituidas, en particular aminas aromaticas sustituidas con alquilo o alcoxi, en particular en forma (R).

En una realizacién particularmente preferida de la presente invencion, el aceptor de amino y el donante de amino se
hacen reaccionar con la transaminasa en medio acuoso, por ejemplo en tampodn fisiolégico. En una realizacion
particularmente preferida la reaccion de transaminacion se lleva a cabo a un pH en el rango de 5 a 9, en particular
de 7 a 8,5. En una realizacion preferida particular, la reaccion se lleva a cabo en un rango de temperaturas entre 10
y 65°C, preferiblemente entre de 20 a 50°C, en particular de 18 a 25°C, preferiblemente a temperatura ambiente o de
34°C a 39°C, en particular 37°C. En una realizacién preferida adicional de la presente invencién el aceptor de amino
y el donante de amino se proporcionan en una relacion molar de 1:1 a 1:5, en particular de 1:1 a 1:2. En una
realizacién preferida de la presente invencion la actividad enzimatica puede ser de 1 a 20.000 pumol/min.

Se puede llevar a cabo un proceso para el analisis de una transaminasa, en particular para la caracterizacion de
propiedades de una transaminasa, que comprende las siguientes etapas:

i. proporcionar un aceptor de amino cargado, un donante de amino cargado y una transaminasa,
preferiblemente una w-transaminasa obtenible segun la presente invencion

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

iii. determinar la conductividad del medio de reaccidn en un primer conjunto de condiciones de reaccion y

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

En el curso de una reaccion catalizada por una transaminasa, preferiblemente catalizada por una w-TA, de los
sustratos cargados, el donante de amino, preferiblemente una amina, y el aceptor de amino, preferiblemente un
acido ceto, por ejemplo piruvato, la conductividad disminuye ya que se forma una cetona no cargada y el
componente amino zwitter-idnico, preferiblemente un aminoacido, por ejemplo alanina.

0 ®
.8 o
Ry COC R; co0
acido ceto o-TA aminoécido
@
NHj 0]
amina cetona
sustratos productos
cargados zwitteridnicos/no cargados

El proceso para el anadlisis permite una medicion sencilla del progreso de la reaccion. Preferiblemente, lo mas
adecuado es un tampén de baja conductividad, particularmente el tampén CHES (acido N-ciclohexil-2-
aminoetanosulfonico) de baja conductividad, a fin de evitar una conductividad inicial demasiado elevada.
Preferiblemente, se puede realizar una calibracién del proceso de conductividad mediante simulaciéon de diferentes
conversiones. A modo de ejemplo, para el par de sustrato estandar a-metilbencilamina y piruvato, una conversién de
1 mM corresponde a un cambio de 44 uS. Una validacion del presente proceso comparando las velocidades de
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reaccion medidas con electroforesis capilar dio lugar a una conformidad excelente. Los extractos celulares no
interfieren de forma significativa con el presente proceso. Puesto que el piruvato es el aceptor de amino comun de
virtualmente todas las w-TA, el presente proceso puede usarse para investigaciones de la actividad de transaminasa
con diferentes donantes de amino. Ademas, también puede obtenerse informacion sobre la enantioselectividad de la
enzima.

Se puede llevar a cabo un proceso para analizar una transaminasa, en particular para la caracterizacién de las
propiedades de una transaminasa, que permita analizar la actividad de la transaminasa en dependencia de, por
ejemplo, el valor de pH o la temperatura del medio de reaccion, o que permita analizar la estabilidad de la reaccién,
el efecto de aditivos o de composiciones tamponantes.

Segun el proceso de andlisis se puede llevar a cabo una primera medicion de la conductividad del medio de reaccion
en un primer conjunto de condiciones de reaccion, y después se puede llevar a cabo al menos una segunda
medicion de la conductividad a fin de poder comparar ambos valores de conductividad obtenidos y extraer
conclusiones de las actividades y propiedades de la transaminasa evaluada. Un descenso de la conductividad
muestra en una reaccion de transaminasa segun la presente invencién la actividad de dicha transaminasa. El
reconocimiento de un descenso reducido, un descenso acelerado o de ningin descenso de la conductividad permite
extraer conclusiones sobre las propiedades de la transaminasa.

Un conjunto de condiciones de reaccion puede ser preferiblemente un conjunto de condiciones de reaccién cuyas
condiciones se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en temperatura, valor de pH y composicion del
medio de reaccién, preferiblemente las condiciones de reaccién identificadas anteriormente, excepto la
concentracion de eductos y productos. En una realizacion de la presente invencion, el conjunto de condiciones de
reaccion se mantiene constante a lo largo del tiempo. En otra realizacién de la invencion, el conjunto de condiciones
de reaccion puede variar con el tiempo de reaccion.

Se puede llevar a cabo un proceso para el analisis de una transaminasa, en donde el medio de reaccién es un
tampon de baja conductividad. En una realizacion particularmente preferida del proceso, el aceptor de amino
cargado es piruvato.

El presente proceso para el andlisis de una transaminasa puede usarse después del proceso de preparacion de una
w-transaminasa (R)-selectiva de la presente invencion, y extiende las ensefianzas de la presente invencion no solo a
proporcionar nuevas y ventajosas w-transaminasas (R)-selectivas sino también para determinar sus caracteristicas.

Otras realizaciones preferidas de la presente invencidon son materia objeto de las sub-reivindicaciones.

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

SEQ ID NO: 1: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la w-TA (R)-selectiva procedente de
Mesorhizobium loti.

SEQ ID NO: 2: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 3: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la w-TA (R)-selectiva procedente de
Aspergillus terreus.

SEQ ID NO: 4: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 3.

SEQ ID NO: 5: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la w-TA (R)-selectiva procedente de
Mycobacterium aurum.

SEQ ID NO: 6: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 5.

SEQ ID NO: 7: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la w-TA (R)-selectiva procedente de
Arthrobacter sp.

SEQ ID NO: 8: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 7.

SEQ ID NO: 9: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinacion de las posiciones
95 a 99.

SEQ ID NO: 10: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinacién de la posicion
38.

SEQ ID NO: 11: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinacién de la posicion
107.
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SEQ ID NO: 12: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinacién de la posicion
163.

SEQ ID NO: 13: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Penicillium
chrysogenum.

SEQ ID NO: 14: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 13.

SEQ ID NO: 15: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Aspergillus niger.
SEQ ID NO: 16: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 15.

SEQ ID NO: 17: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Aspergillus oryzae.
SEQ ID NO: 18: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 17.

SEQ ID NO: 19: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Aspergillus
fumigatus.

SEQ ID NO: 20: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 19.

SEQ ID NO: 21: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Neosartorya fischeri.
SEQ ID NO: 22: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 21.

SEQ ID NO: 23: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Gibberella zeae.
SEQ ID NO: 24: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 23.

SEQ ID NO: 25: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Hyphomonas
neptunium.

SEQ ID NO: 26: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 25.

SEQ ID NO: 27: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Mesorhizobium loti
MAFF303099.

SEQ ID NO: 28: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 27.

SEQ ID NO: 29: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Roseobacter sp.
SEQ ID NO: 30: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 29.

SEQ ID NO: 31: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Marinomonas sp.
SEQ ID NO: 32: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 31.

SEQ ID NO: 33: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Rhizobium etli.
SEQ ID NO: 34: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 33.

SEQ ID NO: 35: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Rhodoferax
ferriducens.

SEQ ID NO: 36: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 35.
SEQ ID NO: 37: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Jannaschia sp.
SEQ ID NO: 38: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 37.

SEQ ID NO: 39: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Labrenzia
alexandrii.

SEQ ID NO: 40: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 39.
SEQ ID NO: 41: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Burkholderia sp.
SEQ ID NO: 42: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 41.

SEQ ID NO: 43: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Burkholderia
cenocepacia.
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SEQ ID NO: 44: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 43.
SEQ ID NO: 45: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de protobacteria alfa.
SEQ ID NO: 46: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 45.

SEQ ID NO: 47: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de protobacteria
gamma.

SEQ ID NO: 48: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 47.

SEQ ID NO: 49: muestra la secuencia de DNA que codifica la w-TA (R)-selectiva procedente de Mycobacterium
vanbaalenii.

SEQ ID NO: 50: muestra la secuencia de aminoacidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 49.
Figura 1: muestra un cromatograma de B3APi obtenida mediante sintesis estandar.

Figura 2: muestra un cromatograma de B3APi obtenida mediante asimétrica segun la invencion.
Figura 3: muestra un cromatograma de C3AP obtenida mediante asimétrica segun la invencion.
Figura 4: muestra un cromatograma de MPPA obtenida mediante asimétrica segun la invencion.
Figura 5: muestra un cromatograma de B3AP obtenida mediante asimétrica segun la invencion.
Ejemplos:

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

La secuencia de aminoacidos de la w-TA (R)-selectiva de Mycobacterium aurum, tal cual se presenta en el
documento EP 1 038 953 A1 (SEQ ID NO: 5) y la secuencia de aminoacidos de la w-TA (R)-selectiva de
Arthrobacter sp., tal cual se presenta en el documento EP 0 987 332 A1 (SEQ ID NO: 7), se usa como secuencias de
biomolécula de consulta. El banco de biomoléculas usado en este ejemplo es el banco de datos de proteinas
pubmed del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) (13 julio 2009).

Usando una busqueda BLAST con la secuencia de aminoacidos de w-TA de M. aurum o Arthrobacter sp. (SEQ ID
NO: 5 6 7) como consulta con los parametros estandar (matriz de puntuacion BLOSUMG62, tamario de palabra: 3,
costes de hueco: existencia — 11, extension — 1) se ha identificado un primer grupo de 100 secuencias de
aminodcido diversas de diferentes organismos, que tienen todas un grado minimo del 30 % de identidad de
secuencia con respecto a la secuencia de consulta.

Para el BLAST se ha usado, el 13 de julio de 2009, “secuencias de proteina no redundantes (nr)’
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastp&BLAST PROGRAMS=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch
&SHOW DEFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome). En este primer grupo de 100 aminoacidos diversos que
representan las primeras secuencias de biomolécula diana, dichas secuencias han sido buscadas e identificadas por
una estructura de secuencia que no presenta las estructuras de secuencia c1), c2) 6 ¢3) y que no muestra las
estructuras de secuencia c4), c5) y c6). Se pudo identificar 21 ORF y se enumeran a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1
% de identidad con Ne ident. gen/
AS-w-TA MA-w-TA N° ident. proteina

N° | Organismos fuente SEQID NO:7 | SEQID NO: 5 | (base de datos NCBI
Asperqgillus terreus NIH2624 44 40 115385557

2 Penicillium chrysogenum Wisconsin 44 42 211591081
54-1255

3 Aspergillus niger 40 36 145258936

4 Aspergillus oryzae RIB40 41 40 169768191

5 Aspergillus fumigatus Af293 41 38 70986662

6 Neosartorya fischeri NRRL 181 41 38 119483224

7 Gibberella zeae PH-1 40 39 46109768

8 Hyphomonas neptunium ATCC 15444 | 44 40 114797240
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% de identidad con Ne ident. gen/
AS-w-TA MA-w-TA N° ident. proteina
N° | Organismos fuente SEQID NO:7 | SEQID NO: 5 | (base de datos NCBI
9 Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 50 91 120405468
10 Mesorhizobium loti MAFF303099 38 37 13471580
11 Mesorhizobium loti 35 37 20804076
12 Roseobacter sp. MED193 37 37 86137542
13 Marinomonas sp. MED121 36 34 87122653
14 Rhizobium etli CIAT 652 33 32 190895112
15 Rhodoferax ferrireducens T118 38 36 89899273
16 Jannaschia sp. CCS1 37 32 89053613
17 Labrenzia alexandrii DFL-11 42 36 EEE43073
18 Burkholderia sp. 383 32 32 78059900
19 Burkholderia cenocepacia HI2424 36 33 ABK12047
20 Alpha proteobacterium HTCC2255 36 34 ZP 01448442
21 Gamma proteobacterium 27 26
Proteobacteria alfa 49 100 SEQID 5
Proteobacteria gamma 100 49 SEQID7

AS: Aspergillus sp., MA: Mycobacterium aurum

Ejemplo 2 — Preparacion y analisis de las transaminasas de Aspergillus terreus, Mycobacterium vanbaalenii
y Mesorhizobium loti

2.1. La w-TA de Mycobacterium vanbaalenii, entrada 9 de la Tabla 1 (SEQ ID NO: 49 y 50), de Aspergillus terreus,
entrada 1 de la Tabla 1 (SEQ ID NO: 3 y 4), y de Mesorhizobium loti, entrada 11 de la Tabla 1 (SEQ ID NO: 1y 2),
han sido obtenidas y usadas en forma adaptada a utilizacion de codén (para E. coli) para expresar las enzimas en
Escherichia coli. La transaminasa de Mycobacterium vanbaalenii se denomina en adelante Mva-TA, la transaminasa
de Aspergillus terreus Ate-TA y la de Mesorhizobium loti Mlo-TA.

2.2. Acetofenoensayo

La Mva-TA y la Ate-TA convirtieron (R)-a-MBA al menos 100 veces mas rapido que el (S)-enantimero en un
acetofenoensayo con amina 2,5 mM vy piruvato 2,5 mM a pH 7,5 y 30°C.

Ensayo: se monitorizé el aumento de absorcion de la acetofenona formada durante la reaccion a 245 nm.
La Mlo-TA no convirtié ni la (R)- ni la (S)-a-MBA.

A continuacion, se han evaluado aminas adicionales en presencia de piruvato o a-cetoglutarato como aceptores de
amino (amina 10 mM, piruvato 10 mM, PLP 0,1 mM, tampon de fosfato pH 7,5, incubacion 24 h a 30°C, analisis
mediante cromatografia de capa fina).

Se pudo observar conversion para 2-aminoheptano, 2-aminopentano, 1,3-dimetilbutilamina y 4-fenil-2-aminobutano.
Asimismo, se pudo detectar una conversion minima de isopropilamina.

No se pudo detectar conversiéon con otros donantes de amino tales como D-alanina, L-valina, y-aminobutirato,
etilamina, bencilamina, putrescina, 2-amino-3-metilbutano y 3,3-dimetil-2-aminobutano.

De este modo, se demostré que las tres proteinas son w-TA.

En particular, usando como sustratos (R)- y (S)-2-aminohexano, solo el enantiémero (R) fue convertido
significativamente. Por tanto, también la Mlo-TA es una w-TA (R)-selectiva. No se observé actividad DATA (D-
aminoacido transaminasa) o BCAT (aminotransferasa de cadena ramificada) en ninguna de las tres proteinas.

2.3. Ensayo de conductividad.
Asimismo, se usaron 1-N-boc-3-aminopirrolidina (B3AP), 1-N-boc-3-aminopiperidina (B3APi) y 1-Cbz-3-

aminopiperidina (C3APi) como sustratos para determinar las actividades relativas de dichas sustancias contra el
sustrato modelo a-MBA.
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Durante la reaccion de la amina y el piruvato (ambos sustratos se cargan a pH 7,5) en alanina y cetona (la cetona no
tiene carga, la alanina es un compuesto zwitteridnico y no contribuye a la conductividad), la monitorizacion de la
cinética de la conductividad permite concluir las velocidades de conversion.

Antes de comenzar la reaccién, se llevd a cabo una calibracion determinando diferentes conversiones en
dependencia de diversas concentraciones de alanina, piruvato, cetona y amina.

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

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

Se pudo demostrar una conversion de los sustratos para Ate-TA. Las actividades relativas fueron 2 % para (R)-B3AP
y (R,S)-C3APi y de 1 % para (R)-B3APi, en comparacion con la (R)-a-MBA.

2.4. Determinacion de la enantioselectividad mediante sintesis asimétrica de w-TA (R)-selectiva de Aspergillus
terreus y Mesorhizobium loti

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

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

Como donante de amino se usé un exceso de 100 a 1 de alanina. La conversion no se determind exactamente, sino
que se estimo de forma aproximada. En experimentos adicionales se podrian desarrollar métodos para incrementar
la conversion (PDC). Se obtuvieron enantioselectividades entre altas y excelentes con ambas transaminasas,
excepto con C3APi, en donde solo se obtuvo una enantioselectividad muy baja.

Tabla 2

Ate-TA Mlo-TA
Amina %ee %c %ee %c
B3AP 99,8 40 £ 20 - -
C3AP 99,6 40 £ 20 - -
B3APi >099,9 30+20 - -
C3APi 49 30+20
MPPA - - 98 15+£10
Métodos

Las transaminasas fueron expresadas en E. coli BL21.

El medio de cultivo (50 mL de medio LD-Amp) fue inducido con un 0,2% de rhamnosa, cuando se obtuvo una
densidad optica (DO) de 0,5, y fue cultivado durante 12 horas a 25°C. Posteriormente, las células fueron lavadas con
un tampodn de fosfato sddico, se centrifugaron, se suspendieron en 1 mL de tampén de fosfato sodico (pH 7,5) y se
congelaron en alicuotas de 200 pL.

Para la biocatalisis se afiadieron 5 pyL de una disolucion de cetona 500 mM en DMSO, 22 mg de D-alaninay 10 yL
de PLP 10 mM a dichas alicuotas. La mezcla de reacciéon se completd hasta un volumen final de 500 pyL con un
tampodn de fosfato sédico 50 mM (pH 7,5). Las mezclas de reaccion fueron incubadas durante una noche a 25 °C y
500 rpm. Para la determinacioén del exceso enantiomérico mediante EC se afiadieron 200 yL de NaOH 1 N a 400 uL
de muestra, se extrajo con 400 uL de diclorometano y se separé la fase organica. A continuacion la fase organica
fue extraida con 100 pyL de un tampoén de fosfato de trietilamonio 5 mM (pH 3). Posteriormente, la fase acuosa
obtenida se inyecto en la EC.

Programa de separacion:
EC-Capilar 30 cm, 50 ym de diametro interno, temperatura 15 °C

- lavar con tampon de fosfato de trietilamonio pH 3, 1 minuto, 2,07 bar (30 psi)

15



10

15

20

25

30

ES 2 599 644 T3

- lavar con un 5% de ciclo dextrina altamente sulfatada (HSaCD o HSyCD), 1 minuto, 0,69 bar (10 psi)
- inyeccion: 5-10 s, 0,069 bar (1 psi)

- sumergir en agua

- separacion: voltaje 10 6 15 kV

- deteccion: MPPA, C3AP y C3APi a 200 nm; B3AP, B3APia 190 nm

Condiciones de separacion:

Tabla 3
Segmento de | Selector quiral Tiempo de migracion [min] Voltaje durante
separacién [cm] S-Amin R-Amin la separacién

MPPA 10 HSyCD 2,4 2,8 15 kV

B3AP 10 HSyCD 4,55 6,1 15 kV

B3Api 20 HSyCD 12,0 12,4 15 kV

C3AP 20 HSaCD 10,2 11,3 10 kV

C3APi 20 HSaCD 6,8 7,2 15 kV

Ejemplo 4 — Preparacion y analisis de todas las transaminasas identificadas en la Tabla 1.
4.1. Expresion y purificacion de las transaminasas

Los marcos de lectura abiertos optimizados para codén que codifican las proteinas con los nimeros de entrada 1, 2,
3,4,8,9,11,13, 14,15, 17, 18 y 21 de la Tabla 1 fueron insertados en pGASTON entre los sitios de restriccion Ndel
y BamHI usando una estrategia de clonacion independiente de ligacion. Los ORF optimizados para codéon que
codifican todas las demas proteinas fueron ordenados ya subclonados en pET-22b. Se cultivaron cepas de E. coli
BL21 (DE3) transformadas en 400 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL). Las células fueron
incubadas inicialmente a 37°C en un agitador giratorio hasta que la DOgy alcanzé 0,7. A continuacion las células
fueron inducidas mediante la adicion de rhamnosa 0,2% (pGASTON) o IPTG 0,1 mM (pET-22b), respectivamente, y
al mismo tiempo la temperatura de incubacion se redujo a 20°C. Tras la induccién, se continué con la incubacion
durante otras 20 h. Para seguir la expresion se extrajeron alicuotas a diversos tiempos tras la induccion.

La particula de células (~3 g de peso humedo) se lavé dos veces con tampoén de fosfato (pH 7,5, 50 mM), que
contenia PLP 0,1 mM a 4°C. Tras disrupcion (prensa francesa) la suspension celular fue centrifugada (4000 x g, 30
min) y el sobrenadante resultante se hizo pasar a través de un filtro de 0,5 ym antes del analisis cromatografico. La
cromatografia se llevé a cabo usando un Purificador AKTA (GE Healthcare). El extracto celular filtrado se aplico a
una columna de 5 mL de IMAC Sepharose™ 6 Fast Flow (GE Healthcare). La columna se lavé con un caudal de 5
mL min-1 con un volumen de 10 columnas de tampdn de fosfato 50 mM, pH 7,5, que contenia NaCl 300 mM, PLP
0,1 mM e imidazol 30 mM (para evitar union inespecifica) y la actividad ATA se eluy6 con 10 voliumenes de columna
de tampén de fosfato (pH 7,5, 50 mM), que contenia NaCl 300 mM, PLP 0,1 mM e imidazol 300 mM (caudal de 5 mL
min-1). Las fracciones que contenian actividad se agruparon y se desalinizaron mediante cromatografia en gel con
un tampon de Tricina 20 mM, pH 7,5, que contenia PLP 0,01 mM. Las enzimas purificadas fueron almacenadas a
4°C.

La cantidad de cada proteina purificada a partir de aproximadamente 3 g de células (peso himedo) se muestra a
continuacién en la Tabla 4.

Tabla 4

Entrada | Fuente de enzimas Rendimiento de proteina tras purificacion [mg]
1 Aspergillus terreus 8,6

2 Penicillium chrysogenum 26,2

3 Aspergillus niger -

4 Aspergillus oryzae 20,6

5 Aspergillus fumigatus 14,8

6 Neosartorya fischeri 23,3
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Entrada | Fuente de enzimas Rendimiento de proteina tras purificacion [mg]
7 Gibberella zeae 4.8
8 Hyphomonas neptunium 6,5
9 Mycobacterium vanbaalenii 8,9
10 Mesorhizobium loti MAFF303099 6,9
11 Mesorhizobium loti 5,3
12 Roseobacter sp. 27,5
13 Marinomonas sp. 23,7
14 Rhizobium etli 6,5
15 Rhodoferax ferrireducens 75
16 Jannaschia sp. 24,8
17 Labrenzia alexandrii 12,5
18 Burkholderia sp. 41,6
19 Burkholderia cenocepacia -

20 Proteobacteria alfa -

21 Proteobacteria gamma 2,6

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

Para determinar la actividad hacia a-metilbencil amina (a-MBA) en el escrutinio inicial de las proteinas expresadas,
se usO un ensayo basado en acetofenona: se hizo reaccionar una disolucion de (R)- 6 (S)-a-MBA 2,5 mM y piruvato
en presencia de la enzima purificada y se correlacioné el incremento de la absorbancia a 245 nm con la formacion
de acetofenona. Las conversiones de las aminas 2-aminohexano, 4-fenil-2-aminobutano y 1-N-Boc-3-
aminopirrolidina fueron monitorizadas mediante un ensayo de conductividad: se hizo reaccionar una disolucion que
contenia la amina 10 mM y piruvato en presencia de la amina transaminasa purificada y se relacion6 el descenso de
la conductividad con la conversion del sustrato.

Para investigar la actividad DATA y BCAT se midi6 el descenso de NADH espectrofotométricamente a 340 nm
usando ensayos acoplados de deshidrogenasa: se hizo reaccionar una disoluciéon de acido a-cetoglutarico 5 mM y
D-alanina en presencia de la transaminasa purificada, 1 U/mL de lactato deshidrogenasa y NADH 0,5 mM para medir
la actividad DATA. Se us6 una disolucién que contenia acido 3-metil-2-oxobutirico 5 mM y L-glutamato, cloruro
amonico 10 mM, 1 U/mL de glutamato deshidrogenasa y NADH 0,5 mM para medir la actividad BCAT.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en tampén de Tricina 20 mM, pH 7,5, que contenia PLP 0,01 mM. Se ajusté
el pH del tampon con 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno.

Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5: Actividades especificas para varias sustancias.

iruvato iruvato iruvato iruvato 2KG MOB
Sustratos P 1 g 2 g 3 g 4 D-Ala L-Glu
Entrada R S R S R S R S
1 15,2 <0,001 2,91 <0,001 9,7 <0,001 0,031 <0,001 <0,001 0,003
2 1,3 <0,001 1,1 0,044 5,6 <0,001 0,264 <0,001 <0,001 <0,001
3 2 - - - - - - - - -
4 3,7 0,001 1,4 0,023 52 0,002 0,051 0,002 <0,001 <0,001
5 4,1 <0,001 24 <0,001 45 <0,001 0,009 <0,001 <0,001 0,005
6 45 <0,001 7.4 <0,001 6,0 <0,001 0,013 <0,001 <0,001 0,005
7 18,6 <0,001 19,6 <0,001 8,2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,016
8 3,6 <0,001 3,2 0,225 20,7 <0,001 0,163 <0,001 <0,001 0,012
9 4,7 <0,001 5,6 <0,001 2,6 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003
10 0,011 <0,001 0,003 <0,001 0,010 <0,001 0,001 <0,001 0,004 0,004
11 0,013 <0,001 0,124 <0,001 0,002 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,005
12 0,003 <0,001 0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,003 0,002
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iruvato iruvato iruvato iruvato 2KG MOB
Sustratos P 1 g 2 g 3 g 4 D-Ala L-Glu
Entrada R S R S R S R S
13 0,002 <0,001 0,020 <0,001 0,003 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003
14 0,867 <0,001 0,012 <0,001 0,260 <0,001 <0,001 <0,001 0,020 0,016
15 0,056 <0,001 0,001 <0,001 0,307 <0,001 <0,001 <0,001 0,010 0,098
16 0,059 0,007 0,071 0,002 0,370 0,068 0,022 <0,001 0,062 0,020
17 0,060 0,003 0,073 0,001 0,120 0,027 0,205 0,002 0,063 0,023
18 0,017 <0,001 0,002 <0,001 1,1 0,007 <0,001 <0,001 <0,001 0,001
19 2 - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
21 0,028 <0,001 0,610 0,004 0,034 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,031

1 — aminohexano, 2 — a-MBA, 3 — 4-fenil-2-aminobutano, 4 — 1-N-Boc-3-aminopirrolidina, 2KG — 2-cetoglutarato, D-
Ala — D-alanina, L-Glu — L-glutamato, MOB - acido 3-metil-2-oxobutirico. EI nUmero de entrada corresponde a la
Tabla 1. Todas las medidas se realizaron al menos por duplicado. La desviaciéon de las medidas individuales
respecto al valor medio fue < 10 %.

3 La medida no fue posible debido a que el rendimiento de proteina durante la expresion fue muy bajo/la proteina era
inestable durante la purificacion.

4.3. Sintesis asimétrica de (R)-aminas 1-4 (ver leyenda de la Tabla 5 anterior) con w-Tas de Aspergillus Terreus,
Mesorhizobium lotiy Mycobacterium vanbaalenii

Las sintesis asimétricas se realizaron a 30°C durante 24 horas en tampon de fosfato sédico (100 mM, pH 7) que
contenia monohidrato de piridoxal-5’-fosfato PLP (1 mM) y NAD+ (1 mM) en tubos Eppendorf de 1,5 mL.

0] TA NH,
-
A L A

Ri7 Ry =
cetona / \ aming

alanina  piruvato lactato
LDH

NADH NAD"*
GDH

acido glucoénico  glucosa

La mezcla de reacciéon contenia cetona 50 mM, L-alanina (5 equivalentes, 250 mM), lactato deshidrogenasa de
corazoén bovino (90 U), glucosa (150 mM) y glucosa deshidrogenasa (15 U). Se expres6 w-TA de Aspergillus terreus,
Mesorhizobium loti y Mycobacterium vanbaalenii (entrada 1, 11 y 9 de la Tabla 1) en BL21 de E. coli tal como se ha
descrito anteriormente, se congelaron en alicuotas y se aplicaron directamente como biocatalizadores de célula
completa sin purificacion adicional. La conversion se midi® mediante deteccion de las aminas formadas (1,
cromatografia de gases (CG); 2-4 electroforesis capilar (EC)). El analisis quiral de 2-4 se llevo a cabo usando EC
como se ha descrito anteriormente. El valor de exceso enantiomérico (% ee) para 1 se analizé mediante CG. Tras la
extraccion de la amina con acetato de etilo, se realizé una derivatizacion a trifluoroacetamida afiadiendo un exceso
de 20 a 1 de anhidrido de acido trifluoroacético. Tras purgar con nitrégeno para eliminar el exceso de anhidrido y el
acido trifluoroacético residual, el compuesto derivatizado se disolvio en acetato de etilo (50 uL) y la linea base se
separ6 usando un Shimadzu GC14A que fue equipado con una columna de Heptakis-(2,3-di-O-acetil-6-O-terc-
butildimetilsilil)-B-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm). Los tiempos de retencion fueron 16,0 minutos ((S)-1) y 16,2
minutos ((S)-2) con un gradiente de temperatura en el horno de 80 °C/10 min // 20 °C // 180 °C/10 min.

Los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 6.

18




ES 2 599 644 T3

Tabla 6
Aminas formadas Q-TA Conversion [%]b Exceso enantiomérico [%eeP]°
1 Ate 32 >99
1 Mlo 41 >99
1 Mva 35 >99
2 Ate 15 >99
2 Mlo 1 95,0
2 Mva 2 >99
3 Ate 14 >99
4 Ate 11 >99

@ Condiciones de reaccion: cetona 50 mM, D-alanina 250 mM, tampdn de fosfato sédico 100 mM pH 7,0, PLP 1 mM, NADH 1 mM.
El piruvato co-producto de la reaccion se eliminé con lactato deshidrogenasa (LDH). Para el reciclado del cofactor se usé glucosa
deshidrogenasa (GDH). ® Las conversiones no han sido optimizadas. La desviacion de una medida individual respecto al valor
medio no excedio el 10 %. El compuesto 4 sélo fue convertido mediante Ate-TA. © (R)-enantiomeros.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Lonza AG

<120> Un proceso para la identifiaccion y preparacion de una omega-transaminasa (R)-especifica

<130> 202663

<160> 50

<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 322

<212> PRT

<213> Mesorhizobium loti

<400> 1
Mat Thr Leu Ala Thr Thr Asp Ala Thr Val Gly Val Pro Glu Val Glu
1 5 10 15

Thr Thr His Lys Asp Thr Arg Arg Tyr Pro His Gly Val Ala Phe Met
20 25 30

Asp Gly Gln Tyr Leu Pro Met Ser Glu Ala Lys Ile Ser Val Leu Asp
35 40 45

Trp Gly Phe Leu His Ser Asp Rla Thr Tyr Asp Thr Val His Val Trp

GZlu Gly Arg Phe Phe Arg Leu Asp Leu His Leu Asp Arg Phe Phe Arg
65 70 75 Bo

Gly Met Asp Arg Leu Arg Met Lys Leu Pro Tyr His Arg Arg Glu Val
85 a0 a5

Glu Arg Val Leu Ser Asn Cys Val Ala Leu Ser Gly His Lys Ser Ala
100 105 110

Tyr Val Glu Met Ile Cys Thr Arg Gly Gly Ser Pro Thr Phe Ser Arg
115 120 125

Asp Pro Arg Glu ARla Glu Asn Arg Phe Ile Ala Phe Ala Val Pro FPhe
130 135 140

Gly Ser Val Ala Asn Lys Glu Gln Leu Glu Arg Gly Leu His Val Gly
145 150 155 160

Val Ser Glu Thr Val Arg Ile Pro Pro Lys Ser Val Asp Pro Thr Ile
1le5 170 175
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Lys Asn

Asp Val

Tyr

Gly

His
180

Trp

Ala Glu

155

Ala Glu

210

Lys Thr

225

Phe

Asp

Pro

Ala Gly

Gly

Pro

L

L

Gly

Pro Gly

Ala Phe

Leu

Thr

Phe

Gly
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Aszp Leu

Ala Leu

200

Asn Val

215

Val

230

Cvas Gly

245

Glu
260

Lau

Ile Met

275

Ser Gly

290

Gln
305

Lys

Gly Ser

<210> 2

<211> 969
<212> DNA
<213>

<400> 2
atgacoctgg

gatacocogte
gaagcaaaaa
gttocatgttt
ggtatggatc
agcaattgtyg
ggtggtagec
gcagbtoogt

Lys

His

Val Gly

Ser

Glu

Gly

Pro

Val

Asp

Val Gly

Glu

Ala

Thr
280

Val

Val Thr

295

Ala Trp

310

Mesorhizobium loti

caaccacoga
gttatcogea
ttagogttet
gggaaggtog
gtotgogtat
ttgoactgag
cgacctttag

ttggttctgt

tgoaacogtt
togtgttgea
ggattggggt
ttttottogt
gaaactgoog
cggtcataaa
coagtgatoog

ggcaaataaa

Val
185

Gly

Ile Met Asp

Phe Thr Val

Ile
235

Pro Gly

Ala
250

Val

Asp Glu Val

265

Val Asp

Arg Gln Leu

Thr Pro

315

Ser

ggtgtteocgg

tttatggatg
tttotgoatt
ctggatoctge
tatcatogte
agocgoectatg
cgtgaagcag

gaacagctgg

21

Leu Tyr

Asp

Ala Tyr

130

Thr Asn

205

Lys Asn

220

Thr Arg

Thre

ARla

Phe Ile

Gly

Arg

Gln

Ala

Thr

Asn Ile

Gln

Leu

Val
2410

Sar

Asp
255

Ser Thr

270

Ser
285

Gly

Met
300

Asp

Val Lys

aagttgaaac
gtoagtatet
ctgatgocac
atctggatog
gtgaagttga
tggaaatgat
aaaategott

aacgtggtct

Ser

Leu

Tyr

Ile Gly

Tyr Trp

Ala Ser

320

cacccataaa
googatgago
ctatgataco
ctitttttogt
acgtgttotg
ttgtacocogt
tattgeattt

goatgttggt

60

120

180

240

300

360

420

480



gttagogaaa
tggctggatc
attatggata
aatcgteocage
tttgatoctgt
ctgggtgaag
cgtgttgatg
gatctgtatt

ggatcctga

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

coghttogtat
tggttogtgg
ccaatggcaa
tgaaaacace
gtggtgaagt
cagatgaagt
gtagoageat

ggcagaaaca

<213> Aspergillus terreus

<400> 3

Mat Ala
1

Ila

Trp Val

Leu Asp

50

Val
65

Trp

Ala

Glu

Gln

Val

Ala

Thr
130

Gly

Fro Tyr

Ser

Glu

Glu

GEln

Asp

Ser

Lys

Phe

115

Val

Met Asp
5

Lys

Ser Thr Glu

20

Gly Glu Leu

Gly Phe Met

FPhe
70

Gly

Thr
85

Cys Lys

Gln
1040

Ila Lau

Val Glu Leu

Pro Glu Asp

Trp Val
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teckcogaaa
totgtatgat
tattgcoagaa
ggcatttggt
tggtctggoa
ttttattace
tggtagoggt

ttotgatgat

agogttgate
goctatgatg
ggtocogggtt
gttetgectg
gttacogcoag
agcacogoag
aaagttggtg

gecatggtcta

cgaccattaa
ttggtgcaga
ttaacgtgtt
gtattacacg
cagatotgeo
goggoattat
ttgttaccog

cacoggttaa

aaattatcat
aaccgcactg
tacogtgaaa
tcagagogtt
togtoctggaa
goocggttace
toagotgatyg

atatgcoctca

Wal

The

Val

His

55

Fhe

Lau

Val

Ile

Ile

135

Glu

Fhe

The

Fro

Ser

Arg

Arg

Glu

val

120

val

Fro

Ala

Asn

25

Liau

Asp

Leu

Leu

Mat

105

Thr

Asn

Bsp

Gly

10

Fro

Ala

Leu

Asp

Val

hrg

Asn

Tyr

zlu

Thr

Asp

75

Ala

Gly

Leu

Gln

22

Ala

Ala

Ala

Tyr

60

His

Fro

Lys

Leu

Tyr
140

Arg

Ala

Lys

Ile

Leu

Sar

Lys

125

Met

Val

Arg

Gly

Ila

val

Thr

Pro

Gly

110

Gly

Phe

Gly

Gln

15

Ile

Fro

Fro

Arg

Arg

85

Ila

Val

Val

Gly

Ala

Ala

Ser

Leu

80

Asp

Arg

Gln

Ser

540

600

660

720

T80

840

200

60

969



145

Ala

Pro

Glu

Rla

Gly

225

Lys

Glu

Cys

Fro

Gly

308

TyE
<210>

Val

Thr

Ala

His

£10

val

Sar

Fhe

Thr

Val

230

Tyr

Asn

<211> 987
<212>DNA
<213> Aspergillus terreus

<400> 4

atggoaageoa tggataaagt
accgaaacca ccaatcogtt
ctggcagaag cacgtattce
gatgttooga gogtttggga

gaagcocaget gtaccaaact

Val

Val

Ala

135

Leu

Lau

Val

Val

Thr

275

Bsn

Trp

Glu

Ala

Lys

180

Asp

Thr

Tyr

Ila

Pro

260

Ala

Gly

Ala

Arg

Arg

165

Asn

Arg

Glu

Thre

Asn

245

Val

Gly

Gly

Met

Asn
325

150

Thr Val

Leu Gln

Gl:"l' Ala

Gly Ser
215

Pro Asp
230

Ala Ala

Glu Leu

Gln Ile
285

His Tyr
310

Ser Gly

Arg

Trp

Thr

200

Gly

Arg

Glu

Ala

Met

280

Ely

hsp

Ser

ttttgooggt
tgcaaaaggt
gotgotggat
tggtegtttt

gegtetgegt
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Arg

Gly

185

FPhe

Gly

Ala

Tyx

265

Pro

Pro

Ala

Val

170

Asp

Pro

Rsn

Val

Phe

250

Arg

Ile

Ile

Ala

155

Fro

Fhe

Ile

Lau

235

Gly

Cys

Thz

Thr

Tyr
318

23

Fro

Val

Leu

Val

220

Gln

Ila

Asp

Thr

Lys

300

Sar

Gly

hrg

Thr

205

Lau

Gly

Glu

Glu

Leu

285

Lys

Fhe

Ala

Gly

150

Asp

Val

val

Val

Ile

270

Asp

Ile

GElu

tatgoagoac gtcaggcaat
attgeoatggg ttgaaggtga
cagggtttta tgeoatagoga
tttegtetgg atgatcatat

cbtgoogebtge ctogtgatcoa

160

Ila Asp
175

Met Phe

Gly Asp

Lys Asp

Thr Arg
240

Arg WVal
255

Fhe Met

Gly Met

Trp Asp

Ila Asp
3z

toctggaaage
actggtteocg

toctgacctat

tacococgtetg

ggttaaacaa

&0
120
180
240

300
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attctggttg aaatggttge caaaagoggt attogbgatg
accogtggte tgaaaggtgt togtggoace cgtoocggaag
atgtttgtge agococgtatgt ttgggttatg gaaccggata
goagttgtty cacgtaccgt tegtoghbtgtt cogectgogtg
aatetgoagt gogggtgatcot ggttegtggt atgtttgaag
tatcogttte tgaccgatgg tgatgcacat ctgaccgaag
ctggtgaaag atggtgtteot gtatacaccg gatocgtggtg
aaaagogbtga ttaastgoage agaagocttt ggtattgaag
gttgaactgyg catatcgeotg tgatgaaatt tttatgtgta
cogattacca coctggatgg tatgooggtt aatggtggtce
aaaatttggg atggeotattg ggcaatgeoat tatgatgeoag
tataatgaac goaattcagg atcctga
<210= 5
<211> 339
<21Z> PRT
<213> Mycobacterium aurum
<400> 5
Met Thr Ala Leu Ser Asp Leu Gly Thr Ser Asn
1 5 10
Pro Gly Ala Ile Arg Glu Asp Thr Pro ARla Gly
20 25
Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Thr Ser Ser Pro Phe
35 40
Trp Ile Glu Gly Glu Tyr Leu Pro Ala Glu Glu
50 55
Phe Asp Thr Gly Fhe Gly His Ser Asp Leu Thr
&5 70 75
Val Trp His Gly Asn Ile Fhe Arg Leu Gly Asp
85 80
Leu Asp Gly Ala Ser Lys Leu Arg Leu Asp Ala
100 105
Glu Leu Ala Glu Ile Thr Lys Lys Cys Val Ser
115 120

24

catttgtgga
atategtgaa
tgcagegtgt
caattgatcc
cageagatayg
gtageggttt
ttotgocaggg
tgogtgttga
ccaccgoagg
agattggtcc

cetatagett

Val Ala

Val Ile

30

Ser

Ala Gly

45

Gly

Ala
60

Lys Ile

Tyr Thr Val

His Leu Asp

Gly Ser

110

Tyr

Ser Gln

125

actgattgtt
taatctgtat
tggtggtage
gaccgttaaa
tggtgeaaco
taacattgtg
tgttacacgt
atttgttoog
cggtattatg
gattaccaaa

tgaaattgat

Val Glu

Gln Tyr

Val Ala

Ser Ile

Ala His

a0

Arg Leu

Lys

Leu

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

987
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Glu Ser Phe Val Asn Leu Thr Val Thr Arg Gly Tyr Gly Lyvs Arg Lys
130 135 140

Gly Glu Lys Asp Leu Ser Lys Leu Thr His Gln Val Tyr Ile Tyr Ala
145 150 155 160

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

Thr Ala Tle Val Pro Arg His Val Arg Arg Ala Gly Arg Asn Thr Val
180 185 130

Bep Pro Thr Ile Lys RAsn Tyr Gln Trp Gly Asp Leu Thr Ala Ala Ser
155 200 205

Phe Glu Ala Lys Asp Arg Gly Ala Arg Thr Ala Ile Leu Leu Asp Ser
210 215 220

Asp Asn Cys Val Ala Glu Gly Pro Gly Phe Asn Val Cys Ile Val Lys
225 230 235 240

Asp Gly Lys Leu Ala Ser Pro Ser Arg Asn Ala Leu Pro Gly Ile Thr
245 250 2558

Arg Lys Thr Val Phe Glu Leu Ala Asp Gln Met Gly Ile Glu Ala Thr
260 285 270

Leu Arg Asp Val Thr Ser Arg Glu Ieu Tyr Asp Ala Asp Glu Leu Mat
275 280 285

Ala Val Thr Thr Ala Gly Gly Val Thr Pro Ile Asn Ser Leu Asp Gly
250 295 300

Glu Ala Val Gly Asn Gly Glu Pro Gly Pro Leu Thr Val Ala Ile Arg
305 310 315 320

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

Ile Glu Tyr

210> &
<211l> 1020
<212> DHNA

<213> Mycobacterium aurum

<400> &

25



atgactgctec
ocgogaggaca
agococogttog
aagatctcca
gtatggceacg
tocaagetge
tgocgbtgtoga
ggaaagogea
atceoogtace
cogogooatg
tggggtgateo
ctgotegact
gacggcaago
ttegaactgg
ctoctacgacg
togotggatg
gacoggttet
<210> 7

<211> 330
=212> PRT
213>
<400> 7

Mat Ala Fhe

1

Gly Leu

Ala
35

Fro Leu

Ser Glu
50

Val Thr
65

Tyr

Asp Asp His

RAsp

Ala

tttcagacct
coceggoogy
coggoggogt
tocttogacac
goaacatett
goctggacge
tgtogoagot
agggogagaa
tgktgggectt
tocogoogogoe
tocacocgoagoe
cggacaactyg
tggcctocce
cogaccagat
cocgacgagtt
gcgaggccgt

gggogotgat

Arthrobacter

Ser

Tyr Ile

20

Gly Gly

Arg Ile
Thr

val

Ile Glu

hsp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

hrg

ES 2 599 644 T3

cggeacctoc
ctoggtgate
cgoctggatce
cggattoggt
coggetogae
egggtacage
gcgogaatog
ggacetgteoo
ccogeoogec
cggocgoaac
cagtttogaa
cgtggoogaa
gtoccggaac
gggcatogaa
gatggeggte
gggcaacggc

ggacgagecg

Thr Ser

Tyr Ser

Ala Trp

40

Ile
55

Phe

Val

His

Leu Phe

Glu

Asp

Ila

Asp

Trp

Ser

azcctggtgg
cagtacagog
gagggogaat
cattcocgate
gaccacctgg
aaggacgaac
ttogtgaate
aagctcacce
gagcagatet
accgtogacc
gocaaggace
ggtccgggct
gegttgoogg
gecaceotge
accacogogg
gagcoceggte

ggocogobga

Ile
10

Val

Tyr Glu

Glu Gly

Gln Gly

Asn Gly

75

Ren Ala

26

cogtogagoc
actacgaact
acctgooggo
tgacctacac
accggttgot
tggccgagat
tgaccgtcac
atcaggtgta
teggoaccac
cgaccatcaa
gtggtgogog
tcaacgtgtyg

geatcacoog
goegacgtoac
goggggtoac
cactgacggt

togaaacgat

Tyr Thr His

Leu Fro

30

Asp

Ala FPhe

43

val

Lew His

Tyr
60

Asn Ala Phe

Glu Ser

cggogooato
ggacacotoo
cgaagaagog
cgtogogeat
cgacggggcyg
caccaagaag
ccggggatac
catoctaogeoe
cgegatogtyg
gaactaccag
cacogegate
catogtocaag
taagacggtg
cagoogtgaa

accgatcaac

ggocatocgg

cgaatactga

Asp Thr

15

hla Asn

Fro Fro

Ser Asp

Leu
80

Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
240
900
260

1020



Ila

Val

Ero
145

Gly

Ala

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Fro

Fro

308

Ser

Fro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Fro

210

RAsn

Ala

Leu

Asp

Fhe

£30

Ile

Sar

Fro

Lys=

115

Tyr

Val

Ila

Fro

Leu

1595

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Sar

Lau

100

Thr

Ser

Tyr

180

Ile

Leun

Val

Pro

His

260

hsp

Ser

Gln

Lau

g5

The

Glu

Ser

Met

hsp

165

Sar

Arg

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leau
325

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Sar

Ala

Rsp

Ile

230

Ila

Ala

Val

Rsp

Ile

310

Thre

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Val

Gly

215

Lys

The

Ile

Leu

Gly

235

Ile

Fro

ES 2 599 644 T3

Glu

Glu

120

Gly

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Arg

val

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Arg

Gln

90

Lys

Fhe

Arg

Tyr

Met

170

Gl

Thr

Leu

Val

The

250

hsp

Thr

Ile

Tyr

Tyr
330

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

Hia

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

27

Ila

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Thr

Ala

Rsp

300

Glu

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ber

Glu

Leu

Gly

2B5

Gly

Lau

Leu

110

Ser

Lys

Val

Sar

Fhe

15940

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

95

Glu

Ile

His

EFrao

Val

175

Gln

Phe

Ser

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

L

Thr

Arg

Fhe
1le0d

Arg

Trp

Glu

Gly

Leu

Trp

Gly

Glu
320



<210>8
<211>993
<212> DNA

<213> Arthrobacter sp.

<400> 8
atggoattca

atcacttata
atcgagggtg
ctocactogg
gaogaccaca
acacaggacy
goottogtat
acgaagcacc
gacogaatto
agctogatog
gagacgcacy
gagggctogg
geggogetee
gaggogatteo
tgocacgactyg
ggggttccoyg
agoctogtegt

<210 D
211> 9
212>
=213>

<4d00= 8

gogoogatac
gogactacga
cattegtgec
acgtcaccta
togaacgoot
aagtgaagga
cogtgtogat
gocogeaggt
gogacggogt
accctoaggt
acogogogtt
ggttcaacgt
coggeattac
togoogacat
cgggcggagt
gocccatcac

tgcttacges

EFRT
Escherichia

ctoogagate
actogatoot
googtoggag
cacggtctte
cttotocaac
gattgogote
taccogoggt
gtacatgtat
goacgocatg
caagaacttc
cgaggotoce
cgtegtgate
goggaagace
cacgotoget
gtggocattc
ccagtogato

tgtgoagtac

coli

ES 2 599 644 T3

gtotacacgo
gotaacoogo
gogoggatcot
cacgtctgga
goggagtoga
gaactogtog
tacagotoga
gococgteoccat
gtogeoacaga
cagtgggggy
ottotgotog
aaggacggog
gtgctegaga
gaactgotog
gtcagegtgy
atcogtogtt

tga

Thr Sar Ala Tyr Ile Arg Pro Leu Ile

1

210>
<211> 8
212>
<213

<4 00>

1

10

10

5

PRT
Eacherichia coli

Val Phe Glu Gly Ile Arg Cys Tyr
5

acgacacogg
tegegggagy
cgatocttega
acggaaatge
tgogoatcat
cgaagacoga
ctoogggoga
atcagtggat
gegtgogocg
atctgatceg
acggogatgyg
tegtgegoag
tegoogaate
acgoogacga
acggcaaccc

actgggaget

28

cotegactacg
tgcggoatgy
tocagggttac
attcogoote
coctoogota
attgogtgag
gogogacate
cgtgocegttt
aagccocogogo
tgoggttcoaa
actgottgoo
escgggtega
gotoggacacs
agtgotoggo
catotoggac

gaatgtogag

&l

120

140

£40

300

360

420

430

540

600

&&l

720

780

240

200

&0

993



210> 11
211> B
212> PRT
<213>
<400> 11

ES 2 599 644 T3

Escherichia coli

Asp Val Gly Met Gly Val Asn Fro

1

=210= 12
<211=> 9
212> PRT
213>

<400> 12

5

Eacherichia coli

Pro Thr Ala Ala Lys Ala Gly Gly Asn

1

=210
<211>
<212
<213>

13
360
DHA

<400> 13

atggctacaa
aacacccacc
gaagoocgta
coctotgtet
agokgoaceoa
gtegatatgg
ggattgaaag
attocaaccct
atogoaagga
caatggggty
ttootgaceg
aaggacaata
gtgattgatg
atggottatyg
accagtettg

tgggatgggt

<210>
211>

14
315

5

tggaaaaaat
ccttogoaaa
tooccaatoct
gagatggacy
agotacgoat
ttgoaaagag
gtgtgegagg
acgtctggtyg
ctgtoogoog
atotggttog
atggtgacac
ttotgtacac
tegotoegage
atgoggatga
atggeaagos

actgggotat

Penicillium chrysogenum

cttogecgeo
aggtgteget
agaccaaggeo
cttttbtoogy
gaaactocoo
tggeatccoge
ctotogeocet
tatggaacct
agtogogoct
cggootttte
caacctcace
toccagotoge
cagoeggaettt
aatttbtatg

cgtgaacgac

cocactatgat

taccacgago
tgggtggaggy
ttocatgoaca
ctegatgace
cteoccacgog
gacgegtttg
gaggatatog
gaggtgeage
ggctgoatog
gaggottotyg
gaaggttoog
ggagtacttg
gacattaaggy
tgtaccactg
gyaaagqgttyg

cctgeoctaca

29

gocaaaagoet
gagaacttac
gogacttgac
acatcacceog
acgaggtgaa
togaaateat
tocaacogtat
ctogtgggtgg
accocactgt
atocgtggoge
gottocaacat
aaggtgtgac
togagttggt
ctggaggtat
ggtctgttac

gottogagat

tottgoagoeg
tectetecat
atacgatgtt
gttggaagce
goagattotg
cgtgacgogt
ctatatgttt
aagogcoaatt
caagaatobg
cgaatatoce
tgtteteghty
acgcaagagt
aoctgtocaa
catgeccata
caagaagate

tgoctattag

&0

120

180

240

200

360

420

430

540

600

660

T20

T8O

g40

200

960



212>
213>

<400

FRT
Penigillium chrysogenum

14

Met Ala Thr

1

Leu

Glu

Eln

Asp

Sar

Lys

Fha

Val

145

Ile

Val

Ser

225

Leu

Gly

Gly

Gly

Cys

Gln

Val

Ero

130

Trp

Ala

Lys

Thr
210

Ty

Ala

Glu

35

FPhe

Arg

Ile

Glu

1158

Elu

Cys

Arg

Asn

135

Glu

Thi

Met

Ala

20

Lau

Met

Phe

Lys

L

100

Ile

Asp

Mat

Thr

Leu

180

Gly

Gly

Fro

Elu

A=n

His

Pha

Leau

8BS

val

Ila

Ile

Glu

wal

165

Gln

Ala

Ser

Ala

Lys

Thr

Fro

Eer

Arg

70

hrg

Asp

Val

val

Fro

150

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg
230

Ile

His

Lau

hep

Lau

Aan

135

Glu

Gly

Tyr

Phe

215

Gly

ES 2 599 644 T3

Fhe

Bro

His

40

Leu

Asp

Lys

Val

Arg

120

Arg

Val

val

ASp

Bro

200

Agn

Val

Ala

Ehe

25

Glu

Thr

Asp

Leu

Ala

105

Gly

Ile

Gln

Pro

Lew

185

Fhe

Ile

Lazu

Ala

10

Ala

Ala

Tyr

Hisg

Fro

a0

Lys

Liau

Tyr

Fro

Bro

1740

Val

Leu

Wal

Glu

Tyr

Lys

Arg

Asp

Ile

75

Leu

Ser

Lys

Met

val

155

Gly

Arg

Thr

Leu

Gly
2358

30

His

Ely

Ile

val

The

Fro

Gly

Gly

Ehe

140

Gly

Cya

Gly

Asp

wal

220

Val

Elu

Val

Fro

45

Fro

Arg

Ila

Val

125

Il=

Gly

Il=

Leau

Gly

205

Lys

The

Arg

Ala

30

Ile

Ser

Ligid

=
[
(=]

Eln

Bsp

Phe

150

Asp

Asp

Arg

Gln

15

Trp

Lazu

val

Glu

Glu

a5

Gly

Pro

Ala

Pro

175

Glu

Thr

hgn

Lys

Lys

Wal

hsp

Trp

Ala

BEO

Val

Ala

Sar

Tyr

Ila

160

Thr

Ala

Asn

Ile

Sar
240



Val Ile

Wal Pro

Thr Ala

Asn Asp

2590

Tep Ala

305

w210
<211>
w212
<213>

15
984
DA

<400 15

atggcatcca
agtaaaaacc
gaggoccgoa
atckocogtet
geekbgogega
gttaggatgg
ggattgcaga
gtacaaccct
gttactogasa
caatggggtyg
ttocoetgacgg
aaggocggtyg
gtoattgatg
ttggtatate
actgagotgyg
tgggacgggt

gacggatcaa

Asp

Val

Gly

275

E1ly

Ile

Val
245

Gln

£60

Gly

Lys

His

Ala Arg

Met Ala

Ila Met

Val Gly

Tyr Asp

ES 2 599 644 T3

Ala Ser

Tyr

Ila
280

Fro

Ser Val

2395

Pro

310

tgaaccaagt
cctacgecaa
tocccotaat
FIgatggotg
aatogogbok
tegotcaaag
gtgttogogy
atgtatgggt
atgttogtog
aAcctgacoog
atggagatgg
acatttatac
ttgoacgage
agbtgtgatga
atggoaages
attggggtat

aagocaaagct

Aspergillus niger

tettactgaa
gggaategec
tgatocaaggo
gttotttege
caagtbtgeco
tggtattega
tgoocaagoog
aatggaacca
ggtgoococea
aggtatgete
ccatobcace
goeoctgatogo
ttgtggtate
gatattoatg
tgtaaatggy
gcattatgat

ctga

Gly

Ala

Fhe
250

Asp Glu

265

Thr Sar Lau

Thr Lys Lys

Fhea
315

Tyr Ser

tatgocacto
tgggttgaag
tttttacgoa
ctagatgace
atttoocogog
gatgcatatg
gaggacttgg
gaggtcoccocaac
ggagcotattt
Faggocgoog
gaggggtoog
ggogtgotgo
caagttoato
tgoacaacag
gggcgygattyg

coagectaca

31

Ile Lys

Ile Phe

Asp Gly

285

Ile
300

Trp

Glu Ila

googogogac
gycaactogt
gtgatttaac
acctthbocog
atgaagtgaa
tggotttgat
tgaacaacct
gggteggtgg
atcotactgt
ategaggote
gatacaatat
atggtgtcac
togaagotgt
caggtggaat

gteoogatcac

gottogoagt

Val

Met

270

Lys

Bap

Ala

Glu
255

Leu

Cya Thr

Fro Val

Ely Tyr

Tyr

actagaagcc
coccctcagg
ctacgatgtc
acttgaattyg
acaatoocty
tgtgacgegg
gtacatgttt
aagtgotgtt
aaagaaccta
catgtaccog
cgttctaats
caggacaagt
gocggtggag
catgeccata
gaagaagatc

tagttatgat

&0

120

180

240

200

360

420

430

540

600

660

720

T80

gd0

a0

960

934



210>
211>
<Z21l2>
=213=

<400>

1&
327
PRT

16

Met Ala Ser

1

Thr

Gla

Gln

Asp

65

Ala

Lys

Tyr

L!FB

Val

145

Wal

Val

Bla

Lau

Gly

Gl

50

Gly

Cys

Gln

val

Fro
130

Trp

Thr

Liys

Thz
210

Glu

Gln

35

FPhe

Trp

aAla

Ser

Ala

115

Glu

Val

Arg

Asn

145

Glu

Mat

Ala

20

Lau

Leu

Fhea

Lys

Leu

100

Leu

Asp

Mat

Thr

L

180

Gly

Gly

BAsn

Ser

Val

Arg

Fhe

Ser

85

Val

Ile

Glu

Val

165

Gln

Ser

Sar

Gln

Lys

Fro

Ser

Arg

T0

Arg

Arg

val

Val

Fro

150

hrg

Irp

Gly

haspergillus niger

Val

Asn

Leu

hap

a3

Leu

Leu

Mat

Thr

AgEn

135

Glu

Gly

Tyr

Tyr
215

ES 2 599 644 T3

Leu

Pro

Arg

Leu

Asp

Lya

val

Arg

120

Aan

Val

Val

Asp

Bro

200

Asn

Thr

Ty

25

Elua

Thr

RAsp

Len

Ala

105

Gly

Lau

Gln

Pro

Laau

1E5

Fhe

Ile

Glu

10

Ala

Ala

Tyr

His

Ero

30

Gln

Leu

Tyr

Arg

Pro

170

The

Leu

Val

Tyr

Lys

Asp

Leu

75

Ile

Ser

Gln

Mat

Val

155

Gly

Arg

Thr

Lamu

32

Bla

Gly

Ile

Wal

&0

Sar

Ser

Gly

Ser

Phe

140

Gly

Ala

Gly

Asp

Ila
220

Thr

Ile

Fro

45

Ile

Ile

Val

125

val

Gly

Ile

Mat

Gly

205

Lys

Arg

Ala
30

Ser

Bsp

11d

Gln

Sar

Tyr

Laa

150

Asp

Ala

ATg

15

Trp

Ila

val

Glu

Glu

95

hsp

Gly

Pro

Ala

Pro

175

Glu

Gly

Gly

Ala

Val

Asp

Trp

Leu

BO

wal

Rla

Ala

TF!:'

Val

160

Thr

Ala

His

Ala



Ile
225

Tyr Thro

Val Ile Asp

Val FPro Val

Ala Gly

275

Asn Gly

290

Gly

Trp Gly

3035

Gly Ser

210> 17

=211> SB1
212> DNA
=213>

<400= 17
atgacatcta

agtgacaaco
gacgoacgag
coatoggtet
agttgtgaaa
agggagatog
ggoctgaaag
ategtoatge
atcattgooo
ctocagtggy
coattbtotot
gttaaagatyg
agtgtttttg
gaacatgecct

atcacgaaac

Fro

val

Glu

260

Gly

Arg

His

Lys

Asp

Ala

245

Lazu

Ila

Ile

Tyr

Ala

ES 2 599 644 T3

hrg
230

Gly

Arg Ala

Val

Mat Fro

280

Fro
295

Gly

Asp Pro

210

Lys Leu

Val Leu

Cys Gly

Gln Cys

265

Ila Thr

Ile Thr

Ala Tyr

325

tgaacaaagt
gotttgogaa
teoccactoct
gggatgggog
agatgogact
ttgoctaagag
gggtcogtgy
cgtatgtotg
gtacagtacg
gggacttgac
cagatggaga
gtattatcta
atattgooceca
atcacgooga

tocgatgggaa

hspergillus oryzae

attttoeggt
aggaattgec
cgacgagggt
ctttttoege
gaagatcoeca
tggaatcgaa
caataagoca
ggtgatggag
gogoactooo
acggggtcta
taccaatcte
caocgoccgac
ggtcaagaac
tgagatattc

acogatcogg

His Gly

235

Ile
250

Eln

Asp Glu

Glu Leu

Lys Lys

Sar Phe

315

tactacgago
tacgtccagg
ttcatgeoata
octtgatgate
ctgtocaggg
gatgoctttg
gaggatcttt
ccogocatoo
coccggtgett
tttgaagogg
acagaaggat
cgtggtgtte
atcgaggtoc
atgtgtacta

aatggagaag

33

Val Thr

Wal His

Ile Fhe

Asp Gly

285

Ile
300

Irp

Ala Wal

Arg

Met
270

Lys

Asp

Thr

Glu

255

Cys

Prao

Gly

Tyr

Sar

240

Ala

Thz

Val

Tyr

Asp
320

gcaaggcteg
gatotttogt
gogacctoac
atcteocagtog
acgaagtcaa
tggagotgat
togacaatca
aacatacogy
togatooctac
ctgacogtgyg
coggtttcaa
tggaaggcoat
gegttoaggt
ctgotggtgg

toggtococt

toctagataac
ocoCactogoo
gtacgatgtyg
attggaagat
goaaacccta
cgtcactogt
tototatetg
aggtactgeg
catcaagaat
cgoggattac
tatagtgttg
tacacgtaag
ggtgccacteo
cattatgoct

tactacaaag

&l

120

180

240

300

360

420

480

540

600

6e0

TZ0

T80

40

200
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atatgggatg agtactgggo gatgoactat gacocogaaat atagototge tatogattac 980
aggggocaty agggtaactg a 981
210> 18

«211l> 326

<212> PRT

<213> Rapergillus oryzae
<400> 18

Met Thr Ser Met Asn Lys Val Phe Ser Gly Tyr Tyr Glu Arg Lys Ala
1 5 10 15

Arg Leun Asp Asn Ser Asp Asn Arg Phe Ala Lys Gly Ile Ala Tyr Val
20 25 30

Gln Gly Ser Phe Val Pro Leu Ala Asp Ala Arg Val Pro Leu Leu Asp
35 40 45

Glu Gly Phe Met His Ser Asp Leu Thr Tyr Asp Val Pro Ser Val Trp
S0 55 &0

Asp Gly Arg Phe Fhe Arg Leu Asp Asp His Leu Ser Arg Leu Glu Asp
65 T 75 80

Ser Cys Glu Lys Met Arg Leu Lys Ile Pro Leu Ser Arg Asp Glu Val
BS 0 35

Lys Gln Thr Len Arg Glu Met Val Ala Lys Ser Gly Ile Glu Asp Ala
100 105 110

Fhe Val Glu Leu Ile Val Thr Arg Gly Leu Lys Gly Val Arg Gly Asn
115 1240 125

Lys Fro Glu Asp Leu Phe Asp Asn His Leu Tyr Leun Ile WVal M=t Pro
130 135 140

Tyr Val Trp Val Met Glu Pro Ala Ile Gln His Thr Gly Gly Thr Ala
145 150 155 160

Ile Ile RAla Arg Thr Val Arg Arg Thr Pro Pro Gly Ala Phe Asp Pro
165 170 175

Thr Ile Lys Asn Leu Gln Trp Gly Asp Leu Thr Arg Gly Leu Phe Glu
180 185 190

Ala Ala Asp Arg Gly Ala Asp Tyr Pro Phe Leu Sar Asp Gly Asp Thr
155 200 205

34



ES 2 599 644 T3

Asn Leu Thr Glu Gly Ser Gly Phe Asn Ile Val
210 215
Ile Ile Tyr Thr Pro Asp Arg Gly Val Leu Glu
225 230 235
Sar Val Fhe Asp Ile Ala Gln Val Lys Asn Ile
245 250
Yal Val Pro Leu 3lu His Ala Tyr His Ala Asp
260 265
Thr Thr Ala Gly Gly Ile Met Pro Ile Thr Lys
275 280
Ile Arg BAsn Gly Flu Val Ely Pro Leu Thr Thr
290 285
Tyr Trp Ala Met His Tyr Asp Pro Lys Tyr Ser
305 310 315
Arg Gly His Glu Gly Asn
3E5
<210= 18
<211> 8972
<212> DHNA
«<213> Aspergillus fumigatus
400> 19
atggocteota tggacaaagt cttttoggga tattatgogo
agogacaatec octttoteotaa gggoattget tatgtggaag
gatgcotagaa tacogotact cgacgaaggt tteoatgoaca
atatoggttt gggatggteg cttotttoga ttggacgate
agotgogata agatgeogget caagttocca cttgoactga
gotgagatgg togocaagag tggtatcocgg gatgogtttg
ggtotgacaqg gtgtacgbtgg ttogaagoot gaggatotgt
cttgttotte catacatttyg ggttatggeg cotgagaaco
atcattacaa ggacagtgcg acgaacacce ccaggtgoat
ctacagtggg gtgatttaac aaagggactt tttgaggeoaa
coatttectea ctgatggaga caccaacctt actgaaggat
gtgaagaacyg gtattatota taccoctgat ogaggtgtot

35

Leu Val

220

Lys

Ely’ Ile Thr

Glu Val Arg

Zlu Ile Phe

270

Leu Asp

285

Gly

Lys Ile

300

Trp

Ser Ala Ile

gocagaaget
gaaagoctogt
gtgacctaac
atttgeaacy
getcagtgaa

tggaagttat
ataataacaa
agotocatgg
ttgatoctac
tggacocgtgg

ctggtttoaa

tgogagggat

Gly

Arg Lys

240

Val
255

Gln

Cys

Lys Pro

Asp Elu

hgp Tyr

320

gottgaacgg
cttacctagt
ctatgatgtt
gattttggaa
aaatattctg
tgtgacacgt
catatacctyg
tggogaggot
tatcaaaaat
cgocacatac
cattgttttg

cacacgtaaa

&0

120

1g0

240

300

360

420

480

340

600

660

T20
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agtgtgattg acgttgooceog agocaacage atogacatoo

gageaggeott atcactotga tgagatctte atgtgeoacasa

ataacattge ttgatggteoa acctgttaat gacggecagg

atatgggatg gctattggga gatgoactac aatceggogt

ggoagbggot aa

goocttgaggt cgtaccagtg
ctgooggogy cattatgeoct
ttggoocaat cacaaagaag

atagttttoce tgttgactat

<210>
<211l>
212>
=213>

<4 00>

20

323

BET

Aspergillus fumigatus

20

Met Ala Ser Met Asp Lys

1

Len

Glu

Zlu

Bap

Ser

Lys

Phe

Lys

Tyr

145

Ile

Lau

GLly

Gly

50

Gly

Cys

hsn

val

Frao

120

Ile

Ila

Glu Arg Ser Asp
20

Lys Leun Val Leu
35

FPhe Met His Ser

Arg Phe Phe Arg

ASp Lys Met Arg
85

Ila Leu Ala Glu
100

=lu Val Ile Val
115

Glu Asp Leu Tyr

Trp Val Met Ala
150

Thr Arg Thr Val
165

Val

Asn

Ero

Asp

55

Leu

Meat

Thr

hen

135

Fro

Arg

Phe

Fro

Ser

40

L

Aap

Lys

Val

Arg

120

Asn

Glu

Arg

Ser

FPhe

25

Asp

Thr

Aep

Phe

Ala

105

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly

Sar

Ala

Tye

His

Pro

30

Lys

Len

Ile

Gln

Pro
170

Tyr

Lys

Arg

Asp

Len

T35

Ly

Sar

Thr

Ty

Len

155

Fro

36

Tyr Ala Arg Gln Lys
15

Gly Ile Ala Tyr Val
30

Ile Fro Leu Leu AsSp
45

Val Ile Ser Val Trp
&0

Eln Arg Ile Leu Glu

Ala Leu Ser Ser Val
95

Gly Ile Arg Asp Ala
110

Gly Val Arg Gly Ser
125

Leu Leau Val Leau Pro
140

His Gly Gly Glu Ala
160

Gly Ala Phe Asp Pro
175

T80

g40

200

950

972



Thr

Ala

Asn

Ila

225

Ser

Val

Thr

Val

Tyr
305

Gly

Ila

Met

Lau

210

Ile

Val

Val

Thr

Asn

230

Trp

Ser

<210>
<211
<212
213>

<4 00>

Lys

Asp
195

Tyr

Ile

Pro

Ala
275

Asp

Elu

Gly

21
972
DA

21

Asn

180

Arg

Glu

Thr

Asp

Val

280

Gly

Gly

Met

Gly

Gly

Fro

Val

245

Glu

Ely

Gln

His

Gln

Ala

Ser

Asp

230

Gln

Ile

Val

Tyr
310

Trp

Gly
215

Arg

hla

Met

Gly
295

A=n

Heosartorya fischeri

Gly

Tyr

200

Phe

Gly

Tyr

Pro

280

Fro

Bro

ES 2 599 644 T3

Asp

185

EBro

Asn

Val

REn

His

265

Ile

Ile

Ala

Liai

Phe

Ila

Len

Ser

250

S5ar

Thr

Thre

Tyr

Thr

Leu

val

235

Ile

Asp

Leu

Lys

Ser
315

atggocteota
agogacaate
gacgocagaa
acaacggttt
agotgogata
goetgagatgy
ggtotgacag
cttgttctee

atcattacaa

tggacaaagt
ctttetotaa
tacecgotact
gggatggacy
aaatgoggot
togocaagag
gtatacgtgg

catacgtttg

ggacagtgeg

ctttteggga
goggeattges
tgacgaaggc
cttotttoga
caagttocca
tggtattogg
ttogaagooc
ggttatggcg

ACJARACACCT

tatcatgege
tatgtggaag
ttcatgeoacg
ttggatgate
cttgoacoga
gatgogtityg
gaggatoctgt

cctgagaacc

cogggtgoat

37

L@
130

Lys Gly

Thr Asp Gly

205

Leu Val

220

Lys

Gly Ile Thr

Asp Ile Arg

Glu Ilea Pha

270

Leu Asp

285

GEly

Lys Ile

200

Irp

Ehe Fro Wal

gocagaaget
gaaagotegt
gtgacctaac
atatgoaacy
goacggtgas
tggaagttat
ataataacaa
agctocttgg

ttgatoctac

Pha

Asp

Arg

Lau
2585

Gln

Glu

Thr

Gly

Lys

240

Glu

Cys

Pro

Gly

Tyr
320

gottgaacgg
cttacccagoe
ttatgatgtt
gatocctggaa
aaatatoctg
egtgacacgt
catatacctg
tggcagtget

gatcaaaaat

&0

120

1580

240

300

360

420

480

540



ctacagtggg
cocatttotoa
gtgaagaacg
agtgtgattg
gagoaggttt
ataacgttge
atatgggatyg

ggcagtgget

<210>
=211
<212>
=213

22
323
FRT

<400> 22
Mat Ala Sar
1

Leu Glu

Glu Gly Lys

35

Elu Gly

30

Fhe

Asp
&5

Gly Arg

Ser Cys RAsp

Lys Asn Ile

Fhe Val Glu

115

Fro Glu

1340

Lys

Tyr Val

145

Trp

gtgacttaag
ctgacggaga
gtattatota
acgttgooog
atcactooga
ttgatggtca
gttactggga

aa

ES 2 599 644 T3

aaagggactt
caccaacctt
taccoctgat
agocaacaac
tgaaatctteo
accagttaat

gatgocactac

tttgaggoaa
accgaaggat
cgaggtgtet
atcgacatoo
atgtgocacaa
gacggccagy

aatecoeggegt

tggacoghbgg
ctggatttaa
tgegagggat
goottgaggt
cagooggtgg
ttggoocgat

atagttttoe

ogoaacgtac
cattgtottg
cacacgtaaa
cgtaccagtg
cattatgoct
CACARAAgRA]

ggtogactat

Mat

Arg

20

Lau

Met

Fhe

Lys

Leu

100

Val

hsp

Val

hsp Lys

Ser

Val

His

FPhe

Met

B5

Ala

Ile

Met

Heosartorya fischeri

Val

Rep Ren

Lau Pro

hsp
55

Arg Leu

70

Arg Leu

Glu

Met

Val

Aen
135

TEI'I‘

Ala
150

Fro

Fhe

Pro

Ser

40

Len

Asp

Lys

Val

Arg

120

Asn

Zlu

Ser

Pha

25

REp

Thr

Asp

Fhe

Ala

105

Gly

Agn

Rsn

Gly

10

Ser

Ala

Tyr

His

Bro

g0

Lyﬂ

Lean

Ile

Gln

Tyr

Lys

Asp

Mat

15

Leu

Ser

Thr

Til'r

Tamiy
155

38

His

Gly

Ila

Val

&0

Gln

Bla

Gly

Gly

Lieun

140

L

hla

Ila

Fro

45

Thr

Arg

Fro

Ile

Val

125

Leu

Gly

Gln
15

Ala
30

T:.I'I'

La=u

Thr val

Ila Leau

Ser Thr

95

Asp
Arg Gly
Val

L

Gly Ser

Lys

Val

Rhsp

Trp

Glu

80

Wal

Ala

Ser

Pro

Ala
160

600

6&l

720

780

240

300

960

972



Ile

Thr

Ahla

Asn

Ile

225

Ser

Val

Thr

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Ile

Mat

Leu

210

Ile

val

val

The

Agn

290

Trp

Ser

210>
=211
<2l2>
213

<400=

Thr

Lys

Asp

185

Thr

Tyr

Ile

Pro

Ala

275

hsp

Glu

Gly

23
378
DA

Arg

Agn

180

Aryg

Elu

The

Asp

wVal

260

Gly

Gly

Mt

Thr

165

Leu

Gly

Ely

Fro

wal

245

Glu

Gly

Gln

His

Val Arg

Gln Trp

Ala Thr

Ber Gly

215

Asp
230

Arg

Ala Arg

Gln Val

Ila Mat

val Gly

235

Tyr Asn

210

Gibberella zeae

23

Arg

Gly

Tyr

200

Phe

Gly

Ala

Tyr

Pra

280

Pro

Fro

ES 2 599 644 T3

Thr

Asp

185

Fro

Asn

Val

Asn

Hisg

265

Ile

Ila

Ala

Fro

170

Len

Fhe

Ile

L

Ran

250

Ser

The

Thre

Tyr

Fro

Thr

Lau

Val

Arg

235

Ile

.ﬁﬂp

Lau

Lys

Sar
315

atgtogacca
agogacaaca
gaagooogea
cotgoagtet
agogtocaaga

ctogacatgo

tggacaagat
totteogoocaa
toococcotoat
gggatggtog
agatgogaat

tocgocaagag

cttogoogge
cggoattgeoo
ggaccaagogt
tttettoegt

gocaattooeco

tggaatcaag

cacgoocago
tggatocaag
ttecatgeacyg
ckttgatgacc
attceocogog

gatgottttg

39

Gly Ala Phe

Leu
190

Lys Gly

Thr Asp

205

Gly

Leu Wal

220

Lys

Gly Ile Thr

Rsp Ile

GZlu Ile Phe

270

Leu Asp

28BS

Gly

Lys Ile

300

Trp

Fhe Fro Val

gooaagooac
gogagaotegt
gegacttgac
atctogaceg
atgagatcag

ttgagotcat

Bep

175

Phe

hep

Asn

Aryg

Leu

255

Gln

hsp

Pro

Elu

Thr

Ely

Lys

240

Elu

Cys

Pro

Gly

Tyr
320

cotegtogoa
coccoctoaat
ctacgatgte
totocgaggoa

aatgactott

tgtcactegt

&l
120
180
£40
300

3el



ggottgaago
atogteocaac
gttategeac
ctocaatgga
coocttoctoa
gtocaagaaca
agtgtgatcyg
gagatggect
atcaccacca

atoctgggateo

cagaaactga

<210
<21ll>
=212=
=213

24
325
PRT

<400= 24

Met Ser Thr

Thr Leu Wal

Gln zlu

35

GLly

Gln Gly Phe

30

hap
65

Gly

Sear val Lys

Pha Glu

115

val

Arg

otgttogtga
ectacgtotg
gaactgtteg
gtgatttoac
cogacggoga
acgttattta
acgotgocaa
atgaagctga
tggatggaaa
gatactogggo

agotgtag

Gikberella =zeas

Met Asp Lys

5

Ala
20

Ser

Val

Leu

His

Mat

Pha

Phe

Mat
85

Lys

Leu
100

Leu

Lau Ile

Pro

Gly

Arg

70

Arg

Val

ES 2 599 644 T3

ggooaagoot
goteatgage
tegaatccet
cogoggoatyg
cacaaacato
CRCCOCgaac
gtggtgtggt
tgagatctte
goocagtocaag

gatgoactoo

Ile Phe

Bzn Ile

Leu Asn

40

hEp Lau

55

Leu Asp

Mat Gln
Met

Leu

Arg
120

Ala

Ehe

25

=lu

Thz

REP

Fhe

Ala

105

Gly

ggtgaggtaot
cecgaagete
cctggatceca
ttogaageat
accgaaggat
cgaggagttt
catgaagtte
atgtgtacta
gacggaaagg

gaggatgagt

Gly
10

His

Bla Asn

Ala Arg

Tyr Asp

Hiz ILseu

75

Pro Ila

a0

Lyas Ser

Lau Lys

40

tgaacaacca
agtacgtogg
tggatcccac
acgatcgtgg
ctgotttoaa
tgcagggaat
gagtggagta
ctgoctggagg
tegggoctgt

tocagttbtcaa

Ala Gln

Gly Ile=

3Q

Ile Pro

45

Val
&0

Fra
Asp Arg
FPro Arg
Ile

Gly

Val
125

Fro

Ala

Ala

Asp

Lys
110

Arg

ocototacttg
eggtaatges
catcaagaac
agcacaatac
ocgttgtottt
taccagaaag
tgtococtgtt
aatecatgect
cacaaaggoo

gattgactac

Gln
15

Ala

Trp Ile

Met Asp

val Tzp

GFlu Ala

a0

Glu Ile

a5

Aesp Ala

Glu Ala

420

480

5440

600

6&0

720

T8O

&40

Q00

960

978
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Lys Fro Gly Glu Val Leu Asn Asn His Leu Tyr Leu Ile Val Gln Pro
130 135 140

Tyr Val Trp Val Met Ser Pro Glu Ala Gln Tyr Wal Gly Gly Asn Ala
145 150 155 160

val Ile ala Arg Thr Val Arg Arg Ile Pro FPro Gly Ser Met Asp Pro
165 170 175

Thr Ile Lys Asn Leu Gln Trp Ser Asp Phe Thr Arg Gly Met Phe Glu
180 185 190

Rla Tyr Asp Arg Gly Ala Gln Tyr Pro Phe Leu Thr Asp Gly Asp Thr
185 200 205

Asn Ile Thr Glu Gly Ser Gly Phe Asn Val Val Phe Val Lys Asn Asn
210 215 220

Wal Ile Tyr Thr Pro Asn Arg Gly Val Leu Gln Gly Ile Thr Arg Lys
225 230 235 240

Ser Val Ile Asp Ala Ala Lys Trp Cys Gly His Glu WVal Arg Val Glu
245 250 2585

Tyr Val Pro Val Glu Met Ala Tyr Glu Ala Asp Glu Ile Phe Met Cys
280 Z85 270

Thr Thr Ala Gly Gly Ile Met Pro Ile Thr Thr Met Asp Gly Lys Pro
275 280 285

Wal Lys Asp Gly Lys Val Gly Pro Val Thr Lye Ala Ile Trp Asp Arg
250 295 300

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

Gln Lys Leu Lys Leu
325

=210> 25

<211> 966

=212> DNA

=213> Hyphomonas neptunium

<400> 25

atgotgacat ttcaaaaagt gotgaccgga tttcagacge gggoagacge togogoagag &0
cgaacagacg ogttocgooga cggtattgoc tggatogaaa acgaatttgt goocatocgga 120
aaggogogga taccgatact tgatcagggo ttoctgoatt cggatotgac ctatgacgto 180

41



cocagoagtot
agctgogooa
atggagetag
gggttgaagt
goggtgoctt
gtaacgogaa
cagtggggcy
attotteoceg
aggaatgggg
gtactggaaa
goactotaty
gtecttetgg
tgggaggett
coctga
<210>

<211>

<212
<Z213>

26
321
PRT

<400> 26
Met Leu Thr
1

Ala Arg Ala

E1lu Asn Elu

35

Eln Gly Fhe

Asn
65

Gly

Ser Cys Ala

Arg Arg

ggaatggoog
aaatgogget
tetecaggag
toctgogagyg
acgtctoggat
eggtgegocg
atctogtoog
acggogacgg
aacttocacac
tagocggoogo
aatgogatga
atgggaacat

actgggatct

Fhe Eln

Elu
20

Arg
Fhe WVal
Hism

Leu

Ile Phe

Met
85

Lys

Val
100

Mat

Lys

Thr

Fro

Ser

Arg

70

Arg

ES 2 599 644 T3

gatcttoegt
cocogotgooyg
tgggotgegg
cgoacaagoco
toctocoogett
CACAloocy
agggeottatyg
gaacgocaca
acccogtogo
gogoggoctg
attgbtoaty

tgtgggtgat

tcatgatgat

Hyphonmonas neptunium

Val Len

Asp

Il=

Gly

L

REP

Leu

Asp

Leu Pro

Thr

Fhe

25

Lys

Thr

Asp

Lan

ctogatgato
atogoocagge
gacgeatatg
gaagacatca

gaataccaga

ggggccctgy
gaagcaggty
gaaggcgotg
ggggtgotgy
aaaacacatg
tgttogaogg
ggaacagtog

coctcagetea

Gly Phe

10

Ala Asp

Ala Arg
Tyr

ﬁﬂp

Leu
TS

His

Pro Ile

S0

Glu

ILeu Val Sar

105

Arg Ser

42

acctggaccog
cagagotoog
ttgagatecat
toccocgaacct
accatggogo
accogacaat
acogggacte
gotataatat
aaggoatcac

ttacogagat

caggoggoat
gtecggttac

gogagoctgt

Eln Thr

Gly Ile

30

Ile Fro

45

WVal
&0

Pro

Asp Arg

Ala Arg

Gly Lau

110

Ala

Ile

Ala

FPro

Arg

totggaagtt
caggctggtyg
cgtgaceege
gtatctecatg
goocggoogta
caagaacott
tttottoocoe
cgtecttgte
acgoaggaca
aocccatoccag
aatgocacto
acggatgatt

gacttacgog

Ala
15

Bap

Trp Ile

Leu Bap

val Trp

Glu Val

BO

&lu
a5

Leu

Asp RAla

240

200

360

4240

480

540

&00

660

TZ0

TE0

g40

300

280

113



Tyr

Eln

Val

145

Wal

Ile

Ely

Ala

Leu

225

val

Ilae

Thr

Gly

Trp

305

Pro

Val

Ala
130

Trp

Thr

Lys

Thr

210

His

Lau

Fro

Ala

hsp

230

Asp

GElu

115

Zlu

Ile

Arg

Asn

Arg
195

Glu

zlu

Ile

GEly

275

Gly

Leu

210>
211>
212>
213>

27
363
DA

Ila

Asp

Lau

Thr

Lau

180

Asp

Gly

Fro

Ilg

Gln

260

Gly

Thr

His

Ile

Ile

Fro

Val

185

Gln

Ser

Ala

hrg

Ala

245

Ala

Ile

Val

A=p

Val

Ile

Lau

150

Arg

Izp

Fhe

Gly

hrg

230

Ala

Lau

Met

Gly

Asp
310

Thr

Pro

135

Glu

Arg

Gly

Fhe

Tr r

215

Gly

Ala

Pro

Fro
235

Fro
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Arg

120

Agn

Tyr

Thr

Asp

Fro

200

ASn

Val

Arg

Glu

Leu

280

Val

Gln

Gly

Leu

Gln

Pro

Laa

185

Ile

Ila

Lau

Gly

Cys

265

Val

Thr

Lau

Lan

Tyr

Asn

Fro

170

Val

Lan

Wal

Glu

Ll

250

Asp

Lan

Arg

Ser

Masorhizobium loti MAFF3I03095

Lys

Leu

His

155

Ely

Arg

Fro

Lz

Gly

235

Lys

Glu

Leu

Mat

Elu
315

43

Fhe

Het

140

Gly

Ala

Gly

wal
220

Ile

Thr

Lau

Ila
3on

Fro

Lau

125

Ala

Ala

Leau

Lau

Gly

205

Arg

Thr

Hig

FPha

Gly
285

Trp

Val

Arg

Val

Fro

Bap

HMet

150

Bap

RAsn

Arg

Val

HMat

270

BRan

Glu

Thr

Gly

Pro

Ala

Pro

175

Glu

Gly

Gly

hryg

Thre

255

Cys

Ile

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Val

1a0

Thr

Ala

Ran

Gl

Thr

240

zlu

Sar

Wal

Tyr

Ela
320



<400= 27
atggaccaga

gtogaceoge
tegoaageca
acggtgcatg
ggcggactgg
ctgoacaatt
ogoggogeat
ttegeegtac
gocoatcagog
cattggotog
ctoattotog
aaggacggca
gtettogate
gogotcaagg
acogagatog
atggogetot
tga

210>
<211

<2l2>
2] 3=

28
320
PRT

<400> 28

Mat Asp Gln Thr Thr Ala

1

Gly Asp Arg Hig Val Asp

Leu Asp Gly Gln Tyr Leu

35

Azp Trp Gly Fhe Leu His

50

ogacggoaac
attectacee
aggtagtoggt
totggaacgyg
aaaagotgog
gtgtogooct
cgocgacctt
cotteggete
acaaggogog
atctggtgog
acttoaacgy
aactgtegac
totgegooga
oggoogacga
acggogegge

actggoaaan

5

20

ES 2 599 644 T3

acaggcttca
cgacggoate
getggactog
coegottette
catgaccatoc
ttoegggocat
cagoogogat
ggtogocaat
catooogoog
cggooctctac
caatgtogoo
geeggocate
agaaggtctt
ggtcttcate
gatogoogac

goacgacgat

Pro His

Fro Mat
40

55

Thr Gln Ala Ser

Ser Asp Ala

aagecogotgo
gocttootog
ggettectge
cgoctogacse
ococktogaca
ogegooegoot
cogogoCagy
goccgagocagt
gotteggtog
gacgoctatg
gagggcccay
ggcgtgctge
googoogoog
acctogacog
ggoaaggtog

coggoctggt

Megorhizobium loti MAFF303039

Lys
10

Ser Fro

25

'I‘yr

Ser Gln Ala

Thr

Tyr

Leu His

Trp Asn Gly Arg Phe Phe
65 70

Arg Leu Asp

T35

44

coacagtogy
acggocagta
attecgacge
tgeatcktega
goggatggegt
atgtogaaat
cgatoaacog
tgcagogegyg
atcogtogat
acagoggbtgo
gottoaacgt
ceggoateac
cogoogatgt
coggoggcat
ggooggttac

cgtotoaggt

Fro Lau

Asp Gly
30

val
45

Lys

Asp Thr
&0

Leu Asp

Pro

Ile

Sar

Val

cgaccgocag
totgoogaty
cacctacgac
cogottette
ggoogagato
gotgtgeacg
cttoatggee
cotgegegts
caagaactac
ggagaccgog
cttotgoegto
gogocgcaca
cagogtogos
catgocoggtg
cagocggota

gaagtatoog

Thr
15

Val

Ala

Phe

val

His

Val

FPha Pha

el

120

180

240

200

360

420

480

540

600

&6l

T20

T80

g40

00

ag0

963



ES 2 599 644 T3

Gly Gly Leu Glu Lys Leu Arg Mat Thr Ile Pro Phe Asp Arg Asp Gly
B3 20 35

Wal Ala Glu Ile Leu His Asn Cys Val Ala Leu Ser Gly His Arg RAla
100 105 110

Ala Tyr Val Glu Met Leu Cys Thr Arg Gly Ala Ser Pro Thr Phe Ser
115 120 125

Arg Asp Pro Arg Gln Ala Ile Asn Arg Phe Met Ala Phe Ala Val Pro
130 135 140

FPhe Gly Ser Val Ala Asn Ala Glu Gln Leu Gln Arg Gly Leu Arg Val
145 150 155 160

Ala Ile Ser Asp Lys Val Arg Ile Fro Pro Ala Ser Val Asp Pro Ser
165 170 175

Ile Lys BAsn Tyr His Trp Leu Asp Leu Val Arg Gly Leu Tyr Asp Ala
180 185 150

Tyr Asp Ser Gly Ala Glu Thr Ala Leu Ile Leu Asp Phe Asn Gly Asn
185 200 208

Wal Ala Glu Gly Pro Gly Phe Asn Val Phe Cys Val Lys Asp Gly Lys
210 215 220

Leu Ser Thr Pro Ala Ile Gly Val Leu Pro Gly Ile Thr Arg Arg Thr
225 230 235 240

Wal Phe Asp Leu Cys Ala Glu Glu Gly Leu Ala Ala Ala Bla Ala Asp
245 250 255

val Ser Val Ala Ala Leu Lys Ala Ala Asp Glu Val Phe Ile Thr Ser
280 265 270

Thr Ala Gly Gly Ile Met Pro Val Thr Glu Ile Asp Gly Ala Ala Ile
275 280 285

Ala Asp Gly Lys Val Gly Pro Val Thr Ser Arg Leu Met Ala Leu Tyr
290 235 300

Trp Gln Lys His Asp Asp Pro Ala Trp Ser Ser Gln Val Lys Tyr Pro

305 310 315 320
«210= 29
<211>= 93&

212> DMNA

45



<213>

<400> 29
tocaaggatat

agtgateteeo
ggtgacgggo
ttoacttggt
gattgttbgg
tttoacggog
aatggoggtt
gtgatagtto
ggotgogtgt
gaaggogaty
gogtgtgoag
caaaatctea
tgogaagaac
aacatogtat
goetgatogga
agaatgacga
<210
<211

<Zli>
213>

30
311
FRT

«<400= 30

Mat Tyr Lys Leu Pro Ala

1

Tyr Pro

Glu Ala

35

Thr Tyr

50

Asp His

65

Rosecbacter sp.

eggatogett
ttggttateg
atgacgoogc
gocagatoat
cgtgttatte
aagacgttga
toggetecct
tttacggttg
aagocacgto
aagoggtbga
atgaactoga
gtcatctogg
cggtcaagat
gtogeoatotyg
agatattgge

teagacageg

REosecbacter sp.

5

Pro Gly Ile Ala

20

Lys Ila Sar vVal

Asp Wal Ala His

Lau Asp Arg Fhe
70

ES 2 599 644 T3

tocogaaaacy
ggoogaccaa
cagocggttga
cogbtogogoa
cocatocagoac
aacogggoco

gogoatacge

gatocaacgga
tocatotgtto
cggoatogey
catacgcate
cacgaccaaa
gatocatcaag
agtggaggas
catoccatgaa

caggcoaattt

Lau Ser

Phe Met

Lau Asp

40

Val
55

Trp

FPha Ala

Asp

ABp

Asn

Lys

Gly

atcatcttoa
teogetteca
ggtcacgaac
ggtgatctgkt
cccaaacttg
ttoogotatg
cgeatacaaa
gotgggtgga
tgggtttgoa
agggtoegogy
ctggagacot
cgggatogac
cctgaaaaat
goocattatoo
ggcaatgoog

atacat

Arg His

]

Gly Gln

Gly Phe
Ala

Gly

Mat Glu

T3

46

tgoatooctoo
attgaagttt
acttcatcog

aattogtoac

ggcgaggaaa
tttooggtgdg
coctttgacca
atgoggacaa
acoganocasa
ctaaaogtag
gatagagcaa
atgtgcaact
gotooottoo

ARCACOJAAR

ggagggtacy

Ser Asp

Tyr Leu

30

His
45

L

Ehe
&0

Fhe

Lys Lasu

Pro

Pro

Arg

His

aatacgotte
categatett
cogocctocaa
aaagatcaaa
tttbtgoogtt
ocgtotaaaag
ggtecageca
ggtoggtgac
atggaattgo
gagaagtgoo
egeaattgtg
ttteocateoce
acacatgogo
totttgoota

ttgoogggto

Rla Thr

15

Ile Ser

Asp Ala
L

Asp

Ser
80

&0

120

1580

240

300

E141]

420

430

540

600

660

T20

T80

g40

300

936



ES 2 599 644 T3

Ile Pro Phe Gly Arg Ala Glu Met Thr Glu Ile Leu His Asn Cys Val
B5 a0 95

Ala Leu Ser Gly Leu Gln Asp Ala Tyr Val Glu Phe Ile Cys Thr Arg
100 105 110

Gly Thr Ser Pro Thr Phe Ser Arg Asp Pro Arg Asp Ala val Asn Arg
115 120 125

Fha Ile RAla Phe Ala Ile Pro Phe Gly Ser Val ARla Asn Pro Glu Gln
130 135 140

Met Arg Arg Gly Leu His Ala Ala Val Thr Asp Leu Val Arg Ile Pro
145 150 155 1le0

Fro Sar Ser Val Asp Pro Thr Val Lys Asn Tyr His Trp Leu Asp Leu
165 170 175

Wal Lys Gly Leu Tyr Ala Ala Tyr Ala Gln Ely Ala Glu Thr Ala Ile
180 185 190

Leu Leu Asp Ala Thr Gly Asn Ile Ala Glu Gly Pro Gly Phe Asn Val
185 200 205

Fhe Ala Wal Lys Asn Gly Lys Ile Ser Ser Pro Lys FPhe Gly Val Leu
Z10 215 220

Met Gly Ile Thr Arg Gln Thr Ile Phe Asp Leu Cys Asp Glu Leu Gln
225 230 235 240

Ile Thr Cys Ala Thr Asp Asp Leu Ala Pro Ser Glu Leu Arg Ala Ala
245 250 255

Asp Glu Val Phe Val Thr Ser Thr Ala Gly Gly Val Met Pro Val Thre
260 265 270

Lys Ile Asp Glu Thr Ser Ile Gly Ser Gly Leu Val Gly Pro Ile Thr
275 280 285

Lyz Glu Ile Thr Glu Ala Tyr Trp Arg Met His Glu Asp Asp Arg Phe
290 2395 300

Arg Lys Ala Ile Arg Tyr Pro

305 310
<210> 31
<211> 945

<212> DMNA

47



<213> Mari

<400> 31
ctatattttt

coaatatgoa
atggtogatt
agoattoctt
acaaagatca
aattatcttt
tgaatccaac
caaatcaago
aatagagcta
aaaggFaacyg

cggogaatte

cacgcaatta
tttototaac
cocagacatgg
tagttttget

attatgtggg

210>
<211
=2l2=
<21 3>

3z
314
FRT

<400> 32

Mat Ala Lau
1

Pro Lys Gly

Ala Lys Leu
35

Tyr Asp WVal
50

Tyr Leu Glu
]

nomonas sp.

gocgggggat
gattttaaca
ttggtaatgg
aaatcggtag
aagacggtitc
ccocttaacac
aggatggogy
caatggtaat
ataatggeoat
gogaaagoca
cctettgtge
tgoaaaattt
octgagazaa
acaacatoat
tttgacatat

toccttatatt

Marinomonas sp.

Leu Gln

Vval Ala

20

Ser Ile

Val His

Arg Phe

Lau

TE‘I‘

Lau

Val

Phe
70

ES 2 599 644 T3

aatgaatggg
attggaagat
gcataatgoo
goegttaccte
ggogagttat
aaaaaacatt
toctocaccace
ttttgacctt
gcagtocatt
taaaacgatt
atatcattte
cagogaccte
aacgttcaag
aggttgegte
ctaaatattyg

cattggacaa

Ser Asn

Met Asp

Asp Tyr
40

Trp Gln
55

Ser Gly

Glu

Gly

Gly

Gly

Leu

taggeaccaa
aggtecggtt
acocgoogtt
agttgoacag
gootggoaaa
AaAgCCAgTg
ttkttteocatag
tgaatcaaoc
tttcatttga
gattgagtet

gacataggog

ttotttggag
gtacaaatoc
agaatgoaaa
accatccatg

ttgoagtaaa

Tyr
10

Lys
Gln Tyr
Phea

Laza

Ala Fhe

Glu Lys

15

48

toagaghttt
gtgocactte
gacgtaatga
cageottatgt
accoctbttt
cottoggoga
goatocgtata
gagttitggeg
tottgatttg
cttgggtoce
tttttatgac
taaggcattg
aacctgaaaa
aagocataat
taggogacge

gocat

RAsp Fro His

Leu Asp Met

30

His Ser Asp

435

Fhe
&0

Arg Leu

Ile His Met

tgtgotttte
caatcacatt
atacttogto
gtaattogte
ctggtgttgt
tattacceto
accoggttac
gaatacggac
cgaccgagoa
ggctgaaato
cogataagge
tcatatgaat
atigoaccttg
caagaatgga

cttttggata

Asn
15

Tyr

2er

Lys

The

Ala

Leau

Thr

&l

120

130

240

300

360

420

430

540

600

660

720

T80

g40

200

945



Fro

AsEn

Lys
145

Asn

Thr

Cysa

Gly

225

Ser

Zlu

Ila

L
305

TYr

Ser

Sar

Ala

130

Asn

Sar

GEly

Val
210

Ile

Cys

val

Leu
290

Fro

210>
<211=
212>

Sar

Ely

Fro

115

FPhe

Gly

Val

Leu

Sar

185

Lys

The

Cys=

Fhe

His

275

Ly=

Ile

33
438
DNA

Lys

His

100

Asp

Leu

Asp

Tyr

180

Glu

Gly

Arg

Ala

Ile

260

hsn

Ser

His

Glu

Lys

Fhe

Val

His

Sar

165

Asp

Gly

Lys

Arg

245

Thr

Val

Ala

Tyr

Glu

Asn

Ser

Fro

Ala

150

Lys

Ala

Asn

Ila

Thre

230

Glu

Ser

Ila

TEI'I‘

Fro
310

val

Ala

Arg

Phe

135

Ile

Val

Tyr

Ila

Ila

215

Val

Val

Thr

Gly

Trp
295

Fro

Ala

Ty

Asp

120

Gly

Ile

Lys

Elu

Ala

200

Thr

Phe

Thr

Ala

Sar

280

Glu

ES 2 599 644 T3

Glu

Val

105

Fro

Sar

Ser

h=n

Lys

185

Glu

Thr

Asp

Ero

Gly

265

Gly

Lys

Lys

Ile

zlu

Arg

Val

Ser

Tyr

170

GEly

Gly

Fro

Lau

Thr

250

Gly

The

Him

Ila

Lau

Het

Asp

Ala

Ile

155

His

Ely

Fro

Elu

Cys

235

Asp

Ile

Thz

49

His

Ile

Ear

Bsn

140

Val

Trp

Elu

Gly

Lys

220

Asp

Leu

Het

Gly

Rsn
300

Asn

Cys

Ile

125

Gln

hrg

Leau

Thr

Fhe

205

Gly

Glu

Pro

Fro
285

Ser

Cys

Thr

110

Asn

Rsp

Ile

Asp

Ala

1590

Asn

Val

Loz

Bsn

Ile

270

Ile

Rap

val

Arg

Arg

Gln

Pro

Leau

175

Il=

Val

L&

Hisg

Ala

255

Thre

Phe

T_!'P

RAla

Ely

Fhe

Pro

160

Val

Leu

Phe

PFro

Ile

240

Rsp

Lys

Gln

Cye



213>

<400= 33
gtgotogate

attataccaa
gogbgtcagg
gatogatttg
gatatoccaco
caaatcatca
aacagottoe
attggoatag
ttogtgaage
ggtgocegata
aacgtttteg
atgaccagga
accatttett
gggattatoo
caaactegoo
cotgtogoet
=210=
<211

<212
=213

34
312
FRT

<400= 34

1

Val Asp Gly Lys

Met Leu Asp Arg Gly
5

Rhizabium atli

gocggcgagga
togaagagge
acacagtgte
agogatokgt
ggatagtoca
tgaccogogy
aggcattctyg
cagtgoaocgt
attaccattyg
aggtggttot
ocggtgatoga
ggacagttat
tggagegget
aggteototte
goattocacog

AcgCccaaaa

Bhizobium etli

Ile
20

Glu Glu Ser

Ile Pro

ES 2 599 644 T3

atcogocttt
gaaggtacca
gotgtgggat
coagogoott
caaactogtt
geggoccccy
cgtgocgtac
cagooggogo
gotogacttt
cactgatcte
cggagttctyg
ggaactgtgs
tetaatogeo
gotgaacgga
gtoatactgy

agetotettyg

Ile

Ala

Zlu

cagaaaggot
cttttagact
ggcagetttt
oggatggata
googtgtgeg
ateggtagte
atgtggatog
gtocgaatoo
gagatogggot
gatggoaata
aggacccctt
aacgagotga
toggaaateot
accggaatog
gataagogaa

gagoootag

Fhe
10

Gln

Glu Ala

Asp Trp Gly Fhe
35

Trp Asp Gly Ser
50

Arg Ber Wal Gln
65

Laaa

Fhe

Arg

Arg Ser Asp
40

Fhe Arg Leu
55

Leu Arg Met
70

Ala Cys Gln

Thr Asp His

Thr Ala

TS

Asp

50

cogootatgt
goggotttet
tocogttbgac
cagotoctgt
gtttoogtga
gogatotteg
cgaaccocga
cacotoagto
tgttogaagoe
tocacagaggy
ctttoggeoat
atetogatgt
tocttacgac

gtttoggate

geageggaty

Lys Gly

Lys Val Pro

30

Thr
45

Asp Val

Leu

&0

Arg

Pro Val Thr

ocgatggaaaa
gogtteggac
tgaccacctyg
tacaagaago
tgottacgtt
tttatgotog
aaagecaggaa
ogtagatocog
ttacgagaan
goooggotto
gotggatgga
cacgoaagag
gaccgoaggo
agtgggtgaa

gtatggoegag

Ala
158

Tyr

L

Val

Sar

Phe

Glu

Sar
80

hrg

&0

120

180

240

300

260

420

480

540

a0n

660

T20

T8O

g40

200

939



Asp

Ser

Fro

Val

145

Ala

Asn

Wal

Thr

225

Thr

Thr

Ila

Tyr

Ala
305

Ile

Ala

Arg

Ty

120

His

Val

Tyr

Ile

Leau

Z10

wval

Ile

Thr

Gly

Trp
290

Gln

<210
<21l>
212>

His

Tyr

Asp

115

Val

Lys

Elu

Thr
195

Arg

Ser

Ala

Fhea

275

Asp

Lys

35
306
DNA

Arg

Val

100

Lau

Irp

Ser

His

Asn

180

Glu

Thr

Glu

Leu

Gly

260

Gly

Lys

Ala

Ile

Eln

Arg

Ile

RArg

Tyr

165

Ely

Gly

Pro

Lagia

GElu

245

Gly

Ser

Arg

Laau

val

Ile

Ala

Rrg

150

His

Ala

Fro

Ser

Cys

230

Arg

Ile

Val

Ser

Lau
310

His

Ile

Cys

bBEn

135

Val

Trp

hap

Gly

Phe

215

Asn

Len

Ile

Gly

Ser

295

Glu

ES 2 599 644 T3

Lys

Het

Ser

120

Fro

Rrg

Lian

Thr

Phe

200

Gly

Zlu

Leu

Pro

Glu

280

Gly

Fro

Thr

105

hen

Glu

Ile

hsp

Val

185

AEn

Lz

Ile

Wal

265

Gln

Trp

Val

Ser

Lys

FPro

Fhe

170

Wal

Val

Leu

RAsn

Ela

250

Ser

Thz

Tyr

Ala

Gly

Fhe

Gln

Fro

155

Glu

Leau

Fha

Asp

Loz

235

Sar

Ser

Arg

Gly

51

val

Gln

GElu

1440

Gln

Thr

Ala

Gly

220

Asp

Glu

Wal

Arg

zlu
300

Cys

Fro

Ala

125

Ile

Ser

Gly

Asp

Val

203

Met

wal

Ile

Agn

Ila

285

Pro

Gly

Pro

110

Fhe

Gly

Val

Leu

150

Ile

Thr

Thr

Fhe

Gly

270

His

Wal

Phea

Ile

Cys

Asp

Fhe

175

hsp

Gln

Leu

255

Thr

Arg

Ala

Arg

GEly

Val

Ala

PED

160

Glua

Ely

Gly

Arg

Gl

240

Thr

Gly

Sar

Tyr



213>

<400> 35
atgocagoac

ggtgaagcaa
gtggtgacgg
cgoagotgoo
ttgtogoaat
cggggccage
tttgoggtge
atgatcagog
cactggaacg
gtgotggtog
agooacggeqg
gtoatcgaga
gagttgogtg
agoogggtagy
gtacagacct
ctttga
<210>

<211>

212>
<213>

36
301
FPRT

<400= 36

Met Pro Ala
1

Tyr Val Pro

cogatottte
goattocogat
tgtgggatgy
aacgotggog
gogtgogoot
egecttgggy
cotatgtotg
acgtgoaacg
acttgacgat
acteagtogg
ocgottgtgac
tggegogoge
gagcogagga
acaaacgtee

actgggoctg

Fro

Ile

20

Asp

Leu

Laan
T0

hsp Lau

Gly Glu

hla Thr

hsp Ala

Asp Pro

ES 2 599 644 T3

Rhodoferax ferrireducens

caaaggogte
aactgactagg
ttectttbtt
gottgacocog
gagogggott
atogogogac
gettgocaat
tattoctgog
gggactgotg
gaacgtggte
gocoagogag
tetggggetyg
ggtgttcatoc
ggttggtgat

goatgoogat

Rhodoferax ferrireducens

Ser Lys

Ala Eer

Tyr Asp

40

His Leu

55

Gly Leu

Gly

Val

Glu

gootttgtac
ggtttectge
ocgoctggacg
gggotgacgo
ogogoctott
ccacgectgg
goocoagoago
acctoogbgg
ggggogotgg
gagggaccey
ggcatgettg
gagacacaac
tocacctogg
ggocgtoagy

coggtgtaca

Val
10

Ala

Ile
25

Pro Ile

Val Thr

Arg Fhe

Thr Pro Gly

T3

52

gtgggoagta
getotgacge
coccatctgga
cogggoaaat
atgtogagat
cogtoaatcoa
gtgaagoggg
accottoggo
acgooggggo
gottoaacgt
aaggggtgte
tgegtgoctt
goggtggtgt
ggoogatcac

gocagoogat

Fhea

Thr
30

Val
a5

Gln

Val Arg

Asp Trp

Trp Asp

Arg Ser

Ila Thr

ogtoocccatt
cacctatgac
gogottocatg
cacoggogtg
gatctgoaco
gtteotatgee
actgcacctg
caagaactac
ocgacagtgtt
gbkttbgtgte
gogtogeaca
gocogoogat
actgocogtg
goagegectg

agattattog

Gly Gln

15

Gly Fhe

Gly Ser
Eln

Cwys

Val
BO

Gly

&l

120

180

240

300

380

420

430

540

600

660

720

T80

840

300

306



ES 2 599 644 T3

Leu Sar Gln Cys Val Arg Leu Sear Gly Leu Arg Ala Ser Tyr vVal Glu
85 30 95

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

Leu Ala Val Asn Gln Phe Tyr Ala Phe Ala val Pro Tyr Val Trp Leu
115 120 125

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

Val Gln Arg Ile Pro Ala Thr Ser Val Asp FPro Ser Ala Lys Asn Tyr
145 150 155 160

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

Ala Azp Ser Val Val Leu Val ARsp Ser Val Gly Asn Val Val Glu Gly
180 185 150

Pro Gly Phe Asn Val Phe Cys Val Ser His Gly ARla Leu Val Thr Pro
1595 200 205

Ser Glu Ely Met Leun Glu Gly Val Ser Arg Arg Thr Val Ile Glu Met
210 215 220

Ala Arg Ala Leu Gly Leu Glu Thr Gln Leu Arg Ala Leu Fro Ala Asp
225 230 235 240

EZlu Len Arg Gly Ala Glu Elu Val Phe Ile Ser Thr Ser Gly Gly Gly
245 250 255

val Leu Pro Val Ser Arg Val Asp Lys Arg FPro Val Gly Asp Gly Arg
260 265 270

Pro Gly Pro Ile Thr Gln Arg Leu Val Gln Thr Tyr Trp Ala Trp His
275 280 288

Ala Asp Pro Val Tyr Ser Gln Pro Ile Asp Tyr Ser Leu

290 295 300
<210= 37
211> 800
212> DNA

213> Jannaschia sp.

<400= 37
tocaataggog atgtoggtto ggtgotogge cogogtgato cagtogaaat aoogoogoog el

53



caggtocagao
cacogggate
gtocaggggo
cgtgoggogg
cagggogaag
gacogtotoa
gtagttttte
cocagacggag
ccaggcgtag
coocoogogog
ggtoagggoo

ggaggocatyg
caccacsgtca
ctotgogatg
<210>
=211

w21 E>
<Z213>

38
2839
PRT

<400> 38

Met Asn Aasp

1

Fro Ile

Ser Asp
35

Arg Leu
50

Arg Met
65

Arg Met

Ala Ala

Ala

ITle

RAzp

Bap

Val

gocacgggoo
acgoogooge
agegggegtyg
gtgatgocat
gogttgaago
aaccocotigh
acggtgggat
gttocacget
aagtggttgy
gogaccatgg
gttttocacge
Aaccgogoca
taggogatgt

gggatgatgo

Jannaschia sp.

Leu Ser

Glu Ala Al

Ala Tyr

Asp Tyr

Ile Gly

70

Ala Ala

85

Gly
100

Arg

Asn

Asp

wval

Arg

Ser

Aan

ES 2 599 644 T3

ctgoogoate
cogaggacga
tttegacegt
goaacacaco
coggooctto
ctttogocte
caaogotgte
cggogattte
cacaatcgog
cgacataget
cgtoocogte
egtaateate
cggaatgggt

ggotdocccat

Gly Ala

a Ila Prco

WYal Wal

40

Ala
55

Arg
Azp Gly
Leun

Gly

Pro Val

Ala

Val

25

EBEro

Phe

A=p

Arg

Fro
105

gttggagaag
caggaagacse
caggocogos
gtggteoogac
gotcacatagg
QEACARCOO]
ggoggggaty
gggtttcacg
cgggteooogo
gtocgogoaat
gogecogata
cagccggaag
caggccocaa

ccaggoogog

Met
10

Thr Asp

Val Trp
Ala

Met

Val
75

Gly

Asp Ser

90

Gly Ser

54

acgoggttat
tocatoggoct
tetgoggeca
gtecacgatce
cocegegtggt
coggtgaaat
cggogggtge
atgtgoacgt
gatocogggca
cogottgogg
toccatoogoa
aagoogocee
toggtgacgg

cogttggata

Ely Ser

Trp Gly

Arg Gly

45

Ser val

&0

Lys Thr

val

TyE

Arg Asp

Lau

Gly

Gly

ARla

Ala

Pro
110

cgacccgoga
coaggaatto
tttccagcac
ggtcacogaa
coagoagoaa
agocccaatyg
grttggogat
acggcacgoa
cogggttgog
coaccatoog
goegegccgac
goCAgACOgT
ggategegge

aatcattcat

Ile=
15

Ile

Thre His

FPhe EPhe

Ala

Leu Thr

BO

Met Wal

95

Arg AsSp

120

180

£40

300

3&0

420

480

5440

e00

660

720

T80

840

900



Cys

Lys

Thr

145

His

Fhe

Pro

hep

Ala

225

Glu

Val

Ala

Thr

Ala

Fro

130

Arg

Trp

Glu

Gly

Hisg

210

Ala

Fhe

Ile

Gly

Arg
230

<210
<211>
212>
<213

<40 0>

ctaatocoga taagaaatct
cttgtgaagt gotgtegtaa
cogggtgace ggtgoaacgo

gaactocacta agogooaagg

Asn His

115

Glu Ile

Arg Ile

Ely Asp

Thr Val
180

Phe Asn
135

Gly val

Glu Ala

Leu Glu

Fro Val
260

Pro Val
275

Ala Glu

39
936
DMNA

Fhe

Ala

Fro

Phe

165

Laau

Ala

Laau

Gly

Ala

245

Ala

Ala

His

Tyr

Glu

Ala

150

Thr

Lau

Fhe

His

Lau

230

Asp

hzg

Leu

Azg

Ala

Arg

135

Asp

Ely

Lau

Ala

Gly

215

Glu

Val

A=p

Thr
285

Labrenzia alexandrii

38
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120

Gly

Sar

Ely

Asp

Lean

200

Ile

Val

Val

hsp

Leau

280

Asp

Cys

Thr

WVal

Leu

His

185

Fhe

Thr

Glu

Fhe

Asn

265

Arg

Ila

Val

Ser

Asp

Fhe

170

Ala

Gly

Thr

Lau

250

Arg

Ala

Fro

Val

Fro

155

Elu

Gly

ABpD

235

Ser

Val

Tyr

coegtooggtt atccggacog
teggaccogg cgoatcattt
cgooaccgga ogbggtgatg

cocogtatocte gatctocaago

55

Tyr

Trp

140

Thr

Ala

His

The

220

Fro

Ser

FPhe

Tyr

goggoocatt caaaataggoe
gaaaagatce ggtcatccac
aaaacttegt cgotctcaaa

cooctgttotyg cogogatato

Val

125

Ile

WVal

Lys

val

Ile

205

WVal

Leu

Ser

Sar

Fhe
285

His

Ala

Lys

Aap

Thr

150

Val

Pro

Gly

Asn

270

Bap

Ila

Lys

hen

Lys

175

Glu

Thr

Glu

Leau

Gly

255

Asp

Trp

Val

Tyr

160

Ely

Gly

Sar

Met

Asp

240

Gly

Ala

Ile

&0

120

180

240
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cagoacegto tgacggotga tgocttocaa aacacogott

goooctttaca goaaacacat tgaagoocgy cocttoggto

caagatgaca gtcotcegoege egtggtcectt ggoctcaaac

cocagbggtag tttttgacct teggattgac actgecggge

ggogatatga acatgggoge cteottteooge gatctooggo

cacgoaccat goaaagaatt ggttottgeoa ghtocogggga

gttoacacoo ogggaagbtga ccattgocac gtaggoottt

gagegattga agggegtctt ceatctecte ategetcaac

gtocatogag oggoggaaac gggocagata atggggoaaa

gacogggace acatecatagg taatgteooga atggatcago

tgoggoctoey gaaatoggoa tgagoctgeoo goocatocac

tgagatggta acgegaacat ecgacggtgga ggacat

=210> 40

<211= 311

<212 PRT

=<213> Labrenria alexandrii

<400> 40

Met Ser Ser Thr Val Asp Val Arg Val Thr Ile

1 5 10

GEly Ala Ala Trp Met Gly Gly Arg Leu Met Fro

20 25
Leu Pro Val Thr Asp Trp Gly Leu Ile His Ser
35 40
Wal Val Pro Val Leu Asp Ely Rla Fhe Phe Arg
50 55

Ala Arg Fhe Arg Arg Ser Met Asp Glu Leu Arg

&5 740 75

Ser Asp Glu Glu Met Glu Asp Ala Leu Gln Ser
85 30

Gly Leu Arg Lys Ala Tyr Val Ala Met Val Thr

100 105
Gln Val Pro Gly Ser Asg Asp Pro Arg Asp Cys
115 120

56

tocagoogtoa
acgttgocat
agaccottgg
gaaatcoggt
cggatgacgt
togogogaac
cgoagooocg
cecagggteca
cogazagaatg
coccaatotg

goggoacegt

Ser Asp

Ile Ser

30

Ila
45

Asp

Fro His

&0

Leu Asp

Leu Val

Ser Arg

110

Azn Gln

125

Lys

Liau

Glu

The

Pro

Ala

Gly

coagogttog
catoatogag
tgaaatcace
goacggtett
gaacatagog
caggoacotg
togoogooan
acageagtio
caccatocaa
taacaggoas

tggacaaato

Bar
15

Asn

Ala BAla

Ty AsSp
Len

Tyr

Leu
80

Gly

Ala
95

Thr

val

Asn

Pha Fha

300

380

420

480

540

600

660

T20

T80

240

200

936



ES 2 599 644 T3

Ala Trp Cys Val Pro Tyr Val His Val Ile Arg
130 135

Arg Gly Ala Hig Wal Hig Ile Ala Lys Thr Val
145 150 155

Gly Ser Val Asn Pro Lys Val Lys Asn Tyr His
165 170

Lys Gly Leu Phe Elu Ala Lys Asp His Gly Ala
180 185

Leu Asp Asp Asp Gly Asn Val Thr Glu Gly Fro
185 200

Ala Wal Lys Gly Arg Thr Leu Val Thr Ala Glu
210 215

Gly Ile Ser Arg Gln Thr Val Leu Asp Ile Ala
225 230 235

Glu Ile Glu Ile Arg Ala Leu Ala Leu Ser Glu
245 250

Glu Vval Phe Ile Thr Thr Ser Gly Gly Gly val
260 265

Val Asp Asp Arg Ile Phe Ser Asn Asp Ala Fro
275 280

Ala Leu His Lys Ala Tyr Phe Glu Trp Ala Ala
250 285

Thr Glu Ile Ser Tyr Acg Asp

305 310
<210= 41
211> 981

=212> DNA
<213> PBurkholderia sp.

<400> 41
ttatgooggy accgacgaga agtattcage ocggctgogodg

ctoocagtag aggttgtgaa tetteotegga gateogggoog

cggotgateg togattgoge tgacgggoat gatcecegoct

ttogtocageoo togeogoagot goggtogeggt gtacttgoog

57

Fro Glu Ile Ala Glu
1490

Hig Arg Ile Ser Pro
160

Trp Gly Asp Phe Thr
175

Glu Thr Val Ile Leu
190

Gly Phe Asn Val Phe
205

Ser Gly Val Leu Flu
220

Ala Glu Gln Gly Leu
240

Fhe Phe Glu Ser Asp
255

Ala Pro Val Thr Arg
270

Gly Pro Ile Thr Thr
285

Arg Pro Bsp Asn Arg
300

tgocatecty cocagogeott
gggoogttge ggttgocgag
gcogacgacg aggtgaatge

atgttoacct tgatgoogag

&0

120

150

240



ctoggoggeg
cgtatagago
gtogottteg
gagottoatg
goggttgtac
ctyggaagaag
gogatogacyg
ggogttgoge
aaggaagaac
gttgoococogo
gacgagogd
atocttegtag
ctggacttga
=210=
<211>

<212>
<213

42
326
FRT

<400= 42

Met Ala Ile

1

Ala Arg Ala

Asp Gly

Ala Gly

Arg Gly Asn

65

Sar Ser Ala

Lys Glu Tle

Burkholderia

atatcgaaga
toccogtiot
togacgagaa
tocatococagt
agcttgotga
aacggoacgg
ctoagoggge
acgaggttgt
ttogoogacg
gagacggtga
acggtogott
aggggttoat

atgattgeoca

Ile E1ln

val

ES 2 599 644 T3

cgototggeg
tggogaaaaa
cegoocagte
ggaagttctt
tocagoaggtt
CRARCgOgaR
cgogygtgac
ggagaatcte
actocttocat
cgacatogta
cggtgatggy
goggagogog

t

sp.

Eln Gln

Ile

ocgtgatgoog
cacgttegea
cttoteoctge
ggccgtggga
ogagoctogo
catogoegtic
FoACCACCAg
cttgacctgg
gogogtgagg
ggocgogtog
gacgtagtityg

agcatgecage

His

agcaggoago
coggotgett
gtoatggett
tocgacogoct
gtgoggacct
ttcatggoge
acgtacgogt
tegogattga
tgatogtoga
goatgoagga
cogtoacaga

gggttctegt

Elu Asn

Pro

cttoggeggg
cggtgaggtt
ocgaacagogo
togoggaaat
cgtogtocaga
cgoggtogog
cottoaggoo
acggatteto
googgaagaa
atoctgogta
aggogotgea

goatgatctg

Leu
15

Hisz

Pro

20

Tyr

Leu

Phe

Lys

Lau
100

His

Val

Hiz

Phe

Fhe

85

His

Glu

Fro

Ala

Arg

70

Fhe

Asn

Pro

Ila

Asp

Lau

Leu

Lazu

Arg

The

40

Ala

Asp

Glu

Val

Tyr

25

Glu

Ala

Ahsp

A=n

Arg
105

Glu

Ala

Tyr

His

Fro

g0

Asn

Asp

Thx

Asp

Lz

75

Fhe

Ala

58

Gly Ser

Val Fro

15

Wal
&0

val
The Arg
Bsn

Arg

Gly Lau

Ala

30

L

Thr

Mat

hsp

Lys
110

Phe

Val

Val

Glu

Gln

95

Asp

Cys

Asp

Ser

Glu

a0

Val

Ala

300

3e0

420

480

540

&600

Gel

T20

T80

g40

300

&0

981
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Tyr Val Trp Trp Cys Val Thr Arg Gly Pro Leu Ser Val Asp Arg Arg
115 120 125

Asp Arg Gly Ala Met Lys Asn Ala Met Phe Ala Phe Ala Val Pro Phe
130 135 140

FPhe FPhe Gln Ala Asp Asp Glu Val Arg Thr Arg Gly Ser Asn Leu Leu
145 150 155 160

Ile Ser Lys Leu Tyr Asn Arg Ile Ser Ala Lys Ala Val Asp Pro Thr
185 170 175

Ala Lys Asn Phe His Trp Met Asp Met Lys Leu Ala Leu Phe Glu Ala
180 185 180

Met Thr Gln Glu Lys Asp Trp Ala Val Leu Val Asp Glu Ser Asp Asn
195 200 205

Leu Thr #Flu Ala Ala Gly Ala Asn Val Phe Phe Bla Lys Asn Gly Zlu
210 215 220

Leu Tyr Thr Pro Ala Glu Gly Cys Leu Leu Gly Ile Thr Arg Gln Ser
225 230 235 240

Wal Phe Asp Ile Ala Ala Glu Leu Ely Ile Lys Val Asn Ile Gly Lys
245 250 255

Tyr Thr Ala Thr Gln Leu Arg Glu Ala Asp Glu Ala Phe Thr Ser Ser
2e0 265 270

Ser Ala Ely Gly Ile Met Pro Val Ser Ala Ile Bsp Asp Gln Pro Leu
275 280 285

Gly Asn Arg Asn Gly Pro Gly Pro Ile Ser Glu Lys Ile His Asn Leu
2590 245 300

Tyr Trp Glu Lys Arg Trp Ala Gly Trp His Ala Gln Pro Ala Glu Tyr
305 310 315 320

Phe Ser Ser Val Pro Ala

325
210> 43
211> 954
212> DNA

213> Burkholderia cenoccepacia

=400= 43
tecagoogtee gogtagtoga cogocagget ccacgeogga tegoogtgeot togoccagta &0

59



ocgogtogaac
cagoogogty
gogoaactgt
ctogaacaco
googtogogo
cttocagcoagy
cagocagtga
gtogatcacg
cggoaccgog
cgacacgoog
goattogacg
cgcaagocgag
aacatgcacg
gogogogtog

gggegetteq

<210
<21ll=
w21 2=
<213>

44
317
PRT

<400> 44

Met PFro Arg Glu

1

Ala Pro

Pro Ile

35

Ser Asp

30

Leu

Lau

Burkholderia

Ala

Ala

Val

Asp Lys

ASED

agocggogog
accggoatga
goateogtoga
gbtotgoogog
acgacgaaca
acegactoog
tagttottga
tggaggtgca
aacgogatga
ogogtacaca
aggatgtogao
agectgaate
gtgtogtacg
gogatoggaa

acggatggasa

Phe
20

Fro

Ala

Asp

Thr

Tyr

His

val Pra

85

Arg

Gln

ATg

hsp

Ile

T

L
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tocatoggooo
tgoogocggo
tgogogoage
tgatgocatg
cgttgaacoo
cgocogegto
totgoggate
gecottegeg
actggttcoac
gcatotogac
goagogoate
getegatatg
tgacgtogga
tgaagoggoo

tgocatgaty

cencoepacia

Ser Ala

Gly

Vval Ser

40

Thr val

55

Elu Arg

Aap

Hisg

Ala

val

Fhe

Asp

cggacggoog
cgtogacgtg
ctgggegteg
cagcacgoog
gggoocttog
atagocotbe
gacogattog
caactgooge
ogoatogogo
gtaggogbgg
gteggtoaac
cttogtegagg
gtgcagaaag
gttocatgtag

ggccgaacgt

Hisz
10

Gly

Tyr Met

25

Leu Asp

Hiz Val

Trp

Arg Arg

73

Ala
90

Loy

60

togoogateg
atgaacactt
atgooccateg
cgoctogggcg
gogatgotgo
agoagooogg
ggcggaatgc
tegttogega
gogtogoggo
CcOgoagoooog
ggcacgttoa
cggaagaage
coccagtega
goggogocct

gtotooogog

Ile Pro

Asn Gly

30

Gly
45

Trp

Asn
&0

Gly

Ser Leu

Arg Asp

Ser

Arg

Phe

Arg

Ala

Ile

togeogtegtt
egtecgegte
cogtogqooag
tocgcageog
ocgtoccgtgoa
cgacgaggto
googoacgto
cagatcoegta
tgaaggtogg
agoggogoac
googoaanag
ggocgttoca
goaccgatac
goggaaacgo

goac

val
15

zlu

FPha

Ile

Hisz

Ty

FPha

Phe

Leu
g0

ATg

Ieau Val

95

120

180

£40

300

360

420

480

5410

e00

6E0

T20

T80

&40

300

254
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Glu Cys Val Arg Arg Ser Gly Leu Arg His Ala Tyr val Glu Mat Leu
100 105 110

Cys Thr Arg Gly Val Ser Pro Thr Phe Ser Arg Asp Fro Arg Asp Ala
115 124 125

Val Asn Gln Phe Ile Ala Phe Ala Val Fro Tyr Gly Ser Val Ala Asn
130 135 140

Glu Arg Gln Leu Arg Glu Gly Leu His Leu His Val Ile Asp Asp Val
145 150 155 160

Arg Arg Ile PFro Pro Glu Ser Val Asp Pro Gln Ile Lys Asn Tyr His
165 170 175

Trp Leu Asp Leu Val Ala Gly Leu Leu Lys Gly Tyr Asp Ala Gly Ala
180 185 180

Elu Ser Val Leu Leu Lys Cys Thr Asp Gly Ser Ile Ala Glu Sly Pro
185 200 205

Gly Phe Asn Val Phe Val Val Arg Asp Gly Arg Leu Arg Thr Pro Glu
210 215 220

Arg Gly WVal Len His Gly Ile Thr Arg Gln Thr Val Fhe Glu Leu Ala
225 230 235 240

Thr Ala Met Gly Ile Asp Ala Gln Ala Ala Arg Ile Asp Asp Ala Gln
245 250 255

Leu Arg BRsp Ala Asp Glu Val Phe Ile Thr Ser Thr Ala Gly Gly Ile
260 263 270

Met Pro Val Thr Arg Leu Asn Asp Ala Thr Ile Gly Asp Gly Arg Pro
275 280 285

Gly Pro Met Thr Arg Arg Leu Phe Asp Ala Tyr Trp Ala Lys His Gly
250 285 300

Asp Pro Ala Trp Ser Leu Ala Val Asp Tyr Ala Asp Gly

3ns 310 315
210> 45

211> Bed

212> DNA

<213> alpha protecbacterium

<40> 45
ttaatatteca actggatcac gatgtttace ttecattgtge agetgocaat aggoatgoat &l

61



tatacgttte
aacaggoato
gtogacagta
ggtttgooge
gatogagaaa
ggotgtgteot
gtaattottyg
cagatgcaaa
agotatgaag
tgtgoagatg
aatttctatyg
ggaaaatoga
gteataagte
gataggtagg
<210=
=211

<212
<213=

46
287
PRT

<400> 46

Met Asp Gly

1

Asp Tyr Gly

Gly Ely

35

Trp

Gly
50

Met

Ile
65

Ile

ARla Tyr Val

Fro

Arg Asp

Glu

gacaaaggoc
BOgOCCOOgy
atgteottgog
gtaattocca
atattgaata
gotocaoght
soggtaggat
ccacactoca
oggtttteotg
aactcaacat
atttgogott
totaaatgat

gogtotgaat

tactgoocat

GEln

Fha
20

Lau

Ala Phe

Asp Ala

Ile Leu

70

Glu Phe Il

25

Arg Al

100

hEp

Len

Fhe

Leu

His

cgatattgeoo
cagtcogaggt
catgacatet
acaagacact
ctggooctto
cgtaggoago
caaoagagot
actgttettt
catoctottgg
atgoattttt
tggtgtaagy
cacctaactt
gaagaaaceco

cocat

alpha protecbacterium

Fro Ile

8 Sar

Asp

Len
40

Lys=

His
55

Met
hsn Cys
Thr

e Cyg

a Glu Asn

ES 2 599 644 T3

ggaagcaatt
tatgaagaco
aacttecaat
tacgtoegggo
ggacacgttg
ataaagooot
tggtggaaty
gotggecact
atctogactg
gagottggac
aattgacata
gaaaaatgct

ataatccaaa

Glu
10

His Ala

Ala Thr

25

Tyr

Gly Rsp His

Ser Ile Pro

Val Ala Leu

75

Arg Gly Thr

90

Areg Ilas

105

62

ggtogttogt
tegtoagegy
tettogoaaa
gttgaaacca
coattaaggt
ttgaccatat
cgaacgacat
gaaccgaacyg
aagttgggtg
aacgooacgo
tgoaaagogt
cegocacata

acggacaatt

Lys Leu

Asp Val

30

Len Asp

45

Tyr Thr

&0

Lyﬂ

Sar Lys

Ser Pro

Ala FPha Ala

110

Ser

Ala

Arg

Azn

caattottgt
ttttaagott
tgtcaaaaat
caccattggt
caatcagagt
coaaccaatyg
cogtgatoge
gaatggoaaa
aocgttootot
aattatgaag
coattcocaoyg
catgggoaac

togoctoatyg

val
15

Len

Val

His

Fhe

Ser

Ala

Eln

Asn
BO

Lys

Phe
a5

Ser

Ila Pro

120

180

240

300

380

420

480

540

e00

eel

T20

T80

40

ge4d
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Phe Gly Sar Val Ala Ser Lys Glu Gln Leu Glu Cys Gly Len His Leu
115 120 125

Ala Ile Thr Asp Val Val Arg Ile Pro Pro Ser Ser Val Asp Pro Thr
130 135 140

Val Lys Asn Tyr His Trp Leu Asp Met Val Lys Gly Leu Tyr Ala Ala
145 150 158 160

Tyr Glu Arg Gly Ala Asp Thr Ala Thr Leu Ile Asp Leu Asn Gly Asn
165 170 175

Val Ser Glu Gly Pro Gly Phe Asn Ile Fhe Ser Ile Thr Asn Gly Val
180 185 150

Yal Ser Thr Fro Asp Val Ser Val Leu Leu Gly Ile Thr Arg Gln Thr
1935 200 205

Ile Phe Asp Ile Cys Glu Glu Leu Glu Val Arg Cys His Ala Gln Asp
210 215 220

Ile Thr Val Asp Lys Leu Lys Thr Ala Asp Glu Val Phe Ile Thr Ser
225 230 235 240

Thr Ala Gly Gly Val Met Pro Val Thr Arg Ile Asp Glu Arg Pro Ile
245 250 255

Rla Ser Gly Asn Ile Gly Pro Leu Ser Lys Arg Ile Met His Ala Tyr
250 265 270

Trp Gln Len His BAsn Glu Ely Lys His Arg Asp Pro Val Glu Tyr

275 280 285
210> 47
<211> BHR2
212> DNA

=213> gamma protecbacterium

::Eg;tg:zq agoccattat ctatatcaac ggtgactate ttcoccactgte tocaggogogg &0
gtatcoccogy tggatcaggg attocktgeote ggtgatggeg tattogatgt ggtotocegeoo 120
tggaagggca acatcttcaa gotegacgee catctogate ggttotttga ctogattcag 180
gocgogogac tcaatcacga catgagtoga gacgegtgga aggaagogat catcgaaaca 240
acgogtcgea atggactoga cgatgocteog attcogettta togtgacceg cggogagococo 300
azaggggtgy ttgotgatoo cogggatttt aaaccgaogt goatogtotg gotggogocot 2el

63
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tatatottoo togoggabtga ggagaaacgo cgoaatggta
acgoggggtt teocectgobga cacccoctggac cctegttaca
teacagetga tteggeottga ggcectggag gogggttatg
cattocoggte acgtgteooga gtocageoagog agoaacctgt
ttgbtacacce cttcagoagg aattotgoge ggoattacac
gogaoogage tggacatoos ctggaaagag ogacagobos
googatgagy tottcacctg cagoacagog ggtggogogo
ggtogaacga ttegeggoas aaccoccgge cogattacee
tgggogatge gtgaaacaga coggtacgog acgoogottt
=210> 48
211> 283
«212» PBRT
«<213> gamma protecbacterium
<400> 48
Met Ser Bap Glu FPro Ile TIle Tyr Ile Asn Ely
1 5 10
Ser Gln Ala Arg Val Ser Fro Val Asp Gln Gly
20 25
GEly Val Phe Asp Val Val Ser Ala Trp Lys Gly
35 40
Asp Ala His Leu Asp Arg Phe Phe Asp Ser Ile
50 55
Asn His Asp Met Ser Arg Asp Ala Trp Lys Glu
65 70 75
Thr Arg Arg Asn Gly Leu Asp Asp Ala Ser Ile
B5 50
Arg Gly Glu Pro Lys Gly Val Val Ala Asp Pro
100 105
Thr Cys Ile Wal Trp Val Ala Fro Tyr Ile Fhe
115 120
Lys Arg Arg Asn Gly Ile Arg Leu Met Ile Ser
130 135

64

ttogootgat
aatgootoga
acgatgoget
ttatogtoaa
gggacaccat
gtgegttoga
ttooggtoag
aggoaatoga

aa

Bap Tyr

Phe Lau

30

Bzn Ile

45

Gln
&0

Ala

Ile

Rla

Phe

Asp

Arg

Ala
1258

Len

Ala
140

Thr

Leu

Lew

Bhe

Ala

Ile

Ile

Phe

110

hsp

Arg

gattagogog
cogoctgoat
ttggctogat
gaatggtgtg
totcogagetao
tgtotatate
ggaggtogoa

caacgegtat

FPro Leu

15

Gly RAsp

Len

Lvys

ATg

The
80

Glu

val Thr

a5

Lys Pro

Glu

Glu

Gly Phae

420

480

540

600

e&0

T20

T80

40

gg2



Pro Ala

145

Ser GEln

TP

Fhe

Leu Arg

210

Asp Ile

225

Ala

Glu

Thr

Gln

Tyr Ala

Asp

Leu

Ile

185

Gly

Pro

=Zlu

Val

Ala

275

Thr

Thr

Ile

Asp

180

Val

Ile

Trp

val

Ala

260

Ile

Bro

Laaa

Arg

1865

His

Lys

Thr

Lys

FPhe

245

Gly

Az=p

Leu

Asp

150

Leu

Sar

Asn

Glu

230

Thr

Aryg

Asn

Fro

Glu

Gly

Gly

hsp

215

Cys

Ala

Arg

Ala

His

Val

200

Thr

Gln

Ser

Ila

Tyr
280

290

210> 49
<211l>
<21 2>

<213>

DMA
<400> 43

atgggcattyg
gatacacegg
tttgocggtg
agoatttttyg
catggoaata
ctgogtctgg
agocotgageo
cgtaaaggog

tatctgtggg
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ataceggoas
caggcagogt
gtgttgoatg
atacoggbtt
tbtttegbot
atageggtta
agctgogtga
aaaaagatct

catttocteo
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cagoaatetg
tattcagtat
gattgaaggt
tggtcatage
goggogatoat
taccaaagat
aagotttgtt
gagcaaactg

ggcagageag
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Tyr Lys Cys

155

Leu Glu

170

Ala

val Glu

185

Sar

Leu Tyr Thr

Ile Leu Glu

Lau Ala

235

Sar

Thr Ala

250

GEly

Gly Thr

265

Ala Met

Trp

gttgoagtiyg
agcegattatg
gaatatctge
gatetgacct
ctggategte
gaactggoog
aatctgacoa
acccatcagg

atttttggoa

65

Lzt

Gly

Sar

Fro

L

220

Fhea

GEly

Thre

Asp

Tyr

Ala

Sar

205

Ala

hsp

Ala

Fra

Glu
285

Arg

Asp

Ala

150

Ala

The

Val

Leu

Gly

270

Thr

Laaii

Asp

175

sSar

Gly

Glu

Tyr

Pro

255

Pra

Aep

His

160

Ala

Asn

Ile

L

Ile

240

Wal

Ile

Arg

aacogggtge

aaattgatta
ctgoagaaga
ataccgtitge
tgetggatgy
atattaccaa
ttaccogtgg

tgtatattta

cocaccgoagt

aatteogtgaa
tagoagoeoog
tgcaaaaatt
acatgtttgg
tgoacgtaaa
aaaatgtgtg
ttatggtaaa

tgocattoog

tgtteogegt

&0

120

1380

240

300

360

420

480
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catgttegte
gatotgacog
gatgocgata
aaactggcaa
attgoceoggtg
gatgoogatyg
gatggtgtte
ttttgggeac
<210>
<211

<212>
213>

50
337
PRT

<400= 50

Met Gly Ile
1

gtgooggtog
cagcaagott
attgtgttge
gococgagoog
caatgggtat
gaattatggo
ogattggtga

tgatggatga

Asp Thr

Gly
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taatacogtt
tgaagoaaaa
agaaggtceg
taatgoactg
tgaagoagoa
agttaccacc
tggtgaacey

acctggteeg

Mycobacterium vanbaalenii

Thr Ser

hsn

gatccgacoa
gatcgtggtyg
ggttttaacyg
cogggtatta
ctgogtgatg
geaggoggty
ggtocoggtta

ctgattgaag

Leu Val

10

Ala Ile

Tyr Glu

GElu Gly

50

Thr
65

Gly

His Gly

Gly

Ala Asp

Phe val

130

Lys
145

Arg

Ile

35

Elua

Fhe

Asn

Arg

Ile

115

Azn

zlu

hep

Tyr

Gly

Ile

lnhl'ﬂ-

100

Thr

Leu

Sar

hsp

Tyr

Leu

His

Phe

BS

Le

Lys

Thr

Liy=

Thr

S5ar

Bro

Sar

70

Arg

Arg

Lys

Ile

Lau
150

Pro

Sar

Ala
55

hsp

Leu

Leuw

Cys

Thr

135

Thi

Ala

Fro

40

Glu

L

Gly

Asp

Val

120

Arg

His

Gly

Fhe

Asp

Thr

A=p

Ser

105

Ser

Gly

Gln

Ser

Ala

Ala

Tyr

His

0

Gly

Leu

TE"I‘

Val

Val

Gly

Lys

Thr

75

Leu

Tyr

Ser

Gly

Tyr

155

66

ttaaaaatta
cacgtacoge
totgoattgt
cacgtaaaac
ttaccagcococa
ttaccoogat
cogttgocat

caattcagta

Ala Val

Ile Gln

30

Val
45

Gly

Ile
&0

Ser

Val Ala His

Asp Arg

Thr Lys

110

Gln Lsu

125

Ly=a
140

Arg Lys

Ile Tyr Ala

Glu

toagtggggt
aattctgatg
gaaagatggt
cghtgktttgaa
tgaactgtat
taataccctyg
togtgatogt

ttaa

Fro
15

Gly

Tyr

Ala

Ile

Lﬂp

Arg

Ser

Trp

Fhe

Val

Le=u

95

Glu

Glu

Gly

Ila

Rsp

Ile

hsp

Trp

80

Asp

Ser

zlu

Pro
160

600

660

TZ0

T80

240

200

860

1014



Tyr

Val

Thr

Alz

Cys

225

Lys=s

Thr

Asp

Thr

Ila

305

FPhe

Tyr

Leu

Val

Ila

Lya

210

val

Leu

wval

val

Thr

290

Gly

Trp

Trp

Pro

Lys

135

Rap

Ala

Ala

Fhe

Thr

275

Ala

Asp

Ala

Ala

Arg

180

Asn

Arg

Glu

Ser

Glu

260

Sar

Gly

Gly

Lan

Fhe
165

His

Ely

Gly

Pro

245

Ila

His

Gly

Glu

Met
325

Fro

val

Gln

Ala

Pro

230

Ser

Ala

Glu

Val

Fro

210

Asp

Fro

Arg

Trp

Arg

215

Gly

Gly

Leu

Thr

235

Gly

E1lu
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Ala

Arg

Gly

200

Thr

Phe

Asn

Ala

Tyr

280

Pro

Fro

Pro

Glu

Ala

185

Rhep

Ala

Aan

Ala

Met

265

RAsp

Ile

Val

Gly

Gln

170

Gly

Leu

Ile

Val

Lan

250

Gly

AsSn

Thr

Fro
330

67

Il=

Arg

Thr

Leu

Cys

235

Fro

Ile

Asp

Thr

Val

313

Lau

Fhe

Azn

Ala

Met

220

Ile

Glui

Glu

Liau

300

Rla

Ile

Gly

Thr

Ala

205

Asp

val

Ile

Ala

Ile

285

Asp

Ile

Glu

Thr

Val

1390

Ala

Lys

Thr

Ala

270

Gly

Arg

Ala

Thr

175

Asp

Fhe

Asp

Asp

255

Loid

Ala

wval

hsp

Ile
335

Bla

Pro

Elu

Ban

Gly

240

Ly=s

Val

Pro

Arg
320

Eln
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacion de una amina quiral épticamente activa, que comprende hacer reaccionar al
menos un receptor de amino con al menos un donante de amino con una w-transaminasa (R)-selectiva preparada
mediante un método que comprende las siguientes etapas:

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

b) realizar la busqueda en el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula de consulta para identificar
un grupo de primeras secuencias de biomoléculas diana, en donde las primeras secuencias de biomoléculas diana
tienen un grado de identidad de secuencia de al menos el 20% con respecto a la secuencia de biomolécula de
consulta, calculado a nivel de aminoacidos,

c) seleccionar en el grupo de primeras secuencias de biomoléculas diana un grupo de segundas secuencias de
biomoléculas diana, que no comprenda, a nivel dprocesoe aminoacidos, al menos una de las siguientes
estructuras de aminoacido c1) a ¢3) con

c1) en la posicion 95 a 97 una secuencia de aminoacidos Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoacido lle, Val, Leu,
Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoacido Arg o Lys, o

c2) en la posicion 97 a 99 una secuencia de aminoacidos Tyr Xaa GIn, siendo Xaa un aminoacido y en la region
de la posicion 105 a 111 una secuencia de aminoacidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 un aminoacido, que
preferiblemente es His, o

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

y que comprende

c4) en la posiciéon 95 un aminoacido distinto de Tyr, Arg, Lys, o en la posicion 95 Tyr, pero en la posicion 97 no
ArgolLys,y

c5) en la posicion 40 no Lys o Arg, y
c6) en la region de la posicion 161 a 165 al menos Lys
para identificar un grupo de segundas secuencias de biomoléculas diana, y

d) proporcionar una biomolécula que tenga la segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c)
y que sea, o que codifique al menos parcialmente, una proteina con la actividad de una w-transaminasa (R)-
selectiva,

y obtener la amina quiral 6pticamente activa.

2. El proceso segun la reivindicacion 1, en el que la biomolécula es una proteina y la secuencia de biomolécula es
una secuencia de aminoacidos.

3. El proceso segun la reivindicacion 1, en donde la biomolécula es una molécula de DNA y la secuencia de
biomolécula es una secuencia de DNA.

4. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el banco de biomoléculas es una
base de datos de biomoléculas y la base de datos de biomoléculas se utiliza para la busqueda de la etapa b) con
una herramienta de alineamiento de secuencias de biomoléculas, en particular BLAST.

5. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la proteina o la molécula de DNA
proporcionadas en la etapa d) se proporciona mediante sintesis partiendo de cero.

6. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3, en donde el banco de biomoléculas es un banco de
genes y el banco de genes se utiliza para la busqueda de la etapa b) con una molécula de secuencia de DNA de
consulta.

7. El proceso segun la reivindicacion 6, en donde en la etapa c) se usan cebadores de secuencia de DNA para
seleccionar el grupo de segundas secuencias de biomoléculas.

8. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la secuencia de biomolécula de

consulta es una secuencia que representa toda una w-transaminasa (R)-selectiva funcional, o una parte de la
misma.
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9. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la w-transaminasa (R)-selectiva
usada para hacer reaccionar el al menos un aceptor de amino con el al menos un donante de amino se selecciona
del grupo de secuencias de biomoléculas que consisten en las SEQ ID NO: 1y 3.
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Figura 1 - patrén de B3APi
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Figura 2 - Sintesis asimétrica de B3API
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Figura 3 - sintesis asimétrica de C3AP
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Figura 4 - sintesis asimétrica de MPPA
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Figura 5 - sintesis asimétrica de B3AP
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