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DESCRIPCION
Produccién fermentativa de isobutanol con levaduras
La invencion se refiere a una via fermentativa para la produccion de isobutanol a partir de azlcares.

El isobutanol tiene extraordinarias propiedades como combustible. Ademas de ello, también es un interesante
producto quimico, p. €j., como producto quimico base para la produccidon de otros productos quimicos o como
disolvente. Hoy en dia, el isobutanol se prepara preferentemente por via petroquimica a partir de fuentes fésiles.
Esencialmente mas prometedora seria, por el contrario, su preparacién a partir de fuentes renovables tales como, p.
ej., azUcares vegetales o residuos vegetales. Recientemente se presentaron dos procedimientos microbianos, no
fermentativos, con los que se puede preparar isobutanol a partir de azucares (Atsumi et al., 2008; solicitud de
patente US 2007/0092957). En ambos procedimientos se hizo que células huéspedes mediante la introduccion de
ADN heteroélogo, produjeran a partir del compuesto intermedio metabdlico piruvato, el cual se forma mediante la
degradacién de azucares, isobutanol y también otros alcoholes de cadena ramificada. Ambos procedimientos
descritos tienen, sin embargo, en comun que no discurren de forma fermentativa, es decir, que sus equilibrios redox
no estan compensados en la degradacién de los azucares con respecto al isobutanol. Por lo tanto, sélo pueden
discurrir en medios complejos, mediante la reaccion simultanea de co-sustratos, mediante la formacién de productos
secundarios o bajo condiciones aerobias. Esto limita fuertemente la viabilidad de los procedimientos o bien les hace
industrialmente no atractivos.

En Villa K. D. et al. (J. Am. Soc. Brew. Chem. 53(2): 49-53, 1995) se describe la amplificacion del gen ILV3 o del gen
ILV5 o de ambos genes en comun en levaduras de cerveza, llevandose a cabo la amplificacion mediante la
transmision de un plasmido, que es de origen bacteriano y en el que se clonaron el gen ILV3 o el gen ILV5 o ambos
genes en comun. Ademas, se describe una célula de levadura, en la que los genes ILV3 o ILV5 0 ambos genes en
comun estan sobre-expresados. Con ello, en la célula de levadura se ha de aumentar el flujo metabdlico de
sustancias a través de la via de biosintesis de isoleucina-valina, con el fin de reducir la produccién de dicetonas
vecinales y compuestos precursores de las mismas.

Una salida seria el desarrollo de un proceso microbiano fermentativo que podria discurrir en medios minimos, sin co-
sustratos y también bajo condiciones anaerobias o limitadas en oxigeno. Para ello, se ofrecerian como
microorganismos, en particular, levaduras y en este caso, en particular, aquellas del género Saccharomyces tales
como, p. €j., Saccharomyces cerevisiae. De manera interesante, las levaduras poseen ya todas las enzimas que son
necesarias para la formacion de isobutanol a partir de azlcares. No obstante, estas enzimas estan localizadas en
diferentes compartimientos de las células de levadura (citosol y mitocondrias), utilizan diferentes co-factores que no
pueden ser transferidos uno en otro o no de forma efectiva (NAD*/NADH y NADP*/NADPH), y las enzimas son
expresadas solo débilmente o bajo condiciones especiales o bien poseen una actividad enzimatica baja. Con el fin
de alcanzar una produccion efectiva de isobutanol a partir de azlcares, las presentes vias de metabolismo deberian
modificarse de manera que con su ayuda pudiera producirse isobutanol de manera neutra en cuanto a redox y con
recuperacion de energia en forma de ATP, y esto también bajo condiciones anaerobias o limitadas en oxigeno. El
desarrollo de una via fermentativa de este tipo para la produccion de isobutanol a partir de azdcares es mision y
objetivo de esta invencion.

Azlcares tales como, p. e€j., glucosa, son degradados en células huéspedes tales como, p. ej., levaduras,
preferentemente mediante la via metabolica de la glicdlisis para formar piruvato. En este caso, a partir de una
molécula de glucosa se forman dos moléculas de piruvato. Adicionalmente, en este caso resultan dos compuestos
ricos en energia en forma de ATP, y se reducen dos moléculas de NAD" en NADH+H". El piruvato se transforma
entonces normalmente mediante las piruvato descarboxilasas y alcohol deshidrogenasas en etanol o es
transportado a las mitocondrias y alli es transformado por la piruvato deshidrogenasa en acetil-CoA y, en ultima
instancia, es inyectado en el ciclo del acido citrico. El piruvato puede hacerse reaccionar, ademas de ello, también
todavia en algunas otras reacciones. Una de estas vias de reaccion es la via de la biosintesis para formar el
aminoacido valina. Por otra parte, valina puede ser, sin embargo, también degradada, a saber, entre otros, para
formar el producto isobutanol. Si se consiguiera entonces cortocircuitar la via de la biosintesis y la via de la
degradacién de la valina, entonces se podria producir isobutanol directamente a partir de azucares a través del
piruvato. Una via metabdlica de este tipo combina las enzimas que participan en la biosintesis de valina (de piruvato
a a-cetoisovalerato) con las que participan en la degradacion de valina (de a-cetoisovalerato para formar isobutanol).
La levadura Saccharomyces cerevisiae posee por si misma todos los genes necesarios para ello. En este caso, ILV2
(YMR108W) (SEQ. ID. No. 1) codifica la acetolactato sintasa, la cual transforma dos moléculas piruvato en
acetolactato. La enzima llv2 (SEQ. ID. No. 2) es activada por la proteina llvé (= YCLO09C) (SEQ. ID. No. 4). ILV5
(YLR355C) (SEQ. ID. No. 5) codifica el acetohidroxiacido reductoisomerasa la cual hace reaccionar acetolactato
para dar 2,3-dihidroxiisovalerato. ILV3 (YJR0O16C) (SEQ. ID. No.7) codifica la dihidroxiacido deshidratasa, la cual
hace reaccionar 2,3-dihidroxiisovalerato para dar 2-cetoisovalerato. 2-cetoisovalerato se transamina entonces
normalmente para formar valina mediante las transaminasas Bat1 (SEQ. ID. No. 10) y Bat2 (SEQ. ID. No. 12). Si se
evita o reduce esta reaccion, entonces 2-cetoisovalerato también podria hacerse reaccionar mediante diferentes 2-
cetoacido descarboxilasas para formar isobutiraldehido, p. €j., mediante las enzimas Pdc1 (SEQ. ID. No. 14), Pdc5
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(SEQ. ID. No. 16), Pdc6 (SEQ. ID. No. 18), Aro10 (SEQ. ID. No. 20), Thi3 (SEQ. ID. No. 22) (Dickinson et al., 1998;
2003). Esta transformacion directa se impide normalmente, entre otros, mediante la diferente compartimentacion de
las enzimas (mitocondrias, citosol). Isobutiraldehido puede entonces reducirse finalmente en el isobutanol mediante
diferentes alcohol deshidrogenasas (Dickinson et al., 2003). A ellas perteneces, entre otras, Adh 1-7 (SEQ. ID. No.
24), (SEQ. ID. No. 26), (SEQ. ID. No. 28), (SEQ. ID. No. 30), (SEQ. ID. No. 32), (SEQ. ID. No. 34), (SEQ. ID. No.
36), Sfa 1 (SEQ. ID. No. 38), Ypr1 (SEQ. ID. No. 40).

La mayoria de las enzimas mencionadas no se expresan lo suficientemente de manera intensa o bien presentan
bajas actividades enzimaticas, sin embargo, para una produccion eficiente de isobutanol a partir de piruvato o bien
azucares. Otro problema es la especificidad del co-factor y el balance redox. En el caso de la reduccién de las dos
moléculas procedentes de la glicolisis piruvato en isobutanol se requieren una molécula de NADPH del
acetohidroxiacido reductoisomerasa y una molécula de NADH o NADPH de las alcohol deshidrogenasas de cadena
ramificada. Sin embargo, en la glicolisis, a partir de una molécula de glucosa se producen dos moléculas de NADH
en la reaccion de glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Por lo tanto, existe un déficit de NADPH y un exceso de
NADH. Sin embargo, NADH no se puede transformar sin mas en NADPH. Por otra parte, las enzimas Ilv2/llv6, llv5
(SEQ. ID. No. 6) e llv3 (SEQ. ID. No. 8) se encuentran, al menos principalmente en las mitocondrias de las células
de levadura. Por lo tanto, primeramente debe transportarse el piruvato a las mitocondrias y, en Ultima instancia, el 2-
cetoisovalerato debe retirarse de las mitocondrias al citosol. Dado que el transporte a través de membranas puede
actuar a menudo de forma limitante sobre los flujos de sustancias, seria por lo tanto deseable, trasladar todas las
reacciones al citosol. Asimismo desventajoso para una produccion eficiente de isobutanol es que algunos
compuestos intermedios son separados en la via del azlcar para formar el producto para otras reacciones
metabdlicas. Esto es valido, ante todo, para el piruvato que en una gran parte es transformado en etanol mediante
las piruvato descarboxilasas y alcohol deshidrogenasas. Por lo tanto, para una producciéon mas eficiente de
isobutanol es importante reducir o bien excluir por completo estas reacciones secundarias. Mision y objetivo de esta
invencion es, por lo tanto, proporcionar una via fermentativa para la produccién de isobutanol a partir de azucares,
en la que (i) se utilice la propia dotacién de la enzima de las levaduras para la via metabdlica de piruvato para formar
isobutanol, aumentando su expresion o bien actividades, es decir, sin que tengan que introducirse genes
heterdlogos en la levadura, (ii)a) la especificidad del co-factor de la acetilhidroxiacido reductoisomerasa se modifica
de manera que esta enzima utiliza preferentemente NADH en lugar de NADPH como co-factor, o (ii)b) la
especificidad del co-factor de la glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa se modifica de manera que esta enzima
utiliza preferiblemente NADP" en lugar de NAD" como co-factor o bien se expresa en las células de levadura una
NADP-glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa heterdéloga, (iii) se minimiza la formacion de productos secundarios
tales como, p. €j., etanol y (iv) en la que en la medida de lo posible todas las enzimas participantes estén localizadas
en el citosol de las células de levadura.

El problema se resuelve, de acuerdo con la invencién, mediante la sobre-expresion de las actividades enzimaticas
de Ilv2 con o sin su activador Ilv6, Ilv5, Ilv3, al menos de una 2-cetoacido descarboxilasa tal como, p. €j., Aro10 y al
menos una alcohol deshidrogenasa que también puede reducir isobutiraldehido (preferiblemente Adh1 o Adh6, pero
también Adh2-5, Sfa1, Ypr1 u oftras). Esto sucede, por una parte, mediante el intercambio de los respectivos
promotores de los correspondientes genes frente a promotores mas fuertes, de preferencia, pero no exclusivamente,
promotores constitutivos. Preferiblemente, pero no de forma exclusiva, son secuencias de promotores elegidas de
HXT7, HXT7 acortada, PFK1, FBA1, TPI1, PGK1, PMA1, ADH1, TDH3. Ademas, las correspondientes secuencias
de acidos nucleicos de los genes se transforman en alelos optimizados en codones. Cada uno de los aminoacidos
es codificado en el plano del gen por un codoén. Sin embargo, para la mayoria de los aminoacidos existen varios
codones diferentes que codifican un aminoacido individual. Por consiguiente, el cddigo genético esta degenerado. La
eleccion preferida del codon para un aminoacido correspondiente es diferente de un organismo a otro. Asi, en el
caso de genes expresados de forma heterdloga pueden producirse problemas cuando el organismo huésped o bien
la célula huésped presenta un uso de codones muy diferente. El gen no puede ser expresado en absoluto o sdlo de
forma lenta. Sin embargo, también en genes de diferentes proteinas y vias metabdlicas dentro de una célula se
puede comprobar un uso distinto del codon. De los genes de glicolisis de S. cerevisiae se conoce que son
expresados intensamente. Presentan un uso del codén fuertemente restrictivo que corresponde aproximadamente a
las relaciones cuantitativas de los correspondientes ARNts. La adaptacion del uso del codén de los genes ILV2,
(ILV6) (SEQ. ID. No. 3), ILV5, ILV3 de uno de los genes 2-cetoacido descarboxilasa arriba mencionados y uno de los
genes alcohol deshidrogenasa arriba mencionados en el uso del codén preferido de S. cerevisiae conduce a una
mejora de la tasa de formacion de isobutanol en levaduras. El uso preferido del codén puede definirse tal como se
describe en Wiedemann y Boles (2008) para los genes glicoliticos, pero no debe estar necesariamente limitado a
estos ejemplos. Los genes sobre-expresados, posiblemente optimizados en codones, pueden incorporarse en las
células de levadura clonados en plasmidos, pueden integrarse en el genoma de las células de levadura o pueden
reemplazar gendmicamente a los alelos que se presentan de forma natural.

La presente invencion se refiere, por lo tanto, en una primera forma de realizacién, a una célula de levadura que
produce isobutanol, caracterizada porque la célula presenta un flujo de sustancias metabdlico incrementado de
piruvato a través de acetolactato, 2,3-dihidroxiisovalerato, 2-cetoisovalerato, isobutiraldehido para formar isobutanol,
en donde todos los genes que codifican las enzimas que participan en esta reacciéon estan sobre-expresados, y
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porque estos genes son homologos a dicha célula de levadura, en donde llv2 cataliza la reaccién de acetolactato
sintasa de piruvato para formar acetolactato, ilv5 cataliza la reaccién de acetohidroxiacido reductoisomerasa de
acetolactato para formar 2,3-dihidroxiisovalerato, llv3 cataliza la reacciéon de dihidroxiacido deshidratasa de 2,3-
dihidroxiisovalerato para formar 2-cetoisovalerato, una 2-cetoacido descarboxilasa cataliza la reaccion de 2-
cetoisovalerato para formar isobutiraldehido y una alcohol deshidrogenasa cataliza la reaccion de isobutiraldehido
para formar isobutanol, en donde al menos uno de los promotores de estos genes es intercambiado por al menos un
promotor mas fuerte, o las secuencias de acidos nucleicos de estos genes son transformadas en alelos optimizados
en codones, caracterizada por que se sobre-expresan los genes ILV2, ILV5 e ILV3 sin la secuencia diana
mitocondrial de las enzimas acetolactato sintasa, acetohidroxiacido reductoisomerasa y dihidroxiacido deshidratasa
0 se sobre-expresan con una secuencia diana mitocondrial destruida e inactivada, y caracterizada porque,
adicionalmente, se reduce o bien se suprime la expresion de los genes PCD1 con SEQ. ID. No. 13, PDC5 con SEQ.
ID. No. 15y PDC6 con SEQ. ID. No. 17 o bien la actividad de las enzimas codificadas.

En una forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencion se caracteriza porque el al
menos un promotor mas fuerte es un promotor constitutivo.

En otra forma de realizacion preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencidn se caracteriza porque el al
menos un promotor mas fuerte es un promotor consistente HXT7, HXT7 acortada, PFK1, FBA1, TPI1, PGK1, PMA1,
ADH1 y TDH3.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque la 2-
cetoacido descarboxilasa se elige de al menos una de las enzimas Aro10 o Thi3.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza por que la
alcohol deshidrogenasa se elige de al menos una de las enzimas Adh1 con SEQ: ID. No. 24, Adh2 con SEQ: ID. No.
26, Adh3 con SEQ: ID. No.28, Adh3 con SEQ: ID. No.30, Adh5 con SEQ: ID. No. 32, Adh6 con SEQ: ID. No. 34,
Adh7 con SEQ: ID. No.36, Sfa1 con SEQ: ID. No. 38 o Ypr1 con SEQ: ID. No. 40.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque todos
estos genes son sobre-expresados en variantes optimizadas en codones.

En otra forma de realizacion preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencion se caracteriza porque se
sobre-expresan todos estos genes en variantes optimizadas en codones, estando orientada la optimizacion en
codones en el uso de codones de los genes de glicolisis altamente expresados de la levadura.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque la
célula expresa una acetohidroxiacido reductoisomerasa que presenta una especificidad elevada para NADH con
respecto a NADPH.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque esta
acetohidroxiacido reductoisomerasa que prefiere NADH es una variante mutada de la enzima Ilv5 de la levadura.

En otra forma de realizacion preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencion se caracteriza porque se
sobre-expresan al mismo tiempo una alcohol deshidrogenasa que prefiere NADH de la levadura que transforma
isobutiraldehido en isobutanol.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque la

célula expresa adicionalmente una glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante que presenta una
e . + +

especificidad incrementada para NADP™ frente a NAD".

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque esta
glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa que prefiere NADP es heterdloga con respecto a la célula de levadura.

En otra forma de realizacion preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencion se caracteriza porque esta
NADP-glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa es codificada por alelos mutados de uno, dos o de los tres genes
THD1-3 (SEQ. ID. No. 41), (SEQ. ID. No. 43), (SEQ. ID. No. 45) de la levadura. En otra forma de realizacion
preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencidon se caracteriza porque esta NADP-glicerinaldehido-3-
fosfato deshidrogenasa se expresa en una célula de levadura que no presenta o presenta una expresion o actividad
reducida de la NAD-glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque al
mismo tiempo se sobre-expresa un alcohol deshidrogenasa que prefiere NADPH, que transforma isobutiraldehido en
isobutanol.

En otra forma de realizacion preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencion se caracteriza porque se
sobre-expresa adicionalmente la proteina llvé en el mismo compartimiento de la célula que lIv2.
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En otra forma de realizacion preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencidon se caracteriza porque
mutaciones adicionales aumentan la produccion de isobutanol. En otra forma de realizacion preferida, la célula de
levadura de acuerdo con la invencion se caracteriza porque mutaciones adicionales aumentan la resistencia frente a
concentraciones tdxicas de isobutanol.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque la
célula se elige del siguiente grupo: Pichia, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Yarrowia 'y Saccharomyces.

En otra forma de realizacién preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invencién se caracteriza porque la
célula huésped es Saccharomyces cerevisie.

En otra forma de realizacion preferida de la invencion (véase la Fig. 1), la enzima Ilv5 (acetohidroxiacido
reductoisomerasa) se modifica de manera que utiliza preferiblemente NADH en lugar de NADPH como co-factor. Al
mismo tiempo, se prefiere, pero no necesariamente, sobre-expresar una alcohol deshidrogenasa que también utilice
NADH como co-factor (p. ej.,, Adh1 o Adh2-5 o Sfa1). llv5 cataliza la reduccion de acetolactato en 2,3-
dihidroxiisovalerato, con oxidacién simultinea de NADPH+H" en NADP®. Mediante la degradacion glicolitica de
azucares no se forma, sin embargo, o soélo lo hace en pequefias cantidades NADPH. Sin embargo, se forma NADH.
Sin embargo, NADH no se puede transformar sin mas en NADPH (Boles et al., 1993). Por lo tanto, seria deseable
modificar la especificidad del co-factor de la acetohidroxiacido reductoisomerasa de manera que esta enzima
prefiera NADH en lugar de NADPH. Esto puede alcanzarse reemplazando determinados aminoacidos de llv5 que se
requieren para el uso exclusivo de NADPH, por otros que permitan también o que prefieran un uso de NADH.
Aminoacidos de este tipo son preferiblemente, pero no de forma exclusiva, los aminoacidos Arg108, Gly111, Ala112
y/o Ser113 de la enzima precursora no procesada que se puede derivar mediante una comparacién de la enzima
llv5 de levadura con la estructura de la acetohidroxiacido reductoisomerasa de la espinaca (Biou et al., 1997).
Arg108 puede transformarse en este caso, preferiblemente pero no de forma exclusiva, en Met, Trp, Phe, Glu o Asp,
Gly111 preferiblemente, pero no de forma exclusiva, en Glu o Asp, Ala112 preferiblemente, pero no de forma
exclusiva, en Ser o Gly y Ser113 preferiblemente, pero no de forma exclusiva, en Glu o Asp. Sin embargo, no se ha
de excluir que también el intercambio de aminoacidos adicionales u otros aminoacidos conduzcan a una
modificaciéon de la especificidad del co-factor de llv5 en favor de NADH.

En otra forma de realizacién posible de la invencion (véase la Fig. 2), la glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) de la levadura se modifica de modo que prefiera NADP* en lugar de NAD", o sea reemplazada o bien
completada por una glicerinaldehidro-3-fosfato deshidrogenasa que prefiera NADP" frente a NAD". Al mismo tiempo,
se prefiere, pero no necesariamente, sobre-exprimir una alcohol deshidrogenasa que prefiera NADPH como co-
factor (p. €j., Adh6 o Ypr1). GAPDH es codificado, p. €j., en S. cerevisiae, por los genes IDH1 (SEQ. ID. No. 41),
TDH2 (SEQ. ID. No. 43) y TDH3 (SEQ. ID. No. 45) y cataliza la oxidacién de glicerinaldehido-3-fosfato con la
fosforilacion simultanea para dar 1,3-difosfoglicerato. En el caso de la degradacion glicolitica de azucares se utiliza
en este caso normalmente NAD* como co-factor y se forma NADH+H'. NADH no se puede transformar sin mas en
NADPH (Boles et al., 1993). Dado que, sin embargo, la acetohidroxiacido reductoisomerasa NADPH se utiliza como
co-factor, seria deseable modificar la especificidad del co-factor de la GADPH de manera que esta enzima prefiera
NADP* en lugar de NAD". Una modificacién de la especificidad del co-factor de la GAPDH de levadura puede
alcanzarse reemplazando determinados aminoacidos de Tdh1 (SEQ. ID. No. 42), Tdh2 (SEQ. ID. No. 44) y/o Tdh3
(SEQ. ID. No. 46), que se requieren para el uso exclusivo de NAD" por otros que también permitan o prefieran un
uso de NADP®. Aminoacidos de este tipo son preferiblemente, pero no de forma exclusiva, los aminoacidos Asp33
y/o Gly188-Pro189 que se pueden derivar mediante una comparacion de las enzimas GAPDH de levadura con la
estructura de GAPDH que prefiere NADP (Fillinger et al., 2000). Asp33 puede en este caso preferiblemente, pero
no de forma exclusiva, transformarse en Asn, Gly, Ala o Ser, Gly188-Pro189 preferiblemente, pero no de forma
exclusiva, en Ala-Ser, Val-Arg, Asn-Pro o Thr-Lys. Sin embargo, no se excluye que también el intercambio de
aminoacidos adicionales u otros aminoacidos conduzca a una modificacion de la especificidad del co-factor de Tdhl-
3 en favor de NADP". Alternativamente una GAPDH heteréloga podria ser sobre-expresada en levaduras que
utilizan preferiblemente NADP®, p. ej., pero no exclusivamente Gdp1 (SEQ. ID. No. 48), de Kluyveromyces lactis
(Verho et al., 2002) o GapB (SEQ. ID. No. 50) de Bacillus subtilis (Fillinger et al., 2000). La NADP-GAPDH puede
sobre-expresarse de forma optimizada en codones en una forma de realizacion preferida. Las NADP-GAPDHs
mutadas o heterélogas pueden expresarse en este caso adicionalmente a las NAD-GAPDHSs presentes o, en una
realizacion preferida, en mutantes de levaduras con la expresion o actividad de NAD-GAPDH reducida o suprimida.

Proteinas que son transportadas a la matriz mitocondrial se sintetizan como proteinas precursoras en el citosol y
luego son transportadas a través de translocasas a la matriz mitocondrial. La pre-secuencias N-terminales son
disociadas por una peptidasa mitocondrial durante la translocacion. En el marco de la invencién, se sobre-expresan
los genes ILV2, (ILV6), ILV5 o bien ILV5MNAPHMIL) "o 11 /3 sin la secuencia diana mitocondrial de las proteinas
correspondientes o con una secuencia diana mitocondrial destruida e inactivada, de modo que las proteinas
producidas se localizan preferiblemente en el citosol de las células de levadura (Pang y Duggleby, 1999; Omura,
2008). Esto puede suceder con los alelos naturales u optimizados en codones.
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El piruvato puede hacerse reaccionar ulteriormente en diferentes vias de reaccion. La via de reaccion
cuantitativamente mas potente es su reaccion para formar etanol. En este caso, el piruvato es descarboxilado por
piruvato descarboxilasas (Pdcs) para formar acetaldehido y es hecho reaccionar adicionalmente para formar etanol.
En este caso, el piruvato se pierde para la produccién de isobutanol. En una forma de realizacién preferida de la
invencion, pero no necesariamente, se bloquea o bien reduce, por lo tanto, el flujo del piruvato para formar etanol
mediante la desconexién o bien reduccion de la expresion o las actividades de piruvato descarboxilasa. Esto sucede,
p. €j., mediante delecioén o bien reduccién de la expresion de los genes PDC1, PDC5 y/o PDC6. Dado que, sin
embargo, la levadura necesita la acetil-CoA producida a partir de acetaldehido en el citosol, ésta ha de
proporcionarse adicionalmente en el caso de una desconexidon completa de las piruvato descarboxilasas. Esto
sucede (i) mediante una desconexion no completa de la expresion o actividad de las piruvato descarboxilasas, (ii)
mediante la expresion de una piruvato-formiato-liasa heteréloga con su enzima activante, incluida la sobre-expresion
de una formiato deshidrogenasa, (i) mediante la expresion heterdloga de un soporte de carnitina mitocondrial
reversible o (iv) mediante la introduccién de mutaciones espontaneas de supresores. Ademas de ello, se mantiene la
reduccion o desconexion de otras reacciones metabolicas, con el fin de potenciar el flujo de los metabolitos
intermedios para formar isobutanol.

Ademas, la produccién de isobutanol asi como la resistencia frente a concentraciones téxicas de isobutanol en las
células de levadura recombinantes puede aumentarse todavia mediante mutagénesis al azar o los métodos de
“Evolutionary Engineerings” o de la “Directed Evolution” (Sauer, 2001).

La presente invencién se refiere, ademas, a un procedimiento para la produccion de isobutanol con células de
levadura, que comprende proporcionar una célula de levadura tal como se define precedentemente, asi como la
puesta en contacto de la célula de levadura con una fuente de carbono fermentable.

En una forma de realizacion preferida, el procedimiento de acuerdo con la invencién se caracteriza porque la fuente
de carbono fermentable es una fuente de carbono C3 — C6.

En otra forma de realizacién preferida, el procedimiento de acuerdo con la invenciéon se caracteriza porque la fuente
de carbono pertenece al grupo consistente en monosacaridos, oligosacaridos o polisacaridos.

En otra forma de realizacién preferida, el procedimiento de acuerdo con la invencién se caracteriza porque la fuente
de carbono pertenece al grupo consistente en glucosa, fructosa, manosa, galactosa, sacarosa, maltosa, xilosa o
arabinosa.

En otra forma de realizacion preferida, el procedimiento de acuerdo con la invencion se caracteriza porque la célula
huésped se pone en contacto con la fuente de carbono en el medio de cultivo.

Métodos

1. Cepas y medios

1.1 Bacterias

- E. coli SURE (Stratagene)
- E. coli DH5a (Stratagene)

Medio completo LB triptéfano 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 0,5%, pH 7,5 (véase Maniatis, 1982). Para la
seleccidn a una resistencia a antibidticos codificada por plasmidos al medio se afiadieron después de someterlo a
autoclave 40 pg/ml de ampicilina. Medios nutricios solidos contenian adicionalmente 2% de agar. El cultivo tuvo
lugar a 37°C.

1.2 Levaduras
Cepas de la serie CEN.PK, cepas industriales
- medio selectivo completo sintético SC:

0,67% de base nitrogenada de levaduras sin aminoacidos, pH 6,3, disolucion de aminoacido/nucleobase,
fuente de carbono en la concentracion en cada caso indicada

- medio selectivo minimo sintético SM:

0,16% de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y sulfato de amonio, sulfato de amonio 0,5%,
dihidrégeno-fosfato de potasio 20 mM, pH 6,3, fuente de carbono en la concentracion en cada caso indicada

- medio de fermentacion sintético (medio mineral) SFM: (Verduyn et al., 1992), pH 5,5
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Sales: (NH4)2S04, 5 g/l; KH2PO4, 3 g/l; MgS04*7H,0, 0,5 g/l

Oligoelementos: EDTA, 15 mg/l, ZnSO4* 4,5 mg/l; MnCl»*4H,0O, 0,1 mg/l; CoCl,*6H20, 0,3 mg/l; CuSOs,
0,192 mg/l; NazMoO4*2H,0, 0,4 mg/l; CaCl,*2H,0, 4,5 mg/l; FeSO4*7H,0, 3 mg/l; H3BO3, 1 mg/l; Kl, 0,1 mg/I

Vitaminas: biotina, 0,05 mg/l; acido p-aminobenzoico, 0,2 mg/l; acido nicotinico, 1 mg/l; pantotenato de
calcio 1 mg/l; piridoxina-HCI, 1 mg/l; tiamina-HCI, 1 mg/l; minositol 25 mg/l

Concentracion de los aminoacidos y nucleobases en el medio completo sintético (segun Zimmermann, 1975):
adenina (0,08 mM), arginina (0,22 mM), histidina (0,25 mM), isoleucina (0,44 mM), leucina (0,44 mM), lisina (0,35
mM), metionina (0,26 mM), fenilalanina (0,29 mM), triptéfano (0,19 mM), treonina (0,48 mM), tirosina (0,34 mM),
uracilo (0,44 mM), valina (0,49 mM). Como fuente de carbono se emplearon L-arabinosa y D-glucosa.

Medios completos y selectivos soélidos contenian, adicionalmente, 1,8% de agar. El cultivo de las células de levadura
tuvo lugar a 30°C. El medio mineral sintético empleado para las fermentaciones contenia sales, metales traza y
vitaminas en las concentraciones arriba enumeradas y L-arabinosa como fuente de carbono. De los metales traza y
de las vitaminas se emple6 una disoluciéon patron. Ambas disoluciones se filiraron en condiciones estériles. Ambas
se almacenaron a 4°C. Para la preparacion de la disolucion de metales traza, el valor del pH jugaba un papel
decisivo. Los distintos oligoelementos debieron ser disueltos por completo en agua sucesivamente en la secuencia
anterior. Después de cada una de las adiciones, el valor del pH tuvo que ajustarse con KOH a 6,0 antes de poder
afadir el oligoelemento siguiente. Al final, el valor del pH se ajusté con HCI a 4,0. Con el fin de evitar la formacién de
espuma, se anadieron al medio 200 ul de agente antiespumante (Antifoam 2004, Sigma). Dado que los ensayos se
llevaron a cabo bajo condiciones anaerobias, hubieron de afadirse al medio, después de someterlo a autoclave,
todavia 2,5 ml/l de una disolucién de Tween80-ergosterol. Esta se compone de 16,8 g de Tween80 y 0,4 g de
ergosterol que se completa con etanol hasta 50 ml, y se disolvieron en la misma. La disolucion se filtré en
condiciones estériles. Las sales y el agente antiespumante se sometieron a autoclave conjuntamente con el
fermentador completo. La arabinosa se sometié a autoclave separadamente del medio restante. Después del
enfriamiento del medio, se agregaron los oligoelementos asi como las vitaminas.

2. Transformacion
2.1 Transformacion de E. coli

La transformacion de las células de E. coli tuvo lugar mediante el método de electroporacion segun Dower et
al.(1988) y Wirth (1993) mediante un aparato Easyject prima (EQUIBO).

2.2 Transformacion de S. cerevisiae

La transformacion de cepas de S. cerevisiae con ADN de plasmido o bien fragmentos de ADN tuvo lugar segun el
método de acetato de litio de Gietz y Woods (1994).

3. Preparacion de ADN
3.1 Aislamiento de ADN del plasmido de E. coli

El aislamiento de ADN del plasmido de E. coli tuvo lugar segun el método de la lisis alcalina de Bimboim y Doly
(1979) modificado seguin Maniatis et al. (1982) o, alternativamente, con el kit “QlAprep Spin Miniprep Kit” de la razén
social Qiagen. ADN de plasmido muy puro para las secuenciaciones se preparé con el kit “Plasmid Mini Kit” de la
razon social Qiagen segun los datos del fabricante.

3.2 Aislamiento de ADN del plasmido de S. cerevisiae

Las células de un cultivo de levadura estacionario (5 ml) se cultivaron mediante centrifugacién, se lavaron y se
resuspendieron en 400 pl de tampdn P1 (Plasmid Mini Kit, razén social Qiagen). Después de la adicion de 400 pl de
tampon P2 y 2/3 volumen de perlas de vidrio (& 0,45 mm) tuvo lugar la disgregaciéon de la célula mediante
sacudimiento durante 5 minutos en un aparato Vibrax (Vibrax-VXR de Janke & Kunkel o IKA). El sobrenadante se
mezclé con Y2 de volumen de tampon P3, se mezclé y se incubd en hielo durante 10 min. Después de una
centrifugacion durante 10 minutos a 13000 rpm, mediante la adicion de 0,75 ml de isopropanol al sobrenadante se
precipité el ADN del plasmido a temperatura ambiente. El ADN sedimentado mediante centrifugacion durante 30 min
a 13000 rpm se lavé con etanol al 70%, se seco y se resuspendio en 20 pl de agua. 1 ul del ADN se empled para la
transformacion en E. coli.

3.3 Determinacion de la concentracion de ADN

La concentracion de ADN se midié por fotometria espectral en un intervalo de longitudes de onda de 240-300 nm. Si
la pureza del ADN, determinada mediante el cociente E2so nm/E2s0 nm, S€ €ncuentra en 1,8, entonces la extincion Ezso
= 1,0 corresponde a una concentracion de ADN de 50 ug de ADNs/ml (Maniatis et al., 1982).
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3.4 Amplificacién de ADN mediante PCR
Uso del sistema Phusion™ High Fidelity

La reaccion en cadena de la polimerasa tuvo lugar en un volumen total de 50 pl con el sistema “Phusion™ High
Fidelity PCR System” de la razén social Finnzymes segun los datos del fabricante. Cada una de las tandas consistia
en 1-10 ng de ADN o 1-2 colonias de levadura como carga previa de sintesis, mezcla de dNTP 0,2 mM, 1xtampon 2
(contiene MgCl, 1,5 mM), 1 U de polimerasa y en cada caso 100 pmol del cebador de oligonucledtidos
correspondiente. La reaccion PCR se llevd a cabo en un termociclador de la razén social Techne y las condiciones
de PCR se eligieron, segun demanda, como sigue:

1 1x 30 s, 98°C desnaturalizacion del ADN

230x 10s,98°C desnaturalizacion del ADN
30 s, 56-62°C reasociacion/union de los oligonucledétidos al ADN
0,5-1 min, 72°C sintesis/elongacion del ADN

3 1x 7 min, 72°C sintesis/elongacion del ADN

Después de la primera etapa de desnaturalizacion, se anadio la polimerasa (“hot start PCR”). El numero de las
etapas de sintesis, la temperatura de reasociacion y el tiempo de elongacion se adaptaron a las temperaturas de
fusion especificas de los oligonucledtidos utilizados o bien al tamafio del producto esperado. Los productos de la
PCR se examinaron mediante electroforesis en gel de agarosa y a continuacion se purificaron.

3.5 Purificacion de ADN de productos de la PCR

La purificacion de los productos de la PCR tuvo lugar con el kit “QlAquick PCR Purification Kit” de la razén social
Qiagen segun los datos del fabricante.

3.6 Separacion por electroforesis en gel de fragmentos de ADN

La separacion de fragmentos de ADN con un tamafo de 0,15-20 kb tuvo lugar en geles de agarosa al 0,5-1% con
0,5 pyg/ml de bromuro de etidio. Como tampén de gel y de elucion se utilizd tampon 1XTAE (Tris 40 mM, acido
acético 40 mM, EDTA 2 mM) (Maniatis et al., 1982). Como patrén de magnitud servia un ADN de fagos lambda
cortado con las endonucleasas de restriccion EcoRI y Hindlll. Las muestras de ADN se mezclaron antes de la
aplicacion con 1/10 de volumen de marcador azul (tampon 1xXTAE, 10% de glicerol, 0,004% de azul bromofenol) y
después de la separacion se visualizé mediante radiacion con luz UV (254 nm).

3.7 Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

El fragmento de ADN deseado se corté a partir del gel de TAE-agarosa bajo luz UV de onda larga (366 nm) y se
aislo con el kit “QlAquick Gel Extraction Kit” de la razon social Qiagen segun los datos del fabricante.

4. Modificaciéon enzimatica de ADN
4.1 Restriccion de ADN

La disociacion especifica para la secuencia del ADN con endonucleasas de restriccion se llevé a cabo bajo las
condiciones de incubacion aconsejadas por el fabricante durante 1 hora con 2-5 U de enzima por ug de ADN.

Otros vectores de expresion posibles son los de la serie pRS303X, p3RS305X y p3RS306X. En este caso, se trata
de vectores integrativos que poseen un marcador de antibiéticos dominante. Datos mas precisos con respecto a
estos vectores se encuentran en Taxis y Knop (2006).

5. Clonacién de fragmentos de ADN mediante recombinacion in vivo

Para un clonacion in vivo de fragmentos de ADN en S. cerevisiae se sintetizd primeramente el gen o bien la
secuencia de ADN correspondiente mediante una reaccion PCR. Los oligonucleétidos empleados en este caso
contenian en cada caso en la zona 5’, colgantes especificos que comprendian 36-39 nucleétidos que son homodlogos
a las secuencias flanqueantes 5 o bien 3’ de la zona de integracion en el vector diana. En la zona 3’, los
oligonucledtidos contienen 20-22 bases con homologia con respecto a los extremos 3’ o bien 5’ del gen a amplificar.
El producto de la PCR resultante se transformé en levadura junto con el vector linearizado mediante restriccion en la
zona de integracion y purificado. Las células se sembraron en medio selectivo sintético del que faltaba el
correspondiente aminoacido o bien base de nucledtidos para la seleccién al marcador de auxotrofia del vector. De
este modo, se obtuvieron solo aquellos transformantes que, en virtud de una recombinacién mas homologa del
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fragmento de ADN, habian formado de nuevo en el vector linearizado un plasmido estable y circular. Los plasmidos
se aislaron, se amplificaron en E. coli y se examinaron mediante subsiguiente analisis de restriccion o mediante
secuenciacion.

6. Intercambio de integracion en ADN genémico
Este se llevé a cabo tal como se describe en Becker y Boles (2003) y Wieczorke et al. (1999).
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<212> ADN

<213> Saccharomyces Cerevisiae

<400> 1

atgatcagac aatctacgct
taccgcaaca cacctgccat
tccecgttatt acagtgegtc
ttcaatgttg atccattaga
gctgagectg acatggatac
atgatgtcCa gacaaaacgrt
gtttacgatg ccattcataa
ggtgccggte acatggcaga
gttacttctg ggccaggtgce
gggattccaa tggttgtctt
ttccaagagg crgacgtcgt
aagtecgtgg aagaattgec
agaccgggac cagtcttggt
ccaattccaa caaaaacaac
caagatgaat ttgtcatgca
aaacctgtct tatacgtcgg
aaagaattaa gtgaccgtgc
ttcgaccaag aagatccaaa
aacctggcag tgcaaaatgc
gtcactggta atatttctaa
ggrggtatta ttcatttcga
atagcagtgg aaggtgatgc
gttaaggaga ggtctgaatg

aaaaaacttc
gagatcagta
tccattacca
acagcccgcet
crctttegte
tgatactgta
cagtgataaa
aggctacgec
caccaatgtc
tacagggcaa
tggtatttct
attgcgtatt
cgatttacca
tctrecatca
aagtatcaat
tgctggtatt
tcaaatacct
atcattggat
cgacttgata
attcgctcca
ggttagtcca
tacgaccaat

gtttgctcaa

gctattaagc
gctctegege
gcctctaaaa
gaaccttcaa
ggtttaactg
tttggttatc
ttcaactteg
agagcttctg
gttactccaa
gtcccaacta
agatcttgta
aacgaggctt
aaggatgtta
aacgcactaa
aaagcagcag
ttaaaccatg
gtcaccacta
atgcttggta
attgcagttyg
gaagctcgtce
aaaaacataa
ctgggcaaaa

ataaataaat

gttgctttca
agcgctttta
ggccagagcc
aattggctaa
gtggtcaaat
caggtggtgc
ttcttccaaa
gtaaaccagg
tggcagatgc
gtgctatcgg
cgaaatggaa
ttgaaattge
cagcagctat
accaattaac
atttgatcaa
cagatggtec
ctttacaagg
tgcacggttg
gtgctagatt
gtgcagctge
acaaggttgt
tgatgtcaaa

ggaagaagga

10

acatatagca
tagttcgtct
tgctccaagt
gaaactacgc
atttaacgaa
tatcctacct
acacgaacaa
tgrtgtettg
ctttgcagac
tactgatgct
tgtcatggte
cacgageggt
cttaagaaat
cagtcgegea
cttggcaaag
aagattacta
tttaggttca
tgctactgec
cgacgaccgt
cgagggtaga
tcaaactcaa
gattttccca

atacccatac

60
120
180
240
300
360
420
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660
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1020
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1140
1200
1260
1320
1380
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gctratatgg
tccaaggttg
caaatgtggy
ggtttaggta
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agttctgecg
ggtatggtta
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ttcaagctgg
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atccctgttce
actagcggag
taagttgaaa
aaaagttcct
tgacccagaa
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Ala

Glu

Pro

Asn

Gly

fhe

ser
5

Ala
20

Tyr
Phe Tyr
Ser

Lys

Gin Pro

Thr

Arg

ser

Arg

Ala

Leu Lys

Thr

AsSn

ser
40

ser
Glu

Pro

Glu Pro

70

Met
85

Asp

Glu
100

Met
Ala

Gly

Asn Phe

Asp

Met

Ile

val

Thr Ser

Ser

Arg

Pro
120

Leu

Leu
135

Pro

ES 2613539 T3

atraaaccac
gtcattgtta
agaaatccac
gccgecateg
gcatccttta
aagattttga
tacgaacatc
gctatgggtt
gaattcgttt
gttttgccaa

gttgaaagac

rPhe Ala

10

AsSn

Pro Ala Met

ser Arg Tyr

Pro Ala Pro

ser Lys Leu

75

val
90

Phe Gly

Gln val

105

Asn

val Tyr Asp

Lys His Glu

agacggttat
caacgggtgt
atactttcat
gtgctcaagt
acatgactct
ttttgaacaa
gttattccca
taaaaggttt
ctaccaaggg
tggtggcagg

aacagactga

Ile Lys Arg

val
30

Arg ser

ser Ala

45

Tyr

Ser phe

60

Asn

Ala Lys Lys

Leu Thr Gly

val
110

Asp Thr

Ile His

125

Ala

GIn Ala

140

Gly

11

aaagaaacta
ggggcaacat
cacatcaggt
tgcaaagcca
aacggaatig
tgaagagcaa
cacacatcaa
aagagtcaag
cccagttttg
tggtagcggt
attacgtcat

Phe

Leu

ser pPro

val asp

Leu Arg

80

Gly Gln

95

pPhe Gly

AsSh

ser

Gly His

1440
1500
1560
1620
1680
1740
180C
1860
1920
1980
2040
2064



Met

145

val

Ala

Thr

Ile

Glu

225

Arg

Ile

Leu

Ile

Tyr

305

Lys

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr

Phe

Ser

ser

210

Leu

Pro

Leu

Asn

Asn

290

val

Glu

Leu

Met

Ile

370

Ser

Gly

Glu

Ser

Ala

Ala

195

Arg

Pro

Gly

Arg

Gln

275

Lys

Gly

Leu

Gly

His

Ile

Lys

Ile

Gly

Gly

ASp

Ile

ser

Leu

Pro

Asn

260

Leu

Ala

Ala

ser

ser

340

Gly

Ala

Phe

Ile

Tyr

Pro

165

Gly

Gly

Cys

Arg

val

245

Pro

Thr

Ala

Gly

Asp

325

Phe

Cys

val

Ala

His
405

Ala

150

Gly

Ile

Thr

Thr

Leu

Ile

Ser

ASp

Ile

310

Arg

Asp

Ala

Gly

Pro

390

Phe

Arg

Ala

Pro

Asp

LyS

Asn

val

Pro

Arg

Leu

295

Leu

Ala

Gin

Thr

Ala

375

Glu

Glu

Ala

Thr

Met

Ala

200

Trp

Glu

Asp

Thr

Ala

280

Ile

Asn

Gln

Glu

Ala

360

Arg

Ala

val

ES 2613539 T3

Ser

Asn

val

185

Phe

Asn

Ala

Leu

ASn

His

Ile

Asp

Asn

Phe

Arg

ser

Gly

val

170

val

Gln

val

Phe

Pro

250

Thr

ASD

Leu

Ala

Pro

330

Pro

Leu

ASD

Arg

Pro
410

Phe

Glu

Met

Glu

235

Lys

Thr

Glu

Ala

Asp

315

val

Lys

Ala

Asp

Ala

395

Lys

Pro

Thr

Thr

Ala

val

220

Ile

Asp

Leu

Phe

Lys

Gly

Thr

ser

val

Ar

38

Ala

AsSn

12

Gly

Pro

Gly

205

Lys

Ala

val

Pro

val

285

Lys

Pro

Thr

lLeu

GlIn

val

Ala

Ile

val

Met

GlIn

190

val

ser

Thr

Thr

ser

270

Met

Pro

Arg

Thr

Asp

350

Asn

Thr

Glu

Asn

val

Ala

175

val

val

val

ser

Ala

AsSn

Gln

val

Leu

Leu

335

Met

Ala

Gly

Gly

Lys
415

Leu
160
Asp
Pro
Gly
Glu
Gly
Ala
Ala
Ser
Leu
Leu
320
Gln
Leu
Asp
Asn
Arg
4

val



val

Lys

Ala

Glu

465

Ser

val

Pro

Leu

Ile

545

Ser

Asn

His

Ala

Leu

625

Leu

Gly

Arg

GIn

Met

Gln

450

The

Lys

Gly

His

Pro

530

Asp

Ser

Glu

Arg

Glu

610

Asp

Glu

Gly

Gln

<210> 3
<211> 930

<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 3

Thr

Met

435

Ile

Pro

val

GIn

Thr

515

Ala

Ile

Ala

Glu

Tyr

595

Ala

Ala

val

ser

Gln
675

Gln

420

ser

Asn

Gly

Ala

His

500

Phe

Ala

Asp

val

Gln

580

ser

Met

Lys

Glu

Gly

Thr

Ile

Lys

Lys

Ser

ASn

485

GIn

Ile

Ile

Gly

Gln

565

Gly

His

Gly

Leu

val

645

Leu

Glu

Ala

Ile

Trp

LyS

ASp

Met

Thr

Gly

Met

Thr

Leu

630

ASp

Asp

Leu

val

Phe

Thr

Trp

Ser

Ala

Ala

Gly

val

His

Lys

Glu

Arg

ES 2613539 T3

Glu Gly Asp

Pro

440

Lys

Lys

Gly

Ala

Gly

Gln

Ser

Thr

Thr

Gln

600

Gly

Phe

LysS

Phe

His
680

425

val

Glu

Pro

Arg

Ala

505

Gly

val

Phe

Pro

Leu

val

val

Ile

665

Lys

Lys

Tyr

Glin

His

490

Gln

Leu

Ala

Asn

val

570

Trp

Asn

Arg

Ser

Pro

650

Asn

Arg

Ala

Glu

Pre

Thr

475

val

His

Gly

Lys

Met

555

Lys

Gln

Pro

val

Thr

635

val

Phe

Thr

Thr

Arg

Tyr

460

val

Ile

Trp

Thr

Pro

540

Thr

Ile

ser

Asp

Lys

Leu

Asp

Gly

13

Thr

Ser

445

Ala

1le

val

Thr

Met

525

Glu

Leu

Leu

Leu

Phe

605

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

AsSn

430

Glu

TYr

Lys

Thr

510

Gly

Ser

Thr

Ile

Phe

590

Ile

Gln

Pro

Met

Glu

670

Lys

Leu

Trp

Met

Lys

Thr

495

Arg

Tyr

Leu

Glu

Leu

575

Tyr

Lys

Glu

val

val

655

val

His

Gly

Phe

Glu

Leu

480

Gly

Asn

Gly

val

Leu

560

Asn

lLeu

Leu
640

Ala

Glu



10

atgctgagat
atggtgcgre
gcaacaagac
tcatccatca
aactgtttgg
agaggcttta
atgaccattg
gacttggtcc
ctagtgatgg
caccacactt
gaaaagcaat
catttgaacg
gaaacaagct
ttggtcgagce
actcctttga

gtcgacattt

<210> 4
<211> 309
<212> PRT

cgttattgca
gcagteccte
ctceccttgee
tttacgaaac
tgcaaaacga
acatcgattc
ttttgcaagg
ccgtctacge
ccagaatctc
ccaccaatgc
tccaccotge
atatcaccaa
gtattgtgga
cattcggtgt
agacaagcac

cccaactacc

aagcggccac
gtcgacctcc
cacactagac
accagcgcecct
acccggtgtc
gttggtcgtg
gcaagatggc
cgtcctagac
tctattgggt
tggcgecgcet
caacttgccc
cttgaccaac
gttgtctgca
cctagagtgt
cgaggaagcet

acctggttag

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 4

Met Leu Leur GIn ser

Arg ser Leu
1 5

ser Cys Ala Thr Met val Arg Cys

His
40

Ala Tyr %gs Gln Met His Arg

Leu Asp Thr Pro Ser Trp Asn Ala

50 55

Glu Thr pPro ala Pro Ser

70

Tyr Arg
65

Asn Cys Leu val Gln Asn Glu Pro

ES 2613539 T3

C€gcagggtgg
gcgttggegt
actccttect
tctegtcaac
ttgtccagag
tgcaacaccg
gtagtcgaac
tataccaatt
actgaatact
gactcccaag
gccagtgagg
aactttggag
aaacccacac
gcaagaagcy

gccgacgaag

His
10

Gly Arg

Ser Ser Ser

25

Ala Thr Arg

Asn Ser Ala

Gln Pro Arg

75

Gly val Leu

ttgcttctte
acaagcagat
ggaatgccaa
caagaaaaca
tctcgggtac
aggtcaaaga
aagcacgcag
ctgagatcat
tcgaagacct
aattggtcgc
tattaaggtt
gtcgtgtegt
gtatctctge
gtatgatggc

acgaaaagat

atgtgctacc
gcacagacac
cagtgcegtt
gcatgtcttg
gttagctgece
cctaagtaga
acaaatcgaa
caaaagagag
actattgcac
Ccgaaatcaga
gaagcacgag
cgacatcagc
cttcttgaag
attgccaaga

cagcgaaatc

Arg

Ser

Pro

val

60

Lys

Ser

14

val

Thr

Pro

45

ser

GlIn

Arg

val

ser

30

Leu

ser

His

val

Ala

15

Ala

Pro

Ile

val

ser

ser

Leu

Thr

Ile

Leu

80

Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
930



10

Thr

Thr

Asp

val

145

Leu

Leu

Gln

Leu

Ile

225

Glu

Ala

ser

Glu

Gln
305

Leu

Glu

Gly

Tyr

val

Leu

Glu

Pro

210

Thr

Thr

Phe

Gly

Ala

290

Leu

<210> 5

<211> 1188
<212> ADN

Ala

val

115

val

Ala

Met

Leu

Leu

195

Ala

Asn

Ser

Leu

Met

275

Ala

Pro

Ala

100

Lys

val

val

Ala

His

180

val

ser

Leu

Cys

Lys

Met

Asp

Pro

85

Arg

Asp

Glu

Leu

Ala

Glu

Thr

Ile

245

Leu

Ala

Glu

Gly

Gly

Leu

Gln

His
Glu
val
Asn
230
val
val

Leu

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Tyr

Ser

Thr

ITe

Leu

215

Asn

Glu

Glu

Pro

Glu
295

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 5

atgttgagaa ctcaagccgc cagattgatc tgcaactccC gtgtcatcac tgctaagaga

acctttgctt tggccacccg tgotgotget tacagcagac cagergeccg tttegttaag

Asn

Arg

120

Arg

Thr

Leu

ser

Arg

200

Arg

Phe

Leu

Pro

Arqg

280

Lys

ES 2613539 T3

Ile

105

Met

Arg

Asn

Lteu

Thr

185

Glu

Leu

Gly

Ser

Phe

265

Thr

Ile

90

Asp

Thr

Gln

ser

Gly

Asn

Lys

LyS

Gly

Ala

Gly

Pro

Ser

Ser Leu
Ile val
Ile Glu
140
Glu Ile
Thr Glu
Ala Gly
Gln Phe
His Glu
220
Arg val
2
Lys Pro
val Leu

Leu Lys

Glu Ile
300

15

val

Leu

125

Asp

Ile

Tyr

Ala

His

205

His

val

Thr

Glu

Thr

285

val

val

11¢

Gln

Leu

Lys

phe

Ala

190

Pro

Leu

ASp

Arg

Cys

270

ser

ASp

95

cys

Gly

val

Arg

Glu

175

Asp

Ala

ASsn

Ile

Ile

Ala

Thr

Asn

Gin

Pro

Glu

160

Asp

ser

Asn

Asp

Ser

240

Ser

Arg

ser

60
120



10

ccaatgatca
tacgaaagag
gcrttgatcg
ttgaacgtta
ggttgggtic
gttatgaact
ttgaccaagg
actcacgttg
agaactgtca
aacgatgtca
ggttacgttt
ggttgtttaa
aacggtcact
tacccattga
agaagaggtg
gacttgtacg

caacctgact
tggaaggttg

<210> 6
<211> 395
<212> PRT

ctaccegtgg
ctgactggcec
gttacggttc
tcattggtgt
caggcaagaa
tgttgtccga
gtaagacttt
aaccaccaaa
gatctttgtt
ccggtaaggce
accaaaccac
tgggtggrat
ccecatectga
tcggtaagta
ctttggactg
aatctaccaa
acagagaaaa

gtaaggaagt

tttgaagcaa
aagagaaaag
ccaaggttac
ccgtaaagat
cttgttcact
tgccgctcaa
gtacttctcc
ggacttagat
caaggaaggt
tcacgaaaag
tttcgaaaga
ccacggtatg
agctttcaac
cggtatggat
gtacccaatc
gaacggtacc
gctagaaaag

cagaaagttg

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 6

Met Leu
1

Thr Ala Lys

Arg Pro

35

Gln
50

Lys

Asp
65

Trp

Ala Leu

Arg

Ala

Ile

Pro

Ile

Thr GlIn
5

Arg Thr

20

Ala Arg

Asn Phe

Arg Glu

Gly Tyr

85

Ala

Phe

Phe

Gly

Ala Arg

Ala Leu

val Lys

Gly Thr
55

Leu Leu

ser GlIn

ES 2613539 T3

atcaacttcg
ttgttggact
ggtcaaggtt
ggtgctrcre
gttgaagaty
tcagaaacct
cacggtttct
gtratcttgg
cgtggtatta
gcccaagett
gaagtcaact
ttcttggctc
gaaaccgtcg
tacatgtacg
ttcaagaatg
gaaaccaaga
gaattagaca

agaccagaaa

Ile
10

Leu Cys

Ala Thr

25

Arg

Pro Met Ile

val Glu Thr

Phe
75

ASp Tyr

Gly Tyr Gly

90

gtggtactgt
acttcaagaa
tgaacttgag
ggaaggctge
ctatcaagag
ggcctgctat
ccccagtcete
ttgctccaaa
actcttctta
tggccgttge
ctgacttgta
aatacgacgt
aagaagctac
atgcttgtte
ctttgaagec
gatctttgga
ccatcagaaa

accaataa

ASn Ser Arg

Ala
30

Ala Ala

Thr
45

Thr Arg

val Glu

60

TYyr

LYS ASn ASp

Gly Leu

16

tgaaaccgtc
cgacactttt
agacaacggt
catcgaagac
aggtagttac
caagccattg
caaggacttyg
gggtrtccggt
cgccgrcetgg
cattggttcc
cggtgaaaga
cttgagagaa
ccaatctcta
caccaccgcee
tgrtrrccaa
attcaactct

catggaaatc

val Ile

15

Tyr Ser

Gly Leu
Ala

Arg

Phe
80

Thr

Asn
95

Lek

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1188



5

Arg

sSer

Phe

Leu

145

Leu

Phe

Leu

Giu

Tyr

Ala

Phe

Gly

Arg

Pro

Lys

Asp Asn Gly

Trp

Thr

130

Ser

Thr

Lys

val

Gly

LyS

TYr

Gly

Gln

Asn

290

Lys

Arg

val

Arg

ASp

Lys

Asp

Ala

195

Arg

ala

val

Glu

Tyr

275

Glu

Tyr

Gly

Phe

ser
355

100

Ala

Glu

Ala

Gly

Leu

180

Pro

Gly

His

Tyr

Arg

260

Asp

Thr

Gly

Ala

Gln

340

Leu

Leu

Ala

Asp

Ala

LysS

165

Thr

Lys

Ile

Glu

Gln

Gly

val

val

Met

Leu

325

AsD

Glu

Asn

Ile

Ala

Gln

150

Thr

His

Gly

ASnN

Lys

230

Thr

Cys

Leu

Glu

Leu

Phe

val

Glu

Ile

ser

Leu

val

ser

Ser

215

Ala

Thr

Leu

Arg

Glu

295

Tyr

Trp

Tyr

ASn

Ile

Asp

Lys

Glu

TYr

Glu

Gly

ser

Gln

Phe

Met

Glu

280

Ala

Met

Tyr

Glu

Ser
360

ES 2613539 T3

Ile

105

Gly

Arg

Thr

Phe

Pro

185

Arg

Tyr

Ala

Glu

Gly

Asn

Thr

Tyr

Pro

ser

345

Gln

Gly

Trp

Gly

Trp

Ser

170

Pro

Thr

Ala

Leu

Gly

Gly

GIn

Asp

Ile

330

Thr

Pro

val

val

Ser

Pro

155

His

Lys

vat

val

Ala

235

Glu

Ile

His

ser

Ala

315

phe

Lys

Asp

Arg

Pro

Tyr

140

Ala

Gly

Asp

Arg

Trp

val

val

His

ser

Leu

300

Cys

Lys

Asn

Tyr

Lys
Gly
val
Ile
Phe
Leu
ser
205
Asn
Ala
Asn
Gly
Pro
285
Tyr
Ser
Asn

Gly

Arg
365

Asp

110

Lys

Met

LyS

Ser

Asp

Leu

ASp

Ile

Ser

Met

270

ser

Pro

Thr

Ala

Thr

Glu

Gly

AsSn

Asn

Pro

Pro

175

val

Phe

val

Gly

Asp

255

Phe

Glu

Leu

Thr

Leu

335

Glu

Lys

Ala

Leu

Leu

Leu

160

val

Ile

Lys

Thr

ser

240

Leu

Leu

Ala

Ile

Ala

320

Lys

Thr

Leu

Glu Lys Glu Leu Aasp Thr §1e Arg Asn Met Glu Ile Trp Lys val Gly
75

370

385

<210>7

Lys Glu val Arg Lys ;eg Arg Proc Glu Asn Gln
9

380

395

17



10

15

<211> 1758
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 7

atgggcttgt
dagaagctca
gccatgettt
ggttcetgtt
tgttctcaat
tcagacggta
attgcagact
ccatcatgtg
tccatcatgg
atctctaaaa
caattcactg
tgtggtggta
attccaaact
attggtgaat
aaagaggctt
gttttgcatt
caaagaatca
atggccgatt
aacatgttgc
aaagcaccaa
gccaacggtc
attaccggta
gccrttattg
atcagatatg
gctctgatgg
ggtggttctc
atcgggttag

taacgaaagt
acaagtactc
atgccaccygg
ggtggtccgg
ccattgaaaa
tctctatgag
cctttgaaac
acaaaaacat
tatatggtgg
acatcgatat
aagaagaaag
tgtatactgc
cctcttectt
acatcaagaa
ttgaaaacgc
tggtggctgt
gtgatactac
tgattaacgt
acggtaacac
gcctacctga
acttgcaaat
aggaaggtac
aagccrtgga
aaggtccaag
gttacggttt
acgggttctt

tcagagacgg

tgctacatct
gtatatcatc
tttcaagaag
taacccatgt
agcgggtttg
tactaaaggr
catcatgatg
gcccggtgtc
tactatcttg
cgtctotgeyg
agaagatgtt
caacacaatg
cccagcegtt
gacaatggaa
cattacttat
tgctcactct
accattgatc
tggtggtacc
aatgactgtt
aggacaagag
tctgtacggt
ttacttcaag
aagaggtgaa
aggtgcacca
gggtaaagat
aatcggccac

cgatgagatt

ES 2613539 T3

agacaattct
actgaaccta
gaagatttca
aacatgcatc
aaagctatgc
atgagatact
gcacaacact
atgatggcca
cceggrcatc
ttccaatcct
gtggaacatg
gcttectgecg
tccaaggaga
ttgggtattt
gtcgttgcaa
gcgggrgrca
ggtgacttca
caatctgtga
accggtgaca
attattaagc
tcattggcac
ggtagagcac
atcaagaagg
ggtatgcctg
gttgcattgt

attgttcccg

atcattgatg

ctacaacgag
agggccaagyg
agaagcctca
tattggactt
agttcaacac
cgttacaaaqg
acgatgctaa
tgggtagaca
caacatgtgg
acggtgaata
catgcccagg
ctgaagtgct
agttagctga
tacctcgtga
ccggtgggtc
agttgtcace
aaccttctgg
ttaagtatct
ctttggcaga
cactctccca
caggtggagc
gtgtgttcga
gtgaaaaaacg
aaatgctaaa
tgactgatag
aagccgctga

ctgataataa

ctattagtct ctgataagga aatggctcaa cgtaaacaaa gttgggttgc

cgttacacaa gaggtactct atccaagtat gctaagttgg tttccaacgc

tgtgttttag atgcttga

<210> 8
<211> 585
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 8

18

atgcgttgca
tgcgtcccag
agtcggggtt
gaataacaga
catcggtgtt
tagagaaatc
catcgccatc
taacagacct
ttcttegaag
tatttccaag
tcctggttct
aggtttgace
gtgtgacaac
tatcctcaca
cactaatgct
agatgatttc
taaatacgtc
atatgaaaac
acgtgcaaag
cccaatcaag
tgtgggtaaa
dgaggaaggt
cgttgttgtt
gccttectet
tagattctct
aggtggtcct

caagattgac

acctccacct

ttccaacggt

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
1758



Met

Arg

Pro

Lys

Trp

65

cys

Thr

Tyr

Met

LYyS

145

ser

Gly

ser

ASD

Gly

Cys

Lys

Lys

ser

Ser

Ile

Ser

Met

130

Asn

Ile

Ser

Tyr

val

teu

val

Gly

35

Glu

Gly

Gln

Gly

Leu

115

Ala

Met

Met

ser

Gly

val

Leu

Ala

20

GIn

Asp

Asn

ser

val

100

GlIn

Gln

Pro

val

Glu

Thr

Lys

Gly

Phe

Pro

Ile

85

Ser

Ser

His

Gly

TYr

165

Ile

Tyr

His

LysS

Lys

Ala

Lys

Asp

Arg

Tyr

val

150

Gly

ser

Ile

Ala

val

Leu

ser

LYyS

AsSn

Lys

Gly

Glu

ASD

135

Met

Gly

Lys

ser

Cys

Ala

Asn

Gln

40

Pro

Met

Ala

Ile

Ile

120

Ala

Met

Thr

AsSn

Lys

200

Pro

ES 2613539 T3

Thr

Lys

Ala

Gln

His

Gly

Ser

105

Ile

Asn

Ala

Ile

Ile

185

Gln

Gly

Ser

10

Tyr

Met

val

Leu

Leu

90

Met

Ala

Ile

Met

Leu

170

Asp

Phe

Pro

Arg

Ser

Leu

Gly

Leu

75

Lys

Gly

Asp

Ala

Ile

Thr

Gly

Gln

Tyr

Tyr

val

60

Asp

Ala

Thr

Ser

Ile

140

Arg

Gly

val

Glu

ser

19

Phe

Ala

45

Gly

Leu

Met

Lys

Phe

125

Pro

His

His

ser

Glu

205

Cys

ser

Ile

30

Thr

ser

Asn

Gln

Gly

Glu

Ser

Asn

Pro

Ala

190

Glu

Gly

Thr

15

Thr

Gly

cys

Asn

Phe

95

Met

Thr

Cys

Arg

Thr

175

Phe

Arg

Gly

Thr
Glu
Phe
Trp
Arg
80

Asn
Arg
Ile
Asp
Pro
160
Cys
Gln

Glu

Met



TYr

225

Ile

Glu

Ile

Thr

val

305

Gn

Gly

val

Thr

Leu

385

Ala

ala

Ala

Gly

465

Ala

210

Thr Ala Asn

Pro

Cys

Leu

Tyr

290

Ala

Arg

Lys

Ile

val

370

Pro

ASn

val

Arg

Glu

450

Pro

Leu

Asn

Asp

Pro

275

val

val

Ile

Tyr

Lys

Thr

Glu

Gly

Gly

val

435

Ile

Arg

Met

Ser

Asn

260

Arg

val

Ala

ser

val

340

Tyr

Gly

Gly

His

Lys

420

Phe

Lys

Gly

Gly

Thr

Ser

245

Ile

Asp

Ala

His

ASp

325

Met

Leu

Asp

GIn

Leu

405

Ile

Glu

Lys

Ala

Tyr

Met

230

Ser

Gly

Ile

Thr

ser

310

Thr

Ala

Tyr

Thr

Glu

390

Gin

Thr

Glu

Gly

Pro

470

Gly

215

Ala

Phe

Glu

Leu

Gly

Ala

Thr

Asp

Glu

Leu

375

Ile

Ile

Gly

Glu

Glu

455

Gly

Leu

ser

Pro

Tyr

Thr

280

Gly

Gly

Pro

Leu

Asn

360

Ala

Ile

Leu

Lys

Gly

LYyS

Met

Gly

ES 2613539 T3

Ala

Ala

Ile

265

Lys

Ser

val

Leu

Ile

345

AsSn

Glu

Lys

Tyr

Glu

Ala

Thr

Pro

Lys

Ala

val

250

Lys

Glu

Thr

Lys

Ile

330

Asn

Met

Arg

Pro

Gly

Gly

Phe

val

Glu

Asp

Glu

235

ser

Lys

Ala

Asn

Leu

315

Gly

val

Leu

Ala

Leu

395

ser

Thr

Ile

val

Met

475

val

220

val

Lys

Thr

Phe

Ala

300

ser

AsSp

Gly

His

LyS

ser

Leu

Tyr

Glu

val

460

Leu

Ala

20

Leu

Glu

Met

Glu

285

val

Pro

Phe

Gly

Gly

Lys

His

Ala

Phe

Ala

445

Ile

Lys

Leu

Gly

Lys

Glu

270

Asn

Leu

Asp

Lys

Thr

350

Asn

Ala

Pro

Pro

Lys

430

Leu

Arg

Pro

Leu

Leu

Leu

255

Leu

Ala

His

ASp

Pro

335

Gln

Thr

Pro

Ile

Gly

Gly

Glu

Tyr

Ser

Thr

Thr

240

Ala

Gly

Ile

Leu

Phe

320

Ser

ser

Met

ser

Lys

400

Gly

Arg

Arg

Glu

Ser

480

Asp
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Phe Ser

500

Gly Arg

Ala Ala

515

Pro Glu

Glu Tle 1Ile Ile

530

ASp Lys Glu Met

545

Arg Tyr Thr Arg

Ala Ser Asn

<210>9
<211> 1182
<212> ADN

485

Gly

Glu

Asp

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

Gln

550

Thr

vat

ser His

Gly Phe

ES 2613539 T3

490

Leu

505

Pro
520

Gly
ASp Asn
Arg Lys
Ser

Leu

Leu Asp

Asn

Gln

Lys

Gly Leu

Lys Ile

ser Trp

555

Tyr Ala

570

Ala

585

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 9

atgttgcaga
gccccattag
ccaaatgaag
tcagccaaag
ccatctgett
actrcctcaaa
tctgecgeta
aaattgatcg
agaccaacaa
ctttatgtta
cttgaagcaa
ggtgctaact
caaaatctat
ttcttcgttt
ggraccarttt
gatcctcaag
gcaaaacaag

atcaaggaaa

tgtggtgcat tgaccaagca agttgctcaa tggattgetg atatccaata cggtagagrc

gacattcctt
atgcatccaa
aattagtgtt
4a9gytgggg
gtgtattcca
atactatcac
gaatttgttt
aacaagataa
tgattggtac
ttacttctcc
cagactatgc
atgcecccatg
ggttgttcgg
tcctcaacaa
tagaaggtgt
aatgggacat
gtgaactatt

ttggctggaa

gaagttgggq
actaaaaatt
cggccagaca
cactccacac
ttatgcattt
catgttccgt
gccaactttc
acacttggtrt
atccaagggt
agtcggtect
tacaagagct
catcttacct
cccagaaaag
agtcactggc
taccagagac
caacgagcgt
agaagccttce

caacgaagat

aaattctcca
actagaaacc
ttcaccgatc
atcaagcctt
gaattatttg
ccggataaga
gaatctgaag
cctcaaggta
ttaggtgttg
tattataaga
tggccaggtg
caactacaag
aacatcactg
aagaaggaat
tctgttttaa
tattacacta
ggttctggta
attcatgttc

Ile Gly His
510

val Arg
525

Asp

Asp Leu Leu

540

val Ala pPro

Lys Leu val

tcagaacact
caaatccatc
atatgttgac
acggtaatct
aaggtttgaa
acatggcccg
aattgatcaa
atggttactc
gcacteects
ctggtttcaa
gtgttggcga
ctgccaaaag
aggttggtac
tggttaccge
cattggctceyg
ttactgaagt
ctgcrgctgr
cactattgcc

aattatggta actggtcaaa aactgttgcc gacttgaact aa

21

495

Ile val

Gly Asp

val ser

Pro Pro

560

Ser Asn

575

cgcractgge
caagccaaga
cattccttgg
ttctcttgac
dgcctacaga
tatgaacaag
acttaccggg
attatacatc
cgaggctett
agccgtacgt
caaaaaattg
agggraccaa
tatgaacgtg
tccattagat
tgacaaacta
cgccactaga
cgttrcacct

tggtgaacaa

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960

1020
1680

1140
1182



<210> 10

<211> 393

<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 10

Met
1
Leu
Asn
GIn
Gly
65
Pro
Lys
LYS
Thr
Gln
145
Arg
Ser

Lys

Arg

Leu

Ala

Pro

Thr

50

Trp

ser

Ala

AsSn

Phe

130

ASp

Pro

Glu

Thr

Ala
210

Gln

Thr

Asn

35

Phe

Gly

Ala

Tyr

Met

115

Glu

Lys

Thr

Ala

Gly

Trp

Arg

Gly

20

Pro

Thr

Thr

Cys

Arg

100

Ala

ser

His

Met

Leu

180

Phe

Pro

His

Ala

ser

Asp

Pro

val

85

Thr

Arg

Glu

Leu

Ile

165

Leu

Lys

Gly

ser

Pro

Lys

His

His

70

Phe

Pro

Met

Glu

val

150

Gly

Tyr

Ala

Gly

Leu

Leu

Pro

Met

55

Ile

His

Gin

Asn

Lteu

135

Pro

Thr

val

val

val
215

Lys

AsSp

Arg

40

Leu

Lys

Tyr

AsSn

Lys

Ile

Gln

Ser

Ile

200

Gly

ES 2613539 T3

Leu

Ala

25

Pro

Thr

Pro

Ala

Thr

105

ser

Lys

Gly

Lys

Thr

185

Leu

ASp

Gly

10

Ser

Asn

Ile

Tyr

Phe

90

Ile

Ala

Leu

ASn

Gly

ser

Glu

Lys

LyS

Lys

Glu

Pro

Gly

75

Glu

Thr

Ala

Thr

Gly

Leu

Pro

Ala

Lys

Phe

Leu

Glu

Trp

60

Asn

Leu

Met

Arg

Gly

Tyr

Gly

val

Thr

Leu
220

22

Ser

Lys

Leu

43

ser

Leu

Phe

Phe

Lys

ser

val

Gly

Asp

205

Gly

Ile

Ile

30

val

Ala

Ser

Glu

Arg

110

Cys

Leu

Leu

Gly

Pro

190

Tyr

Ala

Arg

15

Thr

Phe

Lys

Leu

Gly

95

Pro

Leu

Ile

Tyr

Thr

175

Tyr

Ala

Asn

Thr

Arg

Gly

Asp

80

Leu

ASp

Pro

Glu

Ile

160

Pro

Tyr

Thr

TYyr
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Ala
225

Pro Cys

Gln Asn Leu

Thr Met Asn

val
275

Glu Leu

Arg Asp ser

290

Asp Ile

Lys GIn

val val Ser

val Leu

355

Pro

Gln
370

Ala Trp

Trp Ser

385

Lys

<210> 11
<211> 1131
<212> ADN

Leu Pro
230

Ile

Leu Phe

245

Trp

val Phe Phe

260

Thr ATa Pro

val Leu Thr

Asn Glu Arg

310

Glu
325

Gly Leu

Pro Ile

340

Lys

Leu Pro Gly

Ile Ala Asp

Ala
390

Thr val

Gln Leu

Gly

Pro

val pPhe

Glin

Glu

Leu

ES 2613

Ala
235

Ala

Lys Asn

2530

Asn Lys

265

Leu Asp

280

Leu Ala

295

Tyr Tyr

Leu Glu
Glu

Ile

Gln
360

Glu

Ile GIn

375

Asp Leu

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 11

atgaccttgg
aagceaaaac
gcggaatgga
tctttagacc
gcttacagaa
atgaataagt
ctaattggga
ttatatatca

agagccttge

cacccctaga
cgaacagtga
cagctgaaaa
cttcegeggt
cggtggacaa
ctgctcagag
aactgatcca
ggcctacatt

tatatgtcat

cgcctccaaa
gttagtgttt
agggtggggt
ggttttccat
caaaattaca
aatctgtreg
gcaagataag
aatcggcact

ttgetgecct

Gly

Arg

Thr

Ala

Gly

Cys

Tyr

Thr Ile

Asp Lys

Thr
315

Ile

Phe
330

Gly
Trp Asn
Ala

Gly

Gly Arg

Asn

gttaagataa
ggcaagagct
accccagaga
tatgcttttg
atgtttcgtc
ccaacgtteg
tgcttagtte
acggccggtt

gtgggtcctt

539 T3

Lys Arg Gly

Ile Thr Glu

val Thr Gly

Glu
285

Leu Gly

Leu Pro

300

Asp

Glu val Ala

ser Gly Thr

Asn Glu Asp

350

Thr
365

Leu Lys

val
380

Asn Tyr

ctaccacaca
tcacggacca
ttaaacctta
agcrattcga
cagatatgaa
acccagaaga
ctgaaggaaa
taggggtttc

attacaaaac

23

GlIn
240

Tyr

val Gly

255

Lys Lys

val Thr

Gln Glu

Thr Arg

320

Ala Ala

335

Ile His

GIn val

Gly Asn

acatgcatct
catgttaact
tcaaaatctg
agggatgaaqg
tatgaagcgc
gttgattace
aggttacict
cacgcctgat

tggatttaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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gcggtcagac tggaagccac tgattatgcec

aagaaactag gtgcaaacta cgcceccctgce

ggttaccaac aaaatttatg gctatttggt

atgaatgctt ttttcgtgtt taaagatagrt

ccactagacg gtaccatttt ggaaggtgtt

gaaagactcg aaccaagtga atggaccatt

actgagagat ccaagaacgg tgaactactt

gtttctccca ttaaggaaat cggctggaaa

ggcgaacaaa ccggtccatt ggccaaagaa

ggcgagactg agcatggcaa ttggtcaagg

<210> 12

<211> 376

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 12

qet Thr Leu Ala Pro Leu Asp Ala

5
Gln His Ala Ser LyS Pro Lys Pro
20

Ser Phe Thr Asp His Met Leu Thr
35 40

Trp Gly Thr Pro Glu Ile Lys Pro

50 55

ser Ala val val phe His Tyr Ala

65 70

Ala Tyr Arg Thr §a1 Asp Asn Lys

5
Asn Met Lys Arg Met Asn Lys Ser
100

phe Asp pro Glu Glu Leu Ile Thr
115 120

Asp Lys Cys Leu val pro Glu Gly

130 135
Pro Thr Leu Ile Gly Thr Thr Ala
145 150

ES 2613539 T3

acaagagctt
gtcctgecac
ccaaataaca
aaaacgggca
actagggatt
agtgaacgct
gaagcctttg
ggcgaacaaa
gttgcacaat

gttgttactg

Ser Lys val

Asn Ser Glu

25

Ala Glu Trp

Tyr GIn Asn

phe Glu Leu

75

Thr
90

Ile Met

Ala Gl1n

105

Arg

Leu Ile Gly

Lys Gly Tyr

Gly Leu Gly

ggccaggagg
aattgcaagc
acattactga
agaaggaact
ccattttaaa
acttcactat
gttctggtac
ttaatattec
ggattaatgg

atttgaactg

Lys Ile Thr

val phe

30

Leu

Ala Glu

45

Thr

Leuw Ser

60

Leu

Phe GTu Gly

Phe Arg Pro

Ile Leu

110

Cys

Ley Ile

Lys
Y 125

Ser
140

Leu Tyr

val Ser Thr

24

ctgtggtrgac
tgcricaagg
agtcggcacc
agttactgct
tcttgctaaa
aggcgaagtt
tgctgegatt
gttgttgccc
aatccaatat

a

Thr Thr

15

Gly Lys

Lys Gly

AsSp Pro

Met Lys

ASp Met

95

Pro Thr

Gln G1n

Ile Arg

Pra Asp

160

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1131



ES 2613539 T3

Arg Ala Leu Leu Tyr val Ile Cys Cys Pro val Gly Pro Tyr Tyr Lys
165 170 175

Thr Gly Phe Lys Ala val Arg teu Glu Ala Thr Asp Tyr Ala Thr Arg
130 185 190

Ala Trp Pro Gly Gly Cys Gly Asp Lys Lys Leu Gly Ala asn Tyr Ala
195 200 205

pro Cys val Leu Pro GIn Leu Gin Ala Ala Ser Arg Gly Tyr GIn GlIn
210 215 220

Asn Leu Trp Leu Phe Gly Pro Asn Asn Asn Ile Thr Glu val Gly Thr
225 230 235 240

Met Asn Ala Phe phe val Phe Lys Asp Ser Lys Thr Gly Lys Lys Glu
245 250 255

Leu val Thr Ala Pro teuw Asp Gly Thr Ile Leu Glu Gly val Thr Arg
260 265 270

Asp Ser Ile Leu Asn Leu Ala Lys Glu Arg Leu Glu Pro Ser Glu Trp
275 280 285

Thr Ile Ser Glu Arg Tyr Phe Thr Ile Gly Glu val Thr Glu Arg Ser
290 295 300

Lys Asn Gly Glu Leu Leu Glu Ala Phe Gly Ser Gly Thr Ala Ala Ile
305 310 315 320

val ser Pro Ile Lys Glu Ile Gly Trp Lys Gly Glu GIn Ile Asn Ile

325 330 335
Pro Leu Leu Pro Gly Glu GIn Thr Gly Pro Leu Ala Lys Glu val Ala
340 345 350
GIn Trp Ile Asn Gly Ile GIn Tyr Gly Glu Thr Glu His Gly Asn Trp
355 360 365
ser Arg val val Thr Asp Leu Asn
370 375
<210> 13
<211> 1692

5 <212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 13
atgtctgaaa ttactttggg taaatatttg ttcgaaagat taaagcaagt caacgttaac 60
accgttttcg gtttgccagg tgacttcaac ttgtccttgt tggacaagat ctacgaagtt 120
10 gaaggtatga gatgggctgg taacgccaac gaattgaacg ctgcttacgc cgctgatggt 180

25
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tacgctcgta
gctttgaacy
gtcccatcca
gacttcactg
gacattgcta
agaccagtct
ttgcaaactc
attgacacca
tgttgttcca
ccagctttceg
ggtgtttacg
ttgattttgt
tacaagacca
ttcccaggtg
gctaagggtt
gcttctaccc
gqrgatgttg
ccaaacaaca
gctaccttgg
ttcattggtg
ggcttgaagce
cacggtccaa
actttcggtg
ttgacccaag
ccagtcttcg

gctaageaat

<210> 14
<211> 563
<212> PRT

tcaagggtat
gtattgccgg
tctctgetca
ttttccacag
ccgeccecage
acttaggttt
caattgacat
tcttggcttt
gacacgacgt
tcaccccaat
tcggtacctt
crgtcggtgc
agaacattgt
tccaaatgaa
acaagccagt
cattgaagca
tcattgctga
cctacggtat
gtgctgecttt
acggttcttt
catacttgtt
aggctrcaata
ctaaggacta
acaagtcttt
atgctccaca

dad

gtcttgtatc
ttcttacget
agctaagcaa
aatgtctgcc
tgaaattgac
gccagctaac
gtctttgaag
ggtcaaggat
caaggctgaa
gggtaagggt
gtccaagcca
tttgttgtct
cgaattccac
attcgttttg
tgctgtecca
agaatggatg
aaccggtacc
ctctcaagte
cgctgctgaa
gcaattgact
cgtcttgaac
caacgaaatt
tgaaacccac
caacgacaac

aaacttggtt

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 14

ES 2613539 T3

atcaccacct
gaacacgtcg
ttgttgttgc
aacatttctg
agatgtatca
ttggtcgact
ccaaacgatg
gctaagaacc
actaagaagt
t¢cattgacyg
gaagttaagg
gatttcaaca
tccgaccaca
caaaagttgt
gctagaactc
tggaaccaat
tccgettteg
ttatggggtt
gaaattgatc
gttcaagaaa
aacgatggtt
caaggttggg
agagtcgcta
tctaagatca

gaacaagcta

tcggtategy
grgrtrgca
accacacctt
aaaccactgc
gaaccactta
tgaacgtcce
ctgaatccga
cagttatctt
tgattgactt
aacaacacce
aagccecgttga
ccggrrcttt
tgaagatcag
tgaccactat
cagctaacge
tgggtaactt
gtatcaacca
CCattggtrt
caaagaagag
tctccaccat
acaccattga
accacctatc
ccaccggtga
gaatgattga
agttgactgc

tgaattgtct
cgrtgttggt
gggtaacggt
tatgatcact
cgtcacccaa
agctaagttg
aaaggaagtc
ggctgatgct
gactcaattc
aagatacggt
atctgctgac
ctcttactct
aaacgccact
tgctgacgec
tgctgtecca
cttgcaagaa
aaccacrrec
caccactggt
agttatctta
gatcagatgg
aaagttgatt
cttgttgceca
atgggacaag
aatcatgttg

tgctaccaac

met Ser Glu Ile Thr Leu Gly Lys Tyr Leu Phe Glu Arg Leu Lys GIn
1 5 10 15

val asn val Asn Thr val phe Gly Leu Pro Gly Asp Phe ggn Leu Ser
25

26

240
300
360
420
480
540
60C
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1692



teu

Ala

Lys

65

Ala

His

Leu

Ser

Ala

145

Arg

Pro

Asp

Lys

His

Pro

Pro

Lys

Leu

Leu

Asn

50

Gly

Leu

val

His

Ala

130

Pro

Pro

Ala

Ala

Asp

210

Asp

Ala

Arg

Glu

ser
290

ASp

35

Glu

Met

Asn

val

His

115

Asn

Ala

val

Lys

Glu

195

Ala

val

Phe

Tyr

Ala

275

Asp

Lys

Leu

ser

Gly

Gly

Thr

Ile

Glu

Tyr

Leu

130

ser

Lys

Lys

val

Gly

val

Phe

Ile

Asn

Cys

Ile

85

val

Leu

Ser

Ile

Leu

165

Leu

Glu

Asn

Ala

Thr

245

Gly

Glu

AsSn

Tyr

Ala

Ile

70

Ala

Pre

Gly

Glu

Asp

150

Gly

Gln

Lys

Pro

Glu

230

Pro

val

ser

Thr

Glu

Ala

55

Ile

Gly

Ser

Asn

Thr

135

Arg

Leu

Thr

Glu

val

215

Thr

Met

Tyr

Ala

Gly

val

40

Tyr

Thr

Ser

Ile

Cys

Pro

Pro

val

200

Ile

Lys

Gly

val

ASp

280

ser

ES 2613539 T3

Glu

Ala

Thr

Tyr

ser

105

Asp

Ala

Ile

Ala

Ile

185

Ile

Leu

Lys

Lys

Gly

Leu

Phe

Gly

Ala

Phe

Ala

90

Ala

Phe

Met

Arg

Asn

170

Asp

Asp

Ala

Leu

Gly

Thr

Ile

Ser

Met

Asp

Gly

75

Glu

Gln

Thr

Ile

Thr

155

Leu

Met

Thr

Asp

Ile

ser

Leu

Leu

Tyr

Arg

Gly

60

val

His

Ala

val

Thr

140

Thr

val

Ser

Ile

Ala

220

ASp

Ile

Ser

Ser

Ser
300

27

Trp

45

Tyr

Gly

val

Lys

Phe

125

Asp

Tyr

Asp

Leu

Leu

205

Cys

Leu

ASD

Lys

val

285

Tyr

Ala

Ala

Glu

Gly

Gln

110

His

Ile

val

Leu

Cys

Thr

Glu

Pro

270

Gly

Lys

Gly

Arg

Leu

val

95

Leu

Arg

Ala

Thr

Asn

175

Pro

Leu

ser

GIn

Gln

Glu

Ala

Thr

AsSn

Ile

ser

80

Leu

Leu

Met

Thr

GIn

160

val

Asn

val

Arg

Phe

240

His

val

Leu

Lys



Asn

305

Phe

Ile

Thr

Trp

Ile

385

Pro

Phe

Asp

Leu

ser

Ala

ASp

Ala

545

Ala

Ile

Pro

Ala

Pro

Met

370

Ala

Asn

Thr

Pro

Thr

450

Leu

Gly

Leu

Thr

Asn

530

Pro

Lys

<210> 15

<211> 1692
<212> ADN

val

Gly

Asp

Trp

Glu

Asn

Thr

Lys

val

Phe

Pro

Leu

Thr

515

ser

GIn

Gln

Glu

val

Ala

340

Asn

Asn

Thr

Thr

Gly

Lys

GlIn

val

Lys

Pro

500

Gly

Lys

ASn

Phe

Gln

325

Ala

Ala

Gln

Gly

Tyr

405

Ala

Arg

Glu

Leu

Ala

485

Thr

Glu

Ile

Leu

His

Met

Lys

Ala

Leu

Thr

390

Gly

Thr

val

Ile

Asn

470

Gln

Phe

Trp

Arg

val
550

ser

Lys

Gly

val

Gly

Ser

Ile

Leu

Ile

Ser

455

Asn

Tyr

Gly

Asp

Met

535

Glu

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 15

Asp

Phe

Tyr

Pro

360

Asn

Ala

Ser

Gly

Leu

440

Thr

AsSp

Asn

Ala

LysS

520

Ile

Gln

ES 2613539 T3

His

val

Lys

Ala

Phe

Phe

Gln

Ala

425

Phe

Met

Gly

Glu

Lys

Leu

Glu

Ala

Met

Leu

330

Pro

Ser

Leu

Gly

val

410

Ala

Ile

Ile

Tyr

Ile

490

ASp

Thr

Ile

LYys

LyS

Gln

val

Thr

Gln

Ile

395

Leu

Phe

Gly

Arg

Thr

475

Gln

Tyr

Gln

Met

Leu
555

Lys

Ala

Pro

Glu

380

Asn

Trp

Ala

Asp

Trp

460

Ile

Gly

Glu

Asp

Leu

540

Thr

28

Arg

Leu

val

Leu

365

Gly

Gln

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

Trp

Thr

Ala

AsSn

Leu

Pro

350

Lys

Asp

Thr

Ser

Glu

430

Ser

Leu

Lys

AsSp

His

510

Ser

val

Ala

Ala

Thr

335

Ala

Gln

val

Thr

Ile

415

Glu

Leu

LysS

Leu

His

495

Arg

Phe

Phe

Thr

Thr

320

Thr

Arg

Glu

val

Phe

400

Gly

Ile

GIn

Pro

Ile

480

teu

val

Asn

Asp

AsSn
560



atgtctgaaa
accgtctecy
aaaggtatga
tacgcregta
gctttgaatg
gttccatcca
gacttcactg
gatattgcta
agaccagtct
ttggaaactc
gttagaactg
tgtgcrteta
ccagtttacg
ggtgtttacg
ttgatattgt
tacaagacca
ttcccaggtg
gtcaaggact
gctaacactc
ggtgatattg
ccaacagatg
gctctattgg
ttcattggty
ggttrgaage
cacggtcctc
acttttggtg
ttgactcaag
ccagrcrttyg
gctaaacaat

<210> 16
<211> 563
<212> PRT

taaccttagg
gtttgccagg
gatgggctgg
tcaagogtat
gtattgccgg
tetcttctca
ttttecacag
acgctccagc
acttgggttt
caattgactt
ttgttgaatt
gacatgatgt
tcaccccaat
ttggtacctt
ctatcggtge
aaaatatcgt
ttcaaatgaa
acaaacctgt
caatgaagca
ttattgetga
tatacgctat
gtgctactat
acggttctct
catacatttt
atgccgaata
ctagaaacta
acaaggactt
atgetecaca

aa

taaatattta
tgactttaac
taacgctaac
gtccrgtatt
ttcttacget
agctaagcaa
aatgtctgcec
tgaaattgac
gccagctaac
gtctttgaag
gatcaaggat
caaggctgaa
gggtaagggt
gtctagacca
tttgtegtct
rgaattccac
atttgeccttg
tgctgtccca
agaatggatg
aaccggtact
cgtccaagtc
ggccgctgaa
acaattgact
tgtcttgaat
taatgaaatt
cgaaacccac
ccaagacaac

aaacttggtt

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 16

ES 2613539 T3

tttgaaagat
Ttgtctcttt
gaattgaacg
attaccacct
gaacatgtcg
ttgttgttgc
aacatttctyg
agatgtatca
ttggttgact
ccaaacgacg
gctaagaacc
actaagaagt
gctattgacg
gaagttaaga
gatttcaata
tctgaccaca
caaaaattgt
gctagagttc
tggaaccatt
tcecgectteg
ttgtggggtt
gaacttgatc
gttcaagaaa
aacaacggtt
caaggttggg
agagttgcta
tctaagatta

aaacaagctc

tgagccaagt
tggataagct
ctgcctatge
tcggrgrgg
gtgtrtitgca
atcatacctt
aaaccactgc
gaaccaccta
tgaacgtcec
ctgaagctga
cagttatctt
tgatggactt
aacaacaccc
aggctgtaga
ccggttettt
tcaagatcag
tggatgctat
caattaccaa
tgggtaactt
gtattaacca
ccattggttt
caaagaagag
tctctaccat
acaccattga
accacttggce
ccactggtga
gaatgattga

aattgactgc

29

caactgtaac
ttatgaagtc
tgctgatggt
tgaattgtct
cgttgttggt
gggtaacggt
catgatcact
cactacccaa
agccaagtta
agctgaagtt
ggctgatgct
gactcaattc
aagatracggt
atctgctgat
ctcttactcc
aaacgccace
tccagaagtc
gtctactcca
cttgagagaa
aactactttc
cacagtcggc
agttatttta
gattagatgg
aaaattgatt
ctrattgcca
atgggaaaag
agttatgttg

cgctactaac

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
1692



Met

val

Leu

Ala

Lys

Ala

His

Leu

Ser

Ala

145

Arg

Pro

ASp

Lys

His

225

Fro

ser

Asn

Leu

Asn

50

Gly

Leu

val

His

Ala

130

Pro

Pro

Ala

Ala

ASp

210

Asp

val

Cys

ASp

35

Glu

Met

Asn

val

His

115

Asn

Ala

val

Lys

Glu

195

Ala

val

Tyr

Ile

Asn

20

Lys

Leu

Ser

Gly

Gly

100

Thr

Tle

Glu

Tyr

Leu

180

Ala

Lys

Lys

val

Thr

Thr

Leu

Asn

Cys

Ile

35

val

Leu

Ser

Ile

Leu

165

Leu

Glu

Asn

Ala

Thr
245

Leu

val

Tyr

Ala

Ile

70

Ala

Pro

Gly

Glu

150

Gly

Glu

Ala

Pro

Glu

230

Pro

Gly

Phe

Glu

Ala

Ile

Gly

Ser

Asn

Thr

Arg

Leu

Thr

Giu

val

215

Thr

Met

Lys

Gly

val

40

Tyr

Thr

ser

Ile

Gly

Thr

Cys

Pro

Pro

val

200

1Te

Lys

Gly

ES 2613539 T3

Tyr

Leu

25

Lys

Ala

Thr

Tyr

ser

105

Asp

Ala

Ile

Ala

Ile

185

val

Leu

Lys

LyS

Leu

10

Pro

Gly

Ala

Phe

Ala

90

Ser

Phe

Met

Arg

ASn

170

Asp

Arg

Ala

Leu

Gly

Phe

Gly

Met

Asp

Gly

75

Glu

Gln

Thr

Ile

Thr

155

Leu

Leu

Thr

Asp

Met

235

Ala

Glu

ASp

Arg

Gly

60

val

His

Ala

val

Thr

140

Thr

val

Ser

val

Ala

220

Asp

Ile

30

Arg

Phe

Trp

45

Tyr

Gly

val

Lys

Phe

125

ASp

Tyr

Asp

Leu

val

205

Cys

Leu

ASp

Leu

Asn

30

Ala

Ala

Glu

Gly

Gln

110

His

Ile

Thr

Leu

Ala

Thr

Glu

s5er

15

Leu

Gly

Arg

Leu

val

95

Leu

Arg

Ala

Thr

Asn

175

Pro

Leu

Ser

Gln

Gln

ser

AsSn

ser

80

Leu

Leu

Met

AsSn

Gln

160

val

Asn

Ile

Arg

Phe

240

His



Pro

Lys

Leu

Asn

305

Phe

Ile

val

Trp

Ile

385

Pro

Phe

Asp

Leu

Tyr

465

His

Ala

Ala

Asp

Ala
545

Ala

Arg

Lys

Ser

290

Ile

Pro

Pro

Pre

Met

370

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

450

Ile

Gly

Leu

Thr

Asn
530

Pro

LYS

Tyr

Ala

275

ASp

val

Gly

Glu

Ile

Trp

Glu

AsSp

val

Lys

val

Phe

Pro

Leu

Thr
515

ser

Gln

Gln

Gly

260

val

Phe

Glu

val

val

340

Thr

Asn

Thr

val

Gly

Lys

GlIn

val

His

Pro

500

Gly

LysS

Asn

Gly

Glu

ASN

Phe

Lys

His

Gly

Tyr

405

Ala

Arg

Glu

Leu

Ala

485

Thr

Glu

Ile

Leu

val

Ser

Thr

His

310

Met

Lys

Ser

Leu

Thr

390

Ala

Leu

val

Ile

Asn

470

Glu

Phe

Trp

Arg

val
550

TYr

Ala

Gly

ser

Lys

Asp

Thr

Gly

ser

Ile

Leu

Ile

Ser

455

Asn

TYr

Gly

Glu

Met
535

Lys

val

Asp

ser

Asp

Phe

TYyr

Pro

360

Asn

Ala

val

Gly

Leu

440

Thr

Asn

Asn

Ala

ES 2613539 T3

Gly

Leu

Phe

His

Ala

Lys

345

Ala

Phe

Phe

Gln

Ala

425

Phe

Met

Gly

Glu

505

Leu

Glu

Ala

Thr

Ile

ser

Ile

Leu

330

Pro

ASn

Leu

Gly

val

410

Thr

Ile

Ile

Tyr

Ile

490

Asn

Thr

val

GIn

Leu

Leu

Tyr

val

Thr

Arg

Ile

395

Leu

Met

Gly

Arg

Thr

475

Gln

Tyr

Gln

Met

Leu
555

ser

ser

ser

300

Ile

Lys

Ala

Pro

Glu

380

Asn

Trp

Ala

ASp

Trp

460

Ile

Gly

Glu

Asp

Leu
540

Thr

31

Arg

Ile

285

Tyr

Arg

Leu

val

Met

365

Gly

Gin

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

Trp

Thr

Lys

Pro

Ala

Pro

270

Gly

Lys

Asn

Leu

Pro

350

Lys

Asp

Thr

ser

Glu

430

Ser

Leu

LysS

Asp

His

510

Asp

val

Ala

Glu

Ala

Thr

Ala

ASp

335

Ala

GIn

Ile

Thr

Ile

415

Glu

Leu

Lys

Leu

His

495

Arg

Phe

Phe

THr

val

Leu

LYyS

Thr

320

Ala

Arg

Glu

val

Phe

400

Gly

Leu

Gln

Pro

Ile

480

Leu

val

GIn

Asp

Asn
560
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15

<210> 17
<211> 1692
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 17

éféiﬁtgaéa
accattttig
gatggattga
tacgcacgca
gccttgaatg
gtccccrcta
gattttaccg
gacattgcta
aggcctagcet
ttggaaaaac
attgataccg
tgtgcttcta
ccagcttttyg
ggtgtttatg
tTrgatccret
tacaagacta
ttccteggtg
gttaagggct
gctagcacge
ggtgatgtta
cctaaggacyg
gcaactttag
ttcataggty
gggttaaagc
catgggcctc

gcatttggtg cgaaaaagta cgaaaatcac aagatcgcca ctacgggtga gtgggatgec
ttaaccactg attcagagtt ccagaaaaac tcggtgatca gactaattga actgaaactg

cccgtetttg atgctccgga aagtttgatc aaacaagcgc aattgactgc cgctacaaat

ttactcttgg
ggctaccagg
gatgggctgg
tcaagggtret
gtattgcagg
tctecgotea
tttttcacag
cagcccctte
acttggggtrt
cgattgatct
tactagaatt
ggcacaacgt
tgacacctct
tgggaacgct
cggtcggtgce
aaaatgtagt
tacaaatgaa
acaagagcgt
ccttgaaaca
tcatttccga
cctacggtat
gtgctgectt
acgggrcrt
cgratcrtee

acgcagagta

gccaaacaat aa

<210> 18
<211> 563
<212> PRT

aaaatactta
cgacttcaac
taatgcaaat
atctgtgetg
atcgtatgca
ggctaagcaa
aatgtccgcece
agaaatcgat
gccagcegaat
atcattaaaa
patccagaat
taaaaaagaa
aggtaaaggg
gtccaaacaa
tttgctctct
ggagttrcat
atttgcacta
tccegtacea
agagtggttg
gaccggcacyg
ctcgcaggtg
tgccgetgag
gcagtrtaacc
tgtccttaac

caacgaaatc

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 18

ES 2613

tttgaaagat
ttgtccetat
gagctgaacg
graactactt
gaacacgtcg
tTgrtgrtge
aatatctcag
aggttgatca
ttggtagatc
cctaacgatc
tcgaaaaacc
acccagaagt
tcaatagatg
gacgtgaaac
gattttaaca
tccgattacg
caaaacttac
accaaaactc
tggaacgaat
tctgectteg
trgtgggggt
gagattgacc
gtccaagaaa
aacgacggct

cagacctggg

539 T3

tgaagcaagt
tggacaagat
ccgectatge
ttggcgtragg
gtgtactgca
atcatacctt
aaactacatc
ggacaacatt
taaaggttcc
ccgaagectga
ctgttatact
taattgattt
aacagcatcc
aggccgtrrga
caggttcgtt
taaaggtgaa
tgaaggttat
ccgcaaacaa
tgtccaaatt
gtatcaatca
ccatcggttt
ccaacaagag
tctccaccat
acactatcga

atcacctcgce

32

taatgttaac
ttacgaggta
cgccgatggt
tgaattatcc
tgttgttggt
gggtaacggt
aatgattaca
tataacacaa
tggttctctt
aaaggaagtt
atcggatgec
gacgcaattc
cagatatggc
gtcggctgat
ttcctactec
gaacgctacg
tcccgatgtt
aggtgtacct
ctigcaagaa
aactatcttt
tacaacagga
agtcatctta
gatcagatgg
aaagctgatt

cctgttgcec

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
1692



Met
1

val
Leu

Ala

His
Leu
Ser
Ala
145
Arg

Pro

Asp

Ser

Asn

Leu

Asn

50

Gly

Leu

val

His

Ala

130

Pro

Pro

Gly

Pro

Giu

val

Asp

35

Glu

Leu

ASn

val

His

115

AsSn

Ser

Ser

Ser

Glu
195

Ile

Asn

20

Lys

Lau

ser

Gly

Gly

Thr

Ile

Glu

Tyr

Leu

180

Ala

Thr

Thr

Ile

AsSn

val

Tle

85

val

Leu

Ser

Ile

Leu

165

Leu

Glu

Leu

Ile

Tyr

Ala

Leu

70

Ala

Pro

Gly

Glu

150

Gly

Glu

Lys

Gly

Phe

Glu

Ala

55

val

Gly

ser

ASNn

Thr

135

Arg

Leu

Lys

Glu

Lys

Gly

val

40

Tyr

Thr

Ser

Ile

Gly

Thr

Leu

Pro

Pro

val
200

ES 2613539 T3

Tyr

Leu

25

ASp

Ala

Thr

Tyr

Ser

105

AsSp

ser

Ile

Ala

Ile

185

Ile

Leu

10

Pro

Gly

Ala

Phe

Ala

90

Ala

Phe

Met

Arg

Asn

170

Asp

Asp

Phe

Gly

Leu

Asp

Gly

75

Glu

Gln

Thr

Ile

Thr

155

Leu

Leu

Thr

Glu

ASp

Arg

Gly

60

val

His

Ala

val

Thr

140

Thr

val

ser

val

33

Arg

Phe

Trp

45

Tyr

Gly

val

Lys

Phe

125

AsSp

Phe

Asp

Leu

Leu
205

Leu

ASn

30

Ala

Ala

Glu

Gly

Gln

110

His

Ile

Ile

Leu

Lys

190

clu

Leu

Gly

Arg

Leu

val

95

lL.eu

Arg

Ala

Thr

Lys

175

Pro

Leu

Gln

Ser

Asn

Ile

ser

80

Leu

Leu

Met

Thr

Gln

160

val

Asn

Ile



GIn

His

Pro

Pro

Lys

Leu

AsSn

305

Phe

Ile

Thr

Trp

Ile

385

Pre

Phe

Asp

Leu

Asn

210

Asn

Ala

Arg

Gln

Ser

290

val

Leu

Pro

Pro

Leu

370

ser

Lys

Thr

Pro

Thr

450

Leu

Ser

val

Phe

Lys

Lys

val

Asn

Lys

Thr
245

Tyr Gly Gly

Ala

275

ASp

val

Gly

ASp

Ala

Trp

Glu

Asp

Thr

Asn

435

val

Phe

260

val

phe

Glu

val

val

340

AsSn

AsSn

Thr

Ala

Gly

Lys

Gln

val

Glu

Asn

Phe

GlIn

325

val

Lys

Glu

Gly

Tyr

405

Ala

Arg

Glu

Leu

Preo

Glu

230

Pro

val

ser

Thr

His

310

Met

Lys

Gly

Leu

Thr

390

Gly

Thr

val

Ile

Asn
470

val

215

Thr

teu

Tyr

Ala

Gly

Ser

Lys

Gly

val

Ser

375

ser

Ile

Leu

Ile

ser

455

Asn

Ile

Gln

Gly

val

Asp

280

Ser

ASp

Phe

Tyr

Pro

360

Lys

Ala

Ser

Gly

Leu

440

Thr

Asp

ES 2613539 T3

Leu

Lys

Lys

Gly

Leu

Phe

Ty

Ala

Lys

Ala

Phe

Phe

GIn

Ala

425

Phe

Met

Gly

ser

Leu

Gly

Thr

Ile

ser

val

Leu

330

ser

Ser

Leu

Gly

val

410

Ala

Ile

Ile

Tyr

ASp

Ile

Ser

Leu

Leu

Tyr

val

Thr

GIn

Ile

395

Leu

Phe

Gly

ATQ

Thr
475

Ala

220

Asp

Ile

Ser

ser

ser

300

val

Asn

Pro

Pro

Glu

380

AsSn

Trp

Ala

Asp

Trp

460

Ile

34

Cys

Leu

Asp

Lys

val

285

Tyr

Lys

Leu

val

Leu

365

Gly

Gln

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

Ala

Thr

Glu

GIn

270

Gly

Lys

Asn

Leu

Pro

350

Lys

Asp

Thr

ser

Glu

430

ser

Leu

Lys

ser

GlIn

Gln

255

ASp

Ala

Thr

Ala

Lys

335

Thr

GIn

val

Ile

Ile

415

Glu

Leu

Lys

Leu

Arg

Phe

240

His

val

Leu

Lys

Thr

320

val

Lys

Glu

Phe
400

Gly

GlIn

Pro

Ile
480



10

His Gly Pro His

Leu Pro
500

Ala Leu

Ala Thr Thr Gly

515

Asn ser val

Lys
530

Ala Pro Glu Ser

545

Ala Lys Gln

<210> 19
<211> 1908
<212> ADN

Ala

Ala

Glu

Ile

Leu

Glu

Phe

Trp

Arg

Ile
550

ES 2613

Glu Ile Gin

Tyr Asn
490

Gly Ala Lys Lys Tyr
505

Asp Ala Leu Thr Thr

520

Leu Ile
535

Glu Leu Lys

Ala GIn Leu

Lys Gln
555

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 19

atggcacctg
cgatcagcaa
aaatcagttt
cctagtgttg
tatgcggecg
ggcgtiggtg
grrttgcaca
cggaacctac
daagtatatc
attgaaactg
cctggttata
gttaatgttc
tctgacataa
ggagacgtac
actgggattt
acttatatgg
ctgtgcgact
acttrtactt

gtggacacta

TTacaattga
caattccgtt
tcggtgrtce
aatcagctgg
acggatarttc
aattaagcgce
ttgttggtygt
atcatttggt
atgatatggt
catgtgacca
tttttgttcc
cacgtatatc
tcaacaagat
tgactgatag
ggaatttttc
gtcaatataa
tggtcttgca

ataaaccaaa

ggcagggcaa

aaagttcgta
tggtgaatac
tggtgacttc
cctaagatgg
ccgrractet
cttgaacggt
ggccaagtece
cccacageta
aaaagataga
agtcgataat
tgcagatttt
tcaacaagat
tactagttgg
gtatggtgtg
cactgttatg
tggtaaagaa
ttttggagtc
tgctaaaate

tgagcaaatg

aatcaagaag
atatttaaaa
dacttatctc
gtcggcacgt
aataagattg
atagccggtt
atagattcgc
catgattcaa
gtcgerrget
gttatccgcg
gcggatatgt
tgtatagtat
atatattcca
agtaactttt
ggaaaatctg
ggtttaaaac
gacatcaatg
attcaatttc

ttcaaaggaa

539 T3

Thr Trp

Glu Asn

Asp His

His

Leu
495

Lys Ile

510

Asp Ser
525

Leu Pro
540

Thr Ala

aacgacacct
gattgttgtc
tattagaata
gtaatgaact
gctgtttaat
cgttcgctga
gttcaagtaa
attttaaagg
cggtagccta
atatttacaa
ctgttacatg
acccrtctga
gtaaaacacc
tgaacaagct
taattgatga
aagtctatga
aaattaataa
atccgaatta

tcaattttgc

35

Glu

val

Ala

Phe Gln

Phe Asp

Thr Asn

560

tgtttccaac
catcgatacg
tctctattca
gaacgccyct
aaccacgtat
aaatgtcaaa
ctttagtgat
gccaaatcat
cttggaggat
gtattctaaa
tgataatttg
aaaccaattg
tgcgatcctt
tatctgcaaa
gtcaaaccca
acattttgaa
tgggcattat
tattcgeott

ccctatttta

60
120
186
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
560

1020
1080
1140
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aaagaactat
actcaatata
attacacaag
gtttgtgaaa
aaatatatat
gttggaatty
gactataagc
gaactgagca
ggctacacta
tggaaatgga
actctcattc
aaaagaagcg
ctaaagtgca
<210> 20

<211> 635
<212> PRT

acaagecgceat
cgaacgaaac
ttcacttaca
caggctctrt
cgcaaggatt
ccatrgcaaga
caagattaat
ccattctgaa
ttgaaagagc
ccaaactatt
aatgtcccrc
ggatagaact

tggttgaagc

tgacgtrice
aatgcggtta
aaagacgatg
tcaattctet
tttcctteec
ccactcaaac
tttgtttgaa
gtgcaatatt
catcatgggc
tgaagcattc
taaattagca
tttagaagtc

agcggeactt

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 20

ES 2613539 T3

aaactttett
gaagatccta
cctaaatttt
gttcgtgatt
attggcatgg
gctcacatca
ggtgacggtyg
ccactagaag
cctaccaggt
ggagacttcyg
ctgaaattgg
aaattaggcg

aaaagaaata

tgcaatatga
ccaatggaca
tgaaccctyg
tegegtttee
ceccttectge
atggtggcaa
cagcacagat
ttatcatttg
cgtataacga
acggaaagta
aggagcttaa
aattggattt

aaaaatag

Met Ala Pro val
1

Leu

Lys

Asp

ser

65

Tyr

Ile

Gly

LyS

val

Arg

Phe

50

Ala

Ala

Thr

ser

Ser

Thr
5

Ser Asn
20

Arg

Leu Leu Ser

35

AsSn Leu Ser

Gly Leu Arg

Ala Gly

85

Asp

Thr Gly

100

Phe Ala Glu

115

Ile Asp Ser

Ile

ser

Ile

Leu

Trp

70

Tyr

val

Asn

Arg

Glu

Ala

Asp

Leu

35

val

Ser

Gly

val

ser

Lys

Thr

Thr

40

Glu

Gly

Arg

Glu

Phe

Ile

25

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Leu

105

val

Asn

val

10

Pro

Ser

Leu

Cys

Ser

90

Ser

Leu

Phe

ASN

Phe

val

Tyr

Asn

75

Asn

Ala

His

Ser

GIn Glu

Gly Glu

Phe Gly

45

ser Pro

60

Glu Leu

Lys Ile
Asn

Leu

val
125

Ile

Asp Arg

36

Glu

Ser

Asn

Gly

Gly

110

Gly

ASN

ttcaaatgta
atcaagcatt
tgatgttgre
ttcgcaatta
cgcectaggt
cgtaaaagag
gacaatccaa
gaacaataac
cgttatgtct
tactaatagc
gaattcaaac

ccccgaacag

Arg His

15

Ile Phe

Pro Gly
Glu

val

Ala
80

Ala

teu

Ala

val

Ala

Leu His

1200
1260
1320
138¢
1440
150¢
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1908



His

145

Lys

Tyr

Arg

Asp

225

ser

Pro

Phe

val

Gln

305

Leu

Asn

Phe

Gln

Lys

Thr

130

Leu

val

Leu

Asp

Phe

210

Ile

Asp

Ala

Leu

Met

290

Tyr

Cys

Gly

His

Met

370

Arg

Gln

val

Tyr

Glu

Ser

Ile

Ile

Asn

275

Gly

Asn

Asp

His

Pro

355

Phe

Ile

Tyr

Pro

His

Asp

180

Tyr

Asp

Gln

Ile

Leu

260

Lys

Lys

Gly

Leu

Tyr

340

Asn

Lys

Asp

Thr

Lys

Met

GIn

Asn

245

Gly

Leu

Ser

Lys

val

325

Thr

Tyr

Gly

val

Asn

Leu

150

Met

Glu

Tyr

Ser

Asp

230

Lys

Asp

Ile

val

Glu

310

Lteu

Phe

Ile

Ile

Ser

390

Glu

135
His

val

Thr

Ser

val

215

Cys

Ile

val

Ccys

Ile

295

Gly

His

Thr

Arg

Asn

375

Lys

Thr

Asp

Lys

Ala

LYS

200

Thr

Ile

Thr

Leu

Asp

Leu

Phe

TYr

Leu

360

Phe

Leu

Met

ES 2613539 T3

Ser

Asp

Cys

Pro

Cys

val

Ser

Thr

265

Thr

Glu

Lys

Gly

Lys

val

Ala

ser

Arg

Asn

Arg

Asp

Gly

ASp

Tyr

Trp

ASp

Gly

Ser

GlIn

val

330

Pro

Asp

Pro

Leu

Leu

Phe

155

val

Gin

Tyr

Asn

Pro

235

Ile

Arg

Ile

Asn

val

315

ASp

Asn

Thr

Ile

Gln

395

Glu

140

Lys Gly

Ala Cys

val Asp

Ile Phe
205

Leu val
220

ser Glu

Tyr Ser

Tyr Gly

Trp Asn
285

Pro Thr
300

Tyr Glu

ITe Asn

Ala Lys

Arg Gln

365

Leu Lys
380

Tyr Asp

Asp Pro

37

Pro

Ser

Asn

190

val

ASn

Asn

Ser

val

270

Phe

Tyr

His

Glu

Ile

350

Gly

Glu

Ser

Thr

Asn

val

175

val

Pro

val

Gln

LyS

Ser

ser

Met

Phe

Ile

335

Ile

Asn

Leu

Asn

Asn

His
160
Ala
Ile
Ala
Pro
Leu
240
Thr
Asn
Thr
Gly
Glu
320
Asn
Gln
Glu
Tyr
val

400

Gly
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Gln

phe

Phe

Gln

465

val

ASn

Gly

Asn

Glu

545

Trp

Tyr

Leu

Glu

vai
625

Ser

Leu

ser

450

Gly

Gly

val

Ala

Ile

530

Arg

Lys

Thr

Glu

val

610

Glu

<210> 21

<211> 1830

<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 21

atgaattcta gctatacaca gagatatgca ctgccgaagt gtatagcaat atcagattat

cttttccatc ggctcaacca gcetgaacata cataccatat ttggactctc cggagaattt

Ser

ASn

435

val

Phe

Ile

Lys

Ala

515

Pro

Ala

Trp

Asn

Glu

595

Lys

Ala

Ile

420

Pro

Arg

Phe

Ala

Glu

500

Gln

Leu

Ile

Thr

ser

580

Leu

Leu

Ala

405

Ile

Gly

ASp

Leu

Met

485

Asp

Met

Glu

mMet

LYS

Thr

Lys

Gly

Ala

Thr

ASp

Phe

sSer

470

Gln

Tyr

Thr

val

Gly

Ley

Leu

Asn

Glu

Leu
630

Gln

val

Ala

455

Ile

ASp

Lys

Ile

Ile

535

Pro

Phe

Ile

ser

Leu

615

Lys

val

val

440

Phe

Gly

His

Pro

Gln

520

Ile

Thr

Glu

Gln

Asn

600

Asp

Arg

ES 2613539 T3

His

425

val

Pro

Met

ser

505

Glu

Trp

Arg

Ala

Cys

Lys

Phe

Asn

410

Leu

cys

ser

Ala

Asn

490

Leu

Leu

Asn

ser

Phe

570

Pro

Arg

Pro

Lys

Gln

Glu

Gln

Leu

475

Ala

Ile

Ser

Asn

TYr

555

Gly

ser

ser

Glu

LYS

-

Lys

Thr

Leu

460

Pro

His

Leu

Thr

Asn

540

Asn

ASp

Lys

Gly

Gln
620

38

Thr

Gly

Lys

Ala

Ile

Phe

Ile

Gly

ASp

Phe

Leu

Ile

605

Leu

Met

430

Ser

Tyr

Ala

Ash

Glu

510

Leu

Tyr

val

Asp

Ala

590

Glu

Lys

415

Pra

Phe

Ile

Leu

Gly

Gly

Lys

Thr

Met

Gly

Leu

Leu

Cys

Lys

Glin

Ser

Gly

Gly

Asp

Cys

Ile

Ser

560

Lys

LYs

Leu

Met

60
120
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agcatgcegt
aatgagttaa
ctcataacaa
gctgaacatg
caactactac
agtgatgtag
gataagtgca
aaccaggtaa
cataaaaacg
aaaagccaga
gagactaaag
ggtacagtaa
ccagaagtaa
tccgaattca
tattctacat
Cctacagaaaa
cccagtatga
gtctggaatg
gcttctgeat
gctctttggg
caagagataa
gacggtgctt
ccttatattt
tcagatgcta
ggttgcacga
agtgacccaa
agggatgrtc
gtgcaagagg

cttctaaaaa

<210> 22
<211> 609
<212> PRT

tgctggataa
atgctgccta
cctttggtgt
taggaatact
tgcarcatac
catgctatac
tcaaaaaggc
atctcccgat
acccagacgt
atccggcaat
agctttgtaa
acgaaacaga
gagaagtagt
gcacgtcaac
ctgtgaaatt
tattagcaaa
tggttccaag
aaatatccca
ttggagttaa
gatctgtcgg
acaaggataa
tccaattgac
ttgtgatgaa
gttattacga
actacgaaac
actttgcgac
cacaggctct
agaacgaaaa

aaaatcaagt

actatacaac
cgcagcagat
aggcgaatta
tcacatagtg
tctgggcaat
aacattgatt
ttggatagaa
tgaatcagca
agagaaagaa
catcgtagat
taggcttaaa
cccgcaattt
tgattttgeo
tttccacttc
gaaaaatgcc
tcttgatgaa
accttaccca
ttggttccaa
ccagaccaga
atatacaatg
attcccegea
agttcaagaa
taaccaaggt
tatccaacct
gaaaaaaatt
caatgacaaa
gcttgacagg
ttctagegea

tggatactga

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 22

ES 2613539 T3

attccgaact
ggatactcac
tcggeaatca
ggtatgccgc
ggtgatttca
attgactctg
cagaggccag
aggcttaata
gttattrctc
gcatgtacta
tttccagttt
gggggcgtat
gattttatca
caatataaaa
acatatcctg
tctaaactgt
gcaggaaatg
ccaggtgaca
tttccggtaa
ggggcgtgtc
actaaacata
ttatccacaa
tactctgtgg
tggaactact
attactgttg
attcggatga
tgggtggtag

gtaaatacgc

tacgatgggc
gactaaaagg
atggcgtgge
caacaagtgc
cggtatttca
aattatgtgc
tatacatggg
cacctctgga
gaatattgag
gtcgacagaa
ttgttacacc
tcacgggcte
tcgteartgg
ctaagaattg
acttgagcat
cttaccaacc
tcctettgag
taatcataac
atacactagg
ttggggcaga
gagttattct
ttgttaagty
acaggtrrett
tgggattatt
gagaattcag
tagagattat
aaaaagaaca

cdactccaga

cggtaattct
ctrgggatge
cggatcttac
acaaacgaaa
tagaatagcc
cgacgaagtc
catgcctgtc
tttacaattg
ttrttatatac
tttaatcgag
tatgggtaag
gatatcagcc
ttgcatgctc
tgcgetacta
taaattacta
aagcgaacaa
acaagaatgg
agaaactggt
tatttcgcaa
atttgctgtt
gtttatgggt
gggattgaca
gcatcacagg
gcgagtattt
atccatgatc
gctaccacca
gagcaaacaa

attccaacca

Met Asn Ser Ser Tyr Thr Gln Arg Tyr Ala Leu Pro Lys Cys Ile Ala

39

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
1806
1830



ES 2613539 T3

Ile ser Asp Tyr Leu Phe His Arg Egu Asn GIn Leu Asn gge His Thr
20

Ile phe Gly Leu Ser Gly Glu Phe Ser Met Pro Leu k?u ASp Lys Leu
35 40

Tyr Asn Ile Pro Asn Leu ggg Trp Ala Gly Asn ggr Asn Glu Leu Asn
50

Ala Ala Tyr Ala Ala Asp Gly Tyr Ser Arg Leu Lys Gly Leu Gly Cys
65 70 75 80

teu Ile Thr Thr Phe Gly val Gly Glu Leu Ser Ala Ile Asn Gly val
85 90 95

Ala Gly Ser Tyr Ala Glu His val Gly Ile Leu His Ile val Gly Met
100 105 110

Pro Pro Thr Ser Ala 61n Thr Lys GIn Leu Leu Leu His His Thr Leu
115 120 125

Gly Asn Gly Asp Phe Thr val Phe His Arg Ile Ala Ser Asp val Ala
130 135 140

Cys Tyr Thr Thr Leu Ile Ile Asp Ser Glu teu Cys Ala Asp Glu val
145 150 155 160

Asp Lys Cys Ile Lys Lys Ala Trp Ile Glu Gln Arg Pro val Tyr Met
165 170 175

Gly Met Pro val Asn Gln val Asn Leu Pro Ile Glu Ser Ala Arg Leu
180 185 190

Asn Thr Pro Leu Asp Leu GIn Leu His Lys Asn Asp Pro Asp val Glu
195 200 205

Lys Glu val ITe ser Arg Ile Leu Ser Phe Ile Tyr Lys Ser Gln Asn
210 215 220

Pro Ala Ile Ile val Asp Ala Cys Thr Ser Arg GIn Asn Leu Ile Glu
225 230 235 240

Glu Thr Lys Glu Leu Cys Asn Arg Leu Lys Phe Pro val phe val Thr
245 250 255

Pro Met Gly Lys Gly Thr val Asn Glu Thr Asp Pro Gln Phe Giy Gly
260 265 270

val phe Thr Gly Ser Ile Ser Ala pro Glu val Arg Glu val val Asp

40



ES 2613539 T3

275 280 285

Phe Ala Asp rphe Ile Ile val ITe Gly Cys Met Leu Ser Glu Phe Ser
290 295 300

Thr ser Thr Phe His Phe GIn Tyr Lys Thr Lys Asn Cys Ala Leu Leu
305 310 315 320

Tyr Ser Thr Ser val Lys Leu Lys Asn Ala Thr Tyr Pro Asp Leu Ser
325 330 335

Ile Lys Leu Leu Leu GIn Lys Ile Leu Ala Asn Leu Asp Glu Ser Lys
340 345 350

Leu Ser Tyr GIn Pro Ser Glu GIn Pro Ser Met Met val Pro Arg Pro
355 360 365

Tyr Pro Ala Gly Asn val Leu Leu Arg GIn Glu Trp val Trp Asn Glu
370 375 380

Ile Ser His Trp Phe GIn Pro Gly Asp Ile Ile Ile Thr Glu Thr Gly
385 330 395 400

Ala Ser Ala phe Gly val Asn GIn Thr Arg Phe Pro val Asn Thr Leu
405 410 415

Gly ITe Ser Gln Ala Leu Trp Gly Ser val Gly Tyr Thr Met Gly Ala
420 425 430

Cys Leu Gly Ala Glu Phe Ala val GIn Glu Ile Asn Lys Asp Lys Phe
435 440 445

Pro Ala Thr Lys His Arg val Ile Leu Phe Met Gly Asp Gly Ala Phe
450 455 460

GIn teu Thr val Gln Glu Leu ser Thr Ile val Lys Trp Gly Leu Thr
465 470 475 480

Pro Tyr Ile Phe val Met Asn Asn GIn Gly Tyr Ser val Asp Arg Phe
485 490 495

Leu His His Arg Ser Asp Ala Ser Tyr Tyr Asp Ile Gln Pro Trp Asn
500 505 510

Tyr Leu Gly Leu Leu Arg val phe Gly Cys Thr Asn Tyr Glu Thr Lys
515 520 525

Lys Ile 1le Thr val Gly Glu Phe Arg Ser Met Ile Ser Asp Pro Asn
530 535 540

Phe Ala Thr Asn Asp Lys Ile Arg met Ile Glu Ile Met Leu Pro Pro

41
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15

545

arg Asp val Pro GlIn Ala Leu
GIn Ser Lys GIn val G1In Glu
580

Thr Pro Thr Pro Glu Phe Gln
5

Tyr

<210> 23
<211> 1047
<212> ADN

565

550

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 23

atgtctatcc
tacaaagata
tctggtgtct
ctaccattag
aagggctgga
tgtgaatact
acccacgacy
cctcaaggta
aaggctttga
ggtggtctag
attgacggtg
gacttcacta
cacggtgtca
agagctaacg
gtcttcaace
gacaccagag
gtcggettgt
agatacgttg
<210> 24

<211> 348
<212> PRT

cagaaactca
ttccagttcc
gtcacactga
tcggtggtca
agatcggtga
gtgaattggg
gttcttrcca
ccgacttggc
agtctgctaa
gttctttggc
gtgaaggtaa
aggaaaagga
tcaacgtttc
gtaccaccgt
aagtcgtecaa
aagctttgga
ctaccttgcc

ttgacactte

aaaaggugtt
aaagccaaag
cttgcacget
cgaaggtgcc
ctacgccggt
taacgaatcc
acaatacgct
ccaagtcgcec
cttgatggcc
tgttcaatac
ggaagaatta
cattgtcggt
cgttrccgaa
tttggtcggt
gtccatctct
cttcttcgec
agaaatttac

taaataa

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 24

ES 2613539 T3

570

585

atcrtctacg
gccaacgaat
tggcacggtg
ggtgtcgttg
atcaaatggt
aactgtectc
accgcetgacg
ccecatcttgt
ggtcactggg
gccaaggcta
ttcagatcca
gctgttctaa
gccgetattg
atgccagcetg
attgttggtt
agaggtttgg
gaaaagatgg

560

Leu Asp Arg Trp val val Glu %;g Glu

Glu Asn Glu Asn Ser ser Ala val Asn

590

aatcccacgg
tgttgatcaa
actggccatt
tcggcatgyg
tgaacggttc
acgctgactt
ctgttcaagc
gtgctggtat
ttgctatctc
tgggttacag
tcggtggtga
aggccactga
aagctrctac
gtgccaagtg
cttacgtcgg
tcaagtctcc

aaaagggtca

42

Pro Leu Leu Lys Lys Asn G1n val Gly
600 605

taagttggaa
cgttaaatac
gccagttaag
tgaaaacgtt
ttgtatggcc
gtctggttac
cgctcacatt
caccgtetac
cggtgctgct
agtcttgggt
agtcttcatt
cggtggtygct
cagatacgtt
ttgrrcrgat
taacagagct
aatcaaggtt

aatcgttggt

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

1020
1047



Met

Gly

Glu

His

Gly

65

Lys

ser

Pro

Tyr

145

Lys

ser

Ala

Glu

Glu

His

Thr

ser

LysS

Leu

Ala

50

Gly

Gly

Cys

His

Ala

130

Leu

Ala

Gly

Met

Leu

210

Lys

Gly

Arg

Ile

Leu

Trp

His

Trp

Met

Ala

115

The

Ala

Leu

Ala

Gly

Phe

Asp

val

Tyr

Pro

Giu

20

Ile

His

Glu

Lys

Ala

100

Asp

Ala

Gln

Lys

Ala

180

Tyr

Arg

Ile

ITe

val
260

Glu

Tyr

Asn

Gly

Gly

Ile

85

Cys

Leu

Asp

val

ser

165

Gly

Arg

Ser

val

AsSn

245

Arg

Thr

Lys

val

Asp

Ala

70

Gly

Glu

Ser

Ala

Ala

150

Ala

Gly

val

Ile

Gly

val

Ala

GIn
Asp
LyS
Tre
55

Gly
Asp
TYr
Gly
val
135
Pro
AsSn
Leu
Leu
Gly
Ala

ser

ASn

Lys

Ile

Tyr

40

Pro

val

Tyr

Cys

Tyr

120

Gln

Ile

Leu

Gly

Gly

Gly

val

val

Gly

ES 2613539 T3

Gly

Pro

25

Ser

Leu

val

Ala

Glu

105

Thr

Ala

Leu

Met

ser

185

Ile

Glu

Leu

ser

Thr
265

val

10

val

Gly

Pro

val

Gly

90

Leu

His

Ala

Cys

Ala

170

Leu

ASp

val

Lys

Glu

250

Thr

Ile

Pro

val

val

Gly

75

Ile

Gly

ASp

His

Ala

155

Gly

Ala

Gly

Phe

Ala

Ala

val

Phe

Lys

Cys

Lys

60

Met

Lys

Asn

Gly

Ile

140

Gly

His

val

Gly

Ile

220

Thr

Ala

Leu

43

Tyr

Pro

His

45

Leu

Gly

Trp

Glu

ser

125

Pro

Ile

Trp

Gln

Glu

205

Asp

Asp

Ile

val

Glu

Pro

Glu

Leu

ser

110

Phe

Gln

Thr

val

Tyr

190

Gly

Phe

Gly

Glu

Gly

ser

15

Ala

ASp

Leu

Asn

Asn

95

AsSn

GIn

Gly

val

Ala

175

Ala

LYyS

Thr

Gly

Ala

255

Met

His

Asn

Leu

val

val

80

Gly

Cys

alIn

Thr

Tyr

160

ITe

Lys

Glu

Lys

Ala

240

Ser

Pro



10

15

Ala Gly Aala
275

Ile ser Ile

290

Ala Leu
305

Asp

val Gly Leu

GIn Ile val

<210> 25
<211> 1047
<212> ADN

Lys Cys Cys

val Gly Ser

Ala
310

Phe Phe

ser Thr
325

Leu

Gly Arg
340

TYr

ser

Tyr

295

Arg

Pro

val

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 25

atgtctattc
cataaggata
tetggtgtet
ttaccattag
aagggctgga
tgtgaatact
acccacgacg
cctcaaggta
aaggctttga
ggtggtctag
attgatggtg
gacttcacca
cacggtatca
agggcgaacg
gtcttcaace
gataccagag
gttggcttat
agatacgttg

<210> 26
<211> 348
<212> PRT

cagaaactca
tcccagttec
gccacacega
ttggtggtca
agatcggtga
gtgaattggg
gttcttteca
ctgacttgge
agtctgccaa
gtrctttgge
gtccaggaaa
aagagaagga
tcaatgtttc
gtactgttgt
acgttgtcaa
aagccttaga
ccagtrttacc

ttgacacttc

Asp
280
val
Gly

Glu

val

ES 2613539 T3

val Phe Asn

Gly Asn Arg

Lteu val Lys
315

ITe Tyr Glu

330

Asp Thr Ser

345

aaaagccatt
aaagccaaag
tttgcacgcet
cgaaggtgcc
ctacgcecggt
taacgaatcc
agaatacgct
tgaagtcgeg
cttgagagca
tgtrcaatat
ggaagaattg
cattgttagc
cgtttccgaa
cttggttggt
gtctatcree
tttectttgee
dgaaatttac

taaataa

atctrtctacg
cccaacgaat
tggcatggtg
ggtgtcgttg
atcaaatggt
aactgtcctc
accgcetgacy
ccaatcttgt
ggccactggg
gctaaggcga
tttacctecge
gcagtcgtta
gccgetatcy
ttgccagecg
attgtcggct
agaggtctag
gaaaagatgg

GIn val val
285

Ala Asp Thr
300

Ser Pro Ile

Lys Met Glu

Lys

aatccaacgg
tgttaatcaa
actggecatt
tcggcatggg
tgaacggttc
acgctgactt
ctgttcaage
gtgctggtat
cggccatttc
tgggttacag
tcggtggtga
aggctaccaa
aagctrctac
gtgcaaagtg
cttacgtggg
tcaagtctec

agaagggcca

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 26

44

Lys Ser

Arg Glu

Lys val
320

Lys Gly
335

caagttggag
cgtcaagtac
gccaactaag
tgaaaacgtt
ttgtatggcc
gtctggttac
cgctcacatt
caccgtatac
tggtgctgct
agtcttaggt
agtattcatc
cggcggtgcc
cagatactgt
ctcctctgat
gaacagagct
aataaaggta

aattgctggt

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

1020
1047



Met

Gly

Glu

His

Gly

65

Lys

ser

Pro

Tyr

145

LYS

ser

Ala

Glu

Glu

225

His

Thr

ser

Lys

Leu

Ala

50

Gly

Gly

Cys

His

Ala

Leu

Ala

Gly

Met

Leu

210

Lys

Gly

Arg

Ile

Leu

Leu

35

Trp

His

Trp

Met

Ala

115

Thr

Ala

Leu

Ala

Gly

Phe

AsSp

Ile

Tyr

Pro

Glu

20

Ile

His

Glu

Lys

Ala

100

ASp

Ala

Glu

Lys

Ala

180

Tyr

Thr

Ile

Ile

Cys

Glu

His

Asn

Gly

Gly

Ile

85

Cys

Leu

Asp

val

Ser

165

Gly

Arg

ser

val

Asn

245

Arg

Thr

Lys

val

Asp

Ala

70

Gly

Glu

Ser

Ala

Ala

150

Ala

Gly

val

Leu

ser

230

val

Ala

GlIn

ASp

Lys

Trp

55

Gly

Asp

Tyr

Gly

val

135

Pro

Asn

Leu

Ley

Gly

Ala

ser

Asn

Lys

Ile

Tyr

40

Pro

val

Tyr

Cys

Tyr

120

Gln

ITe

Leu

Gly

Gly

Gly

val

val

Gly

ES 2613539 T3

Ala

Ser

Leu

val

Ala

Glu

105

Thr

Ala

Leu

Arg

Ser

185

Ile

Glu

val

ser

Thr

Ile
10

val
Gly
Pro
val
Gly
90

Leu
His
Ala
Cys
Ala
170
Leu
Asp
val
Lys

Glu

val

Ile

Pro

val

Thr

Gly

75

Ile

Gly

ASp

His

Ala

Gly

Ala

Gly

Phe

Ala

235

Ala

val

Phe

Lys

cys

Lys

Asn

Gly

Ile

140

Gly

His

val

Gly

Ile

220

Thr

Ala

Leu

45

Tyr

Pro

His

45

Leu

Gly

Trp

Glu

ser

125

Pro

Ile

Trp

Gln

Pro

205

Asp

Asn

Ile

val

Glu

Lys

Thr

Pro

Glu

teu

Ser

110

Phe

Gln

Thr

Ala

Tyr

190

Gly

Phe

Gly

Glu

Gly

Ser

15

Pro

Asp

Leu

Asn

Asn

95

Asn

Gln

Gly

val

Ala

175

Ala

Lys

Thr

Gly

Ala

Leu

Asn

Asn

Leu

val

val

80

Gly

Cys

Glu

Thr

Tyr

160

Ile

Lys

Glu

LysS

Ala

240

Ser

Pro



10

15

Ala Gly ala
275

Ile
290

Ala
305

val

Glin

<210> 27
<211> 1128
<212> ADN

ser Ile

Leu ASp

Gly Leu

Ite Ala

260

Lys

val

Phe phe

Cys Ser

Gly Ser

Ala

Ser Asp

280

Tyr val

295

Arg Gly

310

Ser ser

325

Gly Arg

Leu

TYF

Pro Glu

val val

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 27

atgttgagaa
attcttagat
gagaataagg
attttaatca
gattggccat
gtcaaactag
ctgaacggtt
gatgctgatt
gctatrcaag
tgtgctggtg
gttgccatet
atgggttaca
ttggyggatg
gaagctacca
tctctatcta
aacgcctacg
tcttatgtty
atcaaatcac

gaaaagggca

<210> 28
<211> 375
<212> PRT

cgtcaacatt
tgcaatccac
ggaagctgca
acgttaaata
tacctgttaa
gttccaatgt
cttgtatgac
tatctggtta
ccgccaaaat
ttactgtata
crggtgetyge
gagttctagg
aagtattcat
aaggtggccc
cggaatatgt
ttaaatcaga
gtaacagagc
caatcaaaat

agattitggg

gttcaccagg
agctgcaatc
ttacaaagat
ttctggtgta
actaccatta
€aagggctgg
atgcgaattc
cactcatgat
tcaacagggt
taaagcacta
aggtggctty
tattgatgca
cgactttact
tcatggtgtc
tagaccatgt
ggtattctct
tgatacgaga
tgttggatta

tagatacgtc

<213> saccharomyces cerevisiae

<400> 28

ES 2613539 T3

265

val phe Asn

Gly Asn Arg

Leu val

Ile Tyr

330

Asp Thr Ser

345

cg tgtccaac
cctaagactc
atccctgtec
tgtcacaccg
gtaggtggtc
aaagtcggtg
tgtgaatcag
ggttctttec
accgacttgg
aaagaggcag
ggttcettgg
ggtgaggaaa
aaaacaaaga
attaacgttt
ggtaccgtcg
catgtggtga
gaagccttag
tctgaattac

grcgatacta

27C

His val
285

Ala Asp
300

Ser Pro

Lys Met

LYyS

caagcctatt
aaaaaggtgt
ccgagectaa
atttacatgc
atgaaggtgc
atttagcagg
gtcatgaatc
aacaatttgc
ccgaagtage
acttgaaagc
ccgttcaata
aggaaaaact
atatggtttc
ccgrttctga
ttttggttag
agtccatcaa
acttctttag
caaaggttta

gtaaataa

46

val Lys Ser
Thr Arg Glu
Ile Lys val

320

Glu Lys Gly

335

ttctagaaac
catctrttat
gccaaatgaa
ttggcacggce
tggtgtagtt
tatcaaatgg
aaattgtcca
gaccgctgat
cccaatatta
tggtgactgg
tgcaactgeg
tttcaagaaa
tgacattcaa
agcegctatt
tttgccecgot
tatcaagggt
cagaggtttg

tgacttgatg

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

1020
1080
1128



Met

Phe

Thr

LysS

val

65

Asp

Ala

Gly

Glu

Ser

145

Ala

Ala

Ala

Gly

val

225

Leu

Leu

Ser

GlIn

Asp

50

Lys

Trp

Gly

Asp

Phe

130

Gly

Ile

Pro

Asp

Leu

210

Leu

Gly

Arg

Arg

Lys

35

Ile

Tyr

Pro

val

Leu

115

Cys

Tyr

GIn

Ile

Leu

195

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

20

Gly

Pro

Ser

Leu

vatl

100

Ala

Glu

Thr

Ala

Leu

180

Lys

Ser

Ile

Glu

ser

Ile

val

val

Gly

Pro

85

val

Gly

Ser

His

Ala

165

Cys

Ala

Leu

Asp

val

Thr

Leu

Ile

Pro

val

70

val

Lys

Ile

Gly

Asp

Lys

Ala

Gly

Ala

Ala

230

Phe

Leu

Arg

Phe

Glu

55

Cys

Lys

Leu

Lys

Ile

Gly

Asp

val

215

Gly

Ile

Phe

Leu

Tyr

40

Pre

His

Leu

Gly

Trp

Glu

Ser

GIn

val

Trp

Gln

Glu

ASp

ES 2613539 T3

Thr

GIn

25

Glu

Lys

Thr

Pro

Ser

105

Leu

Ser

Phe

Gln

Thr

185

val

Tyr

Glu

Phe

Arg

10

ser

Asn

Pro

Asp

teu

9C

Asn

Asn

AsSn

Gln

Gly

val

Ala

Ala

LyS

Thr

Arg

Thr

Lys

AsSn

Leu

75

val

val

Gly

Cys

Gln

155

Thr

Tyr

Ile

Thr

Glu

235

Lys

val

Ala

Gly

Glu

60

His

Gly

Lys

ser

Pro

140

Phe

ASp

Lys

ser

Ala

220

Lys

Thr

47

Gln

Ala

Lys

Ile

Ala

Gly

Gly

Cys

125

Asp

Ala

Leu

Ala

Gly

Met

Ley

Lys

Pro

Ile

30

Leu

Leu

Trp

His

Trp

110

Met

Ala

Thr

Ala

Leu

130

Ala

Gly

Phe

Asn

ser

15

Pro

His

Ile

His

Glu

95

Lys

Thr

ASp

Ala

Glu

175

Lys

Ala

TYr

Lys

Met

teu

Lys

Tyr

AsSn

Gly

80

Gly

val

Cys

Leu

Asp

160

val

Gly

Arg



10

ser

val

Pro

ser

Leu

Tyr

Asp

ser

Cys

2590

Ser

Tyr

Arg

Pro

val
370

<210> 29
<211> 1149
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 29

Ile

val

275

Gly

Glu

val

Gly

Gln

2690

ser

Thr

val

Gly

Leu

340

val

ASp

245

Glu

Glu

val

Phe

Asn

325

Ile

Tyr

Thr

Ala

Ala

val

ser

310

Arg

Lys

ASp

ser

atgtcttccg
gaagaaaccg
cctggtattg
ttaaacgtty
ggtttgaagg
gctcacgaca
tatgaaggtg
gctggtactg
aagatggcta
atgitrggLt
atcgaagctt
attgatttga
agaactgaca

ggttatgttc

ttactgggtt
ctgattacat
cagctattgy
ctatctatga
ttttgaagga
atgctraaggce
tcaatcaatc
cttccgaaat
tcattgacaa
tgccacctge
atgtttccac
tcaatgaaag
tgrgttacge

atgcccttge

Thr

Ile
280

Ala

Leu val

295

His val

Ala

Asp

Ser Pro

Lys Gly

ser

Gly

val

Thr

Ile

ES 2613

250

Gly Pro

Leu Ser
Pro

Leu

ser
315

Lys

Arg Glu

330

Lys Ile

345

Leu Met

360

Lys

ttacattcca
caaaaacaag
tctctocoggt
caaaactcaa
acaaaactct
cattgcttta
taagaaggct
gaccagattc
caacgtcact
tttgactgct
cgcctctaac
cttagtcget
tgaatacttg

tcatcaactt

Glu

Lys Gly

ccaatctctt
gattacaaaa
agagtccaaa
ccaaacccaa
gaaattgttg
ttggctacta
gcrttaccac
actattatct
ccagctgttg
gctactggtc
ccaatcaccg
gcatacaaag
gcaggtatgg
ggtggtttct

-

Thr

Ala

Ala

val

539 T3

val
270

His Gly

Glu
285

Tyr

Asn Ala

300

Ile Asn 1le

Leu Asp

Leu

Gly
350

Ile
365

Lys Leu

tctttggtga
aggctttgat
agatgttgga
atattgccaa
tttccattgg
acggtgggga
tatttgccat
ctaatgaaga
ctgtcaacga
tagatgcttt
atgcctgtgce
acggtaaaga
ctttcaacaa

accacttgcec

~

48

255

Ile Asn

val Arg

Tyr val

Gly

Lys
320

Phe Phe

335

ser Glu

Gly Arg

aggtgcttta
cgttactgat
agaacgtgac
tgtcacagct
tggtggttct
aatcggagac
caacactact
aaagaaaatc
tccatctace
gactcactgt
tttgaagggt
caagaaggcc
tgcttctcta

tcatggtgte

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



ES 2613539 T3

tgtaacgctg tcttgttgcc tcatgttcaa gaggccaaca tgcaatgtce aaaggccaag 900
aagagattag gtgaaattgc tttgcatttc ggtgcttctc aagaagatce agaagaaacce 960
atcaaggctt tgcacgtttt aaacagaacc atgaacattc caagaaactt gaaagaatta 1020
ggtgttaaaa c¢cgaagattt tgaaattttg gctgaacacg ccatgcatga tgcctgccat 1080
ttgactaacc cagttcaatt caccaaagaa caagtggttg ccattatcaa gaaagcctat 1140
gaatattaa 1149
<210> 30

<211> 382

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 30

Met Ser Ser val Thr Gly Phe Tyr Ile Pro Pro Ile Ser Phe Phe Gly
1 5 10 15

Glu Gly Ala Leu Glu Glu Thr Ala Asp Tyr Ile tys Asn Ig_gs Asp Tyr
20 25

Lys Lys Ala Leu Ile val Thr Asp Pro Gly Ile Ala Ala Ile Gly Leu
35 40 45

Ser gay arg val GIn Lys Met Leu Glu Glu Arg gap Leu Asn val Ala
55

Ile Tyr Asp Lys Thr GIn Pro Asn Pro Asn Ile Ala Aasn val Thr Ala
65 70 75 80

Gly Leu Lys val Leu Lys Glu GIn Asn Ser Glu ITe val val ser Ile
85 %0 as

Gly Gly Gly Ser Ala His Asp Asn Ala Lys Ala Ile Ala Leu Leu Ala
100 105 110

Thr Asn Gly Gly Glu Ile Gly Asp Tyr Glu Gly val Asn Gln Ser Lys
115 120 125

Lys Ala Ala Leu Pro Leu Phe Ala Tle Asn Thr Thr Ala Gly Thr ala
130 135 140

ser Glu Met Thr Arg Phe Thr Ile Ile Ser Ash Glu Glu Lys Lys Ile
145 150 155 160

Lys Met Ala Ile ITe Asp Asn Asn val Thr Pro Ala val Ala val Aasn
165 170 175

Asp Pro Ser Thr Met Phe Gly Leu Pro Pro Ala Leu Thr Ala Ala Thr
180 185 190

49



10

Gly Leu

Ser Asn

210

Asn Glu

225

ser

Arg Thr Asp

Asn Ala Ser

Phe Tyr His

Gln Glu

290

val

Glu Ile Ala

305

Ile Lys Ala

Leu Lys Glu

His Ala Met

355

Glu
370

Lys

<210> 31
<211> 1056
<212> ADN

Ala Leu

Thr

Ile

Leu val

Thr

AsSp

Ala

His
200

Ala
215

Cys

Ala Tyr

230

Met Cys

Leu Gly

260

Leu Pro

Ala

ASD

Leu His

Tyr

Tyr

His

Met

Phe

Ala Glu

val His

Ile

Ala

Lys

Tyr

Ala

ES 2613539 T3

Glu Ala

Leu Lys

Asp

Leu
250

Leu Ala

265

val

Gly
280

Glin
295

Cys

Gly Ala

310

Ley His

Leu
340

Gly
His

Asp

val val

val

val

Ala

Ala

Leu Asn

Lys Thr

Cys

Pro

Ser

Arg

Glu

Asn Ala

Ala

Lys

Glu
315

Gln

Thr
330

MetT

Asp Phe

345

His
360

Cys

Ile

LA =
v

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 31

atgcettege
aaattggaat
gttaaatatt
caattgaaat
tctaacgtta
tgcatgtcct

actggcttca

aagtcattcc
ataaagacgt
ctggtgtttg
ttccattaat
agggctggaa
gtgaatattg

cacatgatgg

tgaaaaacaa
cacagttccg
tcatagtgac
cggtggtcac
agtcggtgat
tgaagtaggt

tacttitcaa

Leu

Lys

Thr Asn

Lys Ala

aaggctattg
gaacctaagc
ttgcacgcgt
gaaggtgctg
tttgcaggta
aatgaatctc

gaatacgcaa

val
205

Tyr ser

Gly Ile Asp

LYS ASp Lys

Gly Met Ala

His GIn Leu

270

val Ley

Lys Lys Arg

Asp Pro Glu

Asn Ile Pro

Glu Ile teu

350

val GIn

365

Pro

Tyr Glu

380

Tyr

tcrtttatga
ctaacgaaat
ggcacggtga
gtgttgttgt
taaaatggtt
aatgtcctia

ctgccgatgc

50

Thr Ala

Ile

Leu

Ala
240

Lys

Phe
255

Asn
Gly Gly
Pro His
Leu

Gly

Thr
320

Glu

Arg Asn

Ala GHu

Phe Thr

gacagatgga
tttagtccac
ttggccattt
taagttggga
gaatgggact
tttggatggt

cgttcaagct

60
120
180
240
300
360
420



10

gcccatattc
actgtrtata
ggtgcatgcg
gtcattggta
atattcatcg
ggcggttcte
aggtattgta
aattccgatg
aatagagcty
atccacttag

attgttggta

<210> 32
<211> 351
<212> PRT

caccaaacgt
aggcgttgaa
gtggcttggo
tcgatggtgg
atttcacgga
atggagttat
ggcccaatgg
ttttcaatca
atacaaggga
ctggectate

gatatgttgt

caatcttget
aagagccaat
ttctctggea
taatgccaag
agaaaaagac
taatgtgrct
tactgtcgtc
agttgtaaaa
ggctttagat
ggatgttcct

tgagacttct

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 32

Met Pro Ser
1

Glu Thr Asp

Pro Asn
35

Lys

ser Asp

50

Leu

Pro Leu Ile

65

ser Asn val

Leu Asn Gly

Ser GIn Cys

115

Gin Glu

130

Phe

Pro Asn val

Gln

Gly
20

Lys
Glu Ile
Ala

His

Gly Gly

val Ile
S

Leu
Leu
Trp

Hts

Pro Glu

Glu Tyr

His
40

val

His
55

Gly

Glu Gly

70

Lys Gly

85

Thr
100

cys
Pro Tyr
Tyr Ala

AsSn Leu

Trp

Met

Leu

Thr

Ala

Lys val

ser Cys
Asp Gly
Ala Asp

Glu val

ES 2613539 T3

gaagttgccc
gtgataccag
atccaatacg
cgaaagttat
attgttggtg
gtttctgaag
ctggttggta
tcaatctcca
trcttegeca
gaaatttttg

aaatga

GIn
10

Lys Lys

Lys Asp val

val Lys Tyr

Asp Trp Pro

val
75

Ala Gly

Gly Asp Phe

90

Glu
105

Tyr Cys

Thr Gly Phe

Ala val Gln

Ala Pro Ile

caatcttgtg
gccaatgggt
cccttgetat
ttgaacaatt
ctataataaa
cagctatcga
tgccagctca
tcgttggatc
gaggtttgat

caaagatgga

Ala Ile

Thr val

30

Gly
45

ser

Phe G1In

60

val val

Ala Gly
val

Glu

His
125

Thr

Ala Ala

140

Leu Cys

51

val

Pro

val

Leu

Lys

Ile

Gly

ASp

His

Ala

tgcaggtatc
cactatatcc
gggttacagg
aggcggagaa
ggccactaat
ggcttctacg
tgcttactgc
ttgtgttgga
caaatctccg

gaaqgggotgaa

Phe
15

Tyr

Glu Pro

Cys His

Lys Phe

Leu Gly

80

Trp
Asn Glu
Gly Thr
Ile

Preo

Gly 1le

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1056



10

145

Thr val

val Thr

Tyr Ala

Ala Lys
210

Phe Thr

225

Gly Gly

Glu Ala

Gly Met

val Lys

290

Thr
305

Arg

Ile His

Glu Lys

<210> 33
<211> 1083
<212> ADN

Tyr Lys Ala
165

Ile ser

180

Gly

Leu Ala Met

195

Arg Lys Leu

Glu Glu Lys

Ser His Gly

Thr
260

Ser Arg

Pro Ala His

275

Ser Ile Ser

Glu Ala Leu

teu Ala Gly

Glu Ile

340

Gly

150

Leu Lys Arg

Ala Cys Gly

Gly

Tyr

Glu
215

Phe

Ile val

Ile Asn

Tyr Cys Arg

Ala Tyr Cys

280

val
295

Ile Gly

Asp Phe Phe

310

Leu Ser Asp

val Gly Arg

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 33

atgtcttatc ctgagaaatt
Ccaaagaaga caaagtatga
gaagcatgtg gtgtctgcgg
aagatgccge tagtegttgg
tcaaacagtg ggttgaaagt
ttggaatgtg accgttgtaa

tgaaggtatc
cCcaadacca
tagtgatatt
tcatgaaatc
cggtcaacgt
gaatgataat

ES 2613

15

Ala Asn

170

Gly Leu GI

val Ile a1

Leu Gly

Ala 11

Gly
23

val ser va

250

Pro Asn Gl

265

ASn Ser As

Ser Cys
Ala Arg Gl

pro Gl
330

val

Tyr val

345

gctattcaat
trttacgate
cattgtgcag
gttggtaaag
gttggtgtag
gaaccatact

val

Gly

val

val

539 T3

5

Ile Pro

y Ser Leu

Gly

Ala

160

Gln
175

Trp

Ile GIn

150

y Ile
205

Glu Ile

220

e Ile
5

Lys
1 ser Glu

y Thr val

Gly

Phe

Ala

Ala

val

Gly Asn

Ile Asp

Thr Asn

240

Ala Ile

Leu val

270

Phe
285

p val
Gly Asn
y Leu Ile
Phe

u Ile

Glu Thr

ASn

Arg

Lys

Ala

ser

Gln val

Ala Asp

ser Pro

320

LYySs Met

Lys

350

cacacgaaga
atgacattga
ctggtcattg
ttgtcaagct
gtgctcaagt

gcaccaagtt

52

ttggaaaaac
cattaagatc
gggcaatatg
agggcccaag
cttttcatge

tgttaccaca

60
120
180
240
300
360



ES 2613

539 T3

tacagtcagc cttatgaaga cggctatgtg tcgcagggtg gctatgcaaa ctacgtcaga 420
gttcatgaac attttgtggt gcctatccca gagaatattc catcacattt ggctgctcca 480
ctattatgtg gtggrtttgac tgtgtactct ccattgottc gtaacggttg cggtccaggt 540
aaaaaagttg gtatagttgg tcttggtggt atcggcagta tgggtacatt gatttccaaa 600
gecatggyggg cagagacgta tgttatttct cgttcttcga gaaaaagaga agatgcaatg 660
aagatgggcg ccgatcacta cattgctaca ttagaagaag gtgattgggg tgaaaagtac 720
tttgacacct tcgacctgat tgtagtctgt gcttcctccc ttaccgacat tgacttcaac 780
attatgccaa aggctatgaa ggttggtggt agaattgtict caatctctat accagaacaa 840
cacgaaatgt tatcgctaaa gccatatggc ttaaaggctg tctccatttc ttacagtgeot 900
ttaggttcca tcaaagaatt gaaccaact¢ ttgaaattag tctctgaaaa agatatcaaa 960
atttgggtgg aaacattacc tgttggtgaa gccggegtcc atgaagectt cgaaaggaty 1020
gaaaagggtg acgttagata tagatttacc ttagtcggct acgacaaaga attttcagac 1080
tag 1083

<210> 34

<211> 360

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 34

Met Ser Tyr Pro Glu Lys Phe Glu Gly Ile Ala Ile GIn Ser His Glu

i 5 10 15

Asp Trp Lys Asn Pro Lys Lys Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Pro Phe Tyr

20 25 30
Asp His Asp ITe Asp Ile Lys Ile Glu Ala Cys Gly val Cys Gly Ser
35 40 45
Asp Ile His Cys Ala Ala Gly His Trp Gly Asn Met Lys Met Pro Leu
50 55 60

val val Gly His Glu Ile val Gly Lys val val Lys Leu Gly Pro Lys

65 70 75 80

Ser Asn Ser Gly Leu Lys val Gly GIn Arg val Gly val Gly Ala Gln

85 90 95
val Phe Ser Cys Leu Glu Cys Asp Arg Cys Lys Asn Asp Asn Glu Pro
100 105 110
Tyr Cys Thr Lys Phe val Thr Thr Tyr Ser Gln Pro Tyr Glu Asp Gly
115 120 125
Tyr val Ser Gln Gly Gly Tyr Ala Asn Tyr val Arg val His Glu His

53



ES 2613539 T3

130 135 140

phe val val Pro Ile Pro Glu Asn Ile Pro Ser His Leu Ala Ala Pro
145 150 155 160

Leu Leu Cys Gly Gly Leu Thr val Tyr Ser Pro Leu val Arg Asn Gly
165 170 175

Cys Gly Pro Gly Lys Lys val Gly Ile val Gly Leu Gly Gly Ile Gly
180 185 190

Ser Met Gly Thr Leu Ile Ser Lys Ala Met Gly Ala Glu Thr Tyr val
195 200 205

Ile Ser Arg Ser Ser Arg Lys Arg Glu Asp Ala Met Lys Met Gly Ala
210 215 220

Asp His Tyr Ile Ala Thr Leu Glu Glu Gly Asp Trp Gly Glu Lys Tyr
225 230 235 240

Phe Asp Thr Phe Asp Leu Ile val val Cys Ala Ser Ser Leu Thr Asp
245 250 255

Ile Asp Phe Asn Ile Met Pro Lys Ala Met Lys val Gly Gly Arg Ile
260 265 270

val Ser 1Ile Ser Ile Pro Glu Gln His Glu Met Leu Ser Leu LyS Pro
275 280 285

Tyr Gly Leu Lys Ala val Ser Ile Ser Tyr Ser Ala Leu Gly Ser Ile
290 295 300

Lys Glu Leu Asn GIn Leu Leu Lys Leu val Ser Glu Lys Asp Ile Lys
305 310 315 320

Ile Trp val Glu Thr Leu Pro val Gly Glu Ala Gly val His Glu Ala
325 330 335

Phe Glu Arg Met Glu Lys Gly Asp val Arg Tyr Arg Phe Thr teu val
340 345 350

Gly Tyr Asp Lys Glu Phe Ser Asp
355 360

<210> 35
<211> 1086
5 <212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 35
éfééitti&c cagaaaaatt tcagggcatc ggtatttcca acgcaaagga ttggaagcat 60
cctaaattag tgagttttga cccaaaaccc tttggcegatc atgacgttga tgttgaaatt 120

10

54



10

gaagcctgtg

gtatctgegg

ccagaaaatc aaatccttgg

tgccacactg
tttgagtgtg
actatgtgga
aggcttcatg
ccattattgt
ggtaagaggg
aaagctatgg
atgaaactcg
tactctaacg
gacagtatcg
gttaatgaaa
gctatcggat
aaaatatggg
atggaaagcg
aaatag
<210> 36

<211> 361
<212> PRT

gggtaaaaat
aacgttgcaa
ctccttacaa
aacactttgc
gtggtggtat
taggtattgt
gagccgaggt
gtgctgatca
ctttggacct
ttaagattat
agcttgtttt
ctaggaagga
tggaaaaact

gagacgtcaa

atctgatttt
acatgaaata
cggtgaccgt
aagtgacaac
ggacggctac
tattcaaadta
tacagttttc
tggcatcggt
ttatgcgttt
ctatattgct
tcttgtogtt
gaagattgga
aaaaccgttg
aatcgaacaa
tccgatcage

atacagattt

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 36

Met Leu
1

ASp Trp
His

Asp

Phe
50

ASp

Ile
65

Leu
His

Cys

Ala Leu

Tyr
LYS
Asp
35

His
Gly
Thr

Ala

Pro Glu

His
20

Pro
val Asp
Ala

Ile

His Glu

Lys

Lys

val

val

Ile

Phe Gln

val

Leu

Ile
40

Glu

Gly Asn

55

Ile Gly

70

val
85

Gly

Cys Phe

Lys

Glu

Ile Gly

Cys Glu

ES 2613539 T3

catatagccg
attggccgacyg
gttggtgtg
gagcaatact
atttcacaag
ccagaaaata
tcteccactac
ggtattggge
tcgcgaggcec
atgttggagg
tgctcatcat
ggctccatcg
ggcctaatgg
ctattgaaat
gaagaaggcg
actttggtcg

Ile
10

Gly Gly

ser pPhe

25

ASp

Glu Ala Cys

Trp Gly Pro

val val

75

Arg

Asp Arg val

90

Arg Cys Lys

ttggtaattg
tggtgaaggt
gtgcccaage
gtaccaatga
gaggctttgc
ttccaagtec
taagaaatgg
atatggggat
actccaagcg
ataaaggctg
ctttgtcgaa
tttcaattgc
gagtatcaat
tagtttccga
tcagccatge

attatgataa

Ile ser

Pra Lys

30

Ile
45

Gly

val
60

Pro
Lys val
val

Gly

ser Asp

55

Asn

Pro

Cys

Glu

Gly

Gly

AsSn

gggtccagtc
tggatccaag
cttggcgtgt
ccacgttttg
ctcecacygtg
gctagccgct
ctgtggtcca
tctgttggct
ggaggattct
gacagaacaa
agttaatttt
tgctcctgaa
ctcaagcagt
aaagaatgtc
ctttacaagg

gaaattccat

Ala
15

Lys

Phe Gly

Gly Ser

Asn G1In

Ser

Ala
95

Glu G1In

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1086



TYyr

Gly

His

145

Pro

Gly

Gly

Ala

Ala

225

Tyr

Lys

Ile

Pro

Lys

Ala

val

Cys

Tyr

130

Phe

Leu

Cys

His

Phe

210

AsSp

ser

val

val

Leu

290

Lys

Ile

Phe

Asp

<210> 37

<211> 1161
<212> ADN

Thr

115

Ile

Ala

Leu

Gly

Met

195

ser

His

Asn

Asn

ser

275

Gly

Glu

Trp

Thr

Tyr
355

100

ASn

ser

Ile

Cys

Pro

180

Gly

Arg

Tyr

Ala

Phe

260

Ile

Leu

Ile

val

Arg

ASp

Asp

Gln

Gln

Gly

Gly

Ile

Gly

Ile

Leu

245

ASp

Ala

Met

Glu

Glu

Met

Lys

His

Gly

Ile

150

Gly

Lys

Leu

His

Ala

230

Asp

ser

Ala

Gly

Gln

310

Lys

Glu

Lys

val

Gly

135

Pro

Ile

Arg

Leu

Ser

215

Met

Leu

Ile

Pro

val

295

Leu

Leu

Ser

Phe

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 37

Leu

120

Phe

Glu

Thr

val

Ala

200

Lys

Leu

Leu

val

Glu

280

Ser

Leu

Pro

Gly

His
360

ES 2613539 T3

105

Thr

Ala

Asn

val

Gly

Lys

Arg

Glu

val

Lys

265

val

Ile

Lys

Ile

Met

ser

Ile

Phe

170

Ile

Ala

Glu

ASp

val

250

Ile

Asn

Ser

Leu

Ser

330

val

Trp

His

Pro

155

Ser

val

Met

Asp

LyS

Cys

Met

Glu

Ser

val

315

Glu

Lys

Thr

val

140

Ser

Pro

Gly

Gly

ser

220

Gly

ser

Lys

LysS

Ser

300

Ser

Glu

Tyr

56

Pro

125

Arg

Pro

Leu

Ile

Ala

205

Met

Trp

Ser

Ile

Leu

285

Ala

Glu

Gly

Arg

110

Tyr

Leu

Leu

Leu

Gly

Glu

Lys

Thr

saer

Gly

val

Ile

Lys

val

Phe
350

Lys

His

Ala

Arg

Gly

val

Leu

Glu

Leu

255

Leu

Gly

Asn

ser

335

Thr

ASp

Glu

Ala

160

Asn

Ile

Tyr

Gly

Gln

240

Ser

sSer

Lys

ser

val

320

His

Leu



10

atgtccgecg
aagaaaccat
atcaaaatig
ccagaaggac
ggcgatgatg
tgtggcaaat
actcaaggga
gatatatacc
tctgtggttg
gtractactg
gcagtatttyg
gcttccaaga
ggtgccacgg
aagttaattyg
daaattatga
ggtgtggctg
gtgtggaaag
aaagactatc
aaagaaatca

aagtctgatg

cractgttgg
taagtgttga
aatatactgc
ttttceccttg
tcataacagt
gtaagttctg
aaggtgtaat
atttcatggg
ccatcgatcc
grtttggggc
gctgcgggac
tcattgccat
attttgttaa
aaatgactga
gagatgcttt
ccgetggtga
gctetgettt
aaaaaggtgc
atcaagcectt

aaataaaata

taaacctatt
agaaatcacg
tgtatgccac
cgttctgggce
taagcctggt
tacttccggt
gcctgatgag
ttgcrctact
aaaagcteccc
ggctctraag
tgtaggactc
tgacattaac
tcccaaggaa
tgggggtctg
ggaagcctgt
agaaatttct
tggtggcatc
cttaaaagtc
tgaagatttg

g

<210> 38

<211> 386

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 38

Tet Ser ala Ala ;hr val Gly Lys

Ala Tyr Asp ala Lys Lys Pro Leu
20

Ala Pro Lys Ala His Glu val Arg

35 40

Cys His Thr asp Ala Tyr Thr Leu
50 55

ES 2613539 T3

aagtgcattg
gtagacgecc
actgatgcgt
cacgaaggag
gatcatgtta
aaaaccaact
accacaagat
ttttccgaat
ttggatgctg
acagctaatg
tccgttatcce
aataagaaaa
gatttggcca
gattttactt
cataaaggtt
acaaggccgt
aaaggtagat
gaagaattta

cataacggtg

ctgctgttgc
ctaaaagcgca
acactttatc
ccggtatcgt
ttgctttgta
tatgtggtge
ttcataatgc
atactgtggt
cctgtttact
tgcaaaaagg
aaggtgcaaa
aacaatattg
aagatcaaac
ttgactgtac
ggggtcaatc
tccagctggt
ctgaaatggg
tcactcacag

attgcttaag

gtatgatgcg
cgaagtacgt
aggctctgat
agaatctgta
cactgctgag
tgttagagct
gaaaggtgaa
ggcagatgtc
gggtrgtggt
cgataccgrt
gttaaggggc
trctcaattt
tatcgttgaa
tggtaatacc
tattatcatt
cactggtaga
cggtttaatt
gagaccattc

aaccgtettg

Pro Ile Lys Cys Ile Ala Ala val
10 15

Ser val Glu Glu Ile Thr val Asp
30

25

Ile Lys Ile Glu Tyr Thr Ala val
45

ser Gly Ser ggp Pro Glu Gly Leu

57

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

1020
1080
1140
1161



Phe
65

Gly
Tyr
Asn
Asp
Phe
145
ser
Leu
Asn
Gly
Ile
Gly
Thr
Thr
Ala
Ala

305

val

Pro

Asp

Thr

Leu

Gly

Met

val

Gly

val

Leu

210

Ala

Ala

Ile

Phe

Cys

290

Gly

Trp

Cys

ASp

Ala

Cys

115

Thr

Gly

val

Cys

GIn

195

Ser

Ile

Thr

val

Asp

275

His

Glu

Lys

val

val

Glu

100

Gly

Thr

Cys

Ala

Gly

Lys

val

ASp

ASp

Glu

260

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

Ile

85

Cys

Ala

Arg

Ser

Ile

165

val

Gly

Ile

Ile

Phe

245

Lys

Thr

Gly

Ile

ser
325

Gly

70

Thr

Gly

val

Phe

Thr

150

Asp

Thr

Asp

GIn

Asn

230

val

Leu

Gly

Trp

Ser

310

Ala

His

val

Lys

arg

His

rPhe

Pro

Thr

Thr

Gly

Asn

ASn

Ile

Asn

Gly

Thr

Phe

Glu

Lys

Cys

Ala

120

ASh

ser

LYS

Gly

val

200

Ala

Lys

Pro

Glu

Thr

280

Gln

Arg

Gly

ES 2613539 T3

Gly

Pro

Lys

105

Thr

Ala

Glu

Ala

Phe

185

Ala

Lys

Lys

Lys

Met

265

Lys

Ser

Pro

Gly

Ala

Gly

90

Phe

Gln

Lys

Tyr

Pro

170

Gly

val

Leu

Lys

Glu

250

Thr

Ile

Ile

Phe

Ile
330

Gly

75

Asp

Cys

Gly

Gly

Thr

155

Leu

Ala

Phe

Arg

Gln

ASp

ASD

Met

Ile

Gln

315

Lys

Ile

His

Thr

Lys

Glu

140

val

Asp

Ala

Gly

Gly

Tyr

Leu

Gly

Arg

Ile

300

Leu

Gly

58

val

val

Ser

Gly

Asp

val

Ala

Leu

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Asp

285

Gly

val

Arg

Glu

Ile

Gly

val

Ile

Ala

Ala

Lys

Gly

ser

Ser

Lys

Lew

270

Ala

val

Thr

Ser

ser

Ala

95

Lys

Met

TYr

ASp

Cys

Thr

Thr

LyS

Glin

ASp

ASp

Leu

Ala

Gly

Glu
335

val
80
Leu
Thr
Pro
His
val
160
Leu
Ala
val
Ile
Phe
240
Phe
Glu
Ala
Arg
3

Met,



10

15

20

Gly Gly Leu Ile Lys Asp Tyr GIn Lys Gly Ala Leu Lys val
340 345

ES 2613

539 T3

350

Glu Glu

Phe Ile Thr His Arg Arg Pro PES Lys Glu Ile Asn Gln Ala Phe Glu
3

355

365

Asp Leu His Asn Gly Asp Cys Leu Arg Thr val Leu Lys Ser
375

370

Ile Lys
385

<210> 39

<211> 939

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 39

atgecctgeta
ccagtgttgg
gcagctttga
gaagttggca
aagctttggg
ctaggcttyg
agagttactg
gatactaagg
ggcaaaacta
gaatctccaa
ccacaagacg
ccatttggga
aagcacggeg
gttctggcca
cctgaggatg

gttgatatga

cgttaaagaa
gtttcggcac
aagctggata
gggctattaa
gtacggaaca
attatgttga
atggtaacgt
aatggaattt
aagccgttgg
ataacaaggt
aattgattgc
gtgctaatgc
ttgagccagce
aatcggttaa

atttcaagac

agtyggggatc

ttcttetget
ttggcgttcc
cagacacatt
agattccgga
acgtgatccg
cctatatctg
tctgtgeatt
tatcaagacg
tgtctctaat
ggtaccagct
cttttgtaag
tcctttacta
acagcttatt
tcctgaaaga
tattagtaac

cttcccaatt

<210> 40

<211> 312

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 40

1

acattaaaac
gttgacaata
gatgctgcgg
gtcectegtg
gaagctgctc
atgcattggc
ccadcattag
tgggagttga
ttttctatta
actaatcaaa
gaaaagggta
aaagagcaag
atcagttgga
attgtatcca
ctatccaaag

ttccaatga

380

taaatactgg
acggttacca
ctatctattt
aggaaatttt
taaacaagtc
cagtgcctrt
adagatggcac
tgcaagagtt
acaacattaa
ttgaaattca
ttgttgttga
caattattga
gtattcaaag
attttaagat

tgcatggtac

Asp Glu

tgcctecatt
trctgtaatt
gaatgaagaa
tattactact
tttgaaaaga
gaaaaccgac
tgttgacatc
gccaaagacg
agaattatta
tccattgeta
agccractca
tatggctaaa
aggctacgtt
tttcactctg

aaagagagtc

Met Pro Ala Thr Leu Lys Asn Ser Ser Ala Thr Leu Lys Leu Asn Thr
5 10 15

Gly ala Ser Ile pPro val Leu Gly phe Gly Thr Trp Arg Ser val Asp

59

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
939
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20 25 30

Asn Asn g;y Tyr His ser val iée Ala ala Leu Lys Qla Gly Tyr Arg

His §8e Asp Ala Ala Ala g;e Tyr Leu Asn Glu ggu Glu val Gcly Arg

Ala Ile Lys Asp Ser Gly val pro Arg Giu Glu Ile Phe Ile Thr Thr
65 70 75 80

Lys Leu Trp Gly g?r Glu GIn Arg Asp 550 GTu Ala Ala Leu Asn Lys
95

Ser Leu LyS Arg Leu Gly Leu Asp Tyr vVal Asp teu Tyr Leu Met His
100 105 110

Trp pPro val Pro Leu Lys Thr Asp Arg val Thr Asp Gly Asn val Leu
115 120 125

Cys Ile Pro Thr Leu Glu Asp Gly Thr val Asp ITe Asp Thr Lys Glu
130 135 140

Trp Asn Phe Ile Lys Thr Trp Glu Leu Met GIn Glu Leu Pro Lys Thr
145 150 155 160

Gly Lys Thr Lys Ala val Gly val ser asn Phe Ser Ile Asn Asn Ile
165 170 175

Lys Glu Leu Leu Glu Ser Pro Asn Asn Lys vVal val Pro Ala Thr Asn
180 185 190

GIn Ile Glu Ile His Pro Leu Leu Pro Gln Asp Glu Leu Ile Ala Phe
195 200 205

Cys Lys Glu Lys Gly Ile val val Glu Ala Tyr Ser Pro Phe Gly Ser
210 215 220

Ala Asn Ala Pro Leu Leu Lys Glu Gin Ala Ile Ile Asp Met Ala Lys
225 230 235 240

Lys His Gly val Glu Pro Ala GIn Leu Ile Ile Ser Trp Ser Ile Gln
245 250 255

arg Gly Tyr val val Leu Ala Lys Ser val Asn Pro Glu Arg Ile val
260 265 270

Ser Asn Phe Lys Ile Phe Thr Leu Pro Glu Asp Asp Phe Lys Thr Ile
275 280 285

Ser Asn Leu Ser Lys val His Gly Thr Lys Arg val val Asp Met Lys

290 295 300

Trp Gly Ser Phe Pro Ile Phe Gln
305 310

5 <210> 41
<211> 999

60



10

15

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 41

atgatcagaa
ttgcaaagaa
gctgcttraca
gacgacaagc
gctaacttgc
aaggaattgg
gctecatctt
gacaagaaga
gttatcaacg
gccactcaaa
tccggtaaca
gaattgcaag
gttgacttga
aaggctgceg
tcctotgatt
ttgrctccaa

agagttgtty

<210> 42
<211> 332
<212> PRT

ttgctattaa
aagacattga
tggtcaagta
acatcatcat
catggggttc
acaccgctea
cttctgctec
ttgtctccaa
atgctttcgg
agactgttga
ttatcccatc
gtaagttgac
ctgtcaagtt
ctgaaggtcc
tcttgggtga
agttcgtcaa

acttgatcga

cggtttcggt
ggttgttgct
cgattctact
tgatggtgtc
tctaaagatc
aaagcacatt
datgtrtgtt
cgcttettgt
tattgaagaa
tggtccatcec
ctctaccggt
cggtatggct
ggaaaaggaa
aatgaagggt
cactcacgct
gtrgatttcc

atatgrigec

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 42

Met Ile Arg Ile Ala Ile Asn Gly Phe G

1

5

ES 2613539 T3

agaatcggta
gtcaacgatc
catggtagat
aagatcgcta
gatgtcgctyg
gacgctggtg
gttggtgtta
accaccaact
ggtttgatga
cacaaggact
gctgctaagg
ttcagagtcc
gctacttacg
gttttgggtt
tccatcttcg
tggtacgata

aaggcttaa

1

gattggtctt
catttatctc
acaagggtac
cctaccaaga
ttgactccac
ccaagaaggt
accacactaa
gtttggctce
ccactgttca
gg9agaggtgg
ctgtcggtaa
caaccgtcga
accaaatcaa
acaccgaaga
atgcctccgce

acgaatacgg

gagattggct
taacgattat
tgtttcccat
aagagaccca
tggtgttttc
tgtcatcact
atacactcca
attggccaag
ctccatgacc
tagaaccgct
ggtcttgcca
tgtticcgtt
gaaggctgtt
tgccgttgte
tggtatccaa

ttactcegec

1y Arg Ile Gly Arg Leu val
0 15

Leu Arg Leu Ala Leu G1n Arg Lys Asp Ile Glu val val ;ga val Asn
20 25

Asp Pro Phe Ile Ser Asn Asp T

35

4

yr Ala Ala Tyr Met val LyS Tyr Asp
0 45

Ser Thr His Gly Arg Tyr Lys Gly Thr val Ser His Asp ASp Lys His

61

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
999



Ile

65

Ala

Thr

Gly

Phe

val

145

val

His

ASp

Thr

Lys

225

val

Lys

Gly

His

Phe

305

Arg

325

50

Ile

Asn

Gly

Ala

val

130

Ser

Ile

ser

Trp

Gly

210

Leu

ASD

Lys

Tyr

Ala

290

val

val

<210> 43

<211> 999
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

Ile

Leu

val

Lys

115

val

Asn

AsSn

Met

195

Ala

Thr

Leu

Ala

Thr

275

Ser

Lys

val

ASp

Pro

Phe

100

Lys

Gly

Ala

Asp

Thr

180

Gly

Ala

Gly

Thr

val

260

Glu

Ile

Leu

Asp

Gly

Trp

85

Lys

val

val

ser

Ala

165

Ala

Gly

Lys

Met

val

245

Lys

ASp

Phe

Ile

Leu

val

70

Gly

Glu

val

ASn

Ccys

150

Phe

Thr

Arg

Ala

Ala

230

Lys

Ala

Ala

Asp

ser

310

Ile

55

Lys

Ser

Leu

Ile

His

135

Thr

Gly

Gln

Thr

val

215

Phe

Leu

Ala

val

Ala

295

Tre

Glu

330

Ile

Leu

Asp

Thr

120

Thr

Thr

Ile

Lys

Ala

200

Gly

Arg

Glu

Ala

val

280

Ser

Tyr

Tyr

ES 2613539 T3

Ala

Lys

Thr

105

Ala

Lys

ASn

Glu

Thr

185

Ser

Lys

val

Lys

Glu

265

sSer

Ala

AsSp

val

Thr
Ile
90

Ala
Pro
Tyr
Cys
Glu
170
val
Gly
val
Pro
Glu
250
Gly
ser
Gly

AsSn

Ala

60

Tyr GIn
75

Asp val

GIn Lys

Ser Ser

Thr Pro
140

Leu Ala
155

Gly Ley

Asp Gly

Asn Ile

Leu Pro
220

Thr val
235

Ala Thr

Pro Met

Asp Phe

Ile Gln

300

Glu Tyr
315

Lys Ala

62

Glu

Ala

His

Ser

125

Asp

Pro

Met

Pro

Ile

205

Glu

AsSp

Tyr

Lys

Leu

285

Leu

Gly

Arg

val

Ile

110

Ala

Lys

Leu

Thr

Ser

130

Pro

Leu

val

Asp

Gly

Gly

ser

Tyr

ASp

Asp

95

Asp

Pro

Lys

Ala

Thr

175

His

ser

GlIn

Ser

Gln

255

val

Asp

Pro

ser

Pro

80

Ser

Ala

Met

Ile

Lys

160

val

Lys

ser

Gly

val

240

Leu

Thr

Lys

Ala
320



10

<400> 43

atggttagag
ttgcaaagaa
tccgcttaca
gatgacaagc
gcraactrge
aaggaattgg
gctccatcre
gacttgaaga
gttatcaacg
gccacccaaa
tccggtaaca
gaattgcaag
gttgacttga
aaggcetgecg
tcctetgact
ttgtcteccaa

agagttgtcg

ttgctattaa
agaacgtcga
tgttcaagta
acatcatcgt
catgggctrc
acactgctca
ccaccgcecc
ttgtttccaa
atgctttecgg
agactgttga
tcatcecatce
gtaagttgac
ctgtcaagtt
ctgaaggtaa
tcttgggtga
agttcgtcaa

acttggrtga

cggtttcggt
agttgttgct
cgactctact
tgatggtcac
tctaaacatt
aaagcacatt
aatgtrcgtc
cgcttcttgt
tattgaagaa
cggtccatcc
ctctaccggt
cggtatggct
gaacaaggaa
gttgaagggt
ctctaactct
gttggttrec

acacgttgec

<210> 44

<211> 332

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 44

Met val Arg val Ala Ile Asn Gly
i 5

Met Arg Ile an Leu GIn Arg Lys

ASp Tyr

asp Pro Phe Ile Ser Asn
35 40

Ala
55

Ser Thr His Gly Arg Tyr Gly
50

Ile Ite val Asp Gly His Lys Ile

ES 2613

agaatcggta
ttgaacgatc
cacggtagat
aagatcgcca
gacatcgcca
gacgctggtg
argggtgttra
accaccaact
ggtttgatga
cacaaggact
gctgctaagg
ttcagagtcc
accacctacg
gtcttgggtt
tccatctteg
tggtracgaca

aaggcttaa

Phe GTy Arg
10

Asn val Glu

25

Ser Ala Tyr

val ser

Glu

Ala Thr Phe

6

539 T3

gattggttat
ctttcatctc
acgcrggtga
ctttccaaga
ttgactccac
ccaagaaggt
acgaagaaaa
grttggctcc
ccactgttca
ggagaggtgg
ctgtcggtaa
caaccgtcga
atgaaatcaa
acactgaaga
atgctgccgc

acgaatacgg

Ile Gly Ar

val Al
30

val
Met Phe Ly
45

His
60

Asp AS

Gln Glu Ar

3

gagaattgct
taacgactac
agtttcccac
aagagaccca
tggtgttttc
tgtcatcact
atacacttct
attggccaag
ctccatgacc
tagaaccgct
ggtctrgcca
tgtttccgtt
gaaggttgtc
cgctgttgtc
tggtatccaa

ttactctacc

g Leu val

15

a Leu Asn

s Tyr Asp
His

p Lys

g Asp Pra

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
999



65

Ala

Thr

Gly

Phe

val

145

val

His

Asp

Thr

Lys

val

Lys

Gly

Asn

Phe

305

Arg

AsSn

Gly

Ala

val

130

Ser

Ile

Ser

Trp

Gly

Leu

Asp

Lys

Tyr

ser

290

val

val

<210> 45
<211> 999
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 45

Leu

val

Lys

115

Met

AsSn

Asn

Met

Arg

195

Ala

Thr

Leu

val

Thr

275

Ser

Lys

val

Pro

Phe

100

LYS

Gly

Ala

Asp

Thr

180

Gly

Ala

Gly

Thr

val

260

Glu

ITe

Leu

ASp

Trp

85

Lys

val

val

Ser

Ala

165

Ala

Gly

Lys

Met

val

245

Lys

Asp

Phe

val

Leu
325

70

Ala

Giu

val

Ash

cys

150

Phe

Thr

Arg

Ala

Ala

230

Lys

Ala

Ala

ASp

ser

310

val

s5er

Leu

Ile

Glu

135

Thr

Gly

Gln

Thr

val

215

Phe

Leu

Ala

val

Ala

295

Trp

Glu

Leu

ASD

Thr

120

Glu

Thr

Ile

Lys

Ala

200

Gly

Arg

ASN

Ala

val

280

Ala

Tyr

His

ES 2613539 T3

Asn

Thr

105

Ala

Lys

ASN

Glu

Thr

185

Ser

LyS

val

Lys

Glu

265

ser

Ala

ASp

val

Ile

90

Ala

Pro

Tyr

Cys

Glu

170

val

Gly

val

Pro

ser

Gly

Asn

75

ASp

Gln

ser

Thr

Leu

155

Gly

Asp

Asn

Leu

Thr

235

Thr

LYys

Asp

Ile

Glu

315

LyS

Ile

Lys

Ser

ser

140

Ala

Leu

Gly

Ile

Pro

220

val

Thr

Leu

phe

Gln

300

Tyr

ala

64

Ala

His

Thr

125

Asp

Pro

Met

Pro

Ile

205

Glu

Asp

Tyr

LYS

Leu

285

Leu

Gly

Ile

Ile

110

Ala

Leu

Leu

Thr

ser

190

Pro

Leu

val

ASp

Gly

Gly

Ser

TYr

ASp

95

ASp

Pro

Lys

Ala

Thr

175

His

ser

Gln

ser

Glu

255

val

Asp

Pro

Ser

80

ser

Ala

Met

Ile

Lys

Ser

Gly

val

240

Ile

Leu

Ser

Lys

Thr
320



10

atggttagag
ttgtctagac
gctgettaca
gatgacaagc
gctaacttgc
aaggaattag
gctccatctt
gacttgaaga
gttatcaacg
gctactcaaa
tccggtaaca
gaattgcaag
gttgacttga
aaggctgeceg
tcctectgact
ttgtctccaa

agagttgtcg

ttgctattaa
caaacgtcga
tygttcaagta
acatcattgt
catggggttc
acactgctca
ccaccgecce
ttgtttccaa
atgctttcgg
agactgttga
tcatcccatc
gtaagttgac
ctgtcaagtt
ctgaaggtaa
tcttgggtga
agttcgtcaa

acttggttga

cggtttcggt
agttgttgct
cgactccact
cgatggtaag
ttccaacgtt
aaagcacatt
aatgttcgec
cgettcttgt
tattgaagaa
cggtccatec
ctccaccggt
cggtatggct
gaacaaggaa
gttgaaggyt
ctctcactet
gttggtctec

acacgttgcc

ES 2613

agaatcggta
ttgaacgacc
cacggtagat
aagattgcta
gacatcgcca
gacgctggtg
atgggtgtta
accaccaact
ggtttgatga
cacaaggact
gctgetaagg
ttcagagtcc
accacctacg
gttttgggtt
tccatcrteg
tggtacgaca

aaggcttaa

539 T3

gattggtcat
cattcatcac
acgctggtga
cttaccaaga
ttgactccac
ccaagaaggt
acgaagaaaa
gtttggctcc
ccactgtcca
ggagaggtgg
ctgtcggtaa
caaccgrcga
atgaaatcaa
acaccgaaga
atgctreege

acgaatacgg

<210> 46

<211> 332

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 46

Tet val Arg val Ala Ile Asn Gly Phe Ggy Arg Ile Gly Arg
1

Met Arg Ile Ala Leu Ser Arg Pro Asn val Glu val val Ala
20 25 30

Phe 1le Thr Asn Asp Tyr Ala Ala Tyr Met Phe

ASp Pro
35 40 45

Lys

ser Thr His Gly Arg Tyr Ala Gly Glu val Ser His Asp Asp
50 55 60

Asp Gly Lys Lys Ile Ala Thr Tyr Gln Glu Arg

Ile Ite val
65 70 75

Ala Asn Leu Pro Trp Gly Ser Ser Asn val Asp Ile Ala Ile

65

gagaattgct
caacgactac
agtttcccac
aagagaccca
tggtgttttc
tgttatcact
atacactrtet
attggccaag
ctctttgact
tagaaccgct
ggtcttgcca
tgtctccgtt
gaaggttgtt
cgctgttgtc
tggtatccaa

tractctacc

Leu val

15

Leu Asn

Tyr Asp

His

Lys

Pro

Asp
80

Asp ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
999



Thr

Gly

Phe

val

145

val

His

Asp

Thr

Lys

Gly

His

Phe

305

Arg

Gly

Ala

val

130

Ser

Ile

Ser

Trp

Gly

Leu

Asp

Lys

Tyr

Ser

290

val

val

<210> 47
<211> 1071
<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 47

val

Lys

Met

ASN

ASn

Leu

Arg

195

Ala

Thr

Leu

val

Thr

275

Ser

Lys

val

Phe

100

Lys

Gly

Ala

Asp

Thr

180

Gly

Ala

Gly

Thr

val

260

Glu

Ile

Leu

Asp

85

Lys

val

val

Ser

Ala

165

Ala

Gly

Lys

Met

val

245

Lys

ASp

Phe

val

Leu
325

Gilu

val

Asn

Cys

150

Phe

Thr

Arg

Ala

Ala

230

Lys

Ala

Ala

ASp

Ser

310

val

Leu

Ile

Thr

Gly

Gln

Thr

val

215

Phe

Leu

Ala

val

Ala

295

Trp

Glu

Asp

Thr

120

Glu

Thr

Ile

Lys

Ala

200

Gly

Arg

Asn

Ala

val

280

ser

Tyr

His

ES 2613539 T3

Thr

105

Ala

Lys

Asn

Glu

Thr

185

Ser

Lys

val

Lys

Glu

265

Ser

Ala

Asp

val

90

Ala

Pro

Tyr

Cys

Glu

170

val

Gly

val

Pro

Glu

250

Gly

ser

Gly

ASD

Ala
330

Gln

Ser

Thr

Leu

155

Gly

ASp

Asn

Leu

Thr

235

Thr

Lys

ASp

Ile

Glu

315

Lys

Lys

ser

ser

140

Ala

Leu

Gly

Ile

Pro

220

val

Thr

teu

Phe

Gln

300

Tyr

Ala

66

His

Thr

125

ASp

Pro

Met

Pro

Ile

205

Glu

ASp

Tyr

Lys

Leu

285

Leu

Gly

Ile

110

Ala

Leu

Leu

Thr

ser

190

Pro

Ley

val

AsSp

Gcly

Gly

ser

Tyr

95

Asp

Pro

Lys

Ala

Thr

175

His

Ser

GlIn

ser

Glu

val

ASp

Pro

Ser

Ala

Met

Ile

LysS

160

val

LysS

ser

Gly

val

240

Ile

Leu

ser

Lys

Thr
320
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atgcccgata
ggttrttggta
gtcagattaa
gattctactc
caaaatgacc
ccatgggett
gatacagcct
gcgccaatgt
gtctctaatg
gagttcggta
actgtcgatg
aatatcattc
aatggtaaga
ttgacattcc
agatctcgca
gacttcacat
gaccattttt

gttgatttat

<210> 48
<211> 356
<212> PRT

tgacaaacga
gaatcggtag
tcaataatcc
acggcaagta
atgtttcgge
cctacaacgt
ctagacataa
acgtctatgg
cctectgtac
tcgaagaagc
gtaccagttc
cttcatctac
tcaccggtat
gtacagcaaa
gcgatatgaa
ccgattcacg
tcaaggtcct

ccattttcat

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 48

Met Pro
1

Ile Gly
Ala Leu

Thr Thr
50

Gly Lys
65

Gln Asn

ASp Met
Ile Asn
Thr His
35

Pro Glu
Tyr Arg

ASp His

Thr Asn
S

Phe

20

Pro Glu

Ala

Tyr

Glu
70

Gly

val
85

ser

atcttctrct
artggttcta
atccacaaca
tcgtggtgaa
tcatatcect
cgattatgta
aggtgtcaaa
tgttaaccac
taccaactgt
cttgatgaca
tggtggtaag
tggtgcagcet
gtctataaga
gaaaacttct
gggrgtrtttg
ttcatctatt
ttcttggtat

ggctcaaaag

Glu Ser

Gly Arg Il

25

val Lys

40

Ala
55

Tyr
Glu

val

Ala His 11

Ser

val

Leu

phe

ES 2613

aagccagctce
cgtgectgett
ccagaatacg
gttgaattcg
ctatctcatt
attgactcaa
daagttatca
gttaaataca
ttggctecgt
actattcatg
gactggagag
aaggctgtag
gtcccaacaa
tacgatgaca
ggtgttacca
gttgatgcca
gataatgaat

gacttcgaag

ser
10

Lys

e Gly Arg

Arg Leu

Phe Lys

ASp Asp

75

e Pro Leu

90

539 T3

aaattaacat
tgacgcacce
ctgcttatrtt
acgatgaacg
ttagggaacc
ccggtgtrctt
ttactgctec
acccattgac
tggttaaggc
caactactgc
gcggtagatc
ggaaaatctt
ttaatatttc
ttatgaaggc
aagacgcogt
aggccggtat
atggttactc

ctggrgttta

Pro Ala Gln

Leu val Leu

30

Ile Asn Asn

45

Tyr ser

60

ASp

Glu Arg Ile

ser His phe

67

tggtatcaat
agaagttaag
gttcaaatac
tatcatcatt
agagcgtatc
caaggaagtc
atcaaagacc
ggatcacgtg
tttggacgat
ttctcaaaag
ttgccaggga
gcctgaactt
cctggttgac
cctagaacaa
tgtgtectct
tgaattgaac
ttcaagagtg

a

Ile
15

Asn
Arg Ala
Pro Ser
His

Thr

Ile
80

Ile

Arg Glu

95

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1071



Pro Glu

Ser Thr

val Lys
130

val Tyr
145

val ser

Ala Leu

His Ala

Gly Lys

ser Sser

225

Asn Gly

ser Leu

Asp Iie

val Leu

290

ASp Ser
305

Asp His

Ser Ser

Glu Ala

<210> 49
<211> 1023
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 49

Arg

Gly

Lys

Gly

Asn

ASp

Thr

195

ASp

Thr

Lys

val

Met

275

Gly

Arg

Phe

Arg

Ile

100

val

val

val

Ala

Asp

180

Thr

Trp

Gly

Ile

Asp

260

Lys

val

Ser

Phe

val

340

val

Pro

Phe

Ile

AsSn

ser

165

Glu

Ala

Arg

Ala

Thr

245

Leu

Ala

Thr

Ser

Lys

val

Trp

LyS

Ile

His

150

Cys

Phe

Ser

Gly

Ala

230

Gly

Thr

Leu

Lys

Ile

310

val

Asp

Ala

Glu

Thr

135

val

Thr

Gly

GlIn

Gly

Lys

mMet

Phe

Glu

ASD

val

Leu

Leu

ser

val

120

Ala

Lys

Thr

Ile

Arg

Ala

ser

Arg

GIn

280

Ala

Asp

ser

Ser

ES 2613539 T3

TYyr

Asp

Pro

Tyr

Asn

Glu

185

Thr

ser

val

Ile

Thr

265

Arg

val

Ala

Trp

Ile
345

Asn

Thr

ser

ASN

Cys

170

Glu

val

Cys

Gly

Arg

Ala

ser

val

Lys

Tyr

330

Phe

val

Ala

Lys

Pro

155

Leu

Ala

ASp

Gln

Lys

val

Lys

Arg

Ser

Ala

315

ASp

Met

Asp

ser

Thr

140

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

220

Ile

Pro

Lys

ser

ser

300

Gly

AsSn

Ala

68

Tyr

Arg

Ala

Thr

Pro

Met

Thr

205

Asn

Leu

Thr

Thr

ASp

285

ASp

ITe

GTu

Gln

val

110

His

Pro

ASD

Leu

Thr

190

Ser

ile

Pro

Ile

ser

270

Met

Phe

Glu

Tyr

Ile

Lys

Met

His

val

175

Thr

Ser

Ile

Glu

Asn

255

Tyr

Lys

Thr

Leu

Gly

Asp

Asp

Gly

Tyr

val

160

Lys

Ile

Gly

Pro

Leu

240

ASp

Gly

ser

Asn

320

Tyr

Phe



10

atgaaggtaa
gcgatgttag
ctggetcatt
ggtgaagata
aaacagetge
aatgctaaag
gctccgggaa
gctgagcgec
gtaaaagtgc
tatacgaatg
tgcggtgaat
ccgeatctga
ttggttgatc
tttaaacgeg
gtttcgactg
gtaatggaag
tgcagagttg

taa

aagtagcgat
acgatcaaat
taataaagta
gcctgatcgt
cttggcggga
ataaagcgat
aaaatgaaga
atgtcattat
tggatgaaga
accaaaaaaa
ccatcattcce
aaggaaaact
tcgttgttoga
ctrgccaaaac
attataatac
acaggaaagt

ttgatctaat

caacggottt
tcaagtagtg
tgacacaatt
aaatggaaag
atatgaratt
gggccatata
cgttaccatt
ttcaaatgcyg
gtttggcatt
tattgataac
aacaacaaca
tcacggecte
tctgaaaacg
gtcgatgtac
gaatccgcat
aaaggtgcrg

ccgccatgta

<210> 50

<211> 340

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 50

Met Lys val Lys val Ala ITe Asn
1 5

val Phe arg Lys Ala Met

20

Leu Asp

Thr
40

Asn Ala Ser Tyr Ser Ala Glu
35

Thr Ile His Gly Arg Tyr Asp
50 55

Lys

Leu Ile val Asn Gly Lys Lys val

ES 2613

ggaagaatcg
gccattaacg
cacggcagat
aaagtgcttt
gacatagtcg
gaagcaggtg
gtgatgggcyg
tcatgcacga
gagagcggtc
ccgcacaaag
ggagcggceaa
gccttgegty
gatgttacgg
ggtgtacttyg
tcagcggtca
gcgtggtatyg

gcggcacgaa

Gly Phe G
10

Asp GIn 11

25

Leu Ala Hi

val va

Glu

Leu Leu Le

539 T3

gaagaatggt
ccagctattc
acgacaaaga
tgttaaacag
tcgaagcaac
caaaaaaagt
taaatgagga
caaattgcct
tgatgactac
attrgcgecg
aggcgcetttc
tceotgttee
ctgaagaagt
attactcaga
ttgacgggct
acaacgaatg

tgaaacatcc

y Arg

e GIn

Ile Gly

val val

ttttagaaaa
cgcagaaacyg
ggttgtggct
ccgtgateca
agggaagttt
gattttgacc
ccaattcgac
tgcgectgtt
agttcatgcg
ggcgegggct
gcttgtgctg
gaacgtctca
aaacgaggca
tgaaccgcte
tacaacaatg
gggctractce

gtctgctgta

Arg Met
15

Ala 1le

30

S Leu
45

1 Ala
60

u Asn

69

Ile Lys

Gly Glu

Ser Arg

Tyr Asp

Asp Ser

ASp Pro

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

1020
1023
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65 70 75 80

Lys G1n Leu Pro Trp Arg Glu Tyr Asp éée Asp Ile val val Glu Ala
85 95

Thr Gly Lys Phe Asn Ala Lys Asp Lys Ala Met Gly His Ile Glu Ala
100 105 110

Gly Ala Lys Lys val Ile Leu Thr Ala Pro Gly Lys Asn Glu Asp val
115 120 125

Thr Ile val Met Gly val Asn Glu Asp GIn Phe Asp Ala Glu Arg His
130 135 140

val Ile Ile Ser Asn Ala Ser Cys Thr Thr Asn Cys Leu Ala Pro val
145 150 155 160

val Lys val Leu Asp Glu Glu Phe Gly Ile Glu Ser Gly Leu Met Thr
165 170 175

Thr val His Ala Tyr Thr Asn Asp GIn Lys Asn Ile Asp Asn Pro His
180 185 190

Lys Asp Leu Arg Arg Ala Arg Ala Cys Gly Glu Ser Ile Ile Pro Thr
195 200 205

Thr Thr Gly Ala Ala Lys Ala Leu Ser Leu val Leu Pro His Leu Lys
210 215 220

Gly Lys Leu His Gly Leu Ala Leu Arg val Pro val Pro Asn val Ser
225 230 235 240

Leu val Asp Leu Vval val Asp Leu Lys Thr Asp val Thr ala Glu Glu
245 250 255

val Asn Glu Ala Phe Lys Arg Ala Ala Lys Thr Ser Met Tyr Gly val
260 265 270

Leu Asp Tyr Ser Asp Glu Pro Leu val Ser Thr Asp Tyr Asn Thr Asn
275 280 285

Pro His Ser Ala val Ile Asp Gly Leu Thr Thr Met val met Glu asp
290 295 300

Arg Lys val Lys val Leu Ala Trp Tyr Asp Asn Glu Trp Gly Tyr Ser
305 310 315 320

Cys Arg val val Asp Leu Ile Arg His val Ala Ala Arg Met Lys His
325 330 335

Pro Ser Ala val

340
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REIVINDICACIONES

1. Célula de levadura que produce isobutanol, caracterizada por que la célula presenta un flujo de sustancias
metabdlico incrementado de piruvato a través de acetolactato, 2,3-dihidroxiisovalerato, 2-cetoisovalerato,
isobutiraldehido para formar isobutanol, en donde todos los genes que codifican las enzimas que participan en esta
reaccion estan sobre-expresados, y por que estos genes son homologos a dicha célula de levadura, en donde Illv2
con SEQ ID N° 2 cataliza la reaccion de acetolactato sintasa de piruvato para formar acetolactato, ilv5 con SEQ ID
N° 6 cataliza la reaccion de acetohidroxiacido reductoisomerasa de acetolactato para formar 2,3-dihidroxiisovalerato,
llv3 con SEQ ID N° 8 cataliza la reaccién de dihidroxiacido deshidratasa de 2,3-dihidroxiisovalerato para formar 2-
cetoisovalerato, una 2-cetoacido descarboxilasa cataliza la reaccion de 2-cetoisovalerato para formar
isobutiraldehido y una alcohol deshidrogenasa cataliza la reaccion de isobutiraldehido para formar isobutanol, en
donde al menos uno de los promotores de estos genes es intercambiado por al menos un promotor mas fuerte, o las
secuencias de acidos nucleicos de estos genes son transformadas en alelos optimizados en codones,

caracterizada por que se sobre-expresan los genes ILV2, ILV5 e ILV3 sin la secuencia diana mitocondrial de las
enzimas acetolactato sintasa, acetohidroxiacido reductoisomerasa y dihidroxiacido deshidratasa o se sobre-
expresan con una secuencia diana mitocondrial destruida e inactivada, y

caracterizada porque, adicionalmente, se reduce o bien se suprime la expresion de los genes PCD1 con SEQ. ID.
No. 13, PDC5 con SEQ. ID. No. 15y PDC6 con SEQ. ID. No. 17 o bien la actividad de las enzimas codificadas.

2. Célula de levadura segun la reivindicacion 1, caracterizada por que la 2-cetoacido descarboxilasa se elige de al
menos una de las enzimas Aro10 con SEQ ID N° 20 o Thi3 con SEQ ID N° 22.

3. Célula de levadura segun una de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada por que la alcohol deshidrogenasa se
elige de al menos una de las enzimas Adh1 con SEQ ID N° 24, Adh2 con SEQ ID N° 26, Adh3 con SEQ ID N° 28,
Adh4 con SEQ ID N° 30, Adh5 con SEQ ID N° 32, Adh6 con SEQ ID N° 34, Adh7 con SEQ ID N° 36, Sfa1 con SEQ
ID N° 38 0 Ypr1 con SEQ ID N° 40.

4. Célula de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que todos estos genes se sobre-
expresan en variantes optimizadas en codones.

5. Célula de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que la célula expresa una
acetohidroxiacido reductoisomerasa que presenta una especificidad incrementada para NADH frente a NADPH.

6. Célula de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que la célula expresa
adicionalmente glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasa que presenta una especificidad incrementada para NADP*
frente a NAD".

7. Célula de levadura segun la reivindicacion 6, caracterizada por que esta NADP-glicerinaldehido-3-fosfato
deshidrogenasa se expresa en una célula de levadura que no presenta o presenta una expresion o actividad
reducida de las NAD-glicerinaldehido-3-fosfato deshidrogenasas.

8. Célula de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada por que adicionalmente la proteina Ilv6
con SEQ ID N° 4 se sobre-expresa en el mismo compartimiento de la célula que lIv2.

9. Célula de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada por que la célula se elige del siguiente
grupo: Pichia, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Yarrowia y Saccharomyces.

10. Célula de levadura segun la reivindicacion 9, caracterizada por que la célula huésped es Saccharomyces
cerevisie.

11. Procedimiento para la produccién de isobutanol con células de levadura, que comprende proporcionar una célula
de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 10, asi como la puesta en contacto de la célula de levadura con
una fuente de carbono fermentable.
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