ES 2612744 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

5 é ESPANA
@NUmero de publicacion: 2 612 744
GDint. Ci.;
C12N 9/42 (2006.01)
C12N 9/24 (2006.01)

C12N 15/81 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 10.09.2009  PCT/FR2009/051701
Fecha y numero de publicacién internacional: 18.03.2010 W010029259

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  10.09.2009 E 09741395 (9)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 09.11.2016  EP 2342329

Tl'tulo: Variantes de la beta-glucosidasa con actividad mejorada y sus usos

Prioridad: @ Titular/es:

12.09.2008 FR 0856167 IFP ENERGIES NOUVELLES (50.0%)
1 & 4, avenue de Bois-Préau

L, ., 92852 Rueil-Malmaison Cedex, FRy
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la PROTEUS (50.0%)
traduccion de la patente:

18.05.2017 (™ Inventorfes:
LOPES-FERREIRA, NICOLAS;
MARGEOT, ANTOINE;

MATHIS, HUGUES y
FOURAGE, LAURENT

Agente/Representante:
VEIGA SERRANO, Mikel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2612744 T3

DESCRIPCION
Variantes de la beta-glucosidasa con actividad mejorada y sus usos
Sector de la técnica

La presente invencién se refiere a la expresion y a la optimizacion de enzimas implicadas en la degradacién de la
biomasa lignocelulésica. La presente invencion se refiere mas particularmente a variantes de la beta-glucosidasa
que tienen al menos una modificacion entre los aminoacidos situados en las posiciones 225, 238, 240 y 241 segun la
numeracion de SEQ ID NO: 2 de la beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, asi como al uso de estas variantes de
eficacia mejorada en los procedimientos de degradacién de la celulosa y en los procedimientos de producciéon de
biocombustibles (por ejemplo: etanol, butanol, isopropanol).

Estado de la técnica

La posibilidad de producir etanol a partir de celulosa ha recibido mucha atencién debido a la disponibilidad de
grandes cantidades de materia prima, asi como de la limpieza del combustible como el etanol.

Las materias primas naturales de celulosa para un proceso de este tipo se conocen como “biomasa”. Existen
muchos tipos de biomasa, incluyendo madera, residuos agricolas, cultivos herbaceos y los residuos sdlidos
municipales fueron considerados como materias primas para la produccién de biocombustibles. Estos materiales
consisten principalmente en celulosa, hemicelulosa y lignina.

La celulosa es un polimero constituido por moléculas de glucosa unidas por enlaces beta 1-4, que es muy resistente
a la degradacion o despolimerizacion por medio de acidos, enzimas o microorganismos. Una vez que la celulosa se
convierte en glucosa, se fermenta facilmente en biocombustibles, por ejemplo, etanol, utilizando una levadura.

Los métodos mas antiguos estudiados para convertir la celulosa en glucosa se basan en la hidrélisis acida. Este
proceso se puede realizar en presencia de acidos concentrados o acidos diluidos. Sin embargo, varios
inconvenientes tales como la mala recuperacion del acido en el uso de acidos concentrados y la baja produccion de
glucosa cuando se usan acidos diluidos impiden que el proceso de hidrdlisis acida se pueda comercializar.

Para superar las desventajas del proceso de hidrdlisis acida, los procesos de conversion de la celulosa se han
enfocado mas recientemente a la hidrdlisis enzimatica, usando enzimas celulasa. Esta hidrdlisis enzimatica de la
biomasa lignocelulésica (por ejemplo, celulosa), sin embargo, tiene la desventaja de ser un proceso industrial
costoso. Por lo tanto, es necesario el uso de cepas de microorganismos que secretan celulasas cada vez mas
eficientes.

Como tal, muchos microorganismos tienen enzimas que hidrolizan la celulosa, tales como hongos Trichoderma,
Aspergillus, Humicola, Fusarium asi como bacterias tales como Thermomonospora, Bacillus, Cellulomonas y
Streptomyces. Las enzimas de estos microorganismos tienen tres tipos de actividades utiles en la conversion de
celulosa en glucosa y se dividen en tres grupos: endoglucanasas, que atacan las fibras de celulosa al azar
internamente, exoglucanasas que atacan a los extremos de las fibras liberando celobiosa y las beta-glucosidasas
que hidrolizan la celobiosa a glucosa. Estas ultimos constituyen el paso limitante del procedimiento de conversion de
la celulosa. De hecho, la primera dificultad del procedimiento reside en la conversidon de la celobiosa en glucosa,
porque toda la celobiosa no hidrolizada al final del procedimiento representa una pérdida de rendimiento en la
produccién de biocombustibles.

Esta acumulacion de celobiosa es un problema importante en la hidrélisis enzimatica porque varios microorganismos
productores de celulasas, incluyendo Trichoderma, producen muy poca beta-glucosidasa. De hecho, menos del 1 %
de las proteinas totales producidas por las cepas de Trichoderma industriales son de tipo beta-glucosidasa. Esta
pequena cantidad de beta-glucosidasa tiene como resultado una baja capacidad para hidrolizar la celobiosa en
glucosa; de ahi, su acumulacion en el sistema. O una alta concentracién de celobiosa inhibe la actividad de otras
celulasas incluyendo las exoglucanasas para las que la celobiosa es el producto de reaccion final.

Se han propuesto varios enfoques para aumentar la actividad de la beta-glucosidasa en los microorganismos y en
consecuencia la conversion de celobiosa en glucosa.

Un primer enfoque consiste en afadir a las mezclas secretadas por los microorganismos beta-glucosidasa producida
exégenamente para mejorar la hidrélisis. Sin embargo, este método no es comercialmente viable debido a que es
demasiado caro.

Un segundo enfoque, como se describe en el documento W092/010581, es utilizar la ingenieria genética para
insertar nuevas copias del gen de la beta-glucosidasa en el genoma de los microorganismos, de modo que estos
ultimos producen una mayor cantidad de enzima.
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Un tercer enfoque, descrito en el documento W099/46362, es modificar genéticamente los microorganismos
mediante el uso de una construccion genética que comprende un promotor, el gen de la beta-glucosidasa madura y
la secuencia de la sefial de secrecion de xilanasa. La presencia de la secuencia sefial de secrecion de xilanasa
permite aumentar significativamente la cantidad de beta-glucosidasa producida por microorganismos.

Sin embargo, para que una hidrélisis de la biomasa lignocelulésica sea eficaz y econémicamente viable, la mezcla
de enzimas debe ser producida por una Unica cepa microbiana y debe tener proporciones equilibradas de diversas
actividades enzimaticas (incluyendo pero no exclusivamente exoglucanasas, endoglucanasas, xilanasas y beta-
glucosidasas). Por ejemplo, en las mezclas nativas de Trichoderma reesei se encuentra generalmente la presencia
de 70-80 % de exoglucanasas, 15-20 % de endoglucanasas, algunos porcentajes de hemicelulasas y
aproximadamente 0,5 % de beta-glucosidasa. Esta mezcla es adecuada para la hidrélisis de la mayoria de los
sustratos pretratados (por ejemplo, la paja de trigo explosionada por vapor de agua en condiciones acidas) con
rendimientos aceptables. En resumen, el aumento de la actividad beta-glucosidasa, si se hace por enriquecimiento
en cantidad de enzima no debe ser a costa de otras actividades enzimaticas.

En consecuencia, la posibilidad de obtener una alta actividad de beta-glucosidasa sin cambiar significativamente la
proporcion de todas las enzimas de la mezcla seria una ganancia significativa para el procedimiento de conversion
de biomasa lignocelulésica en biocombustibles.

La técnica anterior cita varias secuencias que codifican para las beta-glucosidasas modificadas. Estas secuencias
estan disponibles con los numeros de EBI: ADM94194, B2ACC4, A4R3K4 y Q2GZ54.

Objeto de la invencidn

Los solicitantes han tenido el gran mérito de encontrar, después de una extensa investigacion, un polipéptido aislado
o purificado que tiene actividad de beta-glucosidasa mejorada en relacion con la actividad de beta-glucosidasa de la
proteina BGL1 silvestre (SEQ ID NO: 2) que comprende una secuencia de aminoacidos en la que al menos un
aminoacido se modifica en comparacién con la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2, estando
dicho aminoacido modificado seleccionado de las posiciones 225, 238, 240 y 241 de la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 2 y teniendo dicha secuencia de aminoacidos al menos 75 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 2 y siendo dicho polipéptido seleccionado del grupo que consiste en

— una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14;

— una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad, preferiblemente 95 %, 98 % 0 99 % con la
secuencia SEQ ID NO: 2 y que comprende la modificacion Q225H;

— una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad, preferiblemente 95 %, 98 % o0 99 % con la
secuencia SEQ ID NO: 2 y que comprende las modificaciones V238I, T240G y T241S y

— una secuencia de aminoacidos que tiene el menos 90 % de identidad, preferiblemente 95 %, 98 % o0 99 % con la
SEQ ID NO: 2 y que comprende las modificaciones Q225H, V238I, T240G y T241S.

Ademas, los polipéptidos de acuerdo con la invencion tienen la ventaja de ser menos sensible a la inhibicién por la
glucosa y retener de ese modo una mejor actividad beta-glucosidasa en presencia de una alta concentracion de
glucosa.

En una realizacion, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que tiene una actividad beta-
glucosidasa determinada en presencia de glucosa que esta mejorada con respecto a la actividad beta-glucosidasa
de la proteina BGL1 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 2) determinada en ausencia de glucosa.

El experto puede determinar, por ejemplo, el aumento o dicho de otra manera la mejora de la actividad enzimatica
de un polipéptido de la invenciéon mediante un ensayo enzimatico utilizando el sustrato PNP-glucopirandsido. La
cantidad de para-nitrofenol obtenida después de la accién de la beta-glucosidasa podria por ejemplo ser
determinada mediante la lectura de la densidad éptica a 414 nm.

Un ejemplo de protocolo que el experto en la materia puede utilizar para determinar si un polipéptido de la invencion
tiene una actividad enzimatica mejorada en comparacion con la de la proteina BGL1 de tipo silvestre es el siguiente:

— formacién de un cultivo de reserva de E. coli que expresa un polipéptido de la invencién durante la noche a 37
oC;

— inoculacién de un medio de cultivo LB con 1 % de cultivo de reserva durante 24 h a 20 °C;

— centrifugacion durante 2 minutos a 13.000 rpm;

— resuspension de los sedimentos celulares con tampoén succinato 100 mM a pH 5 (DOeoo final 100);

— incubacién de 50 pl de células con 100 pl de tampoén succinato 100 mM a pH 5 que contiene 15 mM de pnp-
glucopiranésido durante 1h30 a 50 °C, seguido de 5 minutos en hielo;

— adicién de 150 ul de Na2COs3 0,2 M;

— centrifugacion durante 2 minutos a 13.000 rpm;
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— lectura de la densidad 6ptica a 414 nm en 150 ul de sobrenadante.

Por otra parte, los expertos en la técnica pueden usar el protocolo descrito anteriormente incubando los 50 pl de
células con 100 ul de tampdn succinato a pH 5 que contiene 15 mM pnp-glucopiranésido y 60 g/l de glucosa durante
1h30 a 50 °C, para determinar si un polipéptido de la invencién es menos sensible a la inhibicion por glucosa que la
proteina BGL1 silvestre.

En el contexto de la invencién, un aminoacido “modificado” significa un aminoacido “sustituido”, “insertado” o
“eliminado”.

De acuerdo con una realizacion, el aminoacido “modificado” esta “sustituido” en relacién con la secuencia de los
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con una realizacion, el aminoacido “modificado” esta “insertado” en relacidon con la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con una realizacion, el aminoacido “modificado” esta “eliminado” en relacion con la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que al menos dos
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos estan modificados en comparacién con la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 2, estando dichos aminoacidos modificados seleccionados de las posiciones 225, 238, 240 y 241 de la
secuencia de SEQ ID No: 2.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que al menos tres
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos estan modificados en comparacién con la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 2, estando dichos aminoacidos modificados seleccionados de las posiciones 225, 238, 240 y 241 de la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que al menos
cuatro aminoacidos de la secuencia de aminoacidos estan modificados en comparacidon con la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 2, siendo dichos aminoacidos modificados los de las posiciones 225, 238, 240 y 241 de la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que al menos uno,
al menos dos, al menos tres, o al menos cuatro aminoacidos de la secuencia de aminoacidos estan modificados en
comparacién con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2, estando dichas modificaciones seleccionadas de
Q225H, V238I, T240G y T241S.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que un
aminoacido esta modificado en comparacién con la secuencia SEQ ID NO: 2, siendo dicha modificacion Q225H.

De acuerdo con una realizacién, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que los tres
aminoacidos estan modificados en comparacion con la secuencia SEQ ID NO: 2, siendo dichas alteraciones V238l,
T240G y T241S.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido como se describe anteriormente se caracteriza por que los cuatro
aminoacidos estan modificados en comparacion con la secuencia SEQ ID NO: 2, siendo dichas modificaciones
Q225H, V238I, T240G y T241S.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido tal como se describe anteriormente comprende ademas al menos un
aminoacido modificado adicional seleccionado de las posiciones 97, 99, 100, 118, 119, 121, 123, 126, 127, 128, 130,
132, 134, 135, 140, 147, 151, 153, 163, 168, 173, 174, 177, 179, 182, 187, 193, 206, 207, 212, 217 y 621de la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido tal como se describe anteriormente se caracteriza por que dicho
aminoacido modificado adicional comprende una o mas modificaciones seleccionadas del grupo que consiste en
V971, Y99F, S100G, V118T, N119E, 1121M, E123Q, Q126E, F127Y, 1128L, E130A, V132A, A134G, S135C, S135V,
1140L, P147A, T1511, Q153H, V163T, T168A, G173A, G173S, Q174E, N177E, 1179L, V182A, V182N, T187C,
L193V, N206D, P207V, L212M, T217L, L621F y L621T.

También se describe aqui un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:

— una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12; SEQID NO: 14 o

— una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: X que tiene: i) un porcentaje de residuos idénticos respecto a la
longitud de la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 0 14 de al menos un 70 % de identidad, preferiblemente 75 %, 80 %, 85
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%, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %; ii) un porcentaje de residuos idénticos respecto a la longitud de la SEQ ID NO: X
de al menos 70 % de identidad, preferiblemente 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %.

Las variantes de secuencias de aminoacidos de la presente invencion se pueden preparar por diversos métodos
convencionales, tales como la mutagénesis aleatoria, la mutagénesis dirigida, la sintesis de genes o el barajado,
utilizando todas o parte de las secuencias de nucledtidos o de péptidos presentados en este texto. Tales variantes
incluyen, por ejemplo, deleciones y/o inserciones y/o sustituciones de residuos dentro de la secuencia de
aminoacidos de la enzima. La presente invencion se refiere a cualquier variante obtenida a partir de las secuencias
mostradas en este texto, siempre que las variantes de dichas secuencias de aminoacidos conserven una funcion
beta-glucosidasa mejorada (como se define anteriormente) para Bgl-1.

También se describe en este documento una secuencia de aminoacidos, referida en lo sucesivo, por razones
practicas SEQ ID NO: X, que cuando se alinea con la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 o 14, comprende:

a) un porcentaje de residuos idénticos respecto a la longitud de la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 o 14 de al menos
70 % de identidad, preferiblemente 75, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %; y

b) un porcentaje de residuos idénticos respecto a la longitud de la SEQ ID NO: X de al menos 70 % de identidad,
preferiblemente 75, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %.

El porcentaje de residuos idénticos respecto a la longitud de la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 o 14 se corresponde con
el numero de residuos idénticos entre la SEQ ID NO: X y la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 o 14 dividido por el nimero
de residuos en la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 o 14. Cuando se utiliza la base de datos GenomeQuest, dichos
porcentajes de residuos idénticos respecto a la longitud de la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 o 14 corresponden a
porcentajes de identidad de Interrogacion (consulta % de id), donde Interrogacion corresponde a la SEQ ID NO: 4, 6,
8,10, 12 0 14.

El porcentaje de residuos idénticos respecto a la longitud de la SEQ ID NO: X corresponde al numero de residuos
idénticos entre la SEQ ID NO: X y la SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 o 14 dividido por el nimero de residuos en la SEQ
ID NO: X. Cuando se utiliza la base de datos GenomeQuest, dichos porcentajes de residuos idénticos respecto a la
longitud de la SEQ ID NO: X corresponden a porcentajes de identidad del Asunto (% id Asunto), donde Asunto
corresponde a la SEQ ID NO: X.

La invencion también se refiere a un acido nucleico purificado o aislado que codifica para al menos un polipéptido
como el descrito anteriormente. La Tabla 1 a continuacion incluye las identificaciones de las secuencias de acidos
nucleicos y péptidos para los genes Bgl-1, los genes A 'y C, asi como para los polipéptidos de la invencion.

TABLA 1
Clones Acido nucleico Polipéptido

BGL1 (silvestre) SEQ NO: 1 SEQ NO: 2
10H7 SEQNO: 3 SEQNO: 4
59B8 SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 6
164A2 SEQID NO: 7 SEQID NO: 8
100B11 SEQID NO: 9 SEQ ID NO: 10
115E1 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 12
149G7 SEQ ID NO: 13 SED ID NO: 14
Gen A SEQ ID NO: 15 SED ID NO: 16
Gen C SEQ ID NO:17 SED ID NO: 18

La invencion también se refiere a un vector que comprende un acido nucleico como se describe anteriormente.

Segun la invencion, por “vector” se entiende cualquier secuencia de ADN en la cual es posible insertar fragmentos
de acido nucleico extrafio, vectores que permiten la introduccion de ADN extrafio en una célula hospedadora.
Ejemplos de vectores son plasmidos, cosmidos, cromosomas artificiales de levaduras (YAC), cromosomas
artificiales de bacterias (BAC) y cromosomas artificiales derivados del bacteriéfago P1 (PAC), los vectores derivados
de virus.

Segun la invencion, el acido nucleico como se describe anteriormente se puede unir operativamente a un promotor,
un terminador o cualquier otra secuencia necesaria para la expresién en la célula hospedadora.

El vector de acuerdo con la invencion puede incluir también un marcador de seleccion. Por “marcador de seleccion”,
se entiende un gen cuya expresion confiere a las células que lo contienen una caracteristica que permite
seleccionarlas. Este es por ejemplo un gen de resistencia a los antibioéticos.

La invencion también se refiere a una célula hospedadora aislada que comprende o bien al menos uno de los
polipéptidos como se ha descrito anteriormente, o al menos uno de los acidos nucleicos como se describe
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anteriormente o al menos uno de los vectores como se describe anteriormente.

Los expertos en la técnica pueden introducir al menos uno de los polipéptidos, al menos uno de los acidos nucleicos
o al menos uno de los vectores como los descritos anteriormente en la célula hospedadora mediante métodos
convencionales bien conocidos. Por ejemplo, se pueden mencionar el tratamiento con cloruro de calcio,
electroporacion, el uso de una pistola de particulas.

De acuerdo con una realizacion, el experto en la materia puede introducir en la célula hospedadora y por métodos
convencionales, varias copias de un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una mayor actividad beta-
glucosidasa de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una realizacién, la célula hospedadora aislada como se describe anteriormente se selecciona de
Trichoderma, Aspergillus, Neurospora, Humicola, Penicillium, Fusarium, Thermomonospora, Bacillus, Pseudomonas,
Escherichia, Clostridium, Cellulomonas, Streptomyces, Yarrowia, Pichia' y Saccharomyces.

De acuerdo con una realizaciéon preferida, la célula hospedadora aislada como se describe anteriormente se
selecciona de Trichoderma reesei, Trichoderma viridae, Trichoderma koningii, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans,
Aspergillus wentii, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Neurospora crassa, Humicola grisae, Penicillium
pinophilum, Pénicillium oxalicum, Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Clostridium saccharolyticum,
Clostridium benjerinckii, Clostridium butylicum, Pichia pastoris, Yarrowia lipolityca y sus mezclas.

De acuerdo con una realizaciéon preferida, la célula hospedadora aislada como se describe anteriormente es
Trichoderma reesei.

La invencién también se refiere al uso de cualquiera de los polipéptidos descritos anteriormente para la hidrélisis de
beta-oligosacaridos.

La invencion también se refiere al uso de uno cualquiera de los polipéptidos descritos anteriormente para la hidrdlisis
de la celobiosa en glucosa.

La invencién también tiene por objeto la utilizacién de uno cualquiera de los polipéptidos descritos anteriormente
para la produccién de biocombustible.

De acuerdo con la invencion, el término biocombustible puede ser definido como cualquier producto de la
transformacion de la biomasa que se puede utilizar con fines energéticos. Por un lado, y sin querer imponer ninguna
limitacion, se puede citar a titulo de ejemplo, productos de biogas que se pueden incorporar (posiblemente después
de su tratamiento) a un combustible o ser totalmente un combustible, tales como alcoholes (etanol, butanol y/o
isopropanol segun el tipo de organismo de fermentacion utilizado), disolventes (acetona), acidos (acido butirico),
lipidos y sus derivados (acidos grasos de cadena corta o larga, ésteres de acidos grasos), asi como hidrégeno.

Preferiblemente, el biocombustible de acuerdo con la invencidon es un alcohol, por ejemplo etanol, butanol y/o
isopropanol. Mas preferiblemente, el biocombustible de acuerdo con la invencién es etanol.

En otra realizacion, el biocombustible es biogas.

Ademas de la produccion de biocombustible, los polipéptidos que tienen una actividad de beta-glucosidasa mejorada
de acuerdo con la invenciéon también se puede utilizar en otros tipos de aplicaciones en las que catalizan la hidrdlisis
de diversos sustratos, lo que permite la liberacion de una variedad de aromas. Por ejemplo, se pueden utilizar para
liberar aromas de frutas catalizando varios glucésidos presentes dentro de estas frutas o incluso pueden hidrolizar
las beta-glucosidasas monoterfenil de las uvas que representan una fuente importante de sabores para el vino. Por
lo tanto, los polipéptidos que tienen una mejor actividad beta-glucosidasa de acuerdo con la invencion se pueden
utilizar en varias areas, incluyendo en perfumeria, industria alimentaria, enologia, etc.

Las cepas de hongos filamentosos, preferiblemente Trichoderma, mas preferiblemente T. reesei, capaces de
expresar al menos un polipéptido de acuerdo con la invencién se cultivan en fermentadores en presencia de un
sustrato de carbono, tales como lactosa o glucosa, seleccionados para el crecimiento del microorganismo. En una
realizacion, este sustrato carbonado, por su naturaleza, se introduce en el fermentador antes de la esterilizacion o se
esteriliza por separado y se introduce al fermentador después de la esterilizacién de este ultimo para obtener una
concentracion inicial de 20 a 35 g/l.

A continuacion se afiade una solucion acuosa que contiene el sustrato elegido para la produccién de enzimas. Una
composicion enzimatica que actua sobre la biomasa lignoceluldsica producida por hongos finalmente se recupera
por filtraciéon del medio de cultivo. Esta composicion, en particular incluye endoglucanasa, exoglucanasa y la beta-
glucosidasa de acuerdo con la invencién. En una realizacién, la solucidon acuosa que contiene el sustrato elegido
para la produccion de enzimas se prepara a una concentracion de 200 a 250 g/l; esta solucion debe contener el
sustrato inductor tal como lactosa. Esta solucion acuosa se inyecta después del agotamiento del sustrato carbonado
inicial a fin de proporcionar una cantidad optimizada, comprendida entre 35 y 45 mg/g de células (“lote alimentado”).
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Durante esta fase de “lote alimentado”, la concentracion residual de azucar en el medio de cultivo es menor que 1 g/l
y las enzimas que actuan sobre la biomasa lignoceluldsica son secretadas por el hongo. Estas ultimas pueden
recuperarse por filtracion del medio de cultivo.

La invencion tiene por objeto una composicién enzimatica que actua sobre la biomasa lignoceluldsica, estando
producida dicha composicidon enzimatica por hongos filamentosos y que comprende al menos un polipéptido que
tiene una actividad beta-glucosidasa mejorada con respecto a la actividad beta-glucosidasa de la proteina BGL1 de
tipo silvestre.

Finalmente, la invencion tiene por objeto un procedimiento de produccion de biocombustible a partir de biomasa que
comprende las siguientes etapas:

— suspender en fase acuosa el material a hidrolizar;

— afadir una composicién enzimatica que actua sobre la biomasa lignocelulésica como se describe anteriormente;
— dosificar los azucares liberados;

— separar la solucién de azucar de la fraccion sélida no hidrolizada;

— fermentar la solucién de azucar;

— separar el biocombustible del caldo de fermentacion.

En una realizacion, el material a ser hidrolizado se suspende en una fase acuosa a razén de 6 a 40 % de materia
seca, preferiblemente de 20 a 30 %. El pH se ajusta entre 4 y 5,5, preferiblemente entre 4,8 y 5,2 y la temperatura
entre 40 y 60 °C, preferiblemente entre 45 y 50 °C. La reaccidon de hidrdlisis se inicia mediante la adicion de la
composicion de enzima que actua sobre la biomasa lignocelulésica; la cantidad normalmente utilizada es de 10 a 30
mg de proteinas excretadas por gramo de sustrato pretratado o menos. La reaccion dura generalmente de 15 a 48
horas. La reaccion se sigue mediante el ensayo de azucares libres, en particular la glucosa. La solucion de azucar
se separa de la fraccién sdlida no hidrolizada, constituida esencialmente por lignina, por filtracion o centrifugacion;
esta se utiliza para la fermentacion.

En una realizacién, el biocombustible puede separarse del caldo de fermentacién por destilacion.

Otro objeto de la invencidn es un procedimiento de produccion de biocombustible a partir de biomasa, caracterizado
por que comprende las siguientes etapas:

— suspender en fase acuosa la biomasa a hidrolizar;

— afadir simultdneamente una composicién enzimatica que actia sobre la biomasa lignocelulésica como se
describe anteriormente y un organismo de fermentacion;

— separar el biocombustible del caldo de fermentacion.

De acuerdo con esta realizacion, la celulosa presente en la biomasa se convierte en glucosa y, al mismo tiempo, en
el mismo reactor, el organismo de fermentacion, tal como una levadura) convierte la glucosa en el producto final de
acuerdo con un procedimiento de SSF (sacarificacién simultanea y fermentacion) conocido por la persona experta
en la materia. De acuerdo con las capacidades metabdlicas e hidroliticas del organismo de fermentacion, el buen
desarrollo de la operacion puede requerir la adicion de una cantidad mas o menos grande de la mezcla celulolitica
exogena.

En otra realizaciéon, un mismo organismo de fermentacion puede ser capaz de convertir la glucosa en biomasa y la
glucosa en el producto final.

El uso del polipéptido que tiene actividad beta-glucosidasa mejorada de acuerdo con la presente invencion tiene por
lo tanto la ventaja de obtener un mejor rendimiento de la produccion de glucosa. Por lo tanto, la presente invencion
permite utilizar menos enzima que antes, lo que tiene una ventaja econdmica, siendo menor el coste de la
produccién del biocombustible.

Descripcion de las figuras

Otros aspectos, objetos, ventajas y caracteristicas de la invencidon se presentaran a la lectura de la memoria
descriptiva no restrictiva que sigue y que describe realizaciones preferidas de la invencion dadas a modo de ejemplo
y de la figura 1.

La Figura 1 es un grafico que representa la mejora de la actividad beta-glucosidasa para las variantes 149G7,
100B11, 115E1 en comparacion con el gen parental BGL1, en presencia de glucosa.

La Figura 2 es un grafico que representa la actividad beta-glucosidasa especifica de las mezclas enzimaticas
producidas en matraces por los clones transformados (100B11, 164A2 y 115E1) y la cepa de partida CL847. Se
muestra la cepa CL847-bgl1+ a titulo comparativo.
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La Figura 3 es un grafico que representa los resultados de los hidrolizados (glucosa liberada) para las enzimas
producidas por la cepa de referencia (CL847) y la variante (100B11).

Descripcion detallada de la invencidén

Ejemplos

EJEMPLO 1: 12 ronda de barajado

La secuencia del gen de la beta-glucosidasa Trichoderma reesei (gen parental BGL1, SEQ ID NO: 1) se someti6 a
una primera ronda de barajado de acuerdo con el método patentado descrito en el documento EP 1104457B1 con el
gen de la glucosidasa putativo de Chaetomium globosum (gen A) (SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 (secuencia de la

proteina)) que tiene 70 % de identidad con el gen parental BGL1.

1- Cribado de alto rendimiento

Se utilizé un ensayo de cribado de alto rendimiento para seleccionar los mejores clones obtenidos del barajado
aleatorio de estas dos secuencias, es decir, los que tienen un factor de mejora mayor que 2 a nivel de la actividad de
la beta-glucosidasa en comparacion con el gen parental BGL1 de T. reesei.

El ensayo de cribado del banco en la primera ronda de barajado se realiz6 de acuerdo con las siguientes etapas:

— aislamiento en agar de diferentes colonias de E. coli que expresan las variantes de barajado de la enzima
recombinante de acuerdo con la invencion y pre-cultivos en medio LB de dichas colonias durante la noche a 37
oC;

— inoculacion de un medio LB al 3 % con el pre-cultivo y 4 h de incubacion a 37 °C;

— inducciéon de la expresion de las variantes por adicion de isopropil-beta-tio-galactésido (IPTG) 100 ym e
incubacién a 20 °C durante la noche;

— centrifugacion durante 2 minutos a 13.000 rpm;

— resuspension de los sedimentos celulares en 100 pl de tampdn succinato 0,1 M que contienen 2,2 mM de p-
nitrofenil-D-glucésido-6-fosfato (pNPGIc);

— 3 hdeincubacién a temperatura ambiente;

— lectura de la densidad 6ptica a 414 nm después de alcalinizar.

En estas condiciones de deteccion, se observd una mejora en la actividad beta-glucosidasa en relacion con la

enzima de referencia BGLI en varios clones, incluyendo los clones 10H7 (SEQ ID NO: 3y 4), 59B8 (SEQ ID NO: 5y
6)y 164A2 (SEQ ID NO: 7 y 8).

2 - Determinacion de la mejora de la actividad B-glucosidasa.
2-1/ En el sustrato pNPGlc

Para determinar la kcat relativa de las variantes seleccionadas en la primera ronda de barajado, se procede de la
manera siguiente:

— formacién de un cultivo de reserva de E. coli que expresa una enzima recombinante de acuerdo con la invencion
durante la noche a 37 °C;

— inoculacién de un medio de cultivo LB con 1 % de cultivo de reserva durante 24 h a 20 °C con induccién con
IPTG (250 pM);

— centrifugaciéon durante 2 minutos a 13.000 rpm;

— resuspension de los sedimentos celulares con tampdén succinato 100 mM a pH 5 (DOseoo final 100);

— incubacién de 50 pl de células con 100 pl de tampdn succinato 100 mM a pH 5 que contiene 15 mM de pnp-
glucopiranésido durante 1h30 a 50 °C, seguido de 5 minutos en hielo;

— adicién de 150 yl de Na2COs3 0,2 M;

— centrifugacion durante 2 minutos a 13.000 rpm;

— lectura de la densidad 6ptica a 414 nm en 150 pl de sobrenadante.

La Tabla 2 muestra los valores de kcat, asi como los factores de mejora obtenidos para los clones 10H7, 59B8 y
164A2 en estas condiciones experimentales.

TABLA 2: Mejora de la actividad beta-glucosidasa (resultados de los cultivos inducidos)
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Clones | Kcat (min) | Factor de mejora
10H7 590,0 8
Clones de la 12 ronda 59B8 518,6 7
164A2 1.437,3 20
Proteina de referencia BGLI 71,0 1

Los resultados muestran mejoras muy importantes de las actividades enzimaticas en comparacién con la enzima de
referencia (BGLI) para los 3 clones 10H7, 59B8 y 164A2.

2-2/ En la celobiosa

A continuacion, la mejora de la actividad de los clones 10H7, 59B8 y 164A2 se confirmd en un segundo sustrato: la
celobiosa.

Este ensayo se realizd en cultivos de E. coli que expresan una enzima recombinante de acuerdo con la invencion.
Las etapas del ensayo son las siguientes:

Inocular un medio de cultivo LB con 1 % de cultivos de reserva inducidos con IPTG e incubar durante la noche a
37 °C.

Cultivar dichas células a 37 °C hasta obtener una densidad 6ptica a 600 nm de 0,4.

— Inducir dichas células con IPTG 250 uM a 20 °C durante 20 horas.

Lavar los sedimentos celulares tres veces en un tampdn succinato 100 mM pH 5 para eliminar la glucosa del
medio de cultivo.

— Incubar 10 pl de dichas células con 190 pl de celobiosa 263,2 mM (250 mM final) durante 12 horas a 50 °C en
microplaca.

Exposicién:
— Mezclar e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente

— 10 pl de la reaccién anterior
— 90 pl tampdn succinato 100 mM a pH 5
— 5 pl de glucosa oxidasa 44 U/ml

— Mezclar e incubar durante 30 min a temperatura ambiente

— 10 pl de la reaccién de la glucosa oxidasa
— 2 pl de peroxidasa de rabano 10 U/ml

— 5ulde ABTS 100 mM

— 83 pl de tampédn de fosfato 50 mM pH 7,4

Leer las densidades 6pticas a 420 nm.

TABLA 3: Mejora de la actividad beta-glucosidasa (resultados de los cultivos inducidos)

Clones | Kcat (min) | Factor de mejora
10H7 69,1 13
Clones de la 12 ronda 59B8 37,7 7
164A2 213,2 41
Proteina de referencia BGLI 52 1

Del mismo modo, los resultados mostraron mejoras muy significativas de las actividades enzimaticas con respecto a
la enzima de partida (BGL1) para los clones 10H7, 59B8 y 164A2 cuando se utiliza la celobiosa como sustrato.

EJEMPLO 2: Segunda ronda de barajado

Las secuencias de los genes mejoradas obtenidas en la primera ronda de barajado se someten posteriormente a
una segunda ronda de barajado (siempre de acuerdo con el método patentado descrito en el documento
EP1104457B1). Para aumentar la diversidad genética, se afiade por lo menos un gen que codifica para una beta-
glucosidasa que tiene un 70 % de identidad. En este ejemplo especifico, se utilizé el gen de la glucosidasa putativo
de Neurospora crassa (gen C) (SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 (secuencia de la proteina)).

1- Cribado de alto rendimiento
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Un ensayo de cribado de alto rendimiento como el descrito anteriormente (con la excepcion de la etapa de induccion
con IPTG, ya que la mejora obtenida en la primera ronda de barajado permite la deteccion de la actividad beta-
glucosidasa basada unicamente en el control del promotor) se realizé en los clones obtenidos después de esta
segunda ronda de barajado, para seleccionar los mejores clones, es decir, los que tienen un factor de mejora mayor
que 2 a nivel de la actividad de la beta-glucosidasa en comparacion con el clon 164A2.

En estas condiciones de cribado, se encontré una mejora de la actividad beta-glucosidasa respecto a la enzima de
referencia (164A2) en varios clones, concretamente en los clones 100B11 (SEQ ID NO: 9y 10), 115E1 (SEQ ID NO:
11y12).

2 - Determinacién de la mejora de la actividad B-glucosidasa.

2-1/ En el pNPGIc

Para determinar la kcat relativa, se midieron las actividades de los clones 100B11 y 115E1 mediante el ensayo de
actividad como se describe anteriormente.

La tabla 4 muestra los valores de kcat, asi como los factores de mejora obtenidos para los clones 100B11 y 115E1
en estas condiciones experimentales.

TABLA 4: Mejora de la actividad beta-glucosidasa (resultados de los cultivos inducidos)

Clones | Kcat (min') | Factor de mejora
Clones de la 22 ronda | 100B11 4342,8 3,0

115E1 3989,2 2,8
Proteina de referencia | 164A2 1437,3 1

Los resultados muestran mejoras muy importantes de las actividades enzimaticas en relacién con la enzima de
referencia (164A2) y (BGLI) (X60) para los clones 100B11 y 115E1.

2-2/ En la celobiosa

La mejora de la actividad de los clones 100B11 y 115E1 se confirmd a continuaciéon en un segundo sustrato: la
celobiosa.

Para determinar la kcat relativa, las actividades de los clones 100B11 y 115E1 se midieron mediante el ensayo de
actividad como se describe anteriormente usando celobiosa como sustrato.

TABLA 5: Mejora de la actividad beta-glucosidasa (resultados de los cultivos inducidos)

Clones | Kcat (min*') | Factor de mejora
Clones de la 22 ronda | 100B11 387,2 1,8

115E1 406,4 1,9
Proteina de referencia | 164A2 213,2 1

Del mismo modo, los resultados muestran mejoras significativas de las actividades enzimaticas en relacion con la
enzima de referencia (164A2) para los clones 100B11 y 115E1 cuando se utiliza la celobiosa como sustrato.

EJEMPLO 3: 32 ronda de barajado

Las secuencias de los genes mejoradas obtenidas en la segunda ronda de barajado se someten posteriormente a
una tercera ronda de barajado (siempre de acuerdo con el método patentado descrito en el documento
EP1104457B1). Para aumentar la diversidad genética, se afiade por lo menos un gen que codifica para una beta-
glucosidasa que tiene un 70 % de identidad. En este ejemplo especifico, se utilizd el gen de la glucosidasa putativo
de Neurospora crassa (gen C) (SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 y el gen de la glucosidasa putativo de Chaetomium
globosum (gen A) (SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16).

1- Cribado de alto rendimiento

Un ensayo de cribado de alto rendimiento como el descrito anteriormente (con la excepcion de la etapa de induccion
con IPTG, ya que la mejora obtenida en la primera ronda de barajado permite la deteccion de la actividad beta-
glucosidasa basada unicamente en el control del promotor) se realizé en los clones obtenidos después de esta
tercera ronda de barajado, para seleccionar los mejores clones, es decir, los que tienen un factor de mejora mayor
que 2 a nivel de la actividad de la beta-glucosidasa en comparacién con el clon 115E1.
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En estas condiciones de cribado, se encontré una mejora de la actividad beta-glucosidasa respecto a la enzima de
referencia (115E1) en varios clones, concretamente en el clon 149G7 (SEQ ID NO: 13y 14).

2 - Determinacidén de la mejora de la actividad B-glucosidasa.

2-1/ En el pNPGIc

Para determinar la kcat relativa, la actividad del clon 149G7 se midi6 mediante el ensayo de actividad como se
describe anteriormente.

Los resultados muestran una mejora de la actividad enzimatica del clon 149G7 de 2,4 veces con respecto al clon
115E1 y de mas de 100 veces con respecto a BGL1.

EJEMPLO 4: Actividad B-glucosidasa mejorada en presencia de glucosa

Para comparar la actividad de los clones 149G7, 100B11, 115E1 con BGLI, la actividad de estos clones se midio
mediante el ensayo de actividad como se describe anteriormente en el pNPGIc en presencia de 60 g/l de glucosa en
el medio de reaccion (producto de la reaccion).

La Figura 1 muestra que el clon 149G7 retiene 61 % de su actividad en presencia de 60 g/l de glucosa mientras que
la proteina parental de referencia BGLI no retiene mas que el 27 %.

Aunque la presente invencién ha sido descrita anteriormente por medio de ejemplos de sus realizaciones preferidas,
se entiende que se puede modificar sin apartarse del espiritu y la naturaleza de la invencién como se define en las
reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO 5: Transformacion de T. reesei con las variantes mejoradas de beta-glucosidasas

Cada gen correspondiente a las variantes 115E1, 100B11 y 164A2, se clono en un vector que permite la expresion
en Trichoderma reesei con seleccion por higromicina. El gen se coloca bajo el control de un promotor fuerte cbh1,
inducible junto con otras celulasas de T. reesei.

La transformacion de Trichoderma reesei se llevd a cabo de acuerdo con métodos convencionales conocidos por los
expertos en la técnica (transformacién de protoplastos por impacto de calcio y seleccidon con higromicina 50 ug/ml).
Los transformantes se purificaron mediante esporulacion y se subcultivaron dos veces en medio selectivo para la
eliminacion de clones inestables. La integracion del ADN de interés se verificd después por PCR de acuerdo con el
método descrito por Yu et al., Fungal Genet. Biol. (2004); 41(11):973-981.

Los clones positivos en la PCR se evaluaron a continuacion para la produccion de celulasas en matraces. Algunas
esporas de cada clon se utilizaron para inocular 50 ml de medio PD Broth (Difco). Los matraces se incubaron 72
horas a 30 °C con agitacion a 150 rpm. Después de 72 horas este precultivo sirve para inocular 30 % de un medio
de produccion de celulasas que tiene la siguiente composicion: lactosa (20 g/l) celulosa Solka-Floc (20 g/l), peptona
(5 g/l), KH2PO4 (15 g/l), (NH4)2SO4 (5 g/l), CaClz (0,6 g/l), MgSOs4 (0,6 g/l), FeSO4 (0,005 g/l), MnSO4 (0,0014 g/l),
ZnS04 (0,0014 g/l), CoCl2 (0,0037 g/l), acido maleico (11,6 g/l), Tris (12,1 g/l) y NaOH (2,08 g/l).

Los cultivos se incubaron a 30 °C a 150 rev/min de agitacion. Después de 5 dias los cultivos se centrifugaron y la
concentracion de proteinas del sobrenadante se mide por el método de Bradford. La actividad beta-glucosidasa de
los sobrenadantes se midié por hidrolisis del sustrato croméforo p-nitrofenil-beta-D-glucésido (pNPG) en las
siguientes condiciones:

50 mM de tampon citrato a pH 4,8
5 m; de pNPG

— 10 pl de muestra

— incubacién a 50 °C durante 30 min.

La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 pl de carbonato de sodio al 2 %. La cantidad de para-nitrofenol
liberada por la hidrélisis de pNPG se midi6 mediante la medicién de la absorbancia a 410 nm y se comparé con un
patrén de para-nitrofenol. La reaccion fue lineal desde 25 hasta 400 um de para-nitrofenol.

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos para cada variante (un ejemplo por variante) en comparacion con las
actividades medidas con una cepa no transformada (CL847) y con una cepa transformada con la beta-glucosidasa
nativa de T. reesei (CL847-bgl1+).

La Tabla 6 presenta los factores de mejora con respecto a las cepas de partida CL847 (Durand et al, Enzyme
Microb. Technol., 1988; 10:341-346) y CL847-bgl1+, que sobreexpresan la beta-glucosidasa bg/1 nativa de T. reesei.
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la Figura 2.)
Clones Factor de aumento
CL847 -
CL847-bgl1+ 2,9
100B11 26,2
164A2 22,3
115E1 12,1

EJEMPLO 6: Actividad enzimatica de una composicion de celulasa producido por un transformante De T.

reesei expresando mejorada beta-glucosidasa
La variante 100B11 del Ejemplo 5 se utiliz6 para producir celulasas en un fermentador de 2L.

La produccion de celulasas se lleva a cabo en un fermentador agitado mecanicamente. El medio tiene la siguiente
composicién: KOH (1,66 g/l), HsPOs 85 % (2 ml/l), (NH4)2SO4 2,8 (g/l), MgSO4, 7 H20 (0,6 g/1), CaClz (0,6 g/l),
MnSOQO4 3,2 (mg/l), ZnSOa4, 7 H20 (2,8 mg/l), CoCl2 (4,0 mg/l), FeSO4, 7 H20 (10 mg/l), macerado de maiz (Corn
Steep) (1,2 g/l), antiespumante (0,5 ml/l).

El fermentador que contiene 1,75 | de medio mineral y 70 g de lactosa se esteriliza a 120 °C y luego se siembra con
0,25 | de un pre-cultivo liquido de la cepa de Trichoderma reesei CL847. La mitad del pre-cultivo, complementado
con ftalato de potasio 5 g/l para el control de las variaciones del pH, es idéntico al del fermentador. El crecimiento del
hongo en precultivo se hace en lactosa, a una concentracién de 30 g/l. El crecimiento del indculo tiene una duracion
de 2 a 3 dias y se realiza entre 27 y 30 °C en una mesa vibratoria.

Después de 46 horas de crecimiento, el sustrato inicial del fermentador se agota y la solucién de lactosa a 250 g/l se
inyecta continuamente a un caudal de 4,5 ml/h hasta 142 horas.

La temperatura se regula a 27 °C durante la fase de crecimiento de la biomasa, a continuacion, a 25 °C hasta el final
del cultivo. El pH se regula a 5 durante la fase de crecimiento y después a 4 hasta el final del cultivo mediante la
adicion de una solucién de amoniaco que proporciona el nitrégeno necesario para la sintesis de proteinas
excretadas. El contenido de oxigeno disuelto se mantiene por encima del 15 al 20 % ajustando la aireacion y la
agitacion.

La produccién de enzimas se controla mediante el ensayo de proteinas extracelulares por el método de Folin (Lowry
Biol. Chem. 1951; 193:265-275), después de la separacion del micelio por filtracién o centrifugacion. La actividad
beta-glucosidasa fue medida segun el método descrito anteriormente (véase el Ejemplo 5) con el sustrato pNPG. La
actividad FPasa en papel de filtro se midi6 de acuerdo con el método recomendado por Mandels, et al.
Biotechnology for Biofuels, 2009; 2:21. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

TABLA 7
Cepas utilizadas para la produccién
CL847 CL847- 100B11
bgl1+

Actividad especifica beta-glucosidasa (Ul/mg) de la mezcla de 10055 45176 119677
producto celulolitico
Actividad especifica FPasa (Ul/mg) de la mezcla de producto 0,5 0,4 0,65
celulolitico
Factor de aumento de la actividad beta-glucosidasa respecto a la - 4.5 11,9
cepa CL847

EJEMPLO 7: Eficacia hidrolitica en un sustrato lignocelulésico pretratado de la mezcla celulolitica producida
por un transformante de T. reesei que expresa una beta-glucosidasa mejorada

Las mezclas celuloliticas producidas por la cepa de referencia CL847 y por el transformante que expresa la beta-
glucosidasa mejorada 100B11 del Ejemplo 6 se utilizaron para la hidrdlisis de la paja de trigo pretratada por
explosion de vapor en condiciones acidas. Los hidrolizados se llevan a cabo en un biorreactor Bio-Laffite con camisa
doble, agitado con dos tipos de agitadores del tipo “ancla de marina” en las siguientes condiciones experimentales:

— sustrato lignocelulésico diluido hasta 10 % de materia seca

— volumen de reaccion 2 |

— tampon acetato 1 M pH 4,8 (pH comprobado diariamente)

12
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— temperatura 48 °C

El conjunto se impregna durante 12 h a 300 rev/min antes de la adicion de 20 mg/g de materia seca de la enzima y
el paso a 500 rev/min. Se toman muestras a las Oh, 5h, 24h, 48h y 72h después de la adicién de las enzimas. Las
enzimas se inactivan por pasaje de la muestra 10 minutos en un bafio de agua hirviendo. La muestra se centrifugo a
continuacion y el sobrenadante se filtré antes de la determinacion de la glucosa mediante HPLC.

Los resultados se muestran en la Figura 3. Después de 24 h, la mezcla enzimética que contiene la beta-glucosidasa
mejorada producida por el transformante 100B11 ha liberado dos veces mas de glucosa que la mezcla enzimatica
producida por la cepa de referencia (CL847). El rendimiento maximo se alcanza en 24 h para la mezcla de la cepa
100B11. A las 72h todavia no se alcanza este rendimiento para la mezcla enzimatica de referencia (CL847).

La mezcla enzimatica producida por el transformante 100B11, por tanto, tiene una eficiencia notablemente superior a
la de la mezcla enzimatica de referencia (CL847) para la misma dosis de enzima. Esta propiedad se traduce en un
mayor rendimiento y productividad para una hidrélisis mas completa del sustrato. Opcionalmente permitiria reducir la
dosis de enzima a ser utilizada para obtener un resultado equivalente en la hidrdlisis. Dado el coste de las enzimas
celuloliticas, que representa una parte importante del precio de coste del bioetanol lignoceluldsico, cualquier
reduccion significativa de la cantidad de enzimas a utilizar se puede considerar como una mejora importante del
procedimiento.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> IFP PROTEUS

<120> VARIANTES DE LA BETA-GLUCOSIDASA CON ACTIVIDAD MEJORADA Y SUS USOS

<130> BFF080376

<160> 18

<170> PatentlIn version 3.3

<210>1

<211> 2235

<212> ADN
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atgcgttacc
agtcactcaa
ggaaccgcgt
'ggcatcgtga
tcraagatca
acaggcagca
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cttggtcctg
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gccgacgegg
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tgetcaagaa
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tcttcatcac
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tgcgetggea
ctcggetgag
gaaggccgca
ctggaacggce
gctatgcctt
gccgggegtt
catcggtgag
gctaggaaag
cacgggcatt
agcgaagcac
agatgaccga
tgtegettct
gtacacgctg
ctggaacgca
tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgccaac
aatcattggt
ggccttggge
cgatgccatc
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cgcegacteg

cttgecacty
gcagttgtac
ttggcaaagc
ggtccttgeg
caagacggac
caagcggect
gaggtgaagg
actcecgeagg
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tatatcctca
actctccatg
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cagcacacga
ttcaacggta
gtccccacga
ggccaggacc
aagaccaatg
atcctgecge
aaccacgcca
atgggttgggy
aataccagag

tcaggcgeat

ggtgaaggct
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ggccctttge
ctcetgeagg
Tcaatcrcca
ttggaaacac
cccteggtgt
cgacgtggga
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gcggtegeaa
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ctgcagcaaqg
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agataaggtc
atctccggcec
tcgatactcg
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cggcatccag
gctcaatcga
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gcgggcgatc gcaacaacct ggatccgtgg cacaacggea atgccctggt ccaggeggtg 1500
gccggtgeca acagcaacgt cattgttgtt gtccactccg ttggcgccat cattctggag 1560
cagattcttg ctcttccgca ggtcaaggec gttgtctggg cgggtcttce ttctcaggag 1620
agcggcaatg cgctcgtcga cgtgctgtgg ggagatgtca geccttctgg caagetggtg 1680
tacaccattg cgaagagccc caatgactat aacactcgca tegtttccgg cggcagtgac 1740
agcttcagcg agggactgtt catcgactat aagcacttcg acgacgccaa tatcacgccg 1800
cggtacgagt tcgyctatgg actgtcttac accaagttca actactcacg cctctecgte 1860
ttgtcgaccg ccaagtctgg tcctgcgact ggggecgttg tgccgggagg cccgagtgat 1920
ctgttccaga atgtcgcgac agtcaccgtt gacatcgcaa actctggeca agtgactggt 1980
gccgaggtag cccagctgta catcacctac ccatcttcag cacccaggac ccctccgaag 2040
cagctgcgag gcttigecaa gctgaaccte acgcctggtc agagcggaac agcaacgttc 2100
aacatccgac gacgagatct cagctactgg gacacggcett cgcagaaatg ggtggtgecg 2160
tcggggtegt ttggcatcag cgtgggagcg agcagccggg atatcaggct gacgagcact 2220
ctgtcggtag cgtag 2235

<210> 2

<211> 744

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 2

15



Met

Ala

val

Ala

Gly

65

ser

val

Ala

Arg

Arg

Pro

Ala

50

val

Lys

Arg

Ser

Tyr

Ala

Pro

35

Leu

Gly

Ile

Tyr

Thr
115

Arg

Asp

20

Ala

Ala

Trp

Ser

ser

100

Trp

Thr

Ser

Gly

Lys

Asn

Tyr

85

Thr

Asp

ES 2612744 T3

Ala

His

Thr

Leu

Gly

70

Pro

Gly

val

Ala

ser

Pro

Asn

55

Gly

Ser

ser

Asn

Ala

Thr

Trp

40

Leu

Pro

Leu

Thr

Leu
120

16

Leu
ser
Gly
GIn
Cys
Cys
ala

105

Ile

Ala

10

Gly

Thr

Asp

val

Leu

90

Phe

Arg

Leu

Ala

Ala

Lys

Gly

75

GlIn

Thr

Glu

Ala

ser

TYr

val

60

Asn

Asp

Pro

Arg

Thr
Ala
Asp
45

Gly
Thr
Gly

Gly

Gly

Gly

Glu

30

Lys

Ile

ser

Pro

val

110

GlIn

Pro

15

Ala

Ala

val

Pro

Leu

95

GlIn

Phe

Phe

val

Lys

ser

Ala

80

Gly

Ala

Ile



Gly

Ala

145

Phe

AsSN

Leu

Asp

GlIn

225

Thr

Gln

Thr

Thr

"Ala

305

Thr

Tyr

Asn

Ala

ser
385

Glu

130

Gly

Gly

Gly

Asn

Arg

210

Ala

Trp

Leu

Thr

Asp

290

val

Arg

Pro

val

Asn

370

Ala

Glu

Pro

val

Ile

Glu

195

Thr

Asn

Ala

Gly

val

275

Phe

Asn

Ile

ser

Arg

355

Ile

Ala

val

Leu

Asp

Gln

180

Gln

Leu

val

Cys

Phe

260

Gln

Asn

Ser

Leu

Phe

340

Ala

Leu

Ile

Lys

Gly

Pro

165

Ser

Glu

His

Ala

Glu

245

Pro

ser

Gly

AsSn

Ala

325

Asn

Ile

Pro

Ile

ES 2612744 T3

Ala

Lys

150

Tyr

val

Leu

Glu

sSer

230

Asp

Gly

Ala

Asn

Gln

310

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

ser

135

Thr

Leu

Gly

AsSn

Leu

215

val

Gln

Tyr

Asn

Asn

295

val

Trp

Ser

Arg

LyS

375

Asn

Gly

Pro

Thr

val

AFg

200

Tyr

Met

TYr

val

ser

280

Arg

Pro

Tyr

Arg

His

17

Ile

Gln

Gly

Gln

185

Glu

Thr

Cys

Thr

Met

265

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn

345

Gly

Pro

Ala

His

Gly

Ile

170

ATa

Thr

Trp

Ser

Leu

250

Thr

Leu

Trp

ser

Thr

330

val

Ile

Ala

Arg

Thr

Ile

Pro

Tyr

235

Gln

ASp

Asp

Gly

Arg

315

Gly

Gln

val

ser

Asn
395

Ile

140

Arg

Met

Ala

ser

Phe

220

Asn

Thr

Trp

Met

Pro

300

val

Gln

Gly

Leu

Ile

380

ser

Leu

Asn

Gly

LysS

ser

205

Ala

Lys

val

Asn

Ser

285

Ala

Asp

Asp

Asn

Ley

365

Ala

Pro

Gly

Trp

Gln

His

190

Asn

Asp

val

Leu

Ala

270

Met

Leu

Asp

Gln

His

350

Lys

val

Ser

Pro

Glu

Thr

175

Tyr

Pro

Ala

Asn

Pro

Thr

Met

Ala

335

Lys

Asn

val

Cys

val

Gly

Ile

ITe

Asp

val

Thr

240

Asp

His

Gly

Asn

val

320

Gly

Thr

Asp

Gly

Asn
400



Asp

Ala

Arg

Thr

Phe

465

Ala

val

ser

Lys

Leu

545

Tyr

Gly

Phe

ser

Lys

625

Leu

Gln

LyS
val
Ala
sSer
450
Ile
Gly
GIn
val
Ala
530
val
Thr
Gly
Asp
Tyr
610
ser

Phe

val

Gly

Asn

Ser

435

sSer

Thr

Asp

Ala

ASp

Ile

Ser

595

Thr

Gly

Gln

Thr

Cys

TYr

420

Ser

Gly

Ala

Arg

val

500

Ala

val

val

Ata

580

Ala

LYS

Pro

Asn

Gly
660

Gin

Ala

Asp

Asnh

485

Ala

Ile

Trp

Leu

Asn

Phe

Ala

val

645

Ala

ES 2612744 T3

Asp

Tyr

Gly

Ser

ser

470

Asn

Gly

Ile

Ala

550

ser

Phe

Ile

Asn

Thr

630

Ala

Glu

Gly

Phe

Thr

Ala

455

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

Ser

Thr

Tyr

615

Gly

Thr

val

Ala

val

GIn

440

Ala

Glu

Asp

Asn

Glu

520

Leu

AsSp

Asn

Glu

Pro

600

ser

Ala

val

Ala

18

Leu

Ala

425

val

Arg

Gly

Pro

Ser

505

GIn

Pro

val

Asp

Arg

Arg

val

Thr

GIn
665

Gly
410
Pro
Thr

Gly

Tyr

AsSn

Ile

Ser

ser

Tyr

570

Leu

Tyr

Leu

val

val

650

Leu

Met

Tyr

Ley

Lys

Ile

475

His

val

Leu

Gln

Pro

555

Asn

Phe

Glu

Ser

Pro

635

Asp

Tyr

Gly

AsSp

Ser

Asp

460

Thr

Asn

Ile

Ala

Glu

540

ser

Thr

Ile

Phe

val

620

Gly

Ile

Ile

Trp

Ala

Asn

445

val

val

Gly

val

Leu

325

Ser

Gly

Arg

Asp

Gly

aAla

Thr

Gly

Ile

430

Thr

Ala

Glu

Asn

val

510

Pro

Gly

Lys

Ile

Tyr

590

Tyr

ser

Pro

Asn

Tyr
670

5er

415

Asn

Asp

Ile

Gly

Ala

495

val

GIn

Asn

Leu

val

575

Lys

Gly

Thr

Ser

S5er

655

Pro

Gly

Thr

Asn

val

Asn

480

Leu

His

val

Ala

val

560

Ser

His

Leu

Ala

ser



10

ser Ala Pro

Arg Thr

675

Asn
690

Arg Asp Leu

705

Ser Gly Ser

Leu

<210> 3
<211> 2235
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> clon 10H7

<400> 3

atgcgttacc
agtcactcaa
ggaaccgegt
ggcatcgtga
tccaagatca
acaggcagea
atgcgccage
cttggtcctg
rtcggtaceg
tcggccgycy
gaaaccattt
gccgacgcgg
acctgggect
ccaggetatg
gggcttgaca
gctetcacca
actcgtatcce
aacatcagca
ggcatcgttc
gcegtegttg

Leu Thr

Thr Sser

Pro Gly

ser Tyr
Phe Gly

Thr
740

Leu

gaacagcagc
catcgggggc
acgacaaggc
geggtgtegg
gctatccatce
cagcctttac
gtggagagta
tggctggggc
atccatatct
tgcaggegty
cgagcgacgt
ttcacgccaa
gcgaggatca
tcatgacgga
tgtcaatgec
atgcggtaaa
tegecgeaty
gaaatgttca
tgctcaagaa

gatctgcege

ES 2612744 T3

Pro Pro

GIn Ser

695

Trp
710

Asp
Ile

Ser

Ser val

tgcgetggca

-ctcggetgag

gaaggccgcea
ctggaacyge
gctatgeett
gccgggegtt
cctgggtgcee
cctgggaaag
cgeeggeatt
cgcgaageac
cgatgaccga
tgtecgettct
gtacacgctg
ctggaacgcea
tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgecaac

aatcattggt

Gly

Thr

val

GIn Leu Arg

Thr Ala Thr

Ala ser GIn

Gly Ala ser

700

715

730

cttgecactyg
gcagttgtac
ttggcaaage
ggtccttgeg
caagacggac
caagcggect
gaggccaagg
atcccgeacy
gccatggeceg
tatatcgtca
actatgcatg
gtcatgtgcet
cagacfgtgc
cagcacacga
ttcaacggta
gtcececacga
ggccaggace
aagaccaatg
atcctgeege

aaccacgcca

19

ggccctttyc
ctoectgeagy
tcaatcteca
ttggaaacac
cccteggtat
cgacgtggga
gctgcgggat
gcggtcgeaa
agacaatcga
acgagcagga
agctgtatct
cgtacaacaa
tgaaagacca
ctgtccaaag
acaatcggct
gcagagtcga
aggcaggcta
tcagggcaat
tcaagaagcec

gaaactcgec

685

tagggcagac
gactccatgg
agataaggtec
atcteceggec
ccgattcgge
taccgagttg
tcatgtcctyg
ctgggagggce
gggcctgeag

gctcaatega
gtggccattt
ggtcaatacc
gctggggttc
cgcgaattet
ctggggteca
cgatatggtg
TCCgtegrtc
tgccagggac
cgctageatt

ctcgrgcaac

Gly Phe Ala Lys Leu

Phe asn Ile Arg Arg

Lys Trp val val Pro

720

Ser Arg Asp Ile Arg
735

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

1020
1080
1140
1200



10

gacaaaggct
ccgractteg
gttaccttga
gtcgccatcg
gcgggcgatc
gccggtgeca
cagattcttg
agcggcaatg
tacaccattg
agcttcagcg
cggtacgagt
ttgtcgaceg
ctgttccaga
gccgaggtag
cagctgcgag
aacatccgac

tcggggtegt
ctgtcggtag

<210> 4
<211>744
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> clon 10H7

<400> 4
Met
1
Ala
val

Ala

Gly
65

gcgacgacgg
tcgegeecta
gcaacaccga
TCttcatcac
gcaacaacct
acagcaacgt
ctcttcegea
cgctcgtega
cgaagagccc
agggactgtt
tcggcetatgg
ccaagtctgg
atgtcgegac
cccagetgta
gctttgccaa
gacgagatct
ttggcatcag

cgtag

ES 2612744 T3

ggccttggge
cgatgccatc

caacacgtcc
cgccgactey
ggatccgtgg
cattgttgtt
ggtcaaggcec
cgtgctgtgg
caatgactat
catcgactat
actgtcttac
tcctgcgact
agtcaccgtt
catcacctac
gctgaacctc
cagctactgg
cgtaggageg

Ala Ala

Arg Tyr Arg ;hr

Arg Ala Asp Ser His Ser
20

Pro ggo Ala Gly Thr Pro

Leu Asn

Ala Leu Ala Lys
50 55

Gly
70

val Gly Trp Asn Gly

atgggtiggy
aataccagag
tcaggegeat
ggtgaaggct
cacaacggca
gtccactccg
gttgtctggg
ggagatgtca
aacactegea
aagcacttcg
accaagttca
ggggccgitg
gacatcgcaa
ccatcttcag
acgcctggte
gacacggctt

agcagccgag

Ala
10

Ala Leu

Thr ser

Gly
25

Trp Thr

Gly
40

Leu GIn Asp

Pro Cys val

20

gttceggege
cgtettegea
ctgcagcaag
acatcaccgt
atgccctggt
ttggcgceat
cgggtcticc
gcccttctgg
tcgtttccgg
acgacgccaa
actactcacg
tgccgggagg
actctggcca
cacccaggac
agagcggaac
cgcagaaatg

atatcaggct

Leu

Ala Thr

cgtcaactat
gggcacccag
aggaaaggac
ggagggcaac
ccaggeggty
cattctggag
ttctcaggag
caagctggtg
cggcagtgac
tatcacgccg
cctetecgte
cccgagtgat
agtgactggt
ccctccgaag
aécaacgttc
ggtggtgccy

gacgagcact

Gly

Pro phe

15

Glu AJa val

30

Ala ser Ala

Ala Tyr ﬁgp Lys Ala Lys

Lys val Gly Ile val Ser
60

Gly Asn Thr ser Pro Ala
75 80

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2235



Ser

ITe

Ala

Gly

Ala

145

Phe

Glu

val

Asp

His

225

Thr

GlIn

Thr

Thr

Ala

305

Thr

Tyr

LyS

Arg

Ser

Ala

130

Gly

Gly

Gly

AsSn

Arg

210

Ala

Trp

Leu

Thr

ASp

290

val

Arg

Pro

Ile

Phe

Thr

115

Glu

Ala

Thr

Leu

Glu

195

Thr

Asn

Ala

Gly

val

275

Phe

AsSn

Ile

Ser

ser

Gly

Trp

Ala

Leu

ASp

GlIn

180

Gln

Met

val

Cys

Phe

260

Gln

ASn

Ser

Leu

Phe
340

Tyr

85

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Ser

Glu

His

Ala

Glu

245

Pro

Ser

Gly

Asn

aAla

325

Asn

ES 2612744 T3

Pro

Gly

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ala

Leu

Glu

ser

230

ASp

Gly

Ala

ASh

Gln

310

Ala

Ile

ser

Ser

Glu

Cys

Ile

Leu

Gly

Asn

Leu

215

val

Gln

Tyr

Asn

ASN

295

val

Trp

Ser

Leu

Thr

Leu

120

Gly

Pro

Ala

val

200

Tyr

Met

Tyr

val

Ser

280

Arg

Pro

Tyr

Arg

21

Cys

Ala

105

Met

Ile

His

Gly

GlIn

185

Glu

Leu

Cys

Thr

Met

265

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn
345

Leu
90

Phe

Arg

His

Gly

Ile

170

Ala

Thr

Trp

Ser

Lewu

250

Thr

Leu

Trp

Ser

Thr

330

val

Gln

Thr

Gln

val

Cys

Ile

Pro

Tyr

235

Gln

Asp

Asp

Gly

Arg

315

Gly

Gln

Asp
Pro
Arg
Leu
140
Arg
Met
Ala
ser
Phe
220
Asn
Thr
Trp
Met
Pro
300
val

Gln

Gly

Gly

Gly

Asn

Ala

Lys

Ser

205

Ala

Lys

val

Asn

ser

285

Ala

Asp

Asp

Asn

Pro

val

110

Glu

Gly

Trp

Glu

His

190

ASD

Asp

val

Leu

Ala

270

Met

Leu

Asp

Gln

Leu

a5

Gln

Tyr

Pro

Glu

Thr

175

Tyr

val

Ala

Asn

Lys

Gln

Pro

Thr

Met

Ala

335

Lys

Gly

Ala

Leu

val

ITe

ASp

val

Thr

240

ASp

His

Gly

AsSn

val
320

Gly

Thr



Asn

Ala

Ser

385

Asp

Ala

Arg

Thr

Phe

465

Ala

val

Ser

Lys

Leu

545

Tyr

Gly

Phe

ser

val

Asn

370

Ala

Lys

val

ala

Ser

450

Ile

Gly

GlIn

val -

Ala

530

val

Thr

Gly

Asp

Tyr
610

Arg

355

Ile

Ala

Gly

Asn

Ser

435

Ser

Thr

Asp

Ala

Asp

Ile

ser

595

Thr

Ala

Leu

Ile

Cys

Tyr

420

Ser

Gly

Ala

Arg

val

500

Ala

val

val

ala

Asp

580

Ala

Lys

Ile

Pro

Ile

405

Pro

Gln

Ala

Asp

Asn

485

Ala

Ile

Trp

Leu

Asn

Phe

ES 2612744 T3

Ala

Leu

ASp

Tyr

Gly

Ser

Ser

470

AsSn

Gly

Ile

Ala

Phe

Ile

Asn

Arg

Lys

Asn

Gly

Phe

Thr

Ala

4535

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

Ser

Thr

Tyr
615

360

Lys

His

Ala

val

Gln

440

Ala

Glu

ASp

Asn

Glu

520

Leu

ASp

Asn

Glu

Pro

600

Ser

22

Gly

Pro

Ala

Leu

Ala

425

val

Arg

Gly

Pro

Ser

505

Gln

Pro

val

ASp

Gly

Arg

Arg

Ile

Ala

Arg

Gly

Pra

Thr

Gly

Tyr

490

ASN

Ile

Ser

Ser

Tyr

570

Leu

Tyr

Leu

val

Ser

Asn

395

Met

Tyr

Leu

Lys

Ile

475

His

val

Leu

Gln

Pro

555

Asn

Phe

Glu

Ser

Leu

Ile

380

sSer

Gly

ASP

ser

Asp

Thr

Asn

Ile

Ala

Glu

540

Ser

Thr

Ile

Phe

val
620

Leu

365

Ala

Pro

Trp

Ala

Asn

445

val

val

Gly

val

Leu

525

Ser

Gly

ATg"

ASp

Gly

Leu

Lys

val

Ser

Gly

Ile

Thr

Ala

Glu

Asn

val

510

Pro

Gly

Lys

Ile

Tyr

590

Tyr

Ser

Asn

val

Cys

Ser

415

Asn

Asp

Ile

Gly

Ala

495

val

Gln

ASn

Leu

val

575

Lys

Gly

Thr

Asp

Gly

Asn

400

Gly

Thr

Asn

val

Asn

480

Leu

His

val

val

560

ser

His

Leu

Ala
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<210>5

Ser
Phe
GIn
Ser Ala

Leu
690

Asn

Arg Asp
70

Ser Gly

Leu Thr

VaI

Gly

Gln

Thr

Pro

€75

Thr

Leu

ser

Ser

Pro

Asn

Gly

Arg

Pro

Ser

Phe

Thr
740

Ala

val

645

Ala

Thr

Gly

Tyr

Gly

Leu

ES 2612744 T3

Thr

630

Ala

Glu

Pro

Glin

710

Ile

ser

Gly

Thr

val

Pro

ser

695

Asp

ser

val

Ala

val

Ala

LyS

Gly

Thr

val

Ala

val

Thr

Gln

665

Gin

Thr

Ala

Gly

val

val

650

Leu

Leu

Ala

ser

Ala
730

Pro
635

Asp

TYr

Arg

Thr

GlIn

715

ser

Gly

Ile

Ile

Gly

Phe

700

Lys

Ser

Gly

Ala

Thr

Phe

685

Asn

Trp

Arg

Pro
Asn
&%0
Ala
Ile
val

Asp

Ser
Ser
655
Pro
Lys
Arg

val

Ile
735

640

Gly

Ser

Leu

Arg

Pro

720

Arg

<211> 2232
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> clon 59B8

<400> 5

atgcgttacc
agtcactcaa
ggaaccgcgt
ggcatcgtga
tccaagatca
acaggcagca
atgcgccagce
cttggtcctg
ttcggtaccy
tcggeeggcg
gaaaccattt
gccgacgegy
acctgggect

¢caggcetatg

gaacagcagc
catcgggggc
acgacaaggc
gcggtgtcgg
gctatccatc
cagcctttac
gtggagagta
tggcrggage
atccatatct
tgcaggegtyg
cgagcgacgt
ttcacgccaa
gcgaggatca

tcatgacgga

tgcgctgyca
ctcggetgag
gaaggccgea
ctggaacggc
gctatgectt
gcegggegtt
cctgggtgec
cctgggaaag
cgccggeatt
cgcgaageac
cgatgaccga
tgtcgettct
gtacacgctg

ctggaacgca

cttgccacty
gcagttgtac
ttggcaaage
ggtcctigeg
caagacggac
caagcggect
gaggccaagy
atcccgeacg
gccatggecg
tatatcgtca
actatgcatg
gtcatgtgct
cagactgtgc

cagcacacga

23

ggccctitge
ctcctgeagg
tcaatctcca
ttggaaacac
ccctcggtat
cgacgtggga
gctgegggat
gcggtcgeaa
agacaatcga
acgagcagga
agctgtatct
cgtacaacaa
tgaaagacca

ctgtccaaag

tagggcagac
gactccatgg
agataaggtc
atctecggec
ccgattcggc
taccgagtty
tcatgtcctg
ctgggagggc
gggcctgeag
gctcaatcga
gtggecattt
ggtcaatacc

gctggggttc
cgcgaartct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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gggcttgaca
gctctcacca
actcgtatec
aacatcagca
ggcategtte
gccgtegtty
gacaaaggct
ccgtactteg
gttaccttga
gtcgeccateg
gcgogegatc
gccggtgeca
cagattctig
agcggcaatg
tacaccattg
agcttcageg
cggtacgagt
acctcgaccg
ctgtgggaga
gccgaggtag
cagctgcgag
aatctgcgac
gccggggagt
ctgaccgecet

<210>6
<211> 743
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> clon 59B8

<400> 6

tgtcaatgcc
atgcggtaaa
tcgecgeatg
gaaatgttca
tgctcaagaa
gatctgccge
gcgacgacgg
tcgcgeccta
gcaacaccga
tcttcatcac
gcaacaacct
acagcaacgt
ctcttecgea
cgctcgtcga
cgaagagcec
agggactgtt
tcggettegg
tcaccgccgg
cagtcgcgac
cccagetgta
gctrtgccaa
gacgagatct
ttaccgtcag

ag

ES 2612744 T3

tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgccaac
aatcattggt
ggccttggge
cgatgccctc
caacacgtcc
cgccgacteg
ggatccgrgg
cattgttgrt
ggtcaaggec
cgtgctgtgg
caatgactat
catcgactat
actgtettac
tcctgcgage
agtcaccgec
catcaccctg
gctgaagetce
cagctactgg

cgtgggagceg

ttcaacggta
gtccecacga
ggccaggace
aagaccaatg
atcetgecge
aaccacgcca
atgggttgag
aagaccagag
tcaggcgeat
ggtgaaggct
cacaacggca
gtccactccg
gttgtctgag
ggagatgtca
aacactcgca
aagcacttcg
accgagttea
ggggagacaa
agcatcacca
ccatctgecg
gagcctggtg
gacgecggec

agcagceggg

acaatcggct
gcagagtcga
aggcaggcta
tcagggcaat
tcaagaaqcc
gaaactcgee
gttccggegc
cgtettegea
ctgcagcaag
acatcaccgt
atgccctggt
ttggecgecat
cgggtcttee
geeettetygg
tcgtttecgg
acgacgccaa
cctacgcega
teeegggagy
actctggcga
Cacccagcac
ccageggagt
gaggccagty
atgtcaggct

ctggggteca
cgatatggtg
tccgtegtte
tgccagggac
cgctagcatt
ctcgtgcaac
cgtcaactat
gggcaccecag
aggaaaggac
ggagggcaac
ccaggeggtg
cattctggag
ttctcaggag
caagctyggtg
cggcagtgac
gatcgagccg
cetcteegte
cgccgecgat
ggtggaggagt
ccctccgaag
cgcaacgtrc
ggtggrgceg
gacgggcage

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2232

?et Arg Tyr Arg ;hr Ala Ala Ala Leu QAa Leu Ala Thr Gly E;o Phe

Ala Arg Ala Asp Ser His Ser Thr ger Gly Ala ser Ala Glu Ala val
20 5

24



val

Ala

Gly

65

s5er

Ile

Ala

Gly

Ala

145

Phe

Glu

val

ASp

His

225

Thr

Gln

Thr

Thr

Pro

Ala

50

val

Lys

Aryg

Ser

Ala

130

Gly

Gly

Gly

Asn

210

Ala

Trp

Leu

Thr

ASp
290

Pro

35

Leu

Gly

Ile

Phe

Thr

115

Glu

Ala

Thr

Leu

Glu

195

Thr

Asn

Ala

Gly

val

275

Fhe

ala

Ala

Trp

Ser

Gly

Trp

Ala

Leu

ASp

GIn

180

GIn

Met

val

Cys

Phe

260

Gln

Asn

Gly

Lys

Asn

Tyr

85

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Ser

Glu

His

Ala

Glu

245

Pro

ser

Gly

ES 2612744 T3

Thr

Leu

Gly

70

Pro

Gly

Thr

Gly

Tyr

ala

Leu

Glu

ser

230

AsSp

Gly

Ala

ASnh

Pro

Asn

55

Gly

ser

ser

Glu

cys

135

Ile

Leu

Gly

Asn

Leu

215

val

GIn

Tyr

Asn

Asn
295

Trp

40

Leu

Pro

Leu

Thr

Leu

120

Gly

Pro

Ala

val

Arg

Tyr

Met

Tyr

val

Ser

280

Arg

25

Gly

Gln

Cys

Cys

Ala

105

Met

Ile

His

Gly

Gln

185

Glu

Leu

cys

Thr

Met

265

Gly

Leu

Thr

AsSp

val

Leu

20

Phe

Alrg

His

Gly

Ile

170

Ala

Thr

Trp

Ser

Leu

250

Thr

Leu

Trp

Ala

Lys

Gly

75

GIn

Thr

GIn

val

Gly

Ala

Cys

Ile

Pro

Tyr

235

Gln

Asp

ASp

Gly

TYr

val

60

Asn

ASp

Pro

Arg

Leu

140

Arg

Met

Ala

ser

Phe

220

Asn

Thr

Trp

Met

Pro
300

ASp

45

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

Ser
205

‘Ala

Lys

val

Asn

Ser

285

Ala

Lys

Ila

ser

Pro

val

110

Giu

Gly

Trp

Glu

His

190

Asp

Asp

val

Leu

Ala

270

Met

Leu

Ala

val

Pro

Leu

95

Gln

Tyr

Pro

Glu

Thr

175

Tyr

val

Ala

ASn

Pro

Thr

Lys

Ser

ala

80

Gly

Ala

Leu

val

Gly

Ile

Asp

val

Thr

240

ASp

His

Gly

Asn



ala

305

Thr

TYyr

ASn

Ala

ser

Asp

Ala

Arg

Thr

Phe

465

Ala

val

Ser

Lys

Leu

545

TVYr

val

Arg

Pro

val

Asn

370

Ala

LysS

val

Ala

ser

450

Ile

Gly

GIn

val

Ala

530

val

Thr

Asn

Ile

Ser

Arg

355

Ile

Ala

Gly

Asn

sSer

433

ser

Thr

Asp

Ala

Asp

Ile

Ser

Leu

Phe

340

ala

Leu

Ile

Cys

Tyr

420

Ser

Gly

Ala

Arg

val

500

Ala

val

val

Ala

Asn

Ala

325

Asn

Ile

Pro

Ile

405

PTo

Gin

Ala

ASp

Asn

485

Ala

Ile

Trp

Leu

ES 2612744 T3

Gin

310

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

390

ASp

Tyr

Gly

Ser

Ser

470

Asn

Gly

Ile

Ala

Trp

ser

val

Trp

Ser

Arg

Lys

Asn

Gly

Phe

Thr

Ala

455

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

Pro

Tyr

Arg

ASp

360

Lys

His

Ala

val

Gln

440

Ala

Glu

ASp

Asn

Glu

520

Leu

ASp

Asn

26

Thy

Leu

Asn

345

Gly

Pro

Ala

Leu

Ala

425

val

Arg

Gly

Pro

Ser

505

Gln

Pro

val

Asp

ser
Thr
330
Va]
Ile
Ala
Arg
Gly
Pro
Thr
Gly
Tyr
Trp
Asn
Ile
ser

Ser

TYr
570

Gly
Gln
val
ser
AsSn
395
Met
Tyr
Leu
Lys
Ile
475
His
val
Leu
Gln
Pro

555

Asn

val

Glin

Gly

Leu

Ile

380

S5er

Gly

Asp

Ser

Asp

460

Thr

Asn

Ile

Ala

Glu

540

Ser

Thr

ASp

ASp

Asn

Leu

365

Ala

Pro

Trp

Ala

Asn

445

val

val

Gly

val

Leu

525

ser

Gly

Arg

ASD

Gln

His

350

Lys

val

ser

Gly

Leu

430

Thr

Ala

Glu

Asn

val

510

Pro

Gly

Lys

Ile

Met

Ala

335

Lys

Asn

val

cys

ser

415

Lys

ASp

Ile

Gly

Ala

495

val

GIn

Asn

Leu

val
575

val

320

Gly

Thr

ASp

Gly

Asn

400

Gly

Thr

Asn

val

Asnh

480

Leu

His

val

Ala

val

560

sSer
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Gly

Phe

ser

Thr

625

Leu

Glu

Ala

Lys

Leu

<210>7
<211> 2235
<212> ADN
<213> artificial

<220>

Gly
AsSp
Tyr
610
Ala
Trp
val
Ala
Leu
690
Asp

Gly

Thr

<223> clon 164A2

<400> 7

Ser ser

580

Ala Lys

595

Thr Glu phe

Gly Pro Ala

val
645

Glu Thr

Glu Gly Ala

660

Pro Ser Thr

675

Glu Pro Gly

Ser

Leu

Thr
725

Glu Phe

Ser Leu

740

Gly

ES 2612744 T3

Phe

Ile

Thr

ser

630

Ala

Glu

Pro

Ala

Trp

710

val

Thr

ser

Glu

Tyr

€15

Gly

Thr

val

Pro

ser

695

AsSp

ser

Ala

atgcgttacc
agtcactcaa
ggaaccgegt
ggcatcgtga
tccaagatca
acaggcagca
atccgcgaac

cttggtectg

gaacagcagc
catcggggyc
acgacaagge
gcggtgtegg
gctatccatce
cageetrtac
gtggacagtt
tggetgggcc

tgcgctyggcea
ctcggctgag
gaaggccgea
ctggaacggc
gctatgeett
gccgggegrt
catcggtgag
gctgggaaag

Glu Gly Leu

585

Pro
600

Arg Tyr

Ala Asp Leu

Glu Thr Ile

Thr

val

Gln
665

Ala Leu

GIn Leu

Gly val

Ala Gly Arg

val Gly

cttgccactg
gcagttgtac
ttggcaaagc
ggteettgeg
caagacggac
€aagcggect
gaggfgaagg

actcecgcagg

27

Ala
650

Ala

Ala
730

Phe Ile

Glu Phe

val
620

Ser

Pro Gly

635

ser Ile

Ile

Tyr

Arg Gly

Gly

The

Thr

Phe

Tyr
590

Lys
Phe Gly
Ser Thr
Ala

Ala

ser
655

Asn

Leu Pro

670

Ala Lys

685

Phe
700

Thr

Gly GIn

71

Ser Ser

ggccctttye
ctcctgcagy
tcaatctcca
ttggaaacac
cccteggtyt
cgacgtggga
ccteggggat
gcggtcgeaa

Asn

Trp

Arg

Leu Arg

val val

val
735

Asp

tagggcagac
gactccatgg
agataaggtc
atctecggec
tcgatactcy
tgtcaatttg
tcatgtcata

ctgggagagc

His

Leu

val

640

Gly

Ser

Leu

Arg

Pro

720

Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
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<210> 8
<211>7

ttcggtgtcg
tcggtagycy
gaaaccattt
gccgacgegg
agctgggect
ccaggctatg
gggcttgaca
gctctcacca
actcgtatcc
aacatcagca
ggecatcgttc
gcegtegttg
gacaaaggct
ccgtacttcg
gttaccttga
gtegecatcg
gcgggcgatc
gccggrgeca
cagattctig
agcggcaatg
tacaccattg
agcttcagcg
cggtacgagt
ttgtegaceg
ctgttccaga
gccgaggtag
cagctgegag
aacatccgac
tcggggtcgt
ctgtcggtag

44

<212> PRT

<213>a

<220>
<223> ¢

<400> 8

rtificia

lon 164A2

atccatatct
tgcaggcgac
€gagcaacce
ttcacgccaa
gcgaggatca
tcatgacgga
tgtcaatgcec
atgcggtaaa
tcgcecgeatg
gaaatgttca
tgctcaagaa
gatcrgccge
gcgacgacgg
tcgcgeocta
gcaacaccga
tcttcatcac
gcaacaacct
acagcaacgt
ctcttecgea
cgctcgtega
cgaagagccc
agggactgtt
tcggcratgg
ccaagtctgg
atgtcgegac
cccagetgta
gectttgecaa
gacgagatct
ttggcatcag

cgtag

cacgggcatt
agcgaagcac
agatgaccga
tgtcgettct
gtacacgctg
ctggaacgca
tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgcecaac
aatcattggr
ggccttgggc
cgatgccatc
caacacgtcc
cgccgacteyg
ggatccgtyg
cattgttgtt
ggrcaaggcc
cgrgctgtoy
caatgactat
catcgactat
actgtcrrac
tcetgegact
agtcaccgtt
catcacctac
gctgaacctc

cagctactgg
€gtgggagcg

ES 2612744 T3

gccatgggtc
tatatcctca
actctccatg
gtcatgtgct
cagactgtgc
cagcacacga
ttcaacggta
gtcececacga
ggccaggacce
aagaccaatg
atcctgecyc
aaccacgcca
atgggttggg
aataccagag
tcaggegeat
ggtgaaggct
cacaacggca
gtccactceg
gttgtctggg
ggagatgtca
aacactcgca
aagcacttceg
accaagttca
ggggccgtty
gacatcgcaa
ccatcticag
acgcetggte
gacacggctt
agcagceggg

28

aaaccatcaa
acgagcagga
agctgtatac
cgtacaacaa
tgaaagacca
ctgtccaaag
acaatcgget
gcagagtcga
aggcaggceta
tcagggcaat
tcaagaaygcc
gaaactcgec
gttcoggoge
cgtcttcgea
ctgcagcaag
acatcaccgt
atgcoctygt
ttggcgecat
cgggtettee
gcccttetgg
tcgtttoegg
acgacgccaa
actactcacg
tgccgggagg
actctggeca
cacccaggac
agagcggaac
cgcagaaatg

atatcaggct

cggcatccag
gctcaatcga
ttggccattt
gatcaatggc
gctggggttc
cgcgaattct
ctggggteca
cgatafggtg
tcegtegtte
tgccagggac
cgctagcatt
ctcgtgcaac
cgtcaactat
gggcacccag
aggaaaggac
ggagggceaac
ccaggeggtg
cattctggag

ttctcaggag

caagctggtg.

cggcagtgac
tatcacgceg
ccteteegte
cccgagtgat
agtgactagt
ccetecgaag
agcaacgttc
ggtagtgceg

gacgagcact

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2235



Met

Ala

val

Ala

Gly

65

ser

val

Ala

Gly

Ala

145

Phe

Asn

Leu

Asp

His

225

ser

Arg

Arg

Pro

Ala

50

val

Lys

Arg

Ser

Glu

130

Gly

Gly

Gly

ASN

Arg

Ala

Trp

Tyr

Ala

Pro

35

Leu

Gly

Ile

Tyr

Thr

115

Glu

Pro

val

Ile

Glu

195

Thr

Asn

Ala

Arg

Asp

20

Ala

Ala

Trp

ser

Ser

100

Trp

val

Leu

Asp

Gln

180

Gln

Leu

val

Cys

Thr

sSer

Gly

Lys

Asn

Tyr

85

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Ser

Glu

His

Ala

Glu
245
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Ala

His

Thr

Leu

Gly

70

Pro

Gly

val

Ala

Lys

150

Tyr

val

Leu

Glu

Ser

230

Asp

Ala

Ser

Pro

Asn

55

Gly

sSer

Ser

Asn

Ser

135

Thr

Leu

Gly

Asn

Leu

215

val

Gln

Ala

Thr

Trp

20

Leu

Pro

Leu

Thr

Leu

120

Gly

Pro

Thr

val

Met

Tyr

29

Leu

Ser

25

Gly

Gln

Cys

Cys

Ala

105

Ile

Ile

Gln

Gly

Gln

135

Glu

Thr

Cys

Thr

Ala

10

Gly

Thr

Asp

val

Leu

90

Phe

Arg

His

Gly

Ile

170

Ala

Thr

Trp

ser

Leu
250

Leu

ala

Ala

Lys

Gly

75

Gln

Thr

Glu

val

Gly

Ala

Thr

Ile

Pro

TYyr

235

Gln

Ala

Ser

Tyr

val

60

Asn

Asp

Pra

Arg

Ile

140

Arg

Met

Ala

Sar

Phe

220

Asn

Thr

Thr

Ala

AsSp

45

Gly

Thr

Gly

Gly

Asn

Gly

Lys

ser

205

Ala

Lys

val

Gly

Glu

30

Lys

Ile

ser

Pro

val

110

Gln

Gly

Trp

GlIn

His

130

Asn

Asp

Ile

Leu

Pro

15

Ala

Ala

val

Pro

Leuw

95

Gin

Phe

Pro

Glu

Thr

175

Tyr

Pro

Ala

Asn

LyS

Phe

val

Lys

Ser

Ala

80

Gly

Ile

val

Asp

val

Gly

Asp



Gln

Thr

Thr

ala

305

Thr

Tyr

Asn

Ala

Sar

385

Asp

Ala

Arg

Thr

Phe

465

Ala

val

ser

Leu

Thr

ASD

290

val

Arg

Pro

val

ASH

370

Ala

Lys

val

ala

ser

450

Ile

Gly

Gin

val

Gly

val

275

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Ile

ala

Gly

Asnh

ser

435

Ser

Thr

Asp

Ala

Gly

Phe
260
Gln
Asn
Ser
Leu
Phe
340
Ala
Leu
Ile
Cys
Tyr
420
ser
Gly
Ala
Arg
val

500

Ala

Pro

Ser

Gly

Asn

Ala

325

Asn

Ite

Pro

Ile

405

Pro

Gln

Ala

ASp

Asn

485

Ala

Ile
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Gly

Ala

Asn

GlIn

310

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

390

Asp

Tyr

Gly

ser

Ser

470

Asn

Gly

Ile

Tyr

Asn

Asn

295

val

Trp

Ser

Arg

LyS

375

Asn

Gly

Phe

Thr

Ala

N
N
[, ]

Gly

Leu

ala

Leu

val
Ser
280
Arg
Pro
Tyr
Arg
Asp
360
Lys
His
Ala
val
Gln
440
Ala
Glu
Asp

Asn

Glu
520

30

Met

265

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn

345

Gly

Pro

Ala

Leu

Ala

425

val

Arg

Gly

Pro

Ser

505

Gln

Thr

Leu

Trp

Ser

Thr

330

val

Ile

ala

Arg

Gly

Pro

Thr

Gly

Tyr

490

Asn

Ile

Asp
ASp
Gly
315
Gly
Gln
val
Ser
Asn
395
Met
Tyr
Leu
Lys
Ile
475
His
val

Leu

Trp

Met

Pro

300

val

Glin

Gly

Leu

Ile

380

Ser

Gly

Asp

Ser

Asp

460

Thr

Asn

Ile

Ala

ASnh
Ser
285
aAla
Asp
ASp
Asn
Eeu
365
Ala
Pro
Trp
Ala
ASh
445
val
val
Gly

val

Leu
525

ala

270

Met

Leu

Asp

Gln

His

350

Lys

val

Ser

Gly

Ile

430

Thr

Ala

Glu

Asn

val

510

Pro

GlIn

Pro

Thr

Met

Ala

335

Lys

Asn

val

Cys

Ser

415

Asn

ASp

Ile

Gly

Ala

495

val

GlIn

His

Gly

Asn

val

320

Gly

Thr

Asp

Gly

AsSn

400

Gly

Thr

AsnN

val

Asn

480

Leu

His

val



10

Lys

Leu

545

TYyr

Gly

Phe

ser

Lys

Leu

Gln

Ser

ASn

Leu

<210>9
<211> 2235
<212> ADN
<213> artificial

<220>

Ala

530

val

Thr

Gly

Asp

TYr

610

Ser

Phe

val

Ala

Leud

690

Asp

Gly

Thr

<223> clon 100B11

<400> 9

val

Asp

Ile

ser

Asp

595

Thr

Gly

GIn

Thr

Pro

675

Thr

Leu

Ser

Ser

val

val

Ala

LysS

Pro

Asn

Gly

660

Arg

Pro

Ser

Phe

Thr
740

Trp

Leu

Asn

Phe

Ala

val

645

Ala

Thr

Gly

Tyr

Gly

Leu

ES 2612744 T3

Ala

Trp

550

ser

Phe

Ile

AsSn

Thr

630

Ala

Glu

Pro

Gln

Trp

710

Ile

Ser

Gly

Gly

Pro

sSer

Thr

Tyr

615

Gly

Thr

val

Pro

Ser

695

Asp

Ser

val

Leu

Asp

Asn

Glu

Pro

600

ser

Ala

val

Ala

Gly

Thr

val

Ala

Pro

val

Asp

Arg

Arg

val

Thr

Gin

065

Gln

Thr

Ala

Gly

Ser

Ser

TYyr

570

Leu

TYr

Leu

val

val

650

Leu

Leu

Ala

5er

Ala
730

Gln

Pro

555

ASn

Phe

Glu

ser

Pro

635

ASp

Tyr

Arg

Thr

Gln

715

Ser

Glu

540

Ser

Thr

Ile

Phe

val

620

Gly

Ile

Ile

Gly

Phe

700

Lys

Ser

ser

Gly

Arg

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Thr

Phe

685

Asn

Trp

Arg

Gly

Lys

Ile

Tyr

590

Tyr

ser

Pro

ASn

TYr

670

Ala

Ile

val

Asp

AsSn

Leu

val

575

Lys

Gly

Thr

ser

Ser

655

Pro

Lys

Arg

val

Ile
735

Ala

val

260

Ser

His

Leu

Ala

ser

Leu

Arg

Pro

720

Arg

atgcgttacc gaacagcagc tgcgctggea cttgecactg ggeectttge tagggcagac

agtcactcaa catcggggge ctcggetgag gcagttgtac ctcctgcagg gactccatgg

31

60
120



ggaaccgcgt
ggcatcgtga
tccaagatca
acaggcagca
atgcgccagce
cttggteety
ttcggtgteg
tcggeeggeg
gaaaccattt
gcegacgegg
agctgggect
ccaggctratyg
ggacttgaca
gctctcacca
actcgtatcc
aacatcagca
ggcatcgttc
gccgregrtyg
gacaaaggct
ccgtactteg
gttaccttga
grcgecatcyg
gcgggegatc
gccggtgeea
cagattcttq
agcggcaatg
tacaccattg
agcttcageg
cggtacgagt
ttttcgaccy
ctgttccaga
gccgaggtag
cagctgegag

aacatccgac

tcggggtcgt ttggcatcag cgtgggagog

acgacaagqc
gcggtgtogg
gcratccate
cagcctttac
gtggagagta
tggergggcc
atccatatct
tgcaggegty
cgagcgacgt
ttcaggecaa
gcgaggatca
tcatgacgga
tgtcaatgec
atgcggtaaa
tegeegeaty
gaaatgttca
tgctcaagaa
gatctgccgc
gcgacgacgg
tcgegeccta
gcaacaccga
tcttcatcac
gcaacaacct
acagcaacgt
ctcttecgea
cgctegtega
cgaagagcec
agggactgtt
tcggctatgg
ccaagtctgg
atgtecgcgac
cccagetgta
gctttgccaa
gacgagatct

ctgtcggtag cgtag
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gaaggecgea
ctggaacggc
gectatgectt
gcecgggegtt
cctgggrgec
gcrgggaaag
cacgggcatt
cgcgaagcac
cgatgaccga
tgtcgettct
gtacacgctg
ctggaacgea
tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgccaac
aatcatrggt
ggccttgggce
cgatgccatc
caacacgtcc
cgccgacteg
ggatccgtgg
cattgttgtt
ggtcaaggcc
cgtgctgtygg
caatgactat
catcgactat
actgtcttac
tcctgcgact
agrcaccgtt
catcacctac
gctgaacctc

cagcractgg

ttggcaaagc
ggtcettgey
caagacggac
caagcggect
gaggccdagyg
actccgeagg
gccatggceceg
tatatcgtca
actatgcatg
gtecatgtgcet
cagactgtgc
cagcacacga
ttcaacggta
gtccccacga
ggccaggace
aagaccaatg
atcctgeege
aaccacgcca
a1gggtritgog
aataccagag
tcaggcgcat
ggtgaaggct
cacaacggca
gtccactecg
grrgtciggo
ggagatgtca
aacactcgca
aagcacttcy
accaagttca
dggggccgttg
gacatcgcaa
ccatcttcag
acgcctggte

gacacggctt

agcagocggg

32

tcaatctcca
ttggaaacac
ceeteggtat
cgacgtggga
gctgcgggat
gcggtcgeaa
agacaatcga
acgagcagga
agctgtatct
cgracaacaa
tgaaagacca
ctgtccaaag
acaatcggct
gcagagtcga
aggcaggcta
tcagggcaat
tcaagaagcc
gaaactcgcc
gttccggegce
cgtcttcgca
ctgcagcaag
acatcaccgt
atgccctggt
ttggcgeeat
cgggreitec
gcecttetgg
tcgtttocgg
acgacgccaa
actactcacg
tgcegggagg
actcrlggceca
cacccaggac
agagcggaac
cgcagaaatyg

atatcaggct

agataaggtc
atctccggec
ccgattcgge
taccgagtty
tcatgtcctg
ctgggaggyc
gggcetgeag

gctcaatcga
gtggccatrt
garcaatggc
gctggggtec
cgcgaattct
ctggggtrcca
cgatatggtg
tccgtegtte
tgccagggac
cgctagcatt
ctcgtgcaac
cgtcaactat
gggcacccag
aggaaaggac
ggagggcaac
ccaggcggtg
cattcrggag
trctcaggag
caagctggtg
cggcagtgac
tatcacgecg
ccteteegte
cccgagtgat
agtgactggt
cecetecgaag
agcaacgtec
agtggtgccy

gacgagcact

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2235
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<210> 10
<211> 744
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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Met

Ala

val

Ala

Gly

65

ser

Ile

Ala

Gly

Ala

145

Phe

Glu

val

Arg

Arg

Pro

Ala

50

val

Lys

Arg

ser

Ala

130

Gly

Gly

Gly

Asn

TYP

Ala

Pro

35

Leu

Gly

I1le

Phe

Thr

115

Glu

Pro

val

Leu

Glu
195

Arg

ASD

20

Ala

Ala

Trp

ser

Gly

Trp

Ala

Leu

Asp

GIn

180

Gln

Thr

ser

Gly

Lys

AsSn

Asp

LyS

Gly

Pro

165

ser

Glu
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Ala

His

Thr

Leu

Gly

70

Pro

Gly

Thr

Gly

Lys

150

Tyr

Ala

Leu

Ala

Ser

Pro

Asn

55

Gly

Ser

Ser

Glu

Cys

135

Thr

Leu

Gly

Asn

Ala

Thr

Trp

40

Leu

Pro-

Leu

Thr

Leu

120

Gly

Pro

Thr

val

Arg
200

33

Leu

Ser

25

Gly

Gln

Cys

cys

Ala

105

Met

Ile

Gln

Gly

Gln

185

Glu

Ala

10

Gly

Thr

Asp

val

Leu

90

Phe

Arg

His

Gly

Ile

170

Ala

Thr

Leu

Ala

Ala

LysS

Gly

75

Gln

Thr

Gln

val

Gly

155

Ala

Cys

Ile

Ala

Ser

Tyr

val

60

Asn

Asp

Pro

Arg

Leu

140

Arg

Met

Ala

Ser

Thr

Ala

Asp

45

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

ser
205

Gly

Glu

30

Lys

Ile

Ser

Pro

val

110

Glu

Gly

Trp

Glu

His

190

Asp

Pro

15

Ala

Ala

val

Pro

Leu

95

Gln

Tyr

Pro

Glu

Thr

175

Tyr

val

Phe
vatl
Lys
Ser
Ala
80

Gly
Ala
Leu
val
Gly
Ile

Ile

ASp



ASp

Gln

225

ser

G1n

Thr

Thr

Ala

305

Thr

TYr

Asn

Ala

Ser

385

Asp

Ala

Arg

Thr

Phe
465

Arg

210

Ala

Trp

Leu

Thr

290

val

Arg

Pro

val

AsSN

370

Ala

Lys

val

Ala

Ser

450

Ile

Thr

ASN

Ala

Gly

val

275

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Ile

Ala

Gly

Asn

ser

435

sSer

Thr

Met

val

Cys

Phe

260

Gln

Asn

ser

Leu

Phe

340

Ala

Leu

Ile

cys

Tyr

420

ser

Gly

Ala

His

Ala

Glu

245

Pro

Ser

Gly

Asn

Ala

325

Asn

Ile

Pro

Ile

405

Pro

Gln

Ala

ASp
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Glu

Ser

230

ASD

Gly

Ala

Asn

Gln

310

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

Asp

Tyr

Gly

Ser

ser
470

Leu

215

val

Gln

Tyr

Asn

Asn

295

val

Trp

Ser

Arg

LyS

375

Asn

Gly

Phe

Thr

Ala

455

Gly

Tyr

Met

Tyr

val

sSer

280

Arg

Pro

Tyr

Arg

ASD

360

LyS

His

Ala

val

Gln

440

Ala

Glu

34

Leu Trp Pro

Cys

Thr

Met

265

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn

345

Gly

Pro

Ala

Leu

Ala

425

val

Arg

Gly

Ser

Leu

250

Thr

Leu

Trp

Ser

Thr

330

val

Ile

Ala

Arg

Gly
410

Pro

Thr

Gly

Tyr

TYr
235
GlIn
ASp
Asp
Gly
Arg
315
Gly
Gln
val
Ser
Asn
395
Mét
Tyr
Leu

Lys

Ile
475

Fhe

220

Asn

Thr

Trp

MeT

Pro

300

val

GlIn

Gly

Leu

Ile

380

Ser

Gly

ASD

Ser

460

Thr

aAla.

Lys

val

Asn

ser

285

Ala

ASD

ASp

Asn

Leu

365

Ala

Pro

Trp

Ala

Asn

445

val

val

Asp

Ile

Leu

Ala

270

Met

Leu

Asp

Gln

His

350

Lys

val

Ser

Gly

Ile

430

Thr

Ala

Glu

Ala

Asn

255

Gln

Pro

Thr

Met

Ala

335

Lys

Asn

val

Cys

Ser

415

ASN

Asp

Ile

Gly

val
Gly
Asp
His
Gly
Asn
val
320
Gly
Thr
AsSp
Gly
Ash
400
Gly
Thr
Asn

val

Asn
480



Ala

val

ser

Lys

Leu

545

Tyr

Gly

Phe

ser

Lys

625

Leu

Gln

Ser

Asn

705

Ser

Leu
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<213> artificial
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Gly

GlIn

val

Ala

530

val

Thr

Gly

AsSp

Tyr

610

Ser

Phe

val

Ala

Leu

690

ASp

Gly

Thr

Asp

Ala

Gly

val

Asp

Ile

ser

595

Thr

Gly

Gln

Thr

Pro

675

Thr

Leu

ser

Ser

Arg

val

500

Ala

val

val

Ala

Asp

280

Ala

Lys

Pro

Asn

Gly

660

Arg

Pro

Ser

Phe

Thr
740

Asn

485

Ala

Ile

Trp

Leu

565

ser

Asn

Phe

Ala

val

645

Ala

Thr

Gly

Tyr

Gly

Leu
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Asn

Gly

Ile

Ala

Trp

550

Ser

Phe

1le

Asn

Thr

630

Ala

Glu

Pro

GIn

Trp

710

Ile

ser

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

s5er

Thr

Tyr

615

Gly

Thr

val

Pro

Ser

695

ASp

Ser

val

Asp

Asn

Glu

520

Leu

ASp

Asnh

Glu

Pro

600

ser

Ala

val

Ala

Gly

Thr

val

Ala

35

Pro

ser

305

Gln

Pro

val

Asp

Gly

Arg

Arg

val

Thr

GlIn

665

GlIn

Thr

Ala

Gly

Trp

490

Asnh

Ile

Ser

Ser

TYr

570

Leu

Tyr

Leu

val

val

650

Leu

Leu

Ala

ser

Ala
730

His

val

Leu

Gln

Pro

555

ASn

Phe

Glu

ser

Pro

635

ASp

Tyr

Arg

Thr

Gln

715

sSer

Asn

Ile

Ala

Glu

540

Ser

Thr

Ile

Phe

val

620

Gly

Ile

Ile

Gly

Phe

700

Lys

ser

Gly

val

Leu

525

Ser

Gly

Arg

Asp

Gly

Phe

Gly

Ala

Thr

Phe

685

Asn

Trp

Arg

ASTt
val
510
Pro
Gly
Lys
Ile
TYyr
590
Tyr
ser
Pro
Asn
Tyr
670
Ala
ITe

val

ASp

Ala

495

val

Gln

Asn

Leu

val

575

Lys

Gly

Thr

ser

ser

655

Pro

Lys

Arg

val

Ile
735

Leu

His

val

ala

val

560

ser

His

Leu

Ala

ser
Leu
Arg
Pro

720

Arg
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atgcgttacc
agtcactcaa
ggaaccgegt
ggcatcgtga
tccaagatca
acaggcagca
atccgcgaac
cttggtcctyg
ttcggtgtcg
tcggecggeg
gaaaccattt
gccgacgegg
agctgggect
ccaggctatg
gggcttgaca
gctctcacca
actcgtatce
aacatcagca
ggcatcgttc
gccgtegttg
gacaaaggct
ccgtacttcg
gttaccttga
gtcgccatcg
gcgggcgatc
gccggtgeca
cagattcttg
agcggcaatg
tacaccattg

agcttcageg

gaacagcagc
catcgggggc
acgacaaggc
gcggtgtcegg
gctatccatc
cagcctttac
gtggacagtt
tggctgggcc
atccatatct
tgcaggegtg
cgagcaaccc
ttcacgccaa
gcgaggatca
tcatgacgga
tgtcaatgcc
atgcggtaaa
tcgecegeatg
gaaatgttca
tgctcaagaa
gatctgeegce
gcgacgacgg
tcgcgeecta
gcaacaccga
tcttcatcac
gcaacaacct
acagcaacgt
ctctteccgea
cgctcgtega
cgaagageccc

agggactgtt
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tgcgctggea
ctcggetgag
gaaggccgea
ctggaacggc
gctatgectt
gccgggegtt
catcggtgag
gctgggaaag
cacgggcatt
cgcgaagecac
agatgaccga
tgtcgettet
gtacacgctg
ctggaacgca
tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgccaac
aatcattggt
ggccttggge
cgatgccatc
caacacgtcc
cgccgacteg
ggatccgtgg
cattgttgtt
ggtcaaggec
cgtgctgtgg
caatgactat

catcgactat

cttgccactg
gcagttgtac
ttggcaaagce
ggtccttgeg
caagacggac
caagcggect
gaggtgaagg
atcccgeacg
gccatggeceg
tatatcctca
actctccatg
gtcatgtgcet
cagactgtgc
cagcacacga
ttcaacggta
gtceccacga
ggccaggacc
aagaccaatg
atcctgecgce
aaccacgcecea
atgggttggyg
aataccagag
tcaggegeat
ggtgaaggct
cacaacggca
gtccactecg
gttgtctggg
ggagatgtca
aacactcgca

aagcacttcg

36

ggcectttge
ctectgcagg
tcaatcteca
ttggaaacac
cccteggtat
cgacgtggga
cctecggggat
gcggtcgeaa
agacaatcga
acgagcagga
agctgtatac
cgtacaacaa
tgaaagacca
ctgtccaaag
acaatcggct
gcagagtcga
aggcaggcta
tcagggcaat
tcaagaagcc
gaaactecgee
gttccggege
cgtcttegea
ctgcagcaag
acatcaccgt
atgccetggt
ttggcgecat
cgggtcttec
gceettetgg
tcgtttecgy

acgacgccaa

tagggcagac
gactccatgg
agataaggtc
atctccggcé
ccgattegge
tgtcaatttg
tcatgtcata
ctgggagggc
gggcctgeag

gctcaatcga
ttggecattt
gatcaatggc
gctggggtrc
cgcgaattct
ctggggtcca
cgatatggtg
tccgteogttc
tgccagggac
cgctagcatt
ctecgtgeaac
cgtcaactat
gggcacccag
aggaaaggac
ggagggcaac
ccaggeggtg
cattctggag
ttctcaggag
caagctggtyg
cggcagtgac

tatcacgccg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



10

cggtacgagt
ttgtcgaccg
ctgttccaga
gccgaggtag
cagctgcgag
aacatccgac

tcggggtegt
ctgtcggtag

<210> 12
<211>744
<212> PRT
<213> artificial

<220>

tcggctatgy
ccaagtctgg
atgtcgcgac
cccagetgta
gctttgccaa
gacgagatct
ttggcatcag

cgtag

<223> clon 115E1

<400> 12

Met

1

Ala

val

Ala

Gly

65

ser

Ile

Ala

Gly

Arg

Arg

Pro

Ala

50

val

Lys

Arg

Ser

Glu

Tyr Arg

Ala Asp

20

Pro Ala

35

Leu Ala

Gly

Trp

ITe Ser

Thr

Ser

Gly

Lys

Asn

Tyr

ES 2612744 T3

actgtcttac
tcctgegact
agtcaccgtt
catcacctac
gctgaacctc

cagctactgg

cgtgggagcg

Ala Ala

Ser

Thr Pro

Leu Asn

55

Gly
70

Gly

Pro Sser

85

Phe Gly

Thr
115

Trp

Glu val

130

Ala
145

Gly

Pro Leu

Thr

ASp

Lys

Gly

Gly ser

val

Asnh

Ser
135

Ala

Lys Ile

150

accaagttca
ggggccgitg
gacatcgcaa
ccatcttcag
acgcctggtce
gacacggctt

agcagccgqgqg

Ala
10

Ala Leu

Thr Sser

25

Gly

Trp Gly Thr

40

Leu GIn Asp

Pro Cys val

Leu
90

Leu Cys

Ala Phe

105

Thr

Leu Ile

120

Arg
Ile

Gly

Pro His Gly

37

actactcacg
tgccgggagg
actctggcca
cacccaggac
agagcggaac
cgcagaaatg

atatcaggct

Leu Ala

ala ser
Ala Tyr

val
60

Lys

Gly Asn

75

Gln Asp

Thr Pro
Glu

Arg

Ile
140

val

Arg

Thr

Ala

Asp

45

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

cctctecgte
cccgagtgat
agtgactggt
ccctecgaag
agcaacgttc
ggtggtgccg

gacgagcact

Pro pPhe

15

Gly

Glu Ala val

30

LyS Ala Lys

val

Ser

Ala
80

ser Pro

Leu Gly

95

Pro

val GIn Ala

110

GIn Phe

Gly Pro val

Glu Gly

160

Trp

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2235



Phe

Glu

Leu

Asp

His

225

Ser

Gln

Thr

Thr

Ala

305

Thr

Tyr

Asn

Ala

ser

385

Asp

Ala

Gly

Gly

Asn

Arg

210

Ala

Trp

Leu

Thr

AsSp

290

val

Arg

Pro

val

Asn

370

Ala

Lys

val

val

Leu

Glu

195

Thr

Asn

Ala

Gly

val

275

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Ile

Ala

Gly

Asn

Asp
GIn
180
GlIn
Leu
val
Cys
Phe
260
Gln
Asn
ser
Leu
Phe
340
Ala
Leu
Ile

Cys

Tyr
420

Pro

165

Ser

Glu

His

Ala

Glu

245

Pro

Ser

Gly

Asn

Ala

325

Asn

Pro

Ile

ES 2612744 T3

Tyr

Ala

Leu

Glu

ser

230

Asp

Gly

Ala

Asn

Gin

310

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

Asp

Tyr

Leu

Gly

Asn

Leu

215

val

GlIn

Tyr

AsSn

AsSn

295

val

Trp

Ser

Arg

Gly

Phe

Thr

val

Arg

200

Tyr

Met

Tyr

val

Ser

280

Arg

Pro

Tyr

Arg

ASP

360

Lys

His

Ala

val

38

Gly

GIn

185

Glu

Thr

Cys

Thr

Met

265

Gly

Leu

Thr

Leuy

Asn

345

Gly

Pro

Ala

Leu

ala
425

Ile

170

Ala

Thr

Trp

ser

Leu

250

Thr

Leu

Trp

Ser

Thr

330

val

Ile

Ala

Arg

Gly

410

Pro

Ala

Cys

Ile

Pro

Tyr

235

GIn

Asp

Asp

Gly

Arg

315

Gly

Glin

val

ser

Asn

395

Met

Tyr

Met

Ala

ser

Phe

220

Asn

Thr

Trp

Met

Pro

300

val

GlIn

Gly

Leu

Ile

380

Ser

Gly

ASD

Ala

Lys

Glu

His

- 150

Ser
205
Ala
Lys
val
Asn
Ser
285
Ala
Asp
Asp
Ash
Leu
365
Ala
Pro

Trp

Ala

ASD

Asp

Ile

Leu

Ala

270

Met

Leu

ASp

GIn

Lys

val

ser

Gly

Ile
430

Thr

175

Tyr

Pro

Ala

Asn

Lys

255

Gln

Pro

Thr

Met

Ala

335

Lys

Asn

val

Cys

Ser

415

Asn

Ile

Ile

ASp

val

Gly

Asp

His

Gly

Asn

val

320

Gly

Thr

AsSp

Gly

Asn

400

Gly

Thr



Arg

Thr

Phe

465

Ala

val

ser

Lys

Leu

545

Tyr

Gly

Phe

ser

Leu

Gln

Ser

Asn

Ala

ser

450

Ile

Gly

GIn

val

Ala

530

val

Thr

Gly

ASp

Tyr

610

ser

Phe

val

Ala

Leu
690

Ser

435

ser

Thr

Asp

Ala

Gly

val

Asp

Ile

Ser

595

Thr

Gly

Gin

Thr

Pro

675

Thr

Ser

Gly

Ala

Arg

val

500

Ala

val

val

Ala

Asp

580

Ala

Lys

Pro

Asn

Arg

Pro

Gln

Ala

ASp

Asn

485

Ala

Ile

Trp

Leu

565

ser

AsSn

Phe

Ala

val

645

Ala

Thr

Gly

ES 2612744 T3

Gly

Ser

ser

470

Asn

Gly

Ile

Ala

ser

Phe

Ile

Asn

Thr

630

Ala

Glu

Pro

Gln

Thr

Ala

455

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

sSer

Thr

TYr

615

Gly

Thr

val

Pro

ser
695

Gin
440

Ala

Glu

ASD

Asn

Glu

520

Leu

Asp

Asn

Glu

Pro

600

Ser

Ala

val

Ala

Lys

Gly

39

val

Arg

Gly

Pro

Ser

505

Gln

Pro

val

Asp

Thr

Gly

Tyr

Trp

490

Asn

Ile

ser

Ser

TYr

- 570

Gly

Arg

Arg

val

Thr

Gln

665

Gln

Thr

Leu

Tyr

Leu

val

val

650

Leu

Leu

Ala

Leu
Lys
Ile
475
His
val
Leu
GIn
Pro
555
Asn
Phe
Glu
ser
Pro
635
Asp
Tyr

Arg

Thr

Ser
AS

460
Thr
Asn
Ile
Ala
Glu
540
Ser
Thr
Ile
Phe
val
620
Gly
Ile
Ile

Gly

Phe
700

Asn
445

p val

val

Gly

val

Leu

525

Ser

Gly

Arg

Asp

Gly

Ala

Thr

Phe

685

Asn

Thr

Ala

Glu

Asn

val

510

Pro

Gly

Lys

Ile

TYr

590

Tyr

Ser

Pro

Asn

Tyr

670

Ala

ITe

Asp

Ile

Gly

Ala

495

val

Gln

Asn

Leu

val

575

Lys

Gly

Thr

Sar

Ser

655

Pro

Lys

Arg

Asn

val

Asn

480

Ley

His

val

Ala

val

560

Ser

His

Leu

Ala

Ser

Leu

Arg



10

ES 2612744 T3

Arg Asp Leu Ser Tyr Trp Asp Thr Ala Ser Gln Lys Trp val val Pro
705 710 715 720

ser Gly Ser phe Gly ITe ser val Gly Ala Ser Ser Arg Asp Ile Arg
725 730 7358

Leu Thr ser Thr Leu ser val Ala
740

<210> 13
<211> 2259
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> clon 149G7

<400> 13

40



atgcgttacc
agtcactcaa
gccggeageg
aagctcagcec
tgcgttggaa
ggaccccteg
gcctcgacgt
cgaggcgtcg
cagggcggrc
agcgagacaa
ctcaacgagc
catgagctgt
tgctcgtaca
gtgctgaaag
acgactgtcc
ggtaacaatc
acgagcagag
gaccaggcag
aatgtcaggg
ccgctcaaga
gccagaaact
tggggttccg
agagcgtctt

gcatctgeag

gaacagcagc
catcgggyggc
gcttegecge
agcaagataa
acacaccggc
gtatccgatt
gggatgtcga
gggtccatgt
gcaactggga
tcgagggeat
aggagctcaa
atacttggcc
acaagatcaa
accagetggg
aaagcgcgaa
ggctctggag
tcgacgatat
gctatccgtc
caattgccag
agcccgctag
cgccctegtg
gcgcegtcaa
cgcagggcac

caagaggaaa

ES 2612744 T3

tgcgcectggca
ctcggctgag
ctgggacgcc
ggtcaacatc
catcgccage
cggcacaggce
gttgatccgce
cctgcttggt
gggcttcggt
ccagtcgaac
tcgagaaacc
atttgccgac
rggcagctgg
gttcccaggce
ttctgggett
tccagctctc
ggtgactcgt
gttcaacatc
ggacggtatc
cattgccgtc
caacgacaaa
ctatccgtac
ccaggttacc

ggacgtcgec

cttgccactyg
gcagagacaa
gcgtacagec
gtgaccggtyg
atcggctatc
agcacagcct
cagcgtggay
cctgtggcty
gtcgatccat
ggcgtgcagg
atttcgagca
gcggttcacg
gcctgegaqg
tatgtcatga
gacatgtcaa
accaatgcgg
atcctegecg
agcagaaatg
gttctgctca
gttggatctg
ggctgcgacg
ttcgtegege
ttgagcaaca

atcgtcttca

41

ggccctttge
gcgagaagca
aggcgagcac
tcggctggaa
cacagctatg
ttacgccggg
tctacctggg
ggccgctyggg
atctcacagg
cgtgcgcgaa
acccagatga
ccaatgtcgce
atcagtacac
cggacfggaa
tgcctggeac
taaatagcaa
catggtactt
ttcaaggaaa
agaatgacgc
ccgcaatcat
acggggcctt
cctacgatgce
ccgacaacac

tcaccgecga

tagggcagac
ggcccgacag
cgcattgagc
caagggtcct
ccttcaagac
cgttcaagcg
tgccgaggcec
aaagactccg
cattgccatg
gcactatatc
ccgaactctc
ttctgtcatg
gctgcagact
cgcacagcac
agacttcaac
tcaggtceccc
gacaggccag
ccacaagacc
caacatcctg
tggtaaccac
gggcatgggt
catcaatacc
gtcctcagge

ctcgggtgaa

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



10

ggctacatca
ggcaatgcce
teegttggeg
tgggcgggtc
gtcagccctt
cgcatcgttt
ttcgacgacg
ttcaactact
gttgtgcegg
gcaaactctg
tcagcaccca
ggtcagageg
gcttegcaga
cgggatatca

ccgtggaggg
tggtccagge
ccatcattct
ttccttctca
ctggcaaget
ccggeggceag
ccaatatcac
cacgcctctc
gaggcecgag
gccaagtgac
ggacccctec

gaacagcaac

daatgggtgot
ggctgacgag

ES26

caacgcggge
ggtggceggt
ggagcagatt
ggagagcggc
ggtgtacacc
tgacagcttc
gcegeggtac
cgtcttgtcy
tgatctgttc
tggtgccgag
gaagcagctg
gttcaacatc

gccgtcgaggy
cactctgtcg

12 744 T3

gatcgcaaca
gccaacagea
cttgctcttc
aatgcgctcg
attgcgaaga
agcgagggac
gagttcgget
accgccaagt
cagaatgtcg
gtagcccage
cgaggctttg
cgacgacgag
tcgtttggea
gtagcgtag

acctggatcc
acgtcattgt
cgcaggtcaa
tcgacgtgcet
gccccaatga
tgttcatcga
atggactygtc
ctggtcectge
cgacagtcac
tgtacatcac
ccaagctgaa

atctcagcta

tcagcgtggg

gtggcacaac
tgttgtccac
ggccgrtgte
gtggggagat
ctataacact
ctataagcac
ttacaccaag
gactggggcc
cgttgacatc
ctacccatct
cctcacgect
ctgggacacg

agcgagcagce

<210> 14
<211> 752
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> clon 149G7

<400> 14

Met

1

Ala

Thr

Asp

GlIn

65

Cys

Cys

Arg

Arg

ser

Ala

50

AsSp

val

Leu

Tyr

Ala

Glu
35

Ala
LyS
Gly

Gln

Arg

Asp

20

Lys

Tyr

val

Asn

Thr

Ser

Gln

Ser

ASN

Thr

85

Gly

Ala

His

Ala

GIn

Ile

70

Pro

Pro

Ala

ser

Arg

Ala

53

val

Ala

Leu

Ala

Thr

GIn

40

Ser

Thr

Ile

Gly

42

Leu

ser

25

Ala

Thr

Gly

Ala

Ile
105

Ala
10

Gly
Gly
Ala
val
ser
90

Arg

Leu

Ala

Ser

Leu

Gly

75

Ile

Phe

Ala

ser

Gly

ser

60

Trp

Gly

Gly

Thr

Ala

Phe

45

Lys

Asn

Tyr

Thr

Gly

Glu

30

Ala

Leu

Lys

Pro

Gly
110

Pro
15

Ala
Ala
ser
Gly
GIn
95

Ser

Phe

Glu

Trp

Gln

Pro

80

Leu

Thr

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100

2160
2220
2259



Ala

Ile

val

145

GIn

Gly

GIn

Glu

Thr

225

Cys

Thr

Met

Gly

Leu

305

Thr

Leu

Asn

Gly

Phe

His

Gly

Ile

Ala

Thr

210

Trp

Ser

Leu

Thr

Leu

290

Trp

Sar

Thr

val

Ile
370

Thr
115
GIn
val

Gly

Ala

Pro

Tyr

GIn

Asp

ASp

Gly

Arg

Gly

Gln

355

val

Pro

Arg

Leu

Arg

Met

180

Ala

Ser

Phe

Asn

Thr

260

Trp

Met

Pro

val

Gin

340

Gly

Leu

Gly

Gly

Lew

Asn

165

sSer

Lys

ser

Ala

LyS

245

val

Asn

Ser

Ala

ASp

325

ASp

Asn

Leu

ES 2612744 T3

val

val

Trp

Glu

His

Asn

Leu

Ala

Met

Leu

310

Asp

GIn

His

Lys

Gln

Tyr

135

Pro

Glu

Thr

Tyr

Pro

215

Ala

AsSn

Lys

GIn

Pro

295

Thr

Met

Ala

LysS

Asn
375

Ala

120

Leu

val

Gly

Ile

Ile

200

ASp

val

Gly

Asp

His

280

Gly

Asn

val

Gly

Thr

360

Asp

43

Ala

Gly

ala

Phe

Glu

185

Leu

Asp

His

ser

Gln
265

Thr'

Thr

Ala

Thr

Tyr

345

Asn

Ala

ser

Ala

Gly

Asn

Arg

Ala

Leu

Thr

ASp

val

330

Pro

val

Asn

Thr

Glu

Pro

155

val

Ile

Glu

Thr

Asn

235

Ala

Gly

val

Phe

Asn

315

Ile

Ser

Arg

Ile

Trp

Ala

140

Leu

Asp

Gln

Gln

Lau

220

val

Cys

Phe

GIn

Asn

300

Ser

Leu

Phe

Ala

Leu
380

AsSp

Arg

Gly

Pro

ser

Glu

205

His

Ala

Glu

Pro

ser

285

Gly

Asnh

Ala

Asn

Ile

365

Pro

val
Gly
Lys
Tyr
Asn
190
Leu
Glu
ser
Asp
Gly
Ala
Asn
Gln
Ala
ITe
350

Ala

Leu

Glu
val
he
Leu
175
Gly
Asn
Leu
val
Gln
Tyr
Asn
Asn
val
Trp
Ser

Arg

Lys

Leu

Gly

Pro

160

Thr

val

Arg

Tyr

Met

240

Tyr

val

ser

Arg

Pro

320

Tyr

Arg

ASp

Lys



Pro

385

Ala

Leu

Ala

val

Pro

ser

Gln

Pro

545

val

ASD

Gly

Arg

Ala

Arg

Gly

Pro

Thr

450

Gly

Tyr

Trp

Asn

Ile

530

ser

Ser

Tyr

Leu

Tyr

610

Leu

val

Ser

Asn

Met

Tyr

435

Leu

Lys

Ile

His

val

515

Leu

G1n

Pro

Asn

Phe

595

Glu

Ser

Pro

Ile
Ser
Gly
ASp
ser
Asp
Thr
ASn
500
Ile
Ala
Glu
Ser
Thr
580
Ile
Phe

val

Gly

Ala

Pro

405

Trp

Ala

Asn

val

val

485

Gly

val

Ley

Ser

Asp

Gly

Leu

Gly

ES 2612744 T3

val
390
Ser
Gly
Ile
Thr
Ala
470
Glu
Asn
val

Pro

LyS
Ile
Tyr
Tyr
Ser

630

Pro

val

Cys

Ser

Asn

Asp

455

Ile

Gly

Ala

val

Leu

val

Lys

ser

Gly

Asn

Gly

Thr

440

Asn

val

Asn

Leu

His

520

val

Ala

val

ser

His

600

Leu

Ala

Asp

44

sar

Asp
Ala
425
Arg
Thr
Phe
Ala
val
505
Ser
Lys
Leu
Tyr
Gly
Phe
Ser

Lys

Leu

Ala

Lys

410

val

Ala

Ser

Ile

Gly

GIn

val

ala

val

Thr

570

Gly

ASP

Tyr

Ser

Phe
650

Ala
395
Gly
Asn
ser
ser
Thr
475
Asp
Ala
Gly
val
AsSp
555

Ile

5er

ASp

Thr

Gly

Gln

Ile

Cys

Tyr

ser

Gly

Ala

Arg

val

Ala

val

540

val

Ala

AsSp

Ala

Lys

Pro

Asn

Ile

Asp

Pro

Gln

445

Ala

ASD

Asn

Ala

Ile

525

Trp

Leu

Lys

Ser

Asn

005

Phe

Ala

val

Gly

ASp

Tyr

430

Gly

Ser

Ser

Asn

Ala

Trp

ser

Phe

390

Ile

AsSn

Thr

Ala

Asn

Thr

Ala

Gly

Leu

495

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

575

Ser

Thr

Tyr

Gly

Thr
655

His
400
Ala
val
Gln
Ala
Glu
480

AsSp

Asn

Leu
Asp
560
Asn
Glu
Pro
Ser
Ala

640

val



Thr

Gin

GIn

Thr

705

Ala

Gly

<210> 15
<211> 2181
<212> ADN

val

Leu

Leu

690

Ala

ser

Ala

Asp

TYr

675

Arg

Thr

GlIn

Ser

Ile

660

Ile

Gly

Phe

Lys

ser
740

<213> Chaetomium globosum

<400> 15

Ala

Thr

Phe

Asn

Trp

Arg

ES 2612744 T3

Asn

Tyr

Ala

Ile

710

val

ASp

Ser

Pro

Lys

695

Arg

val

Ile

Gly

ser

680

Leu

Arg

Pro

Arg

45

Gln

665

ser

Asn

Arg

Ser

Leu
745

vatl

Ala

Leu

Asp

Gly

Thr

Thr

Pro

Thr

Leu

715

Ser

Ser

Gly

Arg

Pro

700

Ser

Phe

Thr

Ala

Thr

685

Gly

TYr

Gly

Leu

Gl

670

Pro

GIn

Trp

Ile

ser
750

val

Pro

ser

Asp

Ser

735

val

Ala

Lys

Gly

Thr

720

val

Ala



atgacgacgc
ctcgaggceey
tcacaacaag
ggcaacacgg
ctcgggatcc
acatgggata
tgcggeatcc
gggcgcaact
acgatcgagg
gagcaggagc
ctgtacctgt
tacaacaaga
aagaaggagc
gacggcgecg
aacgtgcetct
cggctcgacg
ggctacccca
'gcggtggcge

aagccaggea

tccgeaactt
ccgactggge
acaaaatcag
ccgecatcaa
gcttoggeac
ccgagetgat
acgtgttyct
gggaaggatt
ggctgcagtc
tcaaccgcga
ggccettege
tcaacggctce
tecggettceaa
ccaacaacgg
ggggccecegcea
acatggccaa
acatcaacat
gcgacggceat
aggtggctct

ES 2612744 T3

tgcgetgetc
tgcggctgag
cattgtgacg
ctcgatcaac
cggetegacg
gcgccagege
gggccecgtg
cgggacggac
99cggggaty
gaccatcagc
cgacgcegty
gtggggctgce
gggttacgtc
catggacatg
gctcagcaac
acgcatcctce
caacgccaac
cgtgctgcte

cgteggateg

gcagcggegg
gcctcageca
ggcatcggct
tacccgcagc
gcecttcaccce
ggcgagtacc
gcecggggeac
ccgtacctgg
caggcgtgcg
agcgacgtcg
cacgccaacg
gagaacgacc
gtcagcgact
accatgccgg
gccgtcaaca
acctcatggt
gtgcagggea
aagaacgacg

geggectegg

46

tgcttgcgeg
aaaccgcact
gggacaaggy
tctgectaca
cgggcgtcca
tcggggccga
tgggcaagat
cgggcatege
ccaagcacta
acgaccgceac
tggccagcgt
acgcccaaaa
ggaacgcgcea
gcagcgacta
gcaaccgggt
acctcctggg
accacaagga
agggegtygct

tcaacagcgc

ggtcgaggcec
ggcaaagatg
tccetgtgtce
ggacggcceceyg
agccgcctcg
ggccaagggg
cccgeacgge
catggccgag
catcgtcaac
catgcacgag
catgtgceagce
cggcctgetce
gcacacgacc
caacggcaac
ctcgegegac
ccagaactcg
gaacgtgcgg
cccgetgaag

gggccccaac

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

1020
1080
1140
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gcgtgegtcg
gtcaactacc
ggcaccacgc
ggcgccgacg
gagggccacg
aaggcggrgg
atcctcgaga
agtcaggaga
aaactggtct
agtaacgaca
attgagccgc
ctcteegtca
gcggecgace
gtggagggcg
ccgeccaage
gcgacctteca
gtggtgccgy
acggggagct

acaagggctg
cctactttgt
tcagectgea
tggccatcgt
ccggegaceg
ccgeggecaa
ccatecctgge
acggcaacge
actccatcge
agttcaccga
ggtacgagtt
cttccaccgt
tctgggagac
ccgaggtggc
agctgcgegyg
acctgegeeg
cgggcgagtt
tgactgctrta

ES26

caacacqgggc
ggcgecctac
caactcggac
ggtgatcacg
caaccacctg
Caagaacacc
gacggagggt
gctagttgac
caagcgcccc
aggcctgttt
tggctttogt
aacggcegge
tgtcgcaacg
gcagctgtac
gttcgcecaag
tcgcgatctyg
tacggtticg

g

12 744 T3

gcgcteggea
gacgcgetca
tcgaccaacg
gcggactcgg
gacccgtggce
atcgtogtag
gtcaaggcgg
gttttgtacg
gaggactatg
gtcgactacc
ttgtcctaca
ccecgecteag
gtcacggcgt
atcacgctge
ctcaagetceg
agttattggg
gttggtgcga

<210> 16
<211>726
<212> PRT

<213> Chaetomium

<400> 16

Met
1

Arg

Ala

val

Ala

65

Leu

Thr

val

Lys

Thr

50

Ile

Gly

globosum

Thr Leu

Ala
20

Glu

Thr Ala

35

Gly Ile

ser

Asn

Ile Arg

Arg

Leu

Leu

Gly

Ile

Phe
85

Asn

Glu

Ala

Trp

Asn

70

Gly

Phe

Ala

Lys

Asp

55

Tyr

Thr

Ala

Ala

Met

40

Lys

Pro

Gly

47

Leu

ASp

25

Ser

Gly

GlIn

Ser

Leu

10

Trp

GlIn

Pro

Leu

Thr
90

tgggctggog
agacgegege
gcgtatcggg
gcgagggcta
acgacggcaa
tgcacagcac
ttgtgtgggc
gcctgactte
gcacggeccec
ggcactttga
ccgaattcac
gcgagaccat
ccatcacgaa
cgrcggcggc
agccgggggc
atgeeggycy
gtrcgaggga

Ala Ala

Ala aAla
Gln

Asp

val
60

cys

Cys Leu

75

Ala Phe

gtccgggtec
ccaggccgac
cgtggtgtcy
catcacggtc
cgcgctggrt
agggcecatce
cggcctgecy
gccctcagge
ctccaagggce
caacgccaag
ctacgccgac
acccggeggc
cagcggcgag
cccctcgacg
gtegggegec
cggccagtgg
tgtgcgettg

Ala

Ala

Lys

45

Gly

Gln

Thr

Glu

30

Ile

Asn

Asp

Pro

VaT

Leu

15

Ala

Ser

Thr

Gly

Gly
a5

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2181

Ala

ser

Ile

Ala

Pro

80

val



Gln

Tyr

Pro

Glu

145

Thp

Tyr

val

Ala

AsnN

225

Lys

Gln

Pro

ser

Met

305

Gly

Glu

Asp

Ala

Leu

val

130 -

Gly

Ile

Ile

Asp

val

210

Gly

Lys

His

Gly

Asn

290

Ala

Tyr

AsSn

Glu

Phe

Glu

val

Ser

Glu

Thr

Ser

275

Ala

Lys

Pro

val

Gly

Ser

100

Ala

Gly

Gly

Gly

Asn

180

Arg

Ala

Trp

Leu

Thr

260

ASp

val

Arg

Asn

340

val

Thr

Glu

Ala

Thr

Leu

165

Glu

Thr

ASN

Gly

Gly

ASp

Tyr

Asn

Ile

Ile

325

Ala

Leu

ES 2612744 T3

Trp

Ala

Leu

Asp

150

Gin

Gln

Met

val

Cys

230

Phe

Gly

Asn

Ser

Leu

310

Asn

val

Pro

Asp

Lys

Gly

Pro

Ser

Glu

His

Ala

215

Glu

LyS

Ala

Gly

Asn

295

Thr

Ile

Ala

Leu

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ala

Leu

Glu

200

Ser

Asn

Gly

Ala

Asn

280

Arg

ser

Asn

Arg

Lys

48

Glu

105

Cys

Ile

Leu

Gly

AsSn

185

Leu

val

Asp

Tyr

Asn

265

Asn

val

Trp

Ala

Asp

Lys

Ley

Gly

Pro

Ala

val

170

Arg

TYr

Met

His

val

250

Asn

val

ser

Tyr

Asn

330

Gly

Pro

Met

Ile

His

Gly

GlIn

Glu

Leu

Cys

Ala

235

val

Gly

Leu

Arg

Leu

315

val

Ile

Gly

Arg

His

Ala

Thr

Trp

Ser

220

GIn

Ser

Met

Trp

Leu

Glin

val

Lys

Gin

val

125

Gly

Ala

Cys

Ile

Pro

205

Tyr

ASDH

ASp

Asp

Gly

Arg

Gly

Gly

Leu

val
365

Ar

110
Leu
Arg
Met
Ala
Ser
190
Phe
ASh
Gly
Trp
Met
270
Pro
Leu
Gln
Asn
Leu

350

Ala

g Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

175

Ser

ala

Lys

Leu

Asn

255

Thr

Gln

Asp

Asn

His

335

Lys

Leu

Glu

Gly

Trp

Glu

160

His

Asp

Asp

Ile

Leu

240

Ala

Met

Leu

ASp

ser

320

Lys

Asn

val



Ala

Asn

Ile

Lys

Thr

Ala

val

Ser

545

ser

Asp

Tyr

Ala

Ser

370

Gly

Asn

Gln

Gly

Thr

450

Asp

Ala

Gly

val

530

Ile

Asn

Asn

Thr

Gly

610

Glu

Ala

Cys

Tyr

Ala

val

435

Ala

Arg

val

Pro

val

515

val

Ala

Asp

Ala

Glu

595

Pro

Thr

Ala

Asn

Pro

AsSp

420

Ser

AsSp

Asnh

Ala

Ile

500

Trp

Leu

Lys

Lys

Ala

val

Ser

Thr

Tyr

405

Gly

Gly

Ser

His

Ala

485

Ile

Ala

Tyr

Arg

Phe

565

Ile

Thr

Ser

Ala

ES 2612744 T3

val

Gly

Phe

Thr

val

Gly

Leu

470

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

550

Thr

GTu

Tyr

Gly

Thr
630

ASn

375

Ala

val

Thr

val

Glu

455

Asp

ASn

Glu

Leu

Leu

535

Glu

Glu

Pro

Ala

Glu

615

val

Ser
Leu
Ala
Leu
Ser
440
Gly
Pro
Lys
Thr
Pro
520
Thr
Asp
Gly
Arg
AsSp

Thr

Thr

49

Ala

Gly

Pro

Ser

425

Gly

Tyr

Trp

AsSn

Ile

505

ser

ser

Tyr

Leu

Tyr

585

Leu

Ile

Ala

Gly

Met

TYr

410

Leu

Ala

Ile

His

Thr

490

Leu

GIn

Pro

Gly

Phe

570

Glu

ser

Pro

Ser

Pro

ASp

His

ASp

Thr

475

Ile

Ala

Glu

ser

Thr

555

val

Phe

val

Gly

Ile
635

Asn

380

Trp

Ala

Asn

val

val

460

Gly

val

Thr

Asn

ASD

Gly

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Leu

Ser

ala

445

Glu

Asn

val

Glu

Pro

Tyr

Phe

Sar

605

Ala

Asn

Cys

Ser

Lys

430

Ile

Gly

Ala

val

Gly

510

Asn

Leu

ser

Arg

Ala

Ser

val

Gly

Thr

415

Ser

val

His

Leu

His

495

val

Ala

val

Lys

His

575

Leu

val

Asp

Gly

ASp

ser

400

Arg

Thr

val

Ala

val

480

Ser

LysS

Leu

Tyr

Ser

Thr

Leu

Glu
640
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val Glu

Ala Pro
Glu

Leu

Leu
690

Asp
Glu
Gly

<210> 17
<211> 2208
<212> ADN

Gly Ala

Glu

ES 2612744 T3

val Ala

645

Thr
660

sSer

Pro
675

Gly
Ser Tyr
Phe Thr

Ser Leu

Pro

Ala

Trp

val

Thr

Pro Lys

Ser

Gly

Ala
695

Asp

ser val

710

Ala

725

<213> Neurospora crassa

<400> 17

atgcaccttc
gagaaacaag
gcaagcactyg
ggctggaata
cagctctgtt
acgcctggra
tacctcggty
gcgettggea
ctcacaggta
tgcgccaage
gtcgacgacc
aatgttgcaa
gacaaaatcc
gattggaacg
ccaggcagtg
aacaatggcc
tggtatttac
ggaaaccaca

gacgataaca

gaatatttgc
ctcgtcaagc
ctctcteccaa
agggcccatg
tacaagacgqg
tccaggcggc
cagaagccag
agatccccaa
ttgccatgag
acrtcatict
gcaccatgca
gtgtgatgtg
agaatggcct
cccagcacac
actttaatgg
agygtrctccaa
tcgagcaaaa
aggagaacgt

tccteccgcet

ggtgttggcec
tggctcaggt
gctttcacag
tgttggcaac
ccctctegge
ttcaacatgg
aggggrtggc
tggtggacgt
cgaaacaatt
caacgaacag
tgaactatac
cagctacaac
TCtcaadgaaa
cacgaacggc
caagacgatc
agcaagactg
ctcaggctac
tcgcgeagtg

caagaagect

GlIn

Leu Tyr

Ile Thr

650

GIn
665

val
680

Gly

Gly

gcgacttcee
tttgcggegt
caagacaagg
accccagcta
attcggtttg
gacgtcgaac
gtacatgtcc
aactgggagg
gaagggatcc
gagacaaacc
ctcttccctt
aaggtcaacg
gagctaggct
gctgcaaaca
ctgrggggac
gacgacatgg
cctgcgacta
gcaagagacg

agcaagetgg

50

Leu Arg

Ala Thr

Arg Gly

Ala ser

Gly Phe

Phe Asn

Gln

ser
715

tcgectgggce
gggacgcagce
tcaacatcgt
ttgcatcaat
gaggaagtgt
tgattcgéca
trcttggace
gcttrggtce
agagcaatgg
gcgatactat
Trgccgatgce
gtacgtgqggc
tcaaaggata
gtggtatgga
cacagctcaa
ccaagegeat
acctcaaggc
gcattgttct

caatcattgg

Leu Pro Ser
655

Ala Lys Leu

670

Leu Arg Arg
685

val val Pro

Asp val Arg

cgagactagce
ctattctcag
caccggagtc
cggttatcce
caccgcgttc
gcgeggegte
c€grggccgga
ggatccctac
tgtacaagct
cagcagtgtc
cgtacactca
atgtgagaat
tgtcatgagt
tatgacgatg
caccgccgtc
tctegeateg
caatgttcaa
gctgaagaac

gtcatcgtce

Ala

Lys

Arg

Ala

Leu
720

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

1020
1080
1140
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gttgtcaacc ctgcgggaag gaacgcctgc accgatcgag gatgcaacac cggtgegete 1200
ggcatgggtt ggggctccgg cacggccgat tacccctact tegtagcace ctatgatget 1260
ctcaagacgc gggctcagtc cgacggaaca actgtcaacc tactcagetc tgacageace 1320
agcggcgtag ccaacgctge ctccggagec gacgcggeac tagtcettcat cacagecgat 1380
tceggegaag gotacatcac ggtcgaggge gtgaccggeg accgtcccaa cctcgatcce 1440
tggcacaacg gcaaccagcet agtcgaagece gtggetcaag ccaacaagaa caccattgtce 1500
gtegteccaca gtaccggecc catcattctg gagactatce tcgegcagcec gggcgtcaag 1560
gcggtcgtgt gggccggtct ccccagecaa gagaacggea acgcccttgt cgatgtcocta 1620
tacggcttgyg tctctccctc gggtaagetg ccgtatacta tcgccaagag cgaaagcgac 1680
rtacggcactg ccgtgeaaag gggagggacg gatctgttca ctgagggtcet gttcategat 1740
taccgccact ttgacaagaa cggtatcget ccccggtatg agttcggttt cggtotttoc 1800
tacacgaact tcacctactc ctccctctoo atcaccteca cegoectocte cggtccegee 1860
rcgggtgaca ccatcectgg €ggecgcgee gacctctgygg aaaccgtgge aaccgtcact 1920
gccgtogtca aaaacacggg tggtgtgcag ggcgccgagy caccccaget atacatcacc 1980
ttgcocctctt ccgogocgte gagoocgocg aaacagetca gagggtttge aaagctgaag 2040
ctggcgeceyg gggagagcaa gacagctacg trcattttgc ggaggaggga trtgagttat 2100
tgggatacgg gcagccagaa ttgggtggtg cctagtggca getttggggt ggtagtgggt 2160
gctagttcga gggatttgag gttgaatggg aagtttgatg tttattga 2208

<210> 18

<211>735

<212> PRT

<213> Neurospora crassa

<400> 18
Met His Leu Arg Ile Phe Ala val Leu Ala Ala Thr Ser Leu Ala Trp
1 5 10 15
Ala Glu Thr ser Glu Lys GIn Ala Arg Gln Ala Gly Ser Gly Phe Ala

20 25 30
Ala Trp Asp Ala Ala Tyr ser GIn Ala Ser Thr Ala Leu Ser Lys Leu
35 40 45
ser GIn GIn Asp Lys val Asn Ile val Thr Gly val Gly Trp Asn Lys
50 55 60

Gly Pro Cys val Gly Asn Thr Pro Ala Ile Ala Ser Ile Gly Tyr Pro
65 70 75 80
GIn Leu Cys Leu g;n Asp Gly Pro Leu ggy Ile Arg Phe Gly g}y Ser

51



val

Glu

val

Ile

145

Leu

Gly

Asn

Leu

val

225

AsSp

Tyr

ASn

Thr

val

305

Trp

Ala

ASp

Thr

Leu

Gly

Pro

Thr

val

Arg

Tyr

210

Met

Lys

val

ser

Ile

290

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

Ile

115

val

Asn

Gly

GIn

195

Leu

Cys

Ile

Met

Gly

Leu

Lys

Leu

val

Ile
355

Phe

100

Arg

His

Gly

Ile

Ala

180

Thr

Phe

Ser

GIn

ser

260

Met

Trp

Ala

Leu

Gin

340

val

Thr

Gln

val

Gly

Ala

165

Cys

Ile

Pro

Tyr

Asn

245

Asp

Asp

Gly

Arg

Gly

Leu

ES 2612744 T3

Pro

Arg

Leu

Ala

ser

Phe

Asn

230

Gly

Trp

Met

Pro

Leu

310

GIn

Asn

L.eu

Gly

Gly

Leu

135

Asn

Ser

Lys

Ser

Ala

215

Lys

Leu

Asn

Thr

Gln

295

Asp

Asn

His

Lys

Ile

val

120

Trp

Glu

His

val

200

Asp

val

Leu

Ala

Met

280

Leu

ASp

Ser

Lys

Asn
360

52

Gln

105

Tyr

Pro

Glu

Thr

Phe

185

val

Ala

Asn

Lys

GIn

265

Pro

Asn

Met

Gly

Glu

345

Asp

Ala

Leu

val

Gly

Ile

170

Ile

ASp

val

Gly

Gly

Thr

Ala

Tyr

330

Asn

Asp

Ala

Gly

Ala

Phe

155

Glu

Leu

Asp

His

Thr

235

Glu

Thr

Ser

Ala

val

Asn

Ser

Ala

Gly
Gly
Asnh
Arg
Sar
220
Trp
Leu
Thr
AsSp
val
300
Arg
Ala

Arg

Ile

Thr

Glu

125

Ala

Pro

Ile

Glu

Thr

205

Asn

Ala

Gly

ASn

Phe

285

Asn

Ile

Thr

Ala

Leu
365

Trp

Ala

Leu

Asp

GlIn

GlIn

190

Met

val

Cys

Phe

Gly

270

Asn

Asn

Leu

Asn

val

350

Pro

AsSp

Arg

Gly

Pro

ser

175

Glu

His

Ala

Glu

Lys

255

Ala

Gly

Gly

Ala

Leu

335

Ala

Leu

val
Gly '
Lys
Tyr
160
Asn
Thr
Glu
Ser
Asn
240
Gly
Ala
Lys
GlIn
Ser
320
Lys

Arg

Lys



Lys

Ala

385

Gly

Pro

Asn

Gly

Tyr

465

Trp

ASnN

Ile

ser

Ser

545

Tyr

Leu

Tyr

Leu

Ile
625

Pro
370

Gly

Met

Tyr

Leu

Ala

450

Ile

His

Thr

Leu

Gln

530

Pra

Gly

Phe

Glu

Ser

610

Pro

Ser

Arg

Gly

Asp

Leu

435

ASp

Thr

Asn

Ile

Ala

315

Glu

Sar

Thr

Ile

Phe

595

Ile

Gly

Lys

Asn

Trp

Ala

420

Ser

Ala

val

Gly

val

500

Glin

Asn

Gly

Ala

580

Gly

Thr

Gly

Leu
Ala
Gly
Leu
ser
Ala
Glu
Asn
485
val
P.ro
Gly
Lys
1l
Tyr
l?he

Ser

Arg

ES 2612744 T3

Ala

Cys

390

Ser

Lys

AsSp

Leu

val

Gly

Asn

Leu

550

GIn

Arg

Gly

Thr

Ala
630

Thr

Gly

Thr

Ser

val

455

val

Leu

His

val

Ala

535

Pro

Arg

His

Leu

Ala

615

Asp

Ile

ASp

Thr

Arg

Thr

440

Phe

Thr

val

Ser

Lys

Leu

Tyr

Gly

Phe

ser

600

ser

Leu

Gly

Arg
Ala
Ala
425
Ser
Ile
Gly
Gln
Thr
505
Ala
val
Thr
Gly
Asp
585
Tyr

ser

Trp

53

Ser

Gly

Gly

Thr

Asp

Ala

490

Gly

val

Asp

Ile

Thr

570

Lys

Thr

Gly

Glu

Ser

Cys

395

TYr

ser

val

Ala

Pro

val

val

Ala

555

Asp

Asn

Ash

Pro

Thr
635

ser

380

Asn

Pro

ASp

Ala

ASD

460

Pro

ala

Ile

Trp

Leu

540

Lys

Leu

Gly

Phe

Ala

620

val

val

Thr

Tyr

Gly

Asn

445

Ser

Asn

Gln

Ile

Ala

525

Tyr

ser

Phe

Ile

Thr

605

Ser

Ala

val

Gly

Phe

Thr

430

Ala

Gly

Ley

Ala

Leu

510

Gly

Gly

Glu

Thr

Ala

590

Tyr

Gly

Thr

Asn
Ala
val
415
Thr
ala
Glu
Asp
Ash
495
Glu
Leu

Leu

ser

ser
Asp

val

Pro

Leu

400

Ala

val

sar

Gly

Pro

480

LysS

Thr

Pro

val

Arg

ser

Thr

Thr
640



Ala

Leu

Leu

Ala

Ser

705

Ala

val

Tyr

Arg

Thr

690

Gln

Ser

val

Ile

Gly

Phe

Asn

Ser

Lys

Thr

660

Phe

Ile

Trp

Arg

Asn

645

Leu

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado o purificado que tiene una actividad beta-glucosidasa mejorada respecto a la actividad beta-
glucosidasa de la proteina BGL1 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 2), caracterizado por que comprende una secuencia
de aminoacidos en la que al menos un aminoacido esta modificado respecto a la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 2, seleccionandose dicho aminoacido modificado entre las posiciones 225, 238, 240 y 241 de la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 2,y

caracterizado por que dicho polipéptido se selecciona del grupo que consiste en

- una secuencia de aminoacidos seleccionada entre la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 14;

- una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 90 %, preferentemente 95 %, 98 % 0 99 %,
con la secuencia SEQ ID NO: 2 y que comprende la modificaciéon Q225H;

- una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 90 %, preferentemente 95 %, 98 % 0 99 %,
con la secuencia SEQ ID NO: 2 y que comprende las modificaciones V238I, T240G y T241S; y

- una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 90 %, preferentemente 95 %, 98 % 0 99 %,
con la secuencia SEQ ID NO: 2 y que comprende las modificaciones Q225H, V238I, T240G y T2418S.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho polipéptido comprende ademas al menos un
aminoacido adicional modificado seleccionado entre las posiciones 97, 99, 100, 118, 119, 121, 123, 126, 127, 128,
130, 132, 134, 135, 140, 147, 151, 153, 163, 168, 173, 174, 177, 179, 182, 187, 193, 206, 207, 212, 217 y 621 de la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

3. Polipéptido segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que dicho polipéptido comprende ademas al menos
un aminoacido modificado adicional, seleccionandose dicha modificacion del grupo que consiste en V971, YO9F,
S100G, V118T, N119E, 1M121M, E123Q, Q126E, F127Y, 1128L, E130A, V132A, A134G, S135C, S135V, 1140L,
P147A, T1511, Q153H, V163T, T168A, G173A, G173S, Q174E, N177E, 1179L, V182A, V182N, T187C, L193V,
N206D, P207V, L212M, T217L, L621F y L621T.

4. Acido nucleico purificado o aislado, caracterizado por que codifica al menos un polipéptido segiin una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Vector, caracterizado por que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 4.

6. Célula hospedadora aislada, caracterizada por que comprende o bien al menos uno de los polipéptidos segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o al menos uno de los acidos nucleicos segun la reivindicacion 4, o al
menos uno de los vectores segun la reivindicacion 5.

7. Célula hospedadora aislada segun la reivindicacion 6, caracterizada por que se selecciona entre Trichoderma,
Aspergillus, Neurospora, Humicola, Penicillium, Fusarium, Thermomonospora, Bacillus, Pseudomonas, Escherichia,
Clostridium, Cellulomonas, Streptomyces, Yarrowia, Pichia y Saccharomyces.

8. Célula hospedadora aislada segun la reivindicacion 6 o 7, caracterizada por que se selecciona entre
Trichoderma reesei, Trichoderma viridae, Trichoderma koningii, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus
wentii, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Neurospora crassa, Humicola grisae, Penicillium pinophilum,
Penicillium oxalicum, Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Clostridium saccharolyticum, Clostridium
benjerinckii, Clostridium butylicum y sus mezclas.

9. Uso de un polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la hidrdlisis de beta-oligosacaridos.

10. Uso de un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la hidrolisis de celobiosa en
glucosa.

11. Uso de un polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la produccién de biocombustible.

12. Composicion enzimatica que actua sobre la biomasa lignocelulésica, produciéndose dicha composicion
enzimatica a través de hongos filamentosos y comprendiendo al menos un polipéptido segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

13. Procedimiento de produccién de biocombustible a partir de la biomasa, caracterizado por que comprende las
siguientes etapas:

— suspender en una fase acuosa la biomasa a hidrolizar;

— afadir una composicién enzimatica que actia sobre la biomasa lignocelulésica segun la reivindicacion 12
para iniciar la hidrdlisis;

— dosificar los azucares liberados;
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— separar la solucién de azucar de la fraccion solida no hidrolizada;
— fermentar la solucion de azucar;
— separar el biocombustible del mosto de fermentacion.

14. Procedimiento de producciéon de biocombustible a partir de biomasa, caracterizado por que comprende las
siguientes etapas:

— suspender en una fase acuosa la biomasa a hidrolizar;

— afadir simultineamente una composicién enzimatica que actua sobre la biomasa lignoceluldsica segun la
reivindicacion 12 y un organismo de fermentacion;

— separar el biocombustible del mosto de la fermentacion.
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