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Descripcion
Aditivo alimentario que comprende una amidasa para degradar la ocratoxina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para degradar micotoxinas. Mas especificamente, la invencion se refiere
a enzimas amidasa y aditivos alimentarios y/o alimenticios que comprenden al menos una amidasa para degradar la
ocratoxina, particularmente la ocratoxina A.

Antecedentes de la invencion

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos de hongos que pertenecen, esencialmente, a los géneros
Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Se pueden producir en una amplia gama de productos agricolas y en una amplia
gama de condiciones agrondmicas, ecoldgicas y post-cosecha en todo el mundo.

Las micotoxinas pueden entrar en la cadena alimenticia en el campo, durante el almacenamiento de un alimento o
material alimenticio, o en puntos posteriores de la cadena alimenticia. Su acumulacién en alimentos y piensos
representa una gran amenaza para la salud humana y animal ya que el consumo de una dieta contaminada con
micotoxinas puede provocar efectos teratogénicos, carcinogénicos y estrogénicos o inmunosupresores.

En 1985, la Organizacién Mundial de la Salud estimé que aproximadamente el 25% de los granos del mundo
estaban contaminados por micotoxinas (Jelinek et al., 1989). Es probable que esta cifra haya aumentado desde
entonces debido a un aumento en la importacién y exportacion mundial de granos y cereales y a los cambios en los
patrones ambientales y climaticos.

Actualmente hay mas de 400 micotoxinas documentadas, pero las micotoxinas de mayor preocupacion y, en
consecuencia, las mas estudiadas incluyen: aflatoxina, desoxinivalenol, zearalenona, fumonisina y ocratoxina.

Aunque hay muchas especies de mohos toxigénicos, solo unas pocas micotoxinas se consideran significativas para
los seres humanos.

Tres géneros de hongos, Aspergillus, Penicillium y Fusarium estan involucrados con mayor frecuencia en los casos
de contaminacién por micotoxinas. La colonizaciéon fungica, el crecimiento y la produccion de micotoxinas
generalmente estan influenciados por una variedad de factores. Los mas importantes son la temperatura y la
actividad del agua.

Generalmente, en regiones calidas, las aflatoxinas son de gran preocupacion. Esto se debe a que las especies de
Aspergillus que producen estas toxinas encuentran condiciones 6ptimas presentes en las regiones tropicales. Por el
contrario, las especies de Fusarium y Penicillium tienen temperaturas optimas mas bajas y, como resultado, estan
adaptadas a climas mas moderados. Las ocratoxinas, fumonisinas y zearalenona se producen consecuentemente
en regiones que proporcionan estas condiciones.

Las ocratoxinas son un grupo de micotoxinas producidas como metabolitos secundarios por varios hongos de las
familias Aspergillus o Penicillium y son acidos organicos débiles que consisten en un derivado de una isocoumarina.
Hay tres ocratoxinas generalmente reconocidas, denominadas A, B y C. La ocratoxina A es el miembro mas
abundante de la familia de la ocratoxina y, por lo tanto, la mas comunmente detectada, pero también es la mas
toxica. La ocratoxina A (ocratoxina A) es una micotoxina nefrotdxica, teratogénica, hepatotdxica y carcinogénica
presente en cereales y otros alimentos ricos en almidén. Ademas de en los cereales y los productos de cereales, la
ocratoxina A también se encuentra en una gama de otros productos alimenticios, como café, cacao, vino, cerveza,
legumbres, especias, frutos secos, zumo de uva, rifidén de cerdo y otras carnes y productos carnicos de animales no
rumiantes expuestos a piensos contaminados con esta micotoxina. Muchos paises han establecido limites en el nivel
de ocratoxina A en los alimentos, por lo general entre 1 y 10 ppb (partes por mil millones) dependiendo del tipo y la
calidad de los alimentos.

TP

Estructura molecular de la ocratoxina A
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La produccion de ocratoxina A se debe a una infeccion fungica en los cultivos, en el campo durante el crecimiento, la
cosecha, el almacenamiento y el transporte en condiciones ambientales favorables, especialmente cuando no se
secan adecuadamente.

La ocratoxina A es un compuesto estable que puede hidrolizarse en ocratoxina a (OTa) y L-fenilalanina calentando a
reflujo durante 48 h en acido clorhidrico 6M (Van der Merwe et al., 1965) o con la carboxipeptidasa A (Pitout, 1969).
La conversion de OTA en ocratoxina a se considera una forma de reducir su toxicidad ya que comunmente se sabe
que OTa es mucho menos toxica que la OTA. Ademas, la semivida de la eliminacién de ocratoxina a en el cuerpo
(9,6 h) es mas corta que la de la OTA (103 h) (Li et al., 1997).

> Ho + Phe

<l

Con el fin de garantizar la inocuidad de los alimentos, se desarrollan diferentes enfoques para prevenir la ingesta de
micotoxinas en varias etapas a lo largo de la cadena de produccion de alimentos.

Desde la década de 1970 se sabe que la enzima digestiva de los mamiferos, llamada carboxipeptidasa A, es un
cable que degrada la OTA, pero que la eficacia de esta enzima es baja. De hecho, en animales que tienen
carboxipeptidasa A, tal como el cerdo, la toxicidad de OTA debido a su presencia en la alimentacién es un problema.
Ademas, se ha descubierto que la OTA puede inhibir hasta cierto punto la actividad de carboxipeptidasa A.

Antes de la presente invencion, no se han descrito soluciones enzimaticas eficientes para degradar las ocratoxinas,
incluida la ocratoxina A (OTA). Se han descrito actividades enzimaticas distintas de la carboxipeptidasa para la
degradacion de OTA, pero hasta ahora nadie ha sido capaz de identificar una proteina que muestre actividad
degradadora de OTA.

Se sabe que un producto de lipasa comercial denominado "lipasa Amano™", que es una lipasa cruda producida a
partir de A. niger (compafia Amano™, Japdn), tiene actividad degradadora de la ocratoxina.

La actividad de degradacion de OTA en este producto de lipasa se ha atribuido previamente a una actividad de
lipasa o proteasa. Por ejemplo, Maria A. Stander (J. Agric. Food Chem. 2000, 48, 5736-5739) concluyé que la
actividad degradadora de OTA de la lipasa Amano™ resultaba de una lipasa.

Abrunhosa et al., (Biotechnology Lett., 2007, 29, 1909-1914) describen una preparacion enzimatica aislada de A.
niger que tiene actividad degradadora de OTA. Sin embargo, esta preparaciéon enzimatica no se purificd hasta un
punto en el que la secuencia del componente activo podria determinarse a nivel de aminoacido o ADN. Se han
descrito problemas similares en otros casos (Abrunhosa et al., Toxins, [2010], 2, 1078-1099)

Sumario

La presente invencion se basa en el trabajo realizado por los inventores para identificar y aislar una enzima que es
capaz de degradar eficazmente la ocratoxina, mas especificamente, la ocratoxina A (OTA).

Los inventores han descubierto que, contrariamente a su hipétesis inicial, la formamidasa de A. niger y A. nidulans y
también la formamidasa que existe en el producto de lipasa Amano™ no tienen actividad hacia la OTA pero, como
se esperaba, tienen actividad hacia la formamida.

Los inventores han descubierto sorprendentemente que una proteina hipotética de 480 aminoacidos, denominada en
lo sucesivo amidasa 2, que esta codificada por un marco de lectura abierto de A. niger tiene actividad de
degradacion de ocratoxina y, particularmente, actividad degradante de ocratoxina A.

Ademas, los inventores también han encontrado sorprendentemente que la amidasa 2 de 480 aminoacidos de
longitud completa que comprende la secuencia N-terminal o sefial y que tiene un PM de aproximadamente 51 kDa
(denominada amidasa 2 sig) tiene actividad degradadora de ocratoxina A asi como la amidasa 2 de 438
aminoacidos maduros secretada que tiene un PM de aproximadamente 47 kDa (denominada amidasa 2 mat).

Se ha encontrado que en la amidasa 2 mat, los 42 aminoacidos N-terminales se escinden, es decir, cuando la
amidasa 2 se secreta en el medio de cultivo, sus 42aa N-terminales se escinden para formar la amidasa madura 2
(es decir, la amidasa 2 mat) por una peptidasa de A. niger.

Los inventores han aislado y clonado el gen de A. niger que codifica la enzima amidasa responsable de la
degradacion de la ocratoxina A y han identificado su estructura cristalina. Han identificado que este gen codifica un
polipéptido que tiene
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De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona una enzima amidasa aislada capaz de
degradar la ocratoxina, mas particularmente la ocratoxina A, que comprende una secuencia polipeptidica que tiene
la secuencia de una cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NOs: 5-11, 13, 14 6 15, 0 una secuencia
que tiene al menos 70% de identidad con una cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NOs: 5-11, 13,
14 6 15; o un polipéptido que se produce por la expresién de un polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ
ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con la misma, o un polinucleétido que difiere de
SEQ ID NO: 2 debido a la degeneracion del cédigo genético; o una secuencia que se hibrida en condiciones
rigurosas con el complemento de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos un 70% de identidad con la
misma.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona un aditivo alimentario o de
alimentacion que comprende una enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina. Mas particularmente, la
ocratoxina A.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un alimento o material de alimentacion
que comprende el aditivo de alimentacion de la presente invencion.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencion, se proporciona un alimento o material de alimentacion
que comprende un alimento o material de alimentacién de la presente invencion.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para elaborar un aditivo
alimentario o de alimentacion que comprende mezclar una enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina con al
menos un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para reducir la contaminacion
por ocratoxina en un material que comprende la adicién a dicho material de una enzima amidasa capaz de degradar
la ocratoxina.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién que comprende un
material contaminado con ocratoxina y una enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina.

De acuerdo con un octavo aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para fabricar un alimento o
material de alimentaciéon que comprende afiadir a un alimento o material de alimentacién un aditivo alimentario o de
alimentacion de acuerdo con la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

En la descripcion que sigue, se entendera que cualquiera de las caracteristicas preferidas descritas, es aplicable a
cualquier aspecto de la presente invencién a menos que se establezca explicitamente lo contrario. Se entendera
ademas que se prevé que cualquiera de las caracteristicas preferidas se use en combinacién cuando sea apropiado.

Se entendera ademas que el término ocratoxina o la expresion una enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina
en las realizaciones preferidas se refieren a la ocratoxina A o una enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina
A.

Como se usa en el presente documento, el término amidasa (amidohidrolasa) se refiere a una enzima de la
superfamilia de la amidohidrolasa que puede hidrolizar una amida.

Los inventores han aislado y clonado la enzima amidasa 2 de A. niger responsable de la degradacion de la
ocratoxina. Esta enzima es particularmente efectiva para degradar la ocratoxina A. Han demostrado que esta enzima
se expresa mediante un ORF que codifica una proteina hipotética de 480 aminoacidos de A. niger (An14g02080,
Acc No. XP_001400834) que muestra -40% de identidad con ciertas amidasas bacterianas que no estan
caracterizadas bioquimicamente, especialmente con respecto a su especificidad de sustrato.

La busqueda en la base de datos indica que esta putativa amidohidrolasa (amidasa 2) tiene 36% de identidad de
secuencia de aminoacidos con ciertas dipeptidasas, tales como la carboxipeptidasa Sgx9355e codificada por una
secuencia de ADN ambiental aislada del Mar de los Sargazos (Biochemistry 48 (2009): 4567-4576). La estructura 3D
de Sgx9355e es conocida y es un miembro de la superfamilia de la amidohidrolasa (AHS). La alineacion de
secuencia de la amidasa 2 con Sgx9355e sugiere que la amidasa 2 es como un miembro de la AHS.

Este es un grupo de enzimas que tienen una notable diversidad de sustrato con un pliegue estructural de barra (B/a)s
(barril Tim). La mayoria de las enzimas dentro de esta superfamilia catalizan la hidrélisis de los enlaces C-O, C-N o
P-O. Ninguin miembro de la superfamilia se ha relacionado con la hidrélisis de OTA.

Se entendera que el término amidasa (es decir, amidohidrolasa) y la expresién amidasa que puede degradar la
ocratoxina se usan de manera intercambiable en la presente memoria a menos que se indique especificamente lo
contrario o sea evidente a partir del contexto de que se esta discutiendo una enzima diferente.
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El término amidasa y la expresion amidasa que puede degradar la ocratoxina A se refieren a una enzima que puede
descomponer al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%,
99% o 100% de la ocratoxina A presente en una muestra a la ocratoxina a.

La presente invencién proporciona una enzima amidasa aislada, que comprende una secuencia polipeptidica que
tiene la secuencia de una cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NOs: 5-11, 13, 14 6 15, o una
secuencia que tiene al menos 70% de identidad con una cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID
NOs: 5-11, 13, 14 6 15; o un polipéptido que se produce por la expresién de un polinucleétido que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con la misma, o un polinucleétido
que difiere de SEQ ID NO: 2 debido a la degeneracién del cédigo genético; o una secuencia que se hibrida en
condiciones rigurosas con el complemento de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos un 70% de
identidad con la misma. Preferiblemente, la amidasa para uso en cualquier aspecto de la presente invencion es una
amidasa que degrada al menos la ocratoxina A.

Preferiblemente, las enzimas amidasa de acuerdo con la presente invencion comprenden al menos uno,
preferiblemente, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al
menos ocho, mas preferiblemente, nueve de los motivos de secuencia de aminoacidos:

1) x-P-G-x-x-D-x-H-x-H-x-xG, donde los dos residuos de His estan en el sitio activo;
2) G-x-T;

3) G-x-x-x-G-P;

4) G-H-x-D donde el residuo de His esta en el sitio activo;

5) D-G-x-X-X-C-X-%-X-X-R-x-x-x-R-x-x-A-x-x-I-K, donde el residuo Lys esta en el sitio activo

7) V-x-A-H-x-x-G-x-x-G, donde los dos residuos de His estan en el sitio activo;

8) H-x-x-x-x-D, donde el residuo de His esta en el sitio activo;

)
)
)
6) G-G-V-x-S-x-x-D-x-P, donde el residuo Val esta en el sitio activo;
)
)
9)

G-V-x-I-x-x-G-T-D, donde el residuo de Asp esta en el sitio activo.
Preferiblemente, los motivos son:

1) x -P-G-xz-xe'-D-x4-H-x5-H-x6-x7-G, donde los dos restos de His estan en el sitio activo;

2 G-xa-T;
3) G-x2-x"0x’ 1-G-P;

5) D-G- x13-X14-X15-C-X16-X17-X18-X19-R-x2°-x21-x22-R—x23-x24-A-x25-x26-I-K, donde el residuo de Lys esta en el sitio

)
)
)
4) G-H-x12-D, donde el residuo de His esta en el sitio activo;
)
activo

6) G-G-V-x*"-S-x?-x*°-D-x*-P, donde el residuo Val esta en el sitio activo;

7) V-x*-A-H-x*2-x**-G-x**-x**-G, donde los dos residuos de His estan en el sitio activo;

8) H- xP-x*"-x*8-x*-D, donde el residuo de His esta en el sitio activo;

9) G-V-x4°-l-x41-x42-G-T-D, donde el residuo de Asp esta en el sitio activo;
donde:

X'= I/m; x*= I/m x*= wii; X*= civis/a; X’= cualqmer aminoacido; x = flyll; x'= cualquier amlnoaC|do x3= yIf: X’= tlals/vir;
x'°= iffla; x''= cualqmer aminoacido; x'? g/s x13— vie; x'= cualquier aminoacido; x °= = eld/g; x X o= cualqmer
amlnoaC|do x''= cualqmer amlnoaC|do x'8= = alglt; x'%= vla; x 0= = cualquier aminoacido; x*'= = g/m/a; x liv; x*
rihic; x**= g/n x®= Kiritleld; x*°= cual%mer amlnoaC|do X2 —I/m/v/g, x?= cualqmer aminoacido; x*° cualqmer
aminoacido; x° —cualqmer aminoacido; x*'= a/s/h; x> —c/v/a X3 —h/q x*=k/r; x° —cualqmer aminoacido; x° —g/v/a
x¥'= sitfi; x38— ylfle; x*°= llafi; x*°= cualquier aminoacido; x*'= a/v; x**=-/a.

Se entendera que la expresion cualquier aminoacido se refiere a uno cualquiera de los aminoacidos G, A, V, L, |, M,
F,W,P,S, T,C,Y,N,Q, D, E, K, RoH, oun aminoécido o derivado de aminoacido no natural.
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En una realizacién mas preferida, los motivos son:

1) I/m-P-G-I/m-w-D-c-H-x-H-f-x-G, donde los dos residuos de His estan en el sitio activo;
2) G-y/f-T;

3) G-t-i-x-G-P;

5) D-G-v-x-e-C-x-x-a-v-R-x-g-I-R-r-g-A-k-x-I-K, donde el residuo de Lys esta en el sitio activo

)
)
)
4) G-H-g-D donde el residuo de His esta en el sitio activo;
)
6) G-G-V-I/-S-x-x-D-x-P, donde el residuo Val esta en el sitio activo;
)

7) V-a-A-H-c-h-G-k-x-G, donde los dos residuos de His estan en el sitio activo;
8) H-g-s-y-I-D, donde el residuo de His esta en el sitio activo;
9) G-V-x-l-a-I-G-T-D, donde el residuo de Asp esta en el sitio activo.

Sera evidente para las personas expertas que las enzimas carboxipeptidasas de la técnica anterior que son capaces
de degradar la ocratoxina no comprenden ninguno de los motivos citados y no muestran homologia de secuencia
con las amidasas de la presente invencion.

En una realizacion preferida, la amidasa es una amidasa aislada sustancialmente libre de otros componentes en los
medios de cultivo en los que se produce.

En una realizacion preferida adicional, la amidasa tiene al menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%,
99% de pureza.

En una realizacién preferida adicional, la amidasa es una amidasa que comprende una estructura de barril tipo Tim
distorsionada que incluye un sitio activo que comprende 6 residuos de histidina, 1 residuo de lisina y 1 residuo de
acido aspartico, en donde los residuos de aminoacidos en el sitio activo corresponden a las posiciones H111, H113,
H191, K246, H287, H289, H307 y D378 de SEQ ID NO: 1, cuando se comparan la estructura terciaria de la amidasa
yla SEQ ID NO: 1.

El experto en la materia entendera que un barril Tim es un pliegue proteico conservado que consiste en ocho hélices
a y ocho hebras (B paralelas que se alternan a lo largo de la cadena principal del péptido. Los barriles Tim se
consideran pliegues de proteina o/ porque incluyen un patrén alternante de hélices a y cadenas B en un uUnico
dominio. En un barril Tim, las hélices y cadenas (generalmente 8 de cada una) forman un solenoide que se curva
para cerrarse sobre si mismo en forma de rosquilla, conocido topolégicamente como un toroide. Las hebras B
paralelas forman la pared interna de la rosquilla, mientras que las hélices a forman la pared externa de la rosquilla.
Cada hebra B se conecta con la siguiente hebra adyacente en el barril a través de un bucle largo derecho que
incluye una de las hélices.

La estructura de la amidasa 2 se puede dividir en dos dominios, un dominio catalitico central y un dominio sandwich
B mas pequefio. El dominio catalitico comprende los restos 107-425, que forman un barril en forma de TIM algo
distorsionado de ocho hebras 3 paralelas ($5-7, 9-13) flanqueadas en la cara externa por hélices a. Un pliegue en el
medio del filamento 7 que se produce en el residuo 182 lo divide en dos filamentos separados, f7a y B7b. Este
pliegue representa las caracteristicas que causan la distorsion del barril. Mientras que 7a tiene solo una cadena de
barril contigua, 6, la cadena B7b tiene dos vecinos a los que esta unida por enlaces de hidrégeno, 8 y 9. El
primero representa un elemento estructural secundario que esta unido al nucleo del barril sin ser formalmente parte
de él. La segunda causa de la distorsién del barril es la ausencia de una interaccion candnica de enlaces de
hidrégeno de los residuos 375-378 directamente aguas abajo de 313 con la primera cadena de barril 5 que cerraria
el circulo. Por lo tanto, la apariencia general del nucleo de dominio se asemeja bastante a un sandwich de hojas 3
paralelas, una que consta de tres y la otra de siete filamentos. De ellos, 13 hélices (12a y 1 g) del dominio catalitico
que siguen directamente a las hebras de barriles y B8 pueden asignarse como hélices de barril, mientras que las
cuatro hélices restantes representan elementos de estructura secundaria adicionales que delimitan la parte superior
e inferior del barril.

El dominio B-sandwich comprende residuos tanto del extremo N como del extremo C (43-106, 426-480). Los tres
filamentos formados por los residuos C-terminales (814-16) son parte de la mayor de las dos hojas. De las cuatro
hebras formadas por los residuos N-terminales, B3 pertenece a la lamina mas pequefia, mientras que las hebras
largas y fuertemente dobladas 1, B2 y 4 contribuyen a la formacion de ambas laminas. Solo 31 y 4 son paralelas
entre si. Los giros helicoidales y16 y y17 se insertan entre 314 y 15 y se empaquetan contra el dominio catalitico.
Las hélices y1 y a2 insertadas entre 33 y 4 apuntan en la direcciéon opuesta y estan expuestas al disolvente.
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El experto en la materia entendera que la estructura terciaria de una amidasa dada se puede comparar facilmente
con la estructura terciaria de la SEQ ID NO: 1 que tiene las coordenadas mostradas en la Figura 25 usando
paquetes de software estandar con sus parametros por defecto, por ejemplo, PyMOL (www.Pymol.org).

Sera mas facilmente evidente para las personas expertas que las enzimas carboxipeptidasas de la técnica anterior
que son capaces de degradar la ocratoxina no comprendan una estructura de tipo barril Tim que incluye los residuos
especificados en el sitio activo.

En una realizacion, la amidasa es una enzima de EC 3.5.1.X, segun las Recomendaciones del Comité de
Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), donde X es un numero de
designacion proporcionado por el comité.

La persona experta entendera que la carboxipeptidasa A y la carboxipeptidasa Y de la técnica anterior se designan
en EC 3.4.17.1y 3.4.16.5, respectivamente.

En una realizacion preferida, la amidasa es una que degrada la ocratoxina A cuando se incuba a pH 3-9 y 21-40°C.

Sera evidente que la capacidad de una enzima amidasa para degradar la ocratoxina A puede determinarse usando
el ensayo de degradacion de OTA descrito en la seccion de los métodos a continuacion.

Las amidasas adecuadas comprenden las de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Talaromyces stipitatus,
Neurospora crassa, Streptomyces, por ejemplo, S. roseosporus, Thermotoga lettingae, Salinispora arenicola,
Glomerella graminicola, Metarhizium anisopliae y Aspergillus oryzae mostradas como SEQ ID NO: 1, 3, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 13, 14 y 15, respectivamente, o una secuencia que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% de
identidad con una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 3, 5a 11, 13, 14 6 15.

En realizaciones preferidas de la presente invencién, la enzima amidasa para uso en los aditivos, alimentos,
productos alimenticios, usos y métodos de la presente invencion comprende un polipéptido que tiene la secuencia
de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 3, o una secuencia que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% de
identidad con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3, o un polipéptido producido por la expresion de un polinucleétido que
comprende la SEQ ID N°: 2 o un polinucleétido que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 90% , 95%, 98%, 99% de
identidad con la SEQ ID NO: 2; o una secuencia que se hibrida en condiciones rigurosas con el complemento de
SEQ ID NO: 2, o una secuencia que tiene al menos 70%, 75%, 80% , 90%, 95%, 97%, 98% o 99% de identidad con
ésta.

En realizaciones preferidas adicionales, la enzima de acuerdo con la presente invencion cataliza la rotura del enlace
quimico de C-N, C-O o P-O, mas preferiblemente C-N.

Resultara evidente para la persona experta que pueden realizarse variantes de longitud completa de amidasa 2
usando cualquier técnica bien conocida en la técnica. Se pueden producir variantes mas estables resistentes a la
escision de la secuencia sefial o N-terminal mutando los enlaces peptidicos responsables de la proteasa en la
secuencia peptidica.

Por ejemplo, las mutaciones pueden realizarse en uno o mas de los siguientes 71 sitios de la secuencia de 480aa de
amidasa 2 mostrada en la SEQ ID NO: 1; estos pueden alterar la sensibilidad a la hidrdlisis por peptidasas sefial,
peptidasas secretadas por el organismo huésped en su medio y pepsina:

18 31 32 33 34 42 55 56 56 64 69 70 78 79 107 114 127 128 139 146 147 156 184 185 194 195 197 202 203 220
236 262 264 269 270 304 317 318 325 335 336 336 337 343 344 351 352 354 355 359 360 374 375 386 387 388
389 390 391 400 412 420 424 425 435 436 440 446 461 462 462 480;

las mutaciones en los siguientes 44 sitios pueden alterar la resistencia a la tripsina: 34 36 48 66 75 88 89 92 99 138
141 155 166 231 232 235 239 240 243 246 256 271 279 282 291 299 303 320 322 330 346 351 361 368 395 405
426 445 451 458 461 464 476;

las mutaciones en los siguientes 90 sitios pueden alterar la resistencia a la quimotripsina: 1 11 16 19 23 32 34 39 53
56 57 6570 79 90 91 98 103 107 108 112 113 114 120 121 124 128 139 144 147 151 154 157 160 179 185 191 195
203 206 209 215 216 221 236 248 254 262 265 270 287 289 295 305 307 310 316 318 319 325 326 336 337 344
349 352 355 359 360 363 375 387 389 391 398 401 413 421 425 429 436 441 447 455 457 462 463 471 479 480.

Se entendera ademas que el polipéptido de 480 aa amidasa 2 o sus variantes pueden estar N- y/u O-glicosilados en
cualquiera de sus residuos de asparagina (Asn), serina (Ser) y treonina (Thr) con el fin de mejorar la solubilidad y
estabilidad al calor.

Se entendera que tal como se define en la presente memoria, la expresion condiciones rigurosas se refiere al lavado
a 50°C y 0,2xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M Nascitrato pH 7,0}.

Se entendera que estas condiciones también pueden ser condiciones altamente rigurosas que se definen en este
documento como lavado a 65°C y 0,1xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M Nascitrato pH 7,0}.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2664 178 T3

En otra realizacion preferida, la enzima amidasa se produce por la expresion de un polinucleétido que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID N°: 1, 3, 5-11, 13, 14 6 15, o una
secuencia que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% de identidad con la misma.

Mas preferiblemente, la amidasa esta codificada por un polinucleétido seleccionado de:

a) un polinucledtido que comprende la SEQ ID N°: 2 o una secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95%,
98%, 99% de identidad con la misma;

b) un polinucledtido que difiere de SEQ ID NO: 2 debido a la degeneracion del codigo genético;

c) un polinucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas con el complemento de SEQ ID NO: 2 o una secuencia
que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% de identidad con la misma.

En realizaciones preferidas adicionales, la enzima amidasa para uso en la presente invencion es recombinante.

En un aspecto preferido de la presente invencion, se proporciona un aditivo alimentario o alimenticio que comprende
una enzima amidasa que es capaz de degradar la ocratoxina.

Preferiblemente, la enzima amidasa degradara al menos la ocratoxina A.

Mas preferiblemente, la enzima amidasa también degradara al menos otra ocratoxina, mas preferiblemente, al
menos la ocratoxina B.

En una realizacion adicional, la enzima también degradara al menos derivados de ocratoxina ademas de la
ocratoxina B y la ocratoxina C, y/o al menos un alcaloide del cornezuelo.

Se entendera que los alcaloides del cornezuelo son compuestos que contienen enlaces amida e incluyen, por
ejemplo, ergocornina, ergocorninina, ergocristina, ergocristinina, ergocriptina, ergocriptinina, ergometrina, ergosina,
ergotamina y ergotaminina. Estos compuestos son téxicos para los organismos vivos, incluidos los seres humanos y
los animales de granja.

Sera evidente para los expertos en la materia que este alimento o aditivo alimenticio se puede afiadir a un alimento o
material alimenticio contaminado con ocratoxina para reducir el nivel de la toxina presente en el alimento o material
alimenticio consumido por un animal. Se sabe que la ocratoxina A es un contaminante importante de los cereales y
otros alimentos ricos en almidon, asi como, por ejemplo, café, cacao, vino, cerveza, legumbres, especias, frutos
secos, zumo de uva, leche y productos carnicos de animales no rumiantes. La ocratoxina A es un compuesto
nefrotdxico, teratogénico, hepatotdxico y carcinogénico que, si esta presente incluso en niveles bajos, puede ser
danino.

En una realizacién mas preferida, el aditivo es un aditivo de alimentacion.

En realizaciones preferidas, el aditivo alimentario o alimenticio comprende la amidasa a un nivel de al menos 0,001
g/kg, al menos 0,01 g/kg, al menos 0,1 g/kg, al menos 1 g/kg, al menos 5 g/kg, al menos 7,5 g/kg, al menos 10,0
g/kg, al menos 15,0 g/kg, al menos 20,0 g/kg, al menos 25,0 g/kg. Preferiblemente, el aditivo alimentario o de
alimentacion comprende la amidasa a un nivel tal que, cuando se agrega a un alimento o material de alimentacion,
el material de alimentacion comprende la amidasa en un intervalo de 1 a 500 mg/kg, 1 a 100 mg/kg, mas
preferiblemente 2-50 mg/kg o 2-10 mg/kg.

En realizaciones preferidas de la presente invencion, la amidasa puede hidrolizar al menos 10, 20, 50, 100, 200,
300, 500, 700, 900, 1000 nanomoles de OTA por minuto por mg de proteina a pH 7,0 y 40°C, cuando OTA esta
presente a una concentracion de 1 pg/ml.

Incluso mas preferiblemente, la enzima amidasa también es capaz de degradar al menos otro derivado de
ocratoxina u ocratoxina y/o al menos un alcaloide de cornezuelo, mas preferiblemente, la ocratoxina B.

Mas preferiblemente, la amidasa comprende la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO; 3 o cualquiera de SEQ ID NO: 5-11, 13,
14 6 15 o una secuencia que tiene al menos 75%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% de identidad con una cualquiera de
las SEQID NOs: 1, 3,de 5a 11, 13, 14 6 15.

El experto en la materia entendera que la enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina A para su uso en la
presente invencion puede proporcionarse independientemente como composiciones liquidas o sélidas/granuladas.

Preferiblemente, cuando dicha enzima esta en forma liquida, dicha enzima se secreta en el medio después del
cultivo de una célula que comprende dicha enzima. Preferiblemente, dicho medio esta libre de células (es decir, la(s)
célula(s) se han separado del medio). Preferiblemente dicho medio esta concentrado. Se entendera que el medio
puede granularse para proporcionar una composicion enzimatica solida.
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Se entendera ademas que el aditivo para alimentos o alimenticio segun la presente invencién se puede proporcionar
en forma de una solucién o como un soélido, dependiendo del uso y/o el modo de aplicacion y/o el modo de
administracion.

En una realizaciéon adicional, el aditivo se puede usar para tratar previamente un material que se usara como
alimento o producto alimenticio.

Por ejemplo, la amidasa puede usarse para tratar liquidos tales como los producidos como subproductos de plantas
de etanol. En este caso, el aditivo se agregara a un caldo de fermentacion liquido para degradar los contaminantes
de ocratoxina A que se encuentran en el medio utilizado para cultivar levadura o microbios para la produccion de
etanol.

Se entendera que el caldo se puede secar y alimentar posteriormente a los animales.

En una realizacion alternativa, el aditivo se puede agregar a la leche, por ejemplo, leche de vaca, contaminada con
OTA.

En una realizacion, el aditivo alimentario o de alimentacion segun la presente invencion esta en una formulacion
liquida adecuada para el consumo, preferiblemente dicha composicién liquida comprende ademas al menos uno de
un tampdn, una sal, sorbitol y/o glicerol.

Preferiblemente, el aditivo para alimentos o producto alimenticio comprende al menos un vehiculo fisiolégicamente
aceptable.

El vehiculo fisiolégicamente aceptable se selecciona preferiblemente de al menos uno de maltodextrina, piedra
caliza (carbonato de calcio), ciclodextrina, trigo o un componente de trigo, sacarosa, almidon, Na,SOg, talco, PVA y
mezclas de los mismos.

En una realizacion adicional, el aditivo alimentario o de alimentacién puede comprender adicionalmente un quelante
de iones metdlicos. El quelante de iones metalicos puede seleccionarse entre EDTA o acido citrico.

En una realizacion, la enzima amidasa se seca sobre el vehiculo fisiolégicamente aceptable.
En una realizacion, el aditivo alimentario o de alimentacion se granula o co-granula con otras enzimas.

En realizaciones preferidas, la amidasa para uso en la presente invencién puede usarse en combinacién con una o
mas enzimas adicionales. En realizaciones preferidas, la una o mas enzimas adicionales se seleccionan del grupo
que consiste en aquellas implicadas en la degradacion de proteinas que incluyen carboxipeptidasas, preferiblemente
carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa Y, proteasas de acido aspartico de A. niger de PEPAa, PEPAb, PEPAc y
PEPAd, elastasa, proteasas de amino peptidasas, pepsina o tipo pepsina, tripsina o tipo tripsina y bacterianas
incluyendo subtilisina y sus variantes, y de aquellas involucradas en el metabolismo del almidén, degradacion de
fibra, metabolismo de lipidos, proteinas o enzimas involucradas en el metabolismo de glucdgeno, enzimas que
degradan otros contaminantes, acetil esterasas, amilasas, arabinasas, arabinofuranosidasas, exo- y endo-
peptidasas, catalasas, celulasas, quitinasas, quimosina, cutinasa, desoxirribonucleasas, epimerasas, esterasas,
formamidasa, galactosidasas, por ejemplo a- o B-galactosidasas, exo-glucanasas, glucano liasas, endo-glucanasas,
glucoamilasas, glucosa-oxidasas, glucosidasas, por ejemplo a- o B-glucosidasas, glucuronidasas, hemicelulasas,
hidrolasas, invertasas, isomerasas, lacasas, fenol oxidasas, lipasas, liasas, manosidasas, oxidasas,
oxidorreductasas, pectinasas, pectato liasas, pectina acetil esterasas, pectinas depolimerasas, peptidasas, pectinas
metil esterasas, enzimas pectinoliticas, peroxidasas, fenoloxidasas, fitasa, poligalacturonasas, ramno-
galacturonasas, ribonucleasas, taumatina, transferasas, proteinas de transporte, transglutaminasas, xilanasas,
hexosa oxidasa (D-hexosa: (Oz-oxidorreductasa, EC 1.1.3.5), fosfatasas acidas y/u otras o combinaciones de las
mismas. Estas incluyen enzimas que, por ejemplo, modulan la viscosidad de la composicion o alimentacion.

En una realizacién particularmente preferida, la enzima se usa en combinacién con carboxipeptidasa A.
En una realizacién preferida adicional, la enzima se usa en combinacién con la proteasa PEPAd.

En una realizacién adicional, la amidasa puede usarse en combinacién con al menos una de una enzima
desintoxicante seleccionada del grupo que consiste en una enzima degradadora de micotoxinas, por ejemplo,
aflatoxina destoxizima, zearalenona esterasas, zearalenona lactonasas, fumonisin carboxilesterasas, fumonisin
aminotransferasas, aminopoliol amina oxidasas, desoxinivalenol, expoxido hidrolasas, un microorganismo que
degrada las micotoxinas, por ejemplo, Bacillus subtilis, B. licheniformis, Lactobacillus o un absorbente (es decir,
aglutinantes de micotoxina) que incluyen al menos un polimero, por ejemplo, paredes de células microbianas o un
material inorganico tal como la bentonita.

Se entendera que el aditivo de alimentaciéon puede ser para cualquier animal adecuado. En una realizacion
preferida, el animal es un animal monogastrico, por ejemplo, aves de corral, cerdo, pescado, mariscos y crustaceos,
por ejemplo, camarones, animales de compafiia tales como, por ejemplo, gatos o perros. En un ejemplo preferido
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alternativo, el animal es un rumiante seleccionado de, por ejemplo, vacas u otros bovinos, ovejas, cabras, camellos,
ciervos, llamas, antilopes, alpacas o fus.

Sera evidente para los expertos en la materia que el aditivo alimentario o de alimentacion de acuerdo con la
presente invencion también puede comprender otros componentes tales como agentes estabilizantes y/o agentes de
carga y/u otras enzimas.

Preferiblemente, el aditivo alimentario o de alimentacién de acuerdo con la presente invencion sera térmicamente
estable para el tratamiento térmico hasta aproximadamente 70°C; hasta aproximadamente 80°C; o hasta
aproximadamente 95°C. El tratamiento térmico puede realizarse durante hasta aproximadamente 0,5 minutos; hasta
aproximadamente 5 minutos; hasta aproximadamente 10 minutos; hasta aproximadamente 30 minutos; hasta
aproximadamente 60 minutos. La expresion térmicamente estable significa que al menos aproximadamente el 75%
de los componentes de la enzima que estaban presentes/activos en el aditivo antes del calentamiento a la
temperatura especificada todavia estan presentes/activos después de que se enfrie a temperatura ambiente.
Preferiblemente, al menos aproximadamente 80% de los componentes de la enzima que estaban presentes y
activos en el aditivo antes de calentar a la temperatura especificada todavia estan presentes y activos después de
que se enfrie a temperatura ambiente.

El aditivo para alimentos o producto alimenticio segin la presente invencién puede tener una vida util superior a
aproximadamente 30 semanas; mas de aproximadamente 40 semanas; mas de aproximadamente 50 semanas; mas
de aproximadamente 1 afio; mas de aproximadamente 1,5 afios. La vida util significa que al menos
aproximadamente el 80% de los componentes de la enzima que estaban presentes y activos en el aditivo, cuando se
preparo, estan todavia presentes y activos.

Preferiblemente, el método de preparacién de un alimento o aditivo alimenticio de acuerdo con la presente invencion
comprende una etapa de mezclado que comprende mezclar la enzima amidasa que degrada la ocratoxina,
preferiblemente la ocratoxina A, opcionalmente con al menos un vehiculo fisiol6gicamente aceptable.

Mas preferiblemente, la enzima amidasa también es capaz de degradar al menos otro derivado de ocratoxina u
ocratoxina y/o al menos un alcaloide de cornezuelo, mas preferiblemente, la ocratoxina B.

En una realizacion particularmente preferida, el aditivo alimenticio o de alimentacion se homogeniza para producir un
polvo.

En una realizacion alternativa preferida, el aditivo alimentario o de alimentacion se formula en granulos como se
describe en el documento W02007/044968 (denominados granulos de TPT). En otra realizacion preferida, cuando el
aditivo alimentario o de alimentacién se formula en granulos, los granulos comprenden una sal de barrera hidratada
recubierta sobre el nlcleo de proteina. La ventaja de dicho revestimiento de sal es la mejora de la termo-tolerancia,
la mejora de la estabilidad de almacenamiento y la proteccion frente a otros aditivos alimentarios o de producto
alimenticios que, de otro modo, tendrian un efecto adverso sobre la enzima.

Preferiblemente, la sal utilizada para el recubrimiento de sal tiene una actividad en agua menor que 0,25 o una
humedad constante mayor que 60% a 20°C.

Preferiblemente, el revestimiento de sal comprende un Na;SOa4.

El método de preparacion de un alimento o aditivo para alimentacion también puede comprender la etapa adicional
de granular el polvo. El polvo se puede mezclar con otros componentes conocidos en la técnica. El polvo, o la
mezcla que comprende el polvo, se puede forzar a través de una boquilla y las cadenas resultantes se cortan en
granulos adecuados de longitud variable.

Opcionalmente, la etapa de granulacion puede incluir un tratamiento con vapor, o etapa de acondicionamiento, antes
de la formacion de los granulos. La mezcla que comprende el polvo puede colocarse en un acondicionador, p. €j. un
mezclador con inyeccion de vapor. La mezcla se calienta en el acondicionador hasta una temperatura especificada,
tal como de 60-100°C, las temperaturas tipicas serian 70°C, 85°C, 90°C o 95°C. El tiempo de residencia puede variar
de segundos a minutos e incluso a horas. Tales como 5 segundos, 10 segundos, 15 segundos, 30 segundos, 1
minuto, 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30 minutos y 1 hora.

En un aspecto adicional, se proporciona un alimento o material de alimentacién que comprende el aditivo alimentario
o de alimentacioén de la presente invencién. Se entendera que el aditivo alimentario o de alimentacion de la presente
invencion es adecuado para su adicién a cualquier alimento o material de alimentacién apropiado.

Sera evidente para el experto en la materia que el aditivo alimentario o de alimentacion se puede agregar a cualquier
alimento o material de alimentacion como medida de precaucion. Alternativamente, el alimento o el aditivo
alimenticio puede agregarse a alimentos o materiales de alimentacion que se sabe que son propensos a la
ocratoxina, preferiblemente a la ocratoxina A, a la contaminacién o a alimentos o productos alimenticios que han
demostrado estar contaminados con ocratoxina, preferiblemente la ocratoxina A. Sera mas evidente para los
expertos en la materia que la presencia de ocratoxina, preferiblemente la ocratoxina A, se puede identificar por
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cualquier medio adecuado, por ejemplo, HPLC, ELISA o mediante el uso de tiras de deteccion de ocratoxina
disponibles en el mercado (Helica Biosystems, Inc., Fullerton CA).

Como se usa en el presente documento, la expresion material de alimentacion se refiere al material de alimentacion
basico que va a consumir un animal. Se entendera ademas que esto puede comprender, por ejemplo, al menos uno
0 mas granos no procesados, y/o materiales vegetales y/o animales procesados, tales como harina de soja o harina
de huesos.

En algunas realizaciones, el material de alimentacion comprendera uno o mas de los siguientes componentes: a)
cereales, tales como granos pequefios (por ejemplo, trigo, cebada, centeno, avena y combinaciones de los mismos)
y/o granos grandes tales como maiz o sorgo; b) subproductos de cereales, tales como harina de gluten de maiz,
solubles de grano seco de destileria (DDGS), salvado de trigo, harinillas de trigo, moyuelos de trigo, salvado de
arroz, cascaras de arroz, cascaras de avena, almendra de palma y pulpa de citricos; c) ensilaje como el ensilaje de
maiz; d) proteina obtenida de fuentes tales como soja, girasol, cacahuete, altramuz, guisantes, habas, algodon,
canola, harina de pescado, proteina de plasma seco, harina de carne y huesos, proteina de patata, suero de leche,
copra, sésamo; €) aceites y grasas obtenidos de fuentes vegetales y animales; f) minerales y vitaminas.

Como se usa en el presente documento, la expresion producto alimenticio se refiere a un material de alimentacion al
que se han afiadido uno o mas aditivos de alimentacion. De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un alimento
que comprende el material de alimentacion de la presente invencion.

La persona experta entendera que diferentes animales requieren diferentes alimentos, e incluso el mismo animal
puede requerir diferentes alimentos, dependiendo del propdsito para el que se cria el animal.

Preferiblemente, el producto alimenticio puede comprender materiales de alimentacion que comprenden maiz, trigo,
cebada, triticale, centeno, arroz, tapioca, sorgo y/o cualquiera de los subproductos, asi como componentes ricos en
proteinas como medio de soja, harina de semilla de colza, harina de canola, harina de semilla de algodén, medios
de semilla de girasol, comidas de subproductos de animales y mezclas de los mismos. Mas preferiblemente, el
producto alimenticio puede comprender grasas animales y/o aceites vegetales.

Opcionalmente, el alimento también puede contener minerales adicionales tales como, por ejemplo, calcio y/o
vitaminas adicionales.

Como se usa en el presente documento, la expresidon material alimenticio se refiere a un alimento basico para ser
consumido por un humano. Se entendera que esto puede comprender material de grano, vegetal o animal.

En algunas realizaciones, el material alimenticio puede comprender uno o mas de un producto de cereal o cereal,
café, cacao, vino, cerveza, legumbres, especias, frutos secos, zumo de uva, leche, carne o productos carnicos.

Como se usa en este documento, la expresion producto alimenticio se refiere a un material alimenticio al que se han
afiadido uno o mas aditivos alimentarios. De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un producto alimenticio que
comprende el material alimenticio de la presente invencion.

En realizaciones preferidas, el alimento o producto alimenticio comprende amidasa a un nivel de aproximadamente
0,001 mg - 10 g/kg, 0,01 mg - 10 g/kg, 0,1 mg - 10 g/kg, 0,1 mg - 5 g/kg, 1 mg - 5 g/kg, 0,59 - 1 g/kg de
alimento/producto alimenticio.

Sera evidente para los expertos en la materia que para que el aditivo alimentario o de alimentacién de la presente
invencion proporcione las ventajas reivindicadas, el alimento/producto alimenticio debe ser un alimento/producto
alimenticio contaminado con ocratoxina, preferiblemente ocratoxina A.

En otro aspecto, se proporciona un método para producir un producto alimenticio. Los productos alimenticios se
producen tipicamente en fabricas de producto alimenticios en las que las materias primas se muelen primero hasta
un tamafo de particula adecuado y luego se mezclan con los aditivos apropiados. El producto alimenticio puede
entonces producirse como un puré o granulos; el ultimo tipicamente implica un método por el cual la temperatura se
eleva a un nivel objetivo y luego el producto alimenticio se pasa a través de un molde para producir granulos de un
tamafio particular. Los granulos se dejan enfriar. Posteriormente, se pueden agregar aditivos liquidos tales como
grasa y enzimas. La produccion del producto alimenticio también puede implicar un paso adicional que incluye la
extrusion o expansion antes de la granulacién, en particular, mediante técnicas adecuadas que pueden incluir al
menos el uso de vapor.

El producto alimenticio puede ser un alimento para cualquier animal adecuado. Preferiblemente, el producto
alimenticio es para animales domésticos o de granja.

En una realizacion, el animal es un animal monogastrico, como las aves de corral (por ejemplo, pollos de engorde,
ponedoras, reproductoras de engorde, pavos, patos, gansos, aves acuaticas), porcinos (todas las categorias de
edad), peces, crustaceos como los camarones, mascotas (por ejemplo, perros, gatos).
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En una realizacion adicional, el animal es un rumiante, tal como un bovino (por ejemplo, vacas, bufalos, bisontes,
yaks), ovejas, cabras, camellos, ciervos, llamas, antilopes, alpacas o fius.

El producto alimenticio puede comprender al menos 0,0001% en peso del aditivo de alimentacion. Adecuadamente,
el producto alimenticio puede comprender al menos 0,0005%; al menos 0,0010%; al menos 0,0020%; al menos
0,0025%; al menos 0,0050%; al menos 0,0100%; al menos 0,020%; al menos 0,100%, al menos 0,200%; al menos
0,250%; al menos 0,500% en peso del aditivo para alimentacion.

En un aspecto adicional, se proporciona el uso de al menos una enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina,
preferiblemente la ocratoxina A, en la fabricacién de un alimento o producto alimenticio para reducir el nivel de
contaminacién por micotoxinas en el alimento o producto alimenticio.

Preferiblemente, la enzima amidasa también es capaz de degradar al menos otro derivado de ocratoxina u
ocratoxina y/o al menos un alcaloide de cornezuelo, mas preferiblemente, la ocratoxina B.

Preferiblemente, la al menos una enzima amidasa se formula como un aditivo alimentario o de alimentacion. Mas
preferiblemente, el aditivo alimentario o de alimentacion es el aditivo alimentario o de alimentacién de acuerdo con la
presente invencion.

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una composicion que comprende un material
contaminado con ocratoxina, preferiblemente ocratoxina A, y una amidasa que degrada la ocratoxina,
preferiblemente la ocratoxina A, como se describe en la presente memoria.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la composicion comprende una célula recombinante capaz de
expresar la amidasa degradante de la ocratoxina A.

Se entendera que dicha composicion puede comprender cualquier material contaminado con ocratoxina A
adecuado. En realizaciones preferidas, la composicion comprende un alimento o material de alimentacién, un caldo
de fermentacion o producto de desecho del proceso de fermentacion tal como DDGS, agua residual o tierra
contaminada.

El experto comprendera que la contaminacién por ocratoxina A de las composiciones distintas de los alimentos y las
materias primas puede ser problematica. Por ejemplo, las aguas residuales que contienen ocratoxina A de procesos
industriales pueden provocar la contaminacién de las vias acuaticas.

También se proporciona mediante la presente invencién un método para reducir la contaminacién por ocratoxina en
un material, que comprende la adicién al material contaminado de una enzima amidasa capaz de degradar la
ocratoxina, preferiblemente la ocratoxina A.

También se proporciona mediante la presente invencién un alimento o material de alimentacién que se puede
obtener mediante los métodos de la presente invencion.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un método para aumentar la tasa de crecimiento
y/o la salud de un animal que comprende alimentar al animal con una cantidad eficaz de un alimento de acuerdo con
la presente invencion.

Tal como se usa en el presente contexto, el término salud se refiere a una reduccion en los efectos perjudiciales en
un animal causados por la toxicidad de la ocratoxina que resultan de los niveles de ocratoxina presentes en el
producto alimenticio.

Ejemplos
La invencion se describira adicionalmente con referencia a los ejemplos y figuras en los que:

La Figura 1 muestra la capacidad de PEPAd (una proteasa de acido aspartico Danisco clonada de A niger), lipasa
Amano™ y carboxipeptidasa A bovina con las mismas concentraciones de proteina frente a la degradacion de OTA.
La actividad se expresé en % del area de OT-a (producto de OTA): el area correspondiente al producto dividido por
el area total (area del pico de OTA mas OT-a).

La figura 2 muestra el porcentaje del area de OT-a y la actividad de lipasa relativa (%) en fracciones de (A):
cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC)/cromatografia de afinidad con una columna empaquetada de fenil
Sepharose (2,6 cm x 10 cm) y gradiente de sulfato de amonio 1 M a 0. (B): Columna Q30 de cromatografia de
intercambio anidnico (AEX) con gradiente de NaCl de 0 a 1 M después de HIC.

La Figura 3 muestra el analisis de SDS-PAGE de la fraccién de AEX concentrada que tiene la mayor actividad de
degradacion de OTA. Las bandas indicadas A y B se digirieron en gel con tripsina y los péptidos digeridos se
separaron en HPLC de fase inversa y se analizaron con MS para la identificacion de los péptidos.
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La Figura 4 muestra graficamente la separacion de fracciones activas de OTA por HIC/cromatografia de afinidad
después del fraccionamiento con sulfato de amonio. La Figura 4A muestra la HIC o la cromatografia de afinidad en
una columna de Fenil Sepharose; la Figura 4B muestra HIC en columna de butil Sepharose. La Figura 4C muestra la
distribucion de la actividad de lipasa y OTA en las fracciones recogidas 2-28 de la columna de Butil Sepharose.

La Figura 5 muestra el analisis por SDS-PAGE de fracciones activas concentradas de OTA después de las etapas
de purificaciéon del fraccionamiento de amonio, HIC/afinidad en Fenil Sepharose, HIC en Butil Sepharose, AEX en
Source Q30 y separacion/concentracion de membrana en concentrador Amicon centriprep 10 (corte molecular de
10kDa).

La Figura 6 muestra las actividades presentes en las fracciones AEX separadas por membrana y concentradas de la
Figura 5 en formamida (Figura 6A) y OTA (Figura 6B), picos de proteina ensayados a 280 nm.

La Figura 7 muestra la construccion del casete de expresion de amidasa 2.

La Figura 8 muestra el analisis SDS-PAGE de proteinas intracelulares de transformantes de A. niger que albergan el
gen de Amidasa 2. La banda de proteina de amidasa 2 esta indicada por una barra de flecha.

La Figura 9 muestra el analisis por SDS-PAGE de proteinas extracelulares de transformantes de A. niger que
albergan el gen de Amidasa 2. La banda de proteina de amidasa 2 esta indicada por una barra de flecha.

La Figura 10 muestra el cribado de fracciones intracelulares y extracelulares (caldo de fermentacion) de
transformantes de Aspergillus niger (1-15) que albergan el gen de la amidasa 2 por su capacidad de descomponer la
OTA. 10 pl de las fracciones intracelulares o el caldo se mezclaron con 25 ul de 1 pyg/ml de OTA, 100 ul de fosfato
sodico (67 mM, pH 7,0) y se incubaron a 40°C durante 35 min. Al final de la reaccion, se afadieron 130 pl de
acetonitrilo que contenia un 0,2% de acido acético para detener la reaccion. La mezcla de reaccion se filtré y se
analizaron 5 pl por analisis RP-HPLC del OTA restante. wt se refiere a la cepa parental utilizada para la
transformacion; ctrl, se refiere a la reaccidon en ausencia de transformantes de A. niger.

La Figura 11 muestra el pH 6ptimo de la amidasa 2 a partir de la preparacion intracelular de A. niger transgénica en
la degradacion de OTA. La mezcla de reaccion contenia 5 yl de mezcla de amidasa 2 (una mezcla de las fracciones
intracelulares del transformante 3, 4, 7-8, 10-11 y 13-15) con una concentracién de proteina de 155 pg de
proteina/ml), 0,1 ml de tampdn de fosfato 67m (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9), 25 pyl OTA (1 pg/ml). La reaccion se realizo a
30°C durante 60 min y se detuvo mediante la adicién de 0,13 ml de acetonitrilo que contenia HAC al 0,2%. Se uso
un volumen de inyeccion de 10 pl para el andlisis de RP-HPLC del OTA restante después del filtrado.

La Figura 12 muestra la estabilidad térmica de la amidasa 2 a partir de la preparacion intracelular de A. niger
transgénica. La mezcla de preincubacion en un tubo ependorpf de 1,5 ml contenia 5 pl de la mezcla de amidasa 2
(155 pg de proteina/ml) y 45 pl de tampon fosfato 67 mM, pH 7,0. Las muestras se preincubaron a 80°C durante 0,
5, 10, 15, 20, 25 y 30 min. Después de enfriar a 15°C, se afiadieron 50 ul de tampén fosfato 67mM y 25 ul de OTA
(1 yg/ml) para comenzar la reaccion, esta se incubd a 30°C durante 60 min, la reaccion se detuvo mediante la
adicion de 130 pl de acetonitrilo que contenia 0,2% de HAC. Se us6 un volumen de inyecciéon de 10 ul para el
analisis de RP-HPLC de OTA restante después del filtrado.

La Figura 13 muestra la estabilidad del pH y la temperatura de la amidasa 2 a partir de la preparacion intracelular de
A. niger transgénica incubada a 70°C a pH 3-9 en fosfato de sodio 67 mM. La mezcla de reaccion contenia 5 yl de
mezcla de amidasa 2 (155 pg de proteina/ml), 45 yl de tampodn fosfato 67 mM a pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 6 9. Las mezclas
de reaccion se incubaron a 70°C durante 30 minutos, antes de que se afiadieran 2 pl de OTA 0,5 mg/ml en etanol y
80 ul de Mops 0,2 M, pH 7,0, y las muestras se incubaron a 30°C durante 60 minutos. La reaccion se detuvo
mediante la adicion de 130 ul de acetonitrilo que contenia HAC al 0,2%, se filtré y se analizé6 mediante RP-HPLC.

La Figura 14 muestra el analisis de la amidasa 2 recombinante purificada del caldo del transformante de A. niger 13
mediante SDS-PAGE en fracciones AEX (A) y mediante espectrometria de masas (B) en la fraccion 13 después de
AEX.

La Figura 15 muestra la degradacion de OTA en funcion de la concentracion de proteina amidasa. La amidasa
utilizada se purificd a partir del caldo del transformante 13 (proteina de 438aa denominada amidasa 2 mat).

La Figura 16 muestra el efecto de la concentracion de iones de calcio sobre la actividad de la amidasa 2 mat
purificada a partir de A. niger transgénico y el producto de lipasa Amano™.

Figura 17. Degradacion de OTA por la amidasa 2 extraida de la fraccion intracelular (Amidasa 2 sig) de A. niger. No
se observa inhibicion por CaCl, o EDTA a amidasa 2 sig.

La Figura 18A muestra la secuencia de aminoacidos de la amidasa 2 (480aa) (SEQ ID N°: 1) de Aspergillus niger en
formato de una letra. Las secuencias subrayadas simples son las obtenidas de la Figura 5; el doble subrayado son
las obtenidas de la Figura 8.
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La Figura 18B muestra la secuencia de aminoacidos de la amidasa 2 (480aa) mas 6 restos de histidina en su
terminal C de Aspergillus niger en un formato de letra (SEQ ID NO. 4).

La Figura 19 muestra la secuencia de aminoacidos de la amidasa 2 (480aa) de Aspergillus niger en formato de tres
letras. Las caracteristicas propias de las amidasas degradantes de OTA se indican como residuos de aminoacidos
en negrita y subrayados: residuos conservados (en negrita) y nueve motivos de secuencia (subrayados).

La Figura 20a muestra la estructura del tetramero de la proteina de amidasa 2 (SEQ ID NO: 1) formando la
estructura de barril tipo TIM distorsionada; b muestra la estructura de 1 de las 8 subunidades.

La Figura 21 muestra la estructura del entorno del sitio activo de la amidasa 2.
La Figura 22 muestra las coordenadas cristalinas de un monémero de amidasa 2.

La Figura 23 muestra una representacion esquematica del plasmido de expresion pTTT-pyrG13-Amidasa G.
graminicola.

La Figura 24 muestra una representacion esquematica del plasmido de expresion pTTT-pyrG13-Amidasa M.
anisopliae.

La Figura 25 muestra un mapa del plasmido de expresion pRAX-Amidasa A. oryzae.

La Figura 26 muestra una alineacion de 11 secuencias de amidasa que muestran los 9 motivos de secuencia que
son esenciales para la actividad de la amidasa que degrada la ocratoxina.

La Figura 27 muestra una alineacion de SEQ ID NO: 1 y carboxipeptidasas A e Y que se sabe que tienen una baja
actividad de degradacion de ocratoxina.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende comunmente cualquier experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
descripcion. Singleton, et al, DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 20 ED., John Wiley
and Sons, Nueva York (1994), y Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper
Perennial, NY (1991) proporcionan herramientas con un diccionario general de muchos de los términos utilizados en
esta descripcion.

Esta descripcion no esta limitada por los métodos y materiales ejemplares descritos en este documento, y cualquier
método y material similar o equivalente a los descritos en este documento puede usarse en la practica o prueba de
las realizaciones de esta descripcion. Los intervalos numéricos incluyen los numeros que definen el intervalo. A
menos que se indique lo contrario, las secuencias de acido nucleico se escriben de izquierda a derecha en una
orientacion de 5' a 3'; las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion de amino
a carboxi, respectivamente.

Los titulos proporcionados en este documento no son limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de esta
descripcion los cuales pueden disponerse por referencia a la especificacion como un todo. En consecuencia, los
términos y expresiones definidos inmediatamente a continuacion se definen mas completamente por referencia a la
memoria descriptiva como un todo.

Los aminoacidos se mencionan en este documento utilizando el nombre del aminoacido, la abreviatura de tres letras
o la abreviatura de una sola letra.

Como se usa en el presente documento, el término "identidad" significa una entidad que tiene una cierta homologia
con las secuencias de aminoacidos y las secuencias de nucleétidos. El término "identidad" en este contexto se
refiere al porcentaje de identidad de secuencia entre dos enzimas después de alinear sus secuencias usando
algoritmos de alineacién como se describe con mas detalle a continuacion.

En el presente contexto, se toma una secuencia de aminoacidos homdloga para incluir una secuencia de
aminoacidos que puede ser al menos 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85 6 90% idéntica, preferiblemente al menos 95, 96,
97, 98 0 99% idéntica a la secuencia. Tipicamente, los homdlogos comprenderan los mismos sitios activos etc. -
p.ej. como la secuencia de aminoacidos en cuestion. Aunque la homologia también se puede considerar en términos
de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que tienen propiedades quimicas/funciones A similares), en el
contexto de la presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

Para las secuencias de aminoacidos y las secuencias de nucleétidos, las comparaciones de homologia se pueden
realizar a simple vista, o0 mas habitualmente, con la ayuda de programas de comparacion de secuencias faciimente
disponibles. Estos programas informaticos disponibles comercialmente pueden calcular el % de homologia entre dos
0 mMas secuencias.

El % de homologia se puede calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra
secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la
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otra secuencia, un residuo a la vez. Esto se llama una alineacién "desacoplada". Tipicamente, tales alineaciones no
acopladas se realizan solo en un nimero relativamente corto de residuos.

Aunque este es un método muy simple y consistente, no toma en consideracién que, por ejemplo, en un par de
secuencias idénticas, una insercion o eliminacion hara que los siguientes residuos de aminoacidos se desalineen, lo
que podria resultar en una gran reduccion en % de la homologia cuando se realiza una alineaciéon global. En
consecuencia, la mayoria de los métodos de comparacion de secuencias estan disefiados para producir
alineamientos 6ptimos que tienen en cuenta las posibles inserciones y eliminaciones sin penalizar indebidamente el
puntaje de homologia global. Esto se logra insertando "huecos" en la alineacion de secuencia para tratar de
maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan "penalizaciones de hueco" a cada espacio que ocurre en la
alineacioén para que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, una alineacién de secuencia con la menor
cantidad posible de huecos, que refleja una mayor relacién entre las dos secuencias comparadas, lograra una
puntuacién mas alta que una con muchos huecos. Los "costos de huecos de afinidad" se usan normalmente de
modo que cargan un costo relativamente alto por la existencia de un hueco y una penalizacién menor por cada
residuo subsiguiente en el hueco. Este es el sistema de calificacion de huecos mas comunmente utilizado. Las altas
penalizaciones de hueco produciran, por supuesto, alineaciones optimizadas con menos huecos. La mayoria de los
programas de alineacion permiten modificar las penalizaciones de hueco. Sin embargo, se prefiere usar los valores
predeterminados cuando se usa dicho software para comparaciones de secuencias. Por ejemplo, cuando se utiliza
el paquete GCG Wisconsin Bestfit, la penalizacion por hueco predeterminada para las secuencias de aminoacidos
es -12 para un hueco y -4 para cada extension.

El calculo del % de homologia maxima, por lo tanto, primero requiere la produccidon de una alineaciéon 6ptima,
teniendo en cuenta las penalizaciones de huecos. Un programa informatico adecuado para llevar a cabo dicha
alineacion es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Devereux et al. 1984 Nuc. Acids Research 12, p. 387). Ejemplos de
otro software que puede realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST
(véase Ausubel et al., 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 42 Ed., Capitulo 18), FASTA (Altschul et al., 1990 J.
Mol. Biol. 403-410) y el conjunto de herramientas de comparaciéon GENEWORKS. Tanto BLAST como FASTA estan
disponibles para la busqueda fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al., 1999, Short Protocols in Molecular
Biology, paginas 7-58 a 7-60).

Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa GCG Bestfit. Una nueva herramienta, llamada
BLAST 2 Sequences también esta disponible para comparar secuencias de proteinas y nucleotidos (véase FEMS
Microbiol Lett 1999 174 (2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177 (1): 187-8 y tatiana@ncbi.nlm.nih.gov).

Aunque el % de homologia final puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineacion en si mismo no
se basa tipicamente en una comparacion de pares de todo o nada. En cambio, generalmente se usa una matriz de
puntuacion de similitud escalada que asigna puntajes a cada comparacion por pares en funcion de la similitud
quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de una matriz de este tipo comiunmente utilizada es la matriz
BLOSUMG62, la matriz predeterminada para el conjunto de programas BLAST. Los programas de GCG Wisconsin
generalmente utilizan los valores predeterminados publicos o una tabla de comparacion de simbolos personalizada
si se suministran (consultese el manual del usuario para obtener mas informacion). Para algunas aplicaciones, se
prefiere usar los valores predeterminados publicos para el paquete GCG o, en el caso de otro software, la matriz
predeterminada, como BLOSUMG62.

Alternativamente, las homologias porcentuales pueden calcularse usando la caracteristica de alineacién multiple en
DNASIS™ (Software Hitachi), en base a un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988), Gene
73 (1), 237-244).

Una vez que el software ha producido una alineacion 6ptima, es posible calcular el % de homologia, preferiblemente
el % de identidad de secuencia. El software generalmente hace esto como parte de la comparacion de secuencia y
genera un resultado numeérico.

En un aspecto preferible de la presente invencion, se usan el siguiente software y configuraciones para calcular la
homologia/identidad de la secuencia porcentual. Para las secuencias de aminoacidos, el porcentaje de identidades
(homologia) o "positivos" se calculan mediante AlignX VectorNTI (Vector NTI Advance 9.1 de Invitrogen Corporation,
Carlsbad, California, EE.UU.) para cada posible par de secuencias de aminoacidos. Los ajustes son parametros
predeterminados (penalizacion de apertura de hueco: 10, penalizacion de extension de hueco: 0,1).

Para las secuencias de acido nucleico, el porcentaje de identidades (homologia) o "positivos" se calcula mediante el
programa AlignX VectorNTI de Informax Inc. (EE.UU.) para cada posible par de secuencias de acido nucleico. Los
ajustes son ajustes predeterminados para el ADN: penalizacion de apertura de hueco: 15 y penalizacién de
extension de hueco: 6,66 (mismos ajustes para alineaciones mdltiples).

Preferiblemente, la identidad de aminoacidos (homologia) se calcula a través de la secuencia de aminoacidos de
longitud completa o del acido nucleico a un polinucleétido correspondiente que codifica la respectiva secuencia de
aminoacidos de longitud completa.
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Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacidos que
producen un cambio silencioso y dan como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones
deliberadas de aminoacidos se pueden realizar sobre la base de la similitud en las propiedades de los aminoacidos
(tales como la polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los residuos)
y, por lo tanto, es util agrupar aminoacidos juntos en grupos funcionales. Los aminoacidos se pueden agrupar segun
las propiedades de su cadena lateral sola. Sin embargo, es mas util incluir también datos de mutacion. Los conjuntos
de aminoacidos asi derivados probablemente se conservaran por razones estructurales. Estos conjuntos pueden
describirse en la forma de un diagrama de Venn (Livingstone C.D. y Barton G.J. (1993) "Protein sequence
alignments: a strategy for the hierarchical analysis of residue conservation" Comput. Appl Biosci. 9: 745-756) (Taylor
W.R. (1986) "The classification of amino acid conservation" J. Theor. Biol. 119; 205-218). Se pueden hacer
sustituciones conservativas, por ejemplo, de acuerdo con la tabla a continuacién que describe un agrupamiento de
aminoacidos del diagrama de Venn generalmente aceptado.

CONJUNTO SUB-CONJUNTO

Hidrofébico FWYHKMILVAGC Aromatico FWYH
Alifatico LV

Polar WYHKREDCSTNQ | Cargado HKRED
Cargado positivamente HKR
Cargado negativamente ED

Pequeiio VCAGSPTND Pequeiio AGS

La presente invenciéon también abarca la sustitucion homoéloga (la sustitucion y el reemplazo se usan en este
documento para indicar el intercambio de un residuo de aminoacido existente, con un residuo alternativo) que puede
producirse, es decir, una sustituciéon uno a uno, basico por basico, acido por acido, polar por polar, etc. La sustitucion
no homologa también puede ocurrir, es decir, de una clase de residuo a otro, o alternativamente implica la inclusiéon
de aminoacidos no naturales tales como ornitina (en lo sucesivo en este documento denominada Z), acido
diaminobutirico ornitina (en lo sucesivo en este documento denominada B), norleucina ornitina (en lo sucesivo en
este documento denominada O), piridilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos también pueden ser hechos por aminoacidos no naturales.
El término "proteina”, como se usa en el presente documento, incluye proteinas, polipéptidos y péptidos.

Las expresiones "residuo de aminoacido equivalente a", "aminoacido correspondiente a" y sus equivalentes
gramaticales se usan en la presente memoria para referirse a un resto de aminoacido de una proteina que tiene la
posicion y el efecto similares a los indicados en una secuencia de aminoacidos particular de un proteina particular.
El experto en la técnica reconocera la equivalencia de residuos especificados en proteinas comparables.

El término "propiedad" o los equivalentes gramaticales del mismo en el contexto de un polipéptido, tal como se usa
en el presente documento, se refiere a cualquier caracteristica o atributo de un polipéptido que pueda seleccionarse
o detectarse. Estas propiedades incluyen, pero no estan limitadas a, la estabilidad oxidativa, especificidad del
sustrato, actividad catalitica, estabilidad térmica, temperatura y/o perfil de actividad del pH, estabilidad del
procesamiento de alimentacién y capacidad de secretarse.

Como se usa en este documento, la expresion "secuencia de aminoacidos" es sindnima del término "polipéptido” y/o
del término "proteina". En algunos casos, la expresion "secuencia de aminoacidos" es sinonima del término
"péptido". En algunos casos, la expresion "secuencia de aminoacidos" es sindnima del término "enzima".

La secuencia de aminoacidos puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuada, o puede prepararse
sintéticamente o puede prepararse mediante el uso de técnicas de ADN recombinante.

Los términos "proteina" y "polipéptido" se usan indistintamente en este documento. En la presente descripcion y
reivindicaciones, se usan los cadigos de una letra y tres letras convencionales para los residuos de aminoacidos. El
cédigo de 3 letras para aminoacidos, tal como se define de conformidad con la Comisién Conjunta de iUPACIUB
sobre Nomenclatura Bioquimica (JCBN). También se entiende que un polipéptido puede codificarse por mas de una
secuencia de nucleotidos debido a la degeneracion del cédigo genético.

La expresion "secuencia sefial" o "péptido sefal" se refiere a cualquier secuencia de nucledtidos y/o aminoacidos
que puede participar en la secrecién de las formas maduras o precursoras de la proteina. Esta definicion de
secuencia de sefal es funcional, significa que incluye todas aquellas secuencias de aminoacidos codificadas por la
porcién N-terminal del gen de proteina, que participa en la realizacion de la secrecion de proteina. A menudo, pero
no universalmente, se unen a la porcidon N-terminal de una proteina o a la porcién N-terminal de una proteina
precursora.
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Por "fragmento funcional" se entiende un fragmento del polipéptido que conserva las propiedades caracteristicas de
ese polipéptido. En el contexto de la presente invencion, un fragmento funcional de una enzima amidasa es un
fragmento que retiene la capacidad de escision de la enzima amidasa de la proteina completa.

El término "aislado", "recuperado” o "purificado” se refiere a un material que se elimina de su entorno original. La
expresion "sustancialmente purificado" significa que el material se ha purificado al menos en un grado sustancial.

En un aspecto, preferiblemente la secuencia de nucleétidos o aminoacidos esta en una forma aislada. El término
"aislado" significa que la secuencia esta al menos sustancialmente libre de al menos otro componente con el que la
secuencia esta naturalmente asociada en la naturaleza y tal como se encuentra en la naturaleza.

Otras definiciones de términos pueden aparecer a lo largo de la memoria descriptiva. Antes de que las realizaciones
ejemplares se describan con mas detalle, se debe entender que esta descripcion no se limita a las realizaciones
particulares descritas, ya que tales pueden, por supuesto, variar. También debe entenderse que la terminologia
utilizada en este documento tiene el propdsito de describir realizaciones particulares solamente, y no pretende ser
limitativa, ya que el alcance de la presente descripcion estara limitado solo por las reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio también se describe
especificamente, hasta la décima parte de la unidad del limite inferior a menos que el contexto indique claramente lo
contrario, entre los limites superior e inferior de ese intervalo. Cada intervalo mas pequefio entre cualquier valor
declarado o valor intermedio en un intervalo establecido y cualquier otro valor establecido o intermedio en ese
intervalo indicado esta abarcado dentro de esta descripcion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas
pequefios se pueden incluir o excluir de forma independiente en el intervalo, y cada intervalo en el que alguno,
ninguno o ambos limites se incluyen en los intervalos mas pequefios también esta incluido dentro de esta
descripcion, sujeto a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo establecido. Cuando el intervalo
establecido incluye uno o ambos limites, los intervalos que excluyen alguno o ambos de los limites incluidos también
se incluyen en esta descripcion.

Debe observarse que, tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "uno/a" y "el/la" incluyen a los referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un gen" incluye una pluralidad de tales agentes candidatos y la referencia
a "la célula" incluye la referencia a una o mas células y equivalentes de las mismas, conocidas por los expertos en la
técnica, y asi sucesivamente.

Las publicaciones discutidas en este documento se proporcionan Unicamente para su descripcién antes de la fecha
de presentacion de la presente solicitud. Nada en este documento debe interpretarse como una admisién de que
tales publicaciones constituyen la técnica anterior a las reivindicaciones adjuntas.

Las enzimas para uso en la presente invencion pueden producirse mediante el cultivo sélido o sumergido, que
incluyen procesos discontinuos, alimentados por lotes y de flujo continuo. El cultivo se lleva a cabo en un medio de
crecimiento que comprende un medio de sales minerales acuosas, factores de crecimiento organicos, el material
fuente de carbono y energia, oxigeno molecular y, por supuesto, un inéculo inicial de una o mas especies de
microorganismos particulares a emplear.

Ademas de la fuente de carbono y energia, oxigeno, nitrdgeno asimilable y un inéculo del microorganismo, es
necesario suministrar cantidades adecuadas en proporciones adecuadas de nutrientes minerales para asegurar el
crecimiento adecuado de microorganismos, maximizar la asimilacion del carbono y la fuente de energia mediante las
células en el proceso de conversion microbiana, y lograr los rendimientos celulares maximos con la maxima
densidad celular en los medios de fermentacion.

La composicion del medio mineral acuoso puede variar en un amplio intervalo, dependiendo en parte del
microorganismo Yy el sustrato empleado, como se conoce en la técnica. Los medios minerales deben incluir, ademas
de nitrogeno, cantidades adecuadas de fosforo, magnesio, calcio, potasio, azufre y sodio, en formas ionicas y
combinables asimilables solubles adecuadas, y también deben estar presentes preferiblemente ciertos elementos
traza tales como cobre, manganeso, molibdeno, zinc, hierro, boro y yodo, y otros, nuevamente en forma soluble
asimilable adecuada, todos conocidos en la técnica.

La reaccion de fermentacion es un proceso aerdbico en el que el oxigeno molecular necesario es suministrado por
un gas que contiene oxigeno molecular, tal como aire, aire enriquecido en oxigeno o incluso oxigeno molecular
sustancialmente puro, proporcionado para mantener el contenido del recipiente de fermentacién con una adecuada
presion parcial de oxigeno efectiva para ayudar a las especies de microorganismos a crecer de manera prospera. En
efecto, al usar un sustrato de hidrocarbono oxigenado, se reduce el requerimiento de oxigeno para el crecimiento del
microorganismo. Sin embargo, el oxigeno molecular debe suministrarse para el crecimiento, ya que la asimilacion
del sustrato y el crecimiento correspondiente de los microorganismos es, en parte, un proceso de combustion.

Aunque la velocidad de aireacion puede variar en un intervalo considerable, la aireacion generalmente se realiza a
una velocidad que esta en el intervalo de aproximadamente 0,5 a 10, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a 7,
~voliumenes (a la presién empleada y a 25°C) de gas que contiene oxigeno por volumen de liquido en el fermentador
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por minuto. Esta cantidad se basa en el aire de contenido de oxigeno normal que se suministra al reactor, y en
términos de oxigeno puro los intervalos respectivos serian de aproximadamente 0,1 a 1,7, o preferiblemente de
aproximadamente 0,1 a 1,3 volumenes (a la presion empleada y a 25°C) de oxigeno por volumen de liquido en el
fermentador por minuto.

La presién empleada para el proceso de conversion microbiana puede variar ampliamente. Las presiones
generalmente estan dentro del intervalo de aproximadamente 0 a 50 psig (0 a 345 kPa), actualmente
preferiblemente de aproximadamente 0 a 30 psig (0 a 207 kPa), mas preferiblemente al menos ligeramente sobre la
presién atmosférica, como un equilibrio del equipo y el costo de operacion frente a la solubilidad del oxigeno lograda.
Las presiones superiores a la atmosférica son ventajosas porque tales presiones tienden a aumentar la
concentracion de oxigeno disuelto en el fermento acuoso, lo que a su vez puede ayudar a aumentar las velocidades
de crecimiento celular. Al mismo tiempo, esto se equilibra con el hecho de que las altas presiones atmosféricas
aumentan los costos de equipo y operacion.

La temperatura de fermentacién puede variar un poco, pero para hongos filamentosos como Aspergillus niger o
Trichoderma reesei la temperatura generalmente estara dentro del intervalo de aproximadamente 20°C a 40°C,
generalmente preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 25°C a 34°C, dependiendo de la cepa del
microorganismo elegido.

Los microorganismos también requieren una fuente de nitrégeno asimilable. La fuente de nitrdgeno asimilable puede
ser cualquier compuesto que contenga nitrdgeno o compuestos capaces de liberar nitrégeno en una forma adecuada
para la utilizaciéon metabdlica por el microorganismo. Aunque se puede emplear una variedad de compuestos fuente
de nitrégeno organico, tales como hidrolizados de proteinas, generalmente pueden ser utilizados compuestos
baratos que contienen nitrégeno tales como amoniaco, hidroxido de amonio, urea y diversas sales de amonio tales
como fosfato de amonio, sulfato de amonio, pirofosfato de amonio, cloruro de amonio, u otros diversos compuestos
de amonio. El gas amoniaco en si es conveniente para operaciones a gran escala, y se puede emplear
burbujeandolo a través del fermento acuoso (medio de fermentacion) en cantidades adecuadas. Al mismo tiempo,
dicho amoniaco también se puede emplear para ayudar en el control del pH.

El intervalo de pH en el fermento microbiano acuoso (mezcla de fermentacion) deberia estar en el intervalo ejemplar
de aproximadamente 2,0 a 8,0. Con hongos filamentosos, el pH normalmente esta dentro del intervalo de
aproximadamente 2,5 a 8,0; con Aspergillius niger o Trichoderma reesei, el pH normalmente esta dentro del intervalo
de aproximadamente 3,0 a 7,0. Las preferencias de intervalo de pH para ciertos microorganismos dependen de los
medios empleados hasta cierto punto, asi como del microorganismo particular y, por lo tanto, cambian algo con el
cambio en los medios como pueden determinar facilmente los expertos en la técnica.

Aunque el tiempo medio de retencion de la mezcla de fermentacion en el fermentador puede variar
considerablemente, dependiendo en parte de la temperatura de fermentacion y el cultivo empleado, generalmente
estara dentro del intervalo de aproximadamente 24 a 500 horas, preferiblemente actualmente de aproximadamente
24 a 400 horas. Preferiblemente, la fermentacién se realiza de tal manera que el sustrato que contiene carbono se
pueda controlar como un factor limitante, proporcionando asi una buena conversién del sustrato que contiene
carbono a las células y evitando la contaminacion de las células con una cantidad sustancial de sustrato no
convertido. Este ultimo no es un problema con sustratos solubles en agua, ya que cualquier rastro restante se
elimina facilmente por lavado. Sin embargo, puede ser un problema en el caso de sustratos no solubles en agua, y
requiere etapas adicionales de tratamiento de producto, tales como etapas de lavado adecuadas. Como se describid
anteriormente, el tiempo para alcanzar este nivel no es critico y puede variar con el microorganismo particular y el
proceso de fermentacion que se lleva a cabo. Sin embargo, es bien conocido en la técnica como determinar la
concentracion de la fuente de carbono en el medio de fermentacion y si se ha alcanzado o no el nivel deseado de
fuente de carbono.

Aunque la fermentacién se puede realizar como una operacién discontinua o continua, la operaciéon de lotes
alimentados es muy preferible para facilitar el control, la produccién de cantidades uniformes de productos y los usos
mucho mas econdémicos de todos los equipos. Si se desea, parte o la totalidad del material fuente de carbono y
energia y/o parte de la fuente de nitrégeno asimilable, tal como el amoniaco, se pueden afadir al medio mineral
acuoso antes de alimentar el medio mineral acuoso al fermentador. Cada una de las corrientes introducidas en el
reactor preferiblemente se controla a una velocidad predeterminada, o en respuesta a una necesidad determinable
mediante el control, tal como de la concentracion del sustrato de carbono y energia, pH, oxigeno disuelto, oxigeno o
diéxido de carbono en los gases residuales del fermentador, la densidad celular medible por transmitancia de luz, o
similares.

Las velocidades de alimentacién de los diversos materiales pueden variarse para obtener una tasa de crecimiento
celular lo mas rapida posible, consistente con la utilizacion eficiente de la fuente de carbono y energia, para obtener
un rendimiento tan alto de células de microorganismos con respecto a la carga de sustrato como sea posible.

En un lote, o en la operacién preferida de lote alimentado, todos los equipos, reactores o medios de fermentacion,
depdsitos o recipientes, tuberias, dispositivos de circulacion o enfriamiento concomitantes, y similares, se esterilizan
inicialmente, usualmente mediante el empleo de vapor, tal como aproximadamente a 121°C durante al menos
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aproximadamente 15 minutos. El reactor esterilizado se inocula luego con un cultivo del microorganismo
seleccionado en presencia de todos los nutrientes requeridos, incluido el oxigeno, y el sustrato que contiene
carbono. El tipo de fermentador empleado no es critico, aunque actualmente se prefiere la operacion bajo 15L
Biolafitte (Saint-Germain-en-Laye, Francia).

La recogida y purificacion de las enzimas de la presente invencion a partir del caldo de fermentacion también se
puede realizar mediante procedimientos conocidos per se en la técnica. El caldo de fermentacion generalmente
contendra desechos celulares, que incluyen células, diversos solidos en suspension y otros contaminantes de
biomasa, asi como el producto enzimatico deseado de la presente invenciéon, que preferiblemente se eliminan del
caldo de fermentaciéon por medios conocidos en la técnica. Los procedimientos adecuados para dicha eliminacion
incluyen técnicas convencionales de separacion solido-liquido tales como, por ejemplo, centrifugacion, filtracion,
dialisis, microfiltracion, filtracién en vacio rotatoria u otros procesos conocidos, para producir un filtrado libre de
células. Puede ser preferible concentrar adicionalmente el caldo de fermentacioén o el filtrado libre de células usando
técnicas tales como ultrafiltracién, evaporacién o precipitaciéon. La precipitacion de los componentes proteinaceos del
sobrenadante o filtrado puede realizarse por medio de una sal, por ejemplo, sulfato de amonio. La purificacion
adicional se puede lograr opcionalmente mediante cristalizacion o mediante una variedad de procedimientos
cromatograficos, por ejemplo, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad o procedimientos
reconocidos en la técnica similares.

Variantes/derivados

La presente invencién también abarca el uso de variantes, homodlogos y derivados de cualquier secuencia de
aminoacidos de una enzima o de cualquier secuencia de nucleétidos que codifique dicha enzima.

Las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse
entre dos restos de aminoacidos cualquiera de la secuencia que incluyen grupos alquilo tales como grupos metilo,
etilo o propilo ademas de espaciadores de aminoacidos tales como restos de glicina o B-alanina. Una forma
adicional de variacion, que implica la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos en forma peptoide, sera bien
comprendida por los expertos en la técnica. Para evitar dudas, la "forma peptoide" se usa para referirse a residuos
de aminoacidos variantes en los que el grupo sustituyente de carbono-a esta en el atomo de nitrogeno del residuo
en lugar de en el carbono-a. Los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide son conocidos en la técnica,
por ejemplo, Simon RJ et al., PNAS (1992) 89 (20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13(4), 132-
134.

Otros componentes

Los aditivos o composiciones de alimentacién de la presente invencion se pueden usar en combinaciéon con otros
componentes o vehiculos.

Vehiculos adecuados para enzimas de alimentacion incluyen maltodextrina, piedra caliza (carbonato de calcio),
ciclodextrina, trigo, salvado de trigo o un componente de trigo, arroz o salvado de arroz, sacarosa, almidon, Na;SO4,
talco, PVA y mezclas de los mismos. Ademas, hay una serie de técnicas de encapsulacion que incluyen aquellas
basadas en la cobertura de grasa/cera, la adicion de gomas vegetales, etc.

Ejemplos de otros componentes incluyen uno o mas de: espesantes, agentes gelificantes, emulsionantes,
aglutinantes, modificadores de cristal, edulcorantes (incluidos edulcorantes artificiales), modificadores de reologia,
estabilizantes, antioxidantes, colorantes, enzimas, vehiculos, vehiculos, excipientes, diluyentes, agentes lubricantes,
aromatizantes, colorantes, agentes de suspension, disgregantes, aglutinantes de granulacion, etc. Estos otros
componentes pueden ser naturales. Estos otros componentes pueden prepararse mediante el uso de técnicas
quimicas y/o enzimaticas.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "espesante o agente gelificante”, tal como se usa en la presente
memoria, se refiere a un producto que evita la separacién al reducir o evitar el movimiento de particulas, ya sea
gotitas de liquidos inmiscibles, aire o sélidos insolubles.

El término "estabilizador", tal como se usa en este documento, se define como un ingrediente o combinacién de
ingredientes que impide que un producto (por ejemplo, un producto alimenticio) cambie con el tiempo.

El término "emulsionante”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un ingrediente (por ejemplo, un
ingrediente de producto alimenticio) que impide la separacion de emulsiones.

Como se usa en el presente documento, el término "aglutinante" se refiere a un ingrediente (por ejemplo, un
ingrediente alimenticio) que se une al producto mediante una reaccion fisica o quimica.

La expresion "modificador de cristal", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un ingrediente (por
ejemplo, un ingrediente alimenticio) que afecta a la cristalizacion de grasa o agua.
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"Portadores” o "vehiculos" significan materiales adecuados para la administracion de compuestos e incluyen
cualquier material conocido en la técnica, tal como, por ejemplo, cualquier liquido, gel, disolvente, diluyente liquido,
solubilizante o similar, que no sea toxico y que no interactue con ningin componente de la composicion de manera
perjudicial.

Los ejemplos de vehiculos nutricionalmente aceptables incluyen, por ejemplo, granos, agua, soluciones salinas,
alcohol, silicona, ceras, vaselina, aceites vegetales y similares.

Los ejemplos de excipientes incluyen uno o mas de: celulosa microcristalina y otras celulosas, lactosa, citrato de
sodio, carbonato de calcio, fosfato de calcio dibasico, glicina, almidén, azucar de leche y polietilenglicoles de alto
peso molecular.

Los ejemplos de desintegrantes incluyen uno o mas de: almidon (preferiblemente almidon de maiz, patata o tapioca),
almidon glicolato sédico, croscarmelosa sddica y ciertos silicatos complejos.

Los ejemplos de aglutinantes de granulacion incluyen uno o mas de: polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, maltosa, gelatina y goma arabiga.

Los ejemplos de agentes lubricantes incluyen uno o mas de: estearato de magnesio, acido estearico, behenato de
glicerilo y talco.

Los ejemplos de diluyentes incluyen uno o mas de: agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los
mismos.

Los otros componentes pueden usarse simultaneamente (por ejemplo, cuando estan mezclados entre si o incluso
cuando se administran por diferentes rutas) o secuencialmente (por ejemplo, pueden administrarse por diferentes
rutas).

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "componente adecuado para el consumo animal o humano'
significa un compuesto que se afiade o se puede afiadir a la composicion de la presente invencién como un aditivo
que puede ser de beneficio nutricional, un sustituto de fibra o tener un efecto generalmente beneficioso para el
consumidor.

A modo de ejemplo, los componentes pueden ser prebioticos tales como alginato, xantano, pectina, goma de
algarrobilla (LBG), inulina, goma guar, galactooligosacarido (GOS), fructooligosacarido (FOS), lactosacarosa,
oligosacaridos de soja, palatinosa, isomalto-oligosacaridos, gluco-oligosacaridos y xilo-oligosacaridos.

Aislados

En un aspecto, preferiblemente la enzima amidasa para uso en la presente invencion esta en una forma aislada. El
término "aislado" significa que la enzima amidasa esta al menos sustancialmente libre de al menos otro componente
con el que la enzima amidasa esté naturalmente asociada en la naturaleza y tal como se encuentra en la naturaleza.
El término "aislado" puede significar que la enzima amidasa esté al menos sustancialmente libre de al menos otro
componente en el medio de cultivo en el que se produce. La enzima amidasa de la presente invencién se puede
proporcionar en una forma que esté sustancialmente libre de uno o mas contaminantes con los que la sustancia
podria estar asociada de otra manera o con la que se pueda producir la enzima.

Por lo tanto, por ejemplo, puede estar sustancialmente libre de la(s) célula(s) o uno o mas polipéptidos y/o moléculas
de acido nucleico potencialmente contaminantes. La enzima amidasa puede aislarse separando la(s) célula(s) del
caldo durante o después de la fermentacion, de modo que la enzima amidasa permanezca en el caldo. La enzima
amidasa se puede aislar sometiendo el caldo de fermentacion a separacion celular por filtraciéon al vacio.

En una realizaciéon, el término aislado significa que la amidasa se aisla del caldo de manera que esté
sustancialmente libre de otros componentes en los medios de cultivo en los que se produce.

Purificados

En un aspecto, preferiblemente la enzima amidasa para usar en la presente invencién esta en forma purificada. El
término "purificado" significa que el componente dado estd presente en un nivel alto. El componente es
deseablemente el componente predominante presente en una composicion. Preferiblemente, esta presente a un
nivel de al menos aproximadamente 30%, 40%, 50%, 60% o al menos aproximadamente 65%, o al menos
aproximadamente 70%, o al menos aproximadamente 75%, o al menos aproximadamente 80%, o al menos
aproximadamente 85%, o al menos aproximadamente 90%, o al menos aproximadamente 95%, o al menos
aproximadamente 97%, o al menos aproximadamente 99%, siendo dicho nivel determinado sobre una base de peso
seco/peso seco con respecto a la composicion total bajo consideracion. Para algunas realizaciones, la cantidad es al
menos aproximadamente 85%, determinandose dicho nivel sobre una base de peso seco/peso seco con respecto a
la composicion total considerada.
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Concentrados

En un aspecto, preferiblemente la enzima amidasa para usar en la presente invenciéon se usa como concentrado. El
concentrado puede ser una forma concentrada del medio en el que se ha excretado la enzima. Preferiblemente, el
concentrado puede ser una forma concentrada del medio en el que se ha secretado la enzima y en donde la(s)
célula(s) se han eliminado.

Materiales y métodos

La ocratoxina A era de Fluka (n° de cat. 32937-5MG). La carboxipeptidasa A de pancreas bovino (Sigma, cat. No.
C9268). Todas las otras enzimas que incluyen amidasas y reactivos comerciales disponibles fueron de Sigma,
Roche, Merck y Danisco. La lipasa Amano™ era de Amano Enzyme Inc. (Nagoya, Japon). Todos los medios de
cromatizacion que incluyen fenil-, octil-, butil-Sepharose, intercambio aniénico, filtracién en gel (columna PD10) y el
aparato de purificacion de proteinas Akta explorer eran de GE Healthcare. Las microplacas eran de Nunc A/S
(Dinamarca) y Corning (EE.UU.). El lector de microplacas era de Biotek (EE.UU.). La harina de maiz se obtuvo del
mercado local, mientras que la alimentacion basada en maiz de soja se obtuvo de The Danish Technological
Institute en Kolding (Dinamarca).

Ensayos de degradacion de micotoxinas:
Método para medir la actividad de formamidasa

Soluciones utilizadas: kit de ensayo de acido formico Megazyme (K-forma 05/06) Botella 1, agregar 4 ml de agua
MilliQ para producir tampoén de fosfato de potasio pH7,6. Mantener a 5°C; Botella 2, agregar 5,2 ml de agua para
obtener la concentracion correcta de NAD (mantenida a -20°C); Botella 3, es agitado con FDH antes de su uso (se
mantuvo a 5°C). La formamida es un producto liquido al 99,80% de Sigma (F9037) (mantenido a 5°C) y se uso tal
cual sin dilucion adicional.

Procedimiento de ensayo: se afiaden a microplacas transparentes al UV de area media de 96 pocillos:
10 pl de tampdn fosfato de potasio (pH 7,6) (Solucion 1 del kit),

10 yl de NAD (Solucion 2 del kit),

2,5 ul de acido férmico deshidrogenasa (FDH) (Solucién 3 del kit),

1,6 yl de 100% (v/v) de solucién de formamida (de Sigma, F9037),

100 ul de agua milliQ.

A 37°C en un lector de microplacas, se lee el aumento de OD a 340 nm cada minuto y se agita antes de cada lectura
durante 15-60 minutos. Intervalo de lectura: 1 min.

Después de 5 minutos de lectura, se agregan 5 pl-20 ul de preparacion de A. niger (dependiendo de la actividad). Se
obtiene la velocidad de reaccién (pendiente lineal maxima).

Control: no se afiadié formamidasa, sino que se afadié tampdn o agua o extracto celular que no tenia actividad de
formamidasa en su lugar.

Determinacion de la degradacion enzimatica de OTA. Los tampones empleados en el ensayo fueron: tampén de
acetato de sodio 50 mM (pH 4, 4,5, 5 y 5,5); Tampén MES 50 mM (pH 6, 6,5y 7); 0,2 M de Mops-NaOH) pH 7,0),
tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,5, 8 y 8,5). La solucién de ocratoxina A (OTA) (1 mg/mL) se preparé con 5 mg de
ocratoxina A (Sigma, referencia 32937) disuelta en etanol/agua (60/40) y almacenada a -20°C. Los ensayos de
seleccion se realizaron con 15 yl de soluciéon de OTA y diferentes concentraciones de enzima (por ejemplo, 0,1-5
mg/ml) en un volumen final de 300 yl. Las reacciones enzimaticas se realizaron a 37°C durante 20 h + 1 h bajo
agitacion constante. Las muestras se filtraron utilizando un filtro de jeringa de 0,20 ym para el analisis de HPLC. El
aparato de HPLC consistid en una bomba Dionex P580 y un automuestreador Dionex ASI-100 conectado a un
detector de fluorescencia Dionex RF-2000 (Aex = 333nm; Aem = 460nm) y un detector UV Dionex UVD340U a 257 nm.
La elucion se realizé a través de una columna C18 Nucleosil 100-5 (250x4,6 mm, tamafio de particula 5um;
Chrompack) con agua/acetonitrilo/acido acético (100:100:1, v/v/v) a una velocidad de flujo de 0,6 ml/min. La columna
se mantuvo a 30°C y se conectd a la columna de proteccion (C18, 1 mm, tecnologias Optimize). La OTA y sus
productos de degradacion se controlaron tanto por UV a 235 nm como por fluorescencia (excitacién a una emision
de 278 nm a 440 nm).

Ensayo de preparaciones de A. niger para la actividad de OTA. La mezcla de reaccién consistio en 245 ul de OTA (1
pg/ml) diluida en tampdn pH 7,0 de Mes-NaOH 50 mM y 5 pl de muestra (caldo de A. niger, extracto libre de células,
fracciones después del fraccionamiento amoniacal y cromatografia o producto de A. Niger). La reaccion se realizé a
40°C durante 30 min a 2 horas. El calentamiento a 95°C durante 5 min se us6 para detener la reaccion. Las
muestras se filtraron usando un filtro de jeringa de 0,20 pm y 5 pL inyectado en el aparato de HPLC.
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Ensayo de lipasa y esterasa. La actividad de lipasa y esterasa se ensayd usando butirato de p-nitrofenilo (pNPB)
adquirido de Sigma como sustrato. Se afiadieron cinco microlitros de pNPB 40 mM disueltos en acetonitrilo a 165 pl
de tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, y 5 pl de solucién de enzima y se usaron para probar la degradacion de OTA. La
densidad optica se siguié a 410 nm durante 60 minutos.

Ensayo de actividad de proteasa (método de la placa Petri). La actividad de la proteasa se confirmo usando placas
que contenian 1% de caseina, 1% de agarosa en 100 mM de tampdn de dihidrogenofosfato de sodio, pH 6. La placa
se incubd durante la noche a 37°C y la actividad de la proteasa se revelé6 mediante el desarrollo de un anillo
blanquecino alrededor del pocillo que contenia la enzima.

Ensayo de concentracion de proteinas La concentracion de proteina se determind con reactivo de ensayo de
proteina Bio-rad basado en el método de Bradford segun el procedimiento proporcionado por el fabricante. Usando
BSA como estandar, la OD se midié en microplacas a 595 nm, cada muestra se dosificé por duplicado.

Purificacion de la actividad degradante de OTA de A. niger

Preparacion de la muestra: Fraccionamiento de sulfato de amonio. Se disolvieron cinco gramos de enzima lipasa
Amano en 100 ml de tampon Tris/HCI 50 mM, pH 7,5. Se anadi6 la cantidad de sulfato de amonio correspondiente al
40% de saturacion y se disolvieron los cristales. Después de 10 min de centrifugacion a 3500 rpm, se recogio el
sobrenadante y se afiadié sulfato de amonio para alcanzar un 60% de saturacion. Los cristales se disolvieron por
agitacion y la solucion se centrifugd de nuevo. El sedimento correspondiente al precipitado de 40% a 60% de
saturacion de sulfato de amonio se disolvié en 4x40 ml de tricina 50 mM, sulfato de amonio 1 M, pH 7 y se filtré con
un filtro de 0,22 uym.

Cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC). La muestra del fraccionamiento de sulfato de amonio se inyecté y se
aplicé a una columna de tanto fenil Sepharose FF, butil- u octil-Sepharose CL4B equilibradas con tricina 50 mM que
contenia sulfato de amonio 1 M, pH 7 (tampdn A). La columna, conectada al sistema purificador Akta, se lavé con
tampon A (10 ml/min) y las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de tricina 50 mM (Tampon B). Se
recogieron fracciones de 10 ml y se usaron para el ensayo de actividad OTA o ensayo de formamidasa.

Cromatografia de intercambio aniénico (AEX). Las fracciones con alta conversion de OTA se combinaron y
desalificaron en una columna PD10 equilibrada en Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 (tampon A). La muestra desalinizada se
aplicé a una columna Source Q30 equilibrada en tampén A (10 ml/min). La columna se lavd con tampoén A y las
proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl 0-1 M en tampén A (el tampén B es igual que el
tampon A que contiene NaCl 1 M). Durante el gradiente, se recogieron fracciones de 5 ml.

Concentracion de proteina. Las fracciones con la actividad degradadora de OTA obtenidas por cromatografia de
intercambio anidénico se concentraron usando concentradores Amicon Centriprep™ con membrana de celulosa
regenerada (corte molecular 10 kDa).

Determinacion 6ptima del Ph. Se combinaron cinco microlitros de solucion de enzima con 245 ul de OTA a 1 ug/ml
diluidos en diferentes tampones: tampén de acetato de sodio 50 mM (pH 4, 4,5, 5 y 5,5); Tampon MES-NaOH 50
mM (pH 6, 6,5y 7); Tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,5, 8 y 8,5). Las reacciones se realizaron a 37°C durante 30 min y
se detuvieron mediante calentamiento a 95°C durante 5 min.

Temperatura 6ptima. Se mezclaron cinco microlitros de solucién de enzima con 245 uyl de OTA a 1 ng/ml a pH
optimo y se incubaron a 20, 30, 40, 60, 70°C durante 30 min. Las reacciones se detuvieron calentando a 95°C
durante 5 min.

Estabilidad de la temperatura. La solucion de enzima se incub6 a diferentes temperaturas (30, 40, 60, 70, 80 y 90°C)
durante h y se mezclaron 5 yl con 245ul de OTA a 1 pg/mL para la reaccion de degradacion de la ocratoxina en
condiciones éptimas. Las reacciones se detuvieron calentando a 95°C durante 5 min. El control no fue incubado.

SDS-PAGE. Para separar y analizar las proteinas se uso electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato
sodico (SDS-PAGE). Se mezclaron muestras de 40 microlitros con 10 pl de tampdn de carga 5x (que contenia DDT
y SDS), y se hirvieron durante 5 minutos. Se cargaron 20 pl en un gel NuPAGE 4-12% Bis-Tris (Invitrogen, EE.UU.).
La electroforesis se realizd segun el procedimiento del fabricante. El gel se tifid con azul brillante de Coomassie.

Espectrometria de masas. La proteina de interés se cortd del gel (como anteriormente) usando un bisturi y se
transfiri6 a un tubo Eppendorf. La proteina se digiri6 con una enzima (principalmente tripsina). Después de la
digestion, los péptidos se extrajeron y analizaron mediante HPLC-MS/MS. Los espectros de MS/MS se buscaron
automaticamente en bases de datos de proteinas con el fin de identificarlos y caracterizarlos.

Ensayos de inhibicién para formamidasa y amidasa 2. Se disolvié una tableta de céctel de inhibidor de proteasa
(PIC) (Roche Applied Science, Mannhein, Alemania) en 1,5 ml de agua milliQ para obtener una soluciéon madre 7x.
Para el ensayo de inhibicién de formamidasa, en lugar de 100 yl de agua miliQ normalmente empleada, se
mezclaron 20 pl de soluciéon madre 7x PIC y 80 pl de agua milliQ con otros componentes enumerados en la seccion
de ensayo de actividad de formamidasa. Para la actividad de degradacion de OTA, se mezclaron 35 pl de soluciéon
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7x PIC con 210 pyl de OTA a 1 yg/mly 5 pl de solucién de enzima. Se prepard una solucion madre de EDTA 125 mM
y se mezclaron volimenes apropiados para obtener una concentracion final de 10 mMy 50 mM con OTA a 1 pg/L y
5 pl de enzima. Para los controles, la solucion de inhibidor se reemplaza por agua miliQ para el ensayo de la
actividad de formamidasa o por el tampén MES-NaOH, pH7, para la actividad de degradaciéon de OTA.

Resultados
Ejemplo 1. Seleccion segun la actividad con OTA

Se investigaron 30 enzimas que incluyen diversas lipasas, proteasas y amidasas por su capacidad para degradar la
ocratoxina A (Tabla 1). Solo la carboxipeptidasa A y la lipasa de A. niger (Amano™ A) pudieron descomponer la
OTA como se mencioné anteriormente (Pitout, 1969; Stander et al., 2000). Ademas, la proteasa de acido aspartico
pepAd2 (Danisco) de A. niger mostré una actividad de conversion de OTA aunque esto fue menos eficiente. Para
facilitar la comparacion de estas tres enzimas, se determind la concentracion de proteina de PEPAd y se prepararon
soluciones enzimaticas de carboxipeptidasa A y lipasa A de Amano™ a la misma concentracion (1 mg/ml). Se
realizd una evaluacion cinética de la degradacion (Figura 1). La Figura 1 muestra que la cinética de degradacion de
OTA de la lipasa A de Amano™ y la carboxipeptidasa A fueron similares. Después de 7 h de reaccion a 37°C, no se
observo ningun pico de OTA, lo que significa que se obtuvo una conversion completa de OTA. Para PEPAd, no se
alcanzod la conversién completa incluso después del 1 dia de reaccion. El producto de la lipasa A de Amano™ era
una mezcla de diferentes enzimas cuya actividad dominante era la lipasa. Ademas de PEPAd, otras proteasas de
acido aspartico de A. niger de PEPAa, PEPAb y PEPAc (Wang, 2010), elastasa porcina y carboxipeptiasa Y de
levadura, todas mostraron cierta actividad con OTA. Esta es la primera vez que las proteasas asparticas distintas de
la metaloproteasa (es decir, carboxipeptidasa A, una proteasa dependiente de Zn2+), la serina proteasa elastasa y la
carboxipeptidasa Y han demostrado que pueden degradar la OTA. Otras proteasas, lipasas y amidasas enumeradas
en la Tabla 1 no fueron capaces de degradar la OTA (datos no mostrados).

Tabla 1. Enzimas cribadas para la degradacion de la ocratoxina A

Enzima Organismo Ref pH Fabricante
Carboxipeptidasa A Pancreas bovino C9268 75 Sigma
Carboxipeptidasa Y Levadura 12758 7 USB
Carboxipeptidasa Y Levadura C3888 7 Sigma
Quimotripsina Christian 8 Chymostar Hansen
Elastasa Prancreas porcino E0258 8,5 Sigma
Endoproteinasa Glu-C S. Aureus 791156 | 7,5 Roche Diagnostics
LG12 Bacillus subtilis 75 Danisco
Lipasa A Amano™ Aspergillus niger 534781 | 7,5 Amano™
PROACT N° 3617 Nocardiopsis prasina 7,5/4 | Novozymes
Prolina peptidasa proC 7
Proteasa termolisina Bacillus thermoproteolyticus P1512 8 Sigma

rokko
Proteinase K Tritirachium album p0390 8 Sigma
Proteasa P3000 Bacillus subtilis 7,5
Tripsina Pancreas bovino 109819 | 8 Roche Diagnostic
Fosfolipasa KLM1 7 Danisco
Lipasa 3 55 Danisco
Lipasa Rhizopus arrhizus 62305 8,5 Sigma
Lipasa Candida cylindracea 62316 6,5 Sigma
Lipasa Rhizopus niveus 62310 75 Sigma
GAP3 Aspergillus Niger 6 Danisco
PEPAa Aspergillus Niger 6 Danisco
PEPADb Aspergillus Niger 6 Danisco
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Enzima Organismo Ref pH Fabricante
PEPAc Aspergillus Niger 6 Danisco
PEPAd1 (eliminacion de C- Aspergillus Niger 6 Danisco
terminal)

PEPAdJ2 (longitud completa) Aspergillus Niger 6 Danisco
Grindamyl Aspergillus Niger 7,5 Danisco
Amidasa Pseudomonas aeruginosa A6691 7 Sigma
Péptido Amidasa Citrus sinensis 17232 7 Fluka
Amidasa PLY511 | 7 Profors
Penicilina amidasa E. coli 76429 7 Sigma

Ejemplo 2. Purificacion de la actividad degradadora de ocratoxina A a partir de un liquido de fermentacién de A.
niger o caldo filtrado (libre de células).

En primer lugar, se empled precipitacion con sulfato de amonio. Se aplicaron varias concentraciones de sulfato de
amonio a un extracto de proteina bruta de A. niger. La actividad de degradacién de OTA se determiné tanto en el
sobrenadante como en el sedimento. Al aumentar la concentracion de sulfato de amonio, la actividad de
degradacion de OTA se transfirid del sobrenadante al sedimento. Con 60% de sulfato de amonio, toda la actividad
de degradacioén se encontré en el sedimento. Esto demostrd que la enzima era capaz de hidrolizar los precipitados
de micotoxinas de 40% a 60% de sulfato de amonio. A la misma concentracion de sal (60%), una ligera actividad de
lipasa permaneci6 en el sedimento (datos no mostrados).

La fraccion de sulfato de amonio del 40% al 60% se empleé como material de partida para la posterior purificacion
de la enzima que degrada la ocratoxina. La cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) seguida de la cromatografia
de intercambio anidnico (AEX) como se describié anteriormente se us6 para separar la actividad de la lipasa de la
actividad de degradacion de OTA. La fraccion activa se suspendié en 50 mM de tricina-HCI (pH 7,0) que contenia
(NH4)2S04 1 M (Tampon A).

La Figura 2A muestra el porcentaje del area de OT-alfa obtenida después de 1 hora de reaccion de las fracciones
obtenidas de Fenil Sepharose con OTA. Esta figura muestra un aumento en la actividad de degradacion de OTA de
la fraccion no. 51 a no. 64, mientras que la actividad mas alta de lipasa/esterasa se encontré en la fraccion no. 65-
68. Esta observacion indica que la actividad degradadora de ocratoxina aparentemente no tenia nada que ver con la
actividad de lipasal/esterasa en el producto de lipasa de Amana™ (previamente se ha indicado que la actividad
degradadora de OTA se debia a actividad de lipasa, Stander et al., 2000). La proteina que degrada OTA se eluyd
entre 90% y 100% de tampén B (50 mM de tricina-HCI (pH 7,0), lo que indica que el medio de cromatografia de fenil-
Sepharose aparentemente funcionaba como un medio de afinidad. La OTA también contiene un grupo fenilo y la
enzima de degradacion de OTA debe ser capaz de unirse al grupo fenilo de la OTA o al medio de separacion
utilizado en este documento. Con respecto a la actividad lipasa/esterasa, que estaba presente en todas las
fracciones obtenidas de esta etapa, se eluydo a 100% de tampon B. Esto no es inesperado porque las
lipasas/esterasas realizan la hidrolisis de lipidos y triglicéridos, que son sustratos muy hidréfobos y que, por tanto, se
unen fuertemente con matrices hidrofébicas como la fenil-Sepharose.

La Figura 2B muestra el porcentaje del area OT-alfa obtenida después de 30 minutos de reaccion de las fracciones
AEX con OTA. La actividad maxima de OTA se encontr6 en la fracciéon no. 26. Sin embargo, también fue en estas
fracciones que la actividad relativa de la lipasa fue la mas alta. Esto indica que el paso AEX no fue capaz de separar
la lipasa/esterasa de la actividad de degradacion de OTA, esto fue utilizado por investigadores anteriores como el
Unico paso de cromatografia en su intento de purificar la actividad de degradacion de OTA (Abrunhosa et al., 2007).

En resumen, las figuras 2A y 2B indican que la lipasa/esterasa no es la enzima responsable de la degradacion de la
OTA (figura 2A) como se ha supuesto anteriormente (Stander et al. (2000) y la separacién de la actividad
lipasa/esterasa de la actividad de degradacion de OTA no fue alcanzada por AEX, que fue practicada por
investigadores anteriores en un esfuerzo por purificar la enzima que degrada la OTA de la lipasa de Amano™
(Abrunhosa et al., 2007). Los investigadores anteriores no mostraron que el medio de cromatografia de Fenil
Sepharose, normalmente considerado como un medio de cromatografia de interaccion hidréfoba que separa las
proteinas en funcién de su diferencia en hidrofobicidad, podria usarse en este caso como un medio de separacién
de afinidad para la actividad de degradacion de OTA.

Después de la purificacion por fraccionamiento con sulfato de amonio seguida de cromatografia de HCl/afinidad en
Fenil Sepharose y AEX, las fracciones que contenian la actividad de degradacién de OTA todavia tenian alguna
actividad de lipasa/esterasa. La Figura 4 muestra los resultados del andlisis de las fracciones activas en OTA
obtenidas en el procedimiento de purificacion de AEX de la Figura 2B mediante SDS-PAGE. Se puede ver que en el
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gel hay dos bandas principales: A y B. La secuenciacion parcial de esas bandas por espectrometria de masas
seguida de la busqueda de homologia en la base de datos de proteinas sugiere que la banda A comprende al
menos 3 proteinas correspondientes respectivamente a:

1 - Acetamidasa/formamidasa pronosticada de Aspergillus oryzae 45,012 Da (27% de cobertura)
2- Formamidasa de Aspergillus fumigatus 45,277 Da (cobertura del 24%)

3- Formamidasa de Aspergillus nidulans 44,907Da (cobertura del 20%)

Y esa Banda B comprende al menos 3 proteinas correspondientes a:

1 - Glioxilato/hidroxipiruvato reductasa de Aspergillus oryzae 39,603Da (34% de cobertura)

2- Acetilesterasa de Aspergillus awamori 32,640 Da (9% de cobertura)

3- Precursor de endo-1,4-beta-xilanasa A de Aspergillus niger 35,486 Da (17% de cobertura).

A partir de los resultados indicados en la Figura 4, parece probable que la enzima que descompone OTA fuera la
formamidasa de A. niger. Las otras enzimas identificadas en teoria no tienen nada que ver con la degradacion de
OTA. Se llevé a cabo una purificacion adicional de la formamidasa de A niger.

Ejemplo 3. Mejora de la purificacion de la enzima degradadora de la ocratoxina A

No se logré una mejora adicional para la purificacion por HIC y AEX mediante el uso de diferentes tampones
intermedios y diferentes programas de gradiente. La purificacién usando fenil Sepharose puede considerarse como
una etapa de afinidad debido a que la molécula OTA tiene el grupo fenilo, sin embargo, las impurezas tienen alta
hidrofobicidad y se unen fuertemente al medio fenil Sepharose y, por lo tanto, se eluyen muy tarde (Figura 4A).
Cuando se emplearon octil- y butil-Sepharose, se encontré la fraccion de actividad degradadora de OTA en las
fracciones de flujo no adsorbidas. Esto indica que tiene baja hidrofobicidad y que su unién fuerte a Fenil Sepharose
es de afinidad en la naturaleza (Figura 4A) mientras que las impurezas que tienen alta hidrofobicidad se unen
fuertemente y se eluyen mas tarde (Figura 4B) como en el caso con Fenil Sepharose.

El procedimiento se mejoré aun mas utilizando fraccionamiento con sulfato de amonio (AS), HIC/afinidad en fenil-
Sepharose (HIC1), HIC en butil-Sepharose (HIC2) y AEX, la fraccion activa se concentré y desalé con un tamiz
molecular con corte de 10kDa. Las fracciones 5 y 6 concentradas y desaladas que se muestran en la Figura 4 se
analizaron en SDS-PAGE (Figura 5). Las bandas de proteina se aislaron del gel y se digirieron con tripsina. La
digestion se separé en RP-HPLC y se analizé6 mediante MS para identificar la identidad de las bandas de proteina.

Los resultados de MS indican que después de 4 pasos de purificacion, la actividad de degradacién de OTA no se
limité a una sola banda, sino que se identificaron las siguientes enzimas (orden de intensidad): Formamidasa (51%
de cobertura de secuencia), producto de degradacion de formamidasa (causada por proteasa) (30%), secuencia
proteinica de A. niger no registrada (An14g02080, XP_001400834) que tiene similitud con la amidasa bacteriana
(25%), glutamiltranspeptidasa (17%) y aldosa 1-epimerasa (14%). A partir de estos resultados, se considerd que la
enzima identificada que mas probablemente descompone OTA es la formamidasa de Aspergillus niger, segun lo
indican los resultados de las Figuras 3 y 5, seguida de una secuencia proteinica de A. niger no registrada que tiene
similitud con la amidasa bacteriana y glutamiltranspeptidasa, todas las tres con actividades hacia el enlace C-N, que
existe en la molécula de OTA.

Ejemplo 4. Caracterizacion de las enzimas identificadas que pueden tener el potencial de desintegrar OTA.

En base a los resultados de las Figuras 3, 4, 5 y 6, se realizaron mas estudios sobre las dos supuestas enzimas de
Aspergillus formamidasa y glutamiltranspeptidasa, y la proteina hipotética An14g02080 (XP_001400834).

La formamidasa putativa de Aspergillus no se ha caracterizado previamente con respecto a sus propiedades
bioquimicas, incluida la especificidad del sustrato, aunque se ha clonado de A. nidulans y se expresa como se indica
indirectamente por la actividad de la actividad de beta-galactosidasa (Fraser et al., 2001). Se sabe que la
formamidasa esta involucrada en el metabolismo del glioxilato y el dicarboxilato y también en el metabolismo del
nitrégeno. Convierte la formamida en presencia de agua en acido formico (formiato) y amonio (formamida + H,O —
formiato + NH3). La presencia de actividad de formamidasa se ensayo usando el kit de acido formico Megazyme
como se indica en la seccion Materiales y Métodos anterior.

Cuando este ensayo se llevd a cabo con fracciones obtenidas en el paso AEX, se observé formamidasa en
fracciones de 25 a 30 (Figura 6A). Esta fue la primera indicaciéon de que los hongos y las preparaciones fluingicas que
incluyen el producto de lipasa de Amano™ preparado a partir de A. niger tenian una formamidasa activa que
descompone la formamida en acido formico y amonio. Igualmente importante, la actividad formamidasa se purificd
usando los pasos de purificacion disefiados para purificar la actividad de OTA, lo que sugiere que la formamidasa
fungica descompone la OTA. Cuando las mismas fracciones ensayadas para determinar la actividad formamidasa se
analizaron para la degradacion de OTA, la conversion aumentoé de la fraccion 26 a 32 (figura 6B). Como se puede
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ver en la Figura 6A y la Figura 6B, las dos actividades estuvieron presentes en las mismas fracciones. A partir de los
datos, se formuld la hipétesis de que la formamidasa de A. niger o la formamidasa de Aspergillus que no se habia
caracterizado anteriormente tenian actividades de degradacion de OTA.

Ejemplo 5. Andlisis de la actividad de degradacion de formamidasa y OTA en transformantes de A. niger que
albergan el gen de la formamidasa de A. nidulans

Los transformantes de formamidasa de A. niger se analizaron para determinar la actividad de formamidasa y la
actividad de degradacion de OTA. Como puede verse a partir de la Tabla 2, se detect6 actividad de formamidasa en
12 de 15 transformantes. Sorprendentemente, la formamidasa de A. niger aparentemente no fue capaz de
descomponer la OTA como puede verse en los transformantes que tenian una alta actividad de formamidasa pero
baja o nula actividad degradadora de OTA. Esto indica que la formamidasa fungica puede no tener actividad de
degradacion de OTA, pero se copurificd con la actividad de OTA a través de los 4 pasos de purificacion.

Es destacable que al integrar el ADN ajeno como en el caso del gen de la formamidasa de A. nidulans en el genoma
de A. niger, los inventores tuvieron éxito mediante un mecanismo desconocido en la creacion de transformantes que
tienen actividades de degradacion de OTA mayores en comparacion con la cepa original utilizada para la
transformacion. Por ejemplo, véanse los transformantes N° 7, 2, 8, 11 y 15. Téngase en cuenta que el N° 16 era de
tipo salvaje (cepa progenitora). El control fue la reaccién sin la adicion de caldo. El caldo de fermentacién se usé
para todos estos ensayos. La mezcla de reaccion contenia 10 pl de caldo, 50 ul de OTA (1 pg/ml), 100 pl de fosfato
sédico (67 mM, pH 7 o pH 9). Para el control, se reemplazaron 10ul del caldo del cultivo de 5 dias en una
fermentacion con matraz agitado con 10 pl de agua. Al final de la reaccion, se afiadieron 160 pl de acetonitrilo para
detener la reaccion, y se filtraron y se inyectaron 10 pl para el analisis por HPLC.

Basado en el sorprendente descubrimiento de que la formamidasa de Aspergilli no era capaz de degradar la OTA,
los inventores emprendieron investigaciones adicionales para identificar si un segundo candidato para la
degradacion de OTA, es decir, la hipotética proteina de A. niger (An14g02080, XP_001400834) designada amidasa
2 tenia actividad degradante con OTA.

Ejemplo 6. Construccion de un plasmido de expresion del gen putativo de amidasa 2

El gen putativo de amidasa 2 de Aspergillus niger codifica la proteina amidasa de 480 aminoacidos (SEQ ID NO: 1).
Para construir el plasmido de expresion recombinante para el gen de amidasa 2 de A. niger, se usaron dos
cebadores GGAGATCTATCATGGTCCGCCGAATTG y
AATCTAGACTAGTGATGGTGATGGTGATGCAGAAAAGGATTACGTG en una reaccion de PCR Pfu Ultra Il con una
plantilla de ADN genémico obtenida de la cepa UVK143 de A. niger (Ward et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 39: 738
- 743, 1993). La reaccion de PCR se realizd durante 30 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 50°C durante 30
segundos y 72°C durante 1 minuto con los dos cebadores. La extension final a 72°C se realizé durante 5 minutos y
la reaccion se enfrid a 4°C. La secuencia de nucledtidos de la region de codificacion del amplicon de PCR resultante,
sin el marcador His, se muestra como SEQ ID NO: 2. El fragmento de PCR se purific6 con una columna de
centrifugaciéon Qiagen. Se digiri6 con la enzima de restriccion Bglll y Xbal y se cloné en el vector de plasmido pGAPT
(véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 6.426.410) que se habia digerido con Bglll y Xbal. El plasmido
resultante, pGAPT-amidasa 2 (mostrado en la Figura 7) se confirmé mediante secuenciacion de ADN que tenia un
gen recombinante que comprendia la amidasa 2 de A. niger insertada entre el promotor de glucoamilasa de A. niger
y un terminador de glucoamilasa de A. tubingensis. La secuencia de proteina codificada correspondiente se muestra
en SEQ ID No. 4 que es idéntica a SEQ ID No. 1, excepto que se afiadieron seis residuos de histidina en el extremo
C-terminal de la proteina para ayudar a la purificacion de la proteina.

Ejemplo 7. Construccion de una cepa de produccion de amidasa 2 recombinante

La cepa AP4 de A. niger (Berka et al, Gene 86: 153-162, 1990) se transformé con el plasmido pGAPT-amidasa 2
usando un protocolo de transformacion de fusion de protoplastos mediado por PEG. El protocolo de transformacion
utilizé una modificacion del método de Campbell (véase, Campbell et al., Curr. Genet. 16: 53-56 (1989)) con Lysing
Enzyme de Trichoderma harzianum (Sigma, L1412). Se obtuvieron mas de cien transformantes y se seleccionaron
treinta transformantes en placa de MM. La cepa progenitora AP4 de control y quince transformantes se eligieron
para hacer crecer primero en placas CMA vy los tapones de agar de micelio que contenian tanto micelio como
esporas de placas CMA se transfirieron a los matraces agitados que contenian 30 ml de medio de cultivo. Los
transformantes se cultivaron durante 6 dias a 28°C. Los granulos de micelio de la cepa de control AP4 y los quince
transformantes se lavaron con agua al menos dos veces. Los sedimentos de micelio se suspendieron en CelLytic Y
Cell Lysis Reagent (Sigma, C4482). Las proteinas intracelulares se extrajeron a temperatura ambiente durante 2
horas. Las suspensiones se centrifugaron y se analizaron 15 yl de los sobrenadantes que contenian proteinas
intracelulares extraidas usando geles de SDS-PAGE (Figura 8). Los caldos de cultivo se centrifugaron en una
microcentrifuga durante 10 minutos y se analizaron 15 pl del sobrenadante (proteinas extracelulares) usando geles
de SDS-PAGE (Figura 8).
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La Tabla 3 muestra el medio usado (por litro) para cultivar Aspergillus niger y sus transformantes en matraces
siliconados de 250 ml con 30 ml de medio. Las cepas de A. niger se hicieron crecer primero en placas de CMA
durante 3-5 dias y se transfirieron al matraz 2 cm? mas y se cultivaron a 30°C durante 5 dias. Para el tipo salvaje
(cepa de control o cepa parental 620), se suplementaron 0,5 mg/ml de uridina.

Solidos de siembra de maiz 50 g
NaH;PO4-H,0O 19
MgS0,.7H20 1,0238173 g
Jarabe de maiz al 50% (p/v) Staley 7350 100 ml
Citrato de Sodio, Dihidrato (Na3CsHs07°2H20) 84g
pHa5,8-6,0

Se rellena el volumen con H2O milliQ.

La cepa se puede cultivar en una placa CMA (por litro):

Dextrosa (Glucosa) 20g
Extracto de malta BD Bacto 209
Peptona BD Bacto 19

Agar BD Bacto 209

Autoclave y placas pobres

Figura 8. Analisis SDS-PAGE de proteinas intracelulares de A. niger que albergaban el gen de amidasa 2. La banda
de proteina de amidasa 2 se indicé mediante una barra de flecha. M. marcadores moleculares, AP4, la cepa
progenitora de A. niger. Los transformantes se numeraron del 1 al 15.

La Figura 9 muestra SDS-PAGE de proteinas extracelulares de A. niger que albergaban el gen de Amidasa 2. La
banda de proteina de amidasa 2 esta indicada por una barra de flecha. Las otras bandas principales por encima de
la banda de amidasa 2 fueron a-amilasa y glucoamilasa secretadas por A. niger. Las muestras preparadas para los
geles fueron los caldos de fermentacion de los diferentes transformantes.

Para confirmar que la banda de la amidasa 2 supuesta separada en SDS-PAGE era de hecho el producto del gen de
la amidasa, la banda se cortd y se digirid con tripsina mediante digestién en gel. Las digestiones se separaron
mediante RP-HPLC y se analizaron mediante espectrometria de masas. Esto reveld 4 secuencias de aminoacidos
que se encuentran en la secuencia putativa de amidasa 2 (SEQ ID NO: 1) (Figura 18A). Las cuatro secuencias
identificadas fueron:

1. EALQNGY;

2. ALPAGEVLGSY;
3. GAGPL;

4. SVGPQAPL.

Ejemplo 8. Caracterizacion de la amidasa recombinante 2 con respecto a su degradacion de OTA y parametros
cataliticos bioquimicos

Como se muestra en la Figura 10, tanto las fracciones intracelulares como las extracelulares (caldo) de los 15
transformantes de A niger que albergaban el gen codificante de proteina putativo (amidasa 2) mas la cepa
progenitora (wt) se analizaron en cuanto a su capacidad de degradar OTA. La Figura 10 muestra sorprendentemente
que la proteina hipotética que codifica el gen de A. niger de Genbank (An14g02080, Acc No. XP_001400834)
codifica una enzima activa que tiene actividad degradadora de OTA y esta enzima activa se encontré tanto
intracelular como extracelularmente. Se puede ver que los mejores transformantes son los transformantes 3, 4, 7,
11, 13 y 14 ya que no quedd OTA detectable (es decir, por debajo del nivel detectable de 2 pbb) después de la
incubacion con las fracciones intracelulares o extracelulares (el caldo). En comparacioén con la cepa parental (wt) A
niger, los transformantes 8, 10 y 15 también tenian una actividad degradadora de OTA mucho mayor.

La amidasa 2 recombinante era activa al menos entre pH 3 y 9 en la degradacion de OTA. La Figura 11 muestra que
la actividad de la enzima fue la mas alta a pH 7,0 seguidade pH 6y 8; pH 5y 9.
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La amidasa recombinante 2 era aparentemente termoestable como se ve en la Figura 12 ya que mas del 80% de la
actividad permanecié después de 5-30 min de preincubacion a 80°C en comparacién con el control donde no se
afiadié enzima. La mezcla de reaccion de 5 yl de enzima mas 45 pul de fosfato sédico 67 mM (pH 7,0) se incubd a
80°C durante 0-30 min antes de agregar otros 50 ul el tampon fosfato y 25 yl de OTA a 1 ug/ml, y se incubd a 30°C
durante 60 min. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 130 pl de acetonitrilo que contenia un 0,2% de acido
acético (v/v). La mezcla de reaccion se filtré y se inyect6 (10 ul) para el analisis de HPLC. Ctrl fue el control donde
no se agregé amidasa.

Ademas, la amidasa 2 recombinante era bastante estable a 70°C entre pH 6 y 9. La estabilidad disminuy6 con la
disminucion del pH (Figura 13). La actividad se ensay6 a pH 7,0 y 30°C. La mezcla de preincubacién contenia 5 pl
de mezcla de amidasa 2 (155 pg de proteina/ml), 45 pl de tampén de fosfato 67 mM (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9). Las
muestras se preincubaron a 70°C durante 30 min. Después de enfriar a 30°C, se afiadieron 2 yl de OTA a 0,5 mg/ml
en etanol y 80 yl de Mops-NaOH 0,2 M (pH 7,0) y la reaccion se incub6 a 30°C durante 60 minutos. La reaccién se
detuvo mediante la adicion de 130 ul de acetonitrilo que contenia HAC al 0,2%, se filtré y se inyecté en RP-HPLC
con una inyeccion de 5 pl para controlar la OTA restante.

Ejemplo 9. Purificacion de la amidasa 2 mat recombinante a partir del caldo de fermentacion de A. niger que alberga
el gen de la amidasa 2

El caldo del transformante 13 que tenia alta actividad de OTA (Figura 10) se usé para purificar la amidasa 2 mat
recombinante mediante fraccionamiento con sulfato de amonio, cromatografia de afinidad sobre Fenil Sepharose,
HIC sobre Butil Sepharose y AEX como se describe a continuacion.

1) Fraccionamiento con (NH4)2SO4. A 40 ml del caldo de A. niger que alberga el gen de amidasa 2 de A. niger se
afnadio (NH4)2SO04 a 40% de saturacion mediante agitacion. Después de una centrifugacién de 10 min a 3500 rpm,
se recogio el sobrenadante y se satur6 con (NH4).SO4 anhidro al 60% mediante agitacion y la solucién se centrifugd
de nuevo. El sedimento correspondiente al precipitado entre 40 y 60% de saturacion de (NH4)2.SO4 se disolvio en 40
ml de tricina-HCI 50 mM (pH 7,0) que contenia 1M de (NH4)2SO4 y se filtré con filiro de 0,22 pm.

2) Interaccion hidrofébica/cromatografia de afinidad La muestra filtrada de la etapa anterior se cargd en una columna
de Fenil Sepharose FF (2,6x10 cm). Tras un lavado con tricina-HCI (pH 7,0) que contenia (NH4)2.SO4 1 M, las
fracciones activas se eluyeron en 10 ml por tubo a un caudal de 10 ml/min con un gradiente lineal de Tricina-HCI 50
mM (pH 7,0) de 1 M a 0 M de (NH.)2SO.. La purificacion se logré en el sistema purificador Akta.

3) Cromatografia de intercambio anidnico. Las fracciones activas se reunieron y desalaron en una columna PD10
equilibrada en Tris/HCI 20 mM, pH 7,5 (tampoén A). La muestra desalinizada se aplicéd a una columna Source Q15
equilibrada en tampon A (10 ml/min). La columna se lavé con tampén A y las proteinas unidas se eluyeron con un
gradiente lineal de NaCl 0-1 M en tampén A. Durante la elucidon en gradiente, se recogieron fracciones de 5 ml. Las
fracciones activas se analizaron en SDS-PAGE (Figura 14A), lo que indica que la amidasa 2 mat se purificd
basicamente por homogeneidad. La actividad se relacioné con una banda de proteina que tiene una masa molecular
justo por debajo de 49 kDa en la SDS-PAGE (Figura 14). La espectrometria de masas por medicién de Maldi-tof
indica que esta banda de proteina puede tener una masa de 47214 Da (+ 2%) (Figura 14B). La secuenciacién N-
terminal de la fraccion 12 indica que el N-terminal de la Amidasa 2 mat comenz6 en STDEAKVTI (SEQ ID NO. 33).
Se estima que la longitud total de la amidasa 2 de 480aa con 6 residuos de histidina tiene una masa molecular de
51.983 Da, mientras que la amidasa 2 truncada de 42aa N-terminal con 6 residuos de histidina en su terminal C se
supone que tiene una masa de 47.338 Da. Estos indican que la amidasa 2 secretada en el caldo de A. niger, es
decir, la amidasa 2 mat es la amidasa 2 que ha sido procesada por una peptidasa sefial u otra peptidasa en el caldo
de cultivo que se escinde entre el enlace peptidico de Ala-Ser en la Amidasa 2 sig.

Ejemplo 10. Especificidad del sustrato de la amidasa 2
Determinacion de Km/Vm:

Utilizando las fracciones obtenidas en el paso AEX de la amidasa 2 mat, las constantes cinéticas de Km y Vm de la
enzima que degrada la OTA fueron de 0,29 pM/min y 13 uM, respectivamente, utilizando el método de calculo de
Lineweaver-Burk.

Degradacion de ocratoxina B:

La solucidon enzimatica de la Amidasa 2 mat obtenida después de AEX se ensay6 con la ocratoxina B a la misma
concentracién en condiciones optimas durante una hora. La tasa de degradacion con la ocratoxina B fue del 8% en
comparacion con la OTA.

Ejemplo 11. La actividad de la amidasa 2 mat pura en la descomposicién de OTA

La actividad degradante de la ocratoxina A (OTA) de la amidasa 2 mat purificada del caldo de fermentacién de A.
niger que albergaba el gen de la amidasa 2 en funcion de su concentracion se muestra en la Figura 15. Puede verse
en la Figura 15 que la degradacion de OTA fue dependiente de la concentracion de amidasa 2 mat. También se
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puede ver que después de 30 minutos con una concentracién de amidasa 2 mat de 160 ng/ml, la OTA disminuyé en
un 83%. A partir de la region lineal de la Figura 15, la actividad especifica calculada para la amidasa 2 mat fue de
900 nanomoles de OTA hidrolizada por minuto por mg de proteina a pH 7,0 y 40°C a una concentracién de OTA de 1
pg/ml de mezcla de reaccion. La reaccion para la Figura 15 se realizé en 0,1 Mops-NaOH (pH 7.0) y 40°C durante
30 minutos antes de ser detenida afiadiendo el mismo volumen de acetonitrilo que contiene acido acético al 0.2% y
se analizé en RP-HPLC en una columna C18 como se describe en la seccion Materiales y Métodos.

Ejemplo 12. Diferencias en la sensibilidad respecto al Ca®* entre la amidasa 2 intracelular y extracelular encontrada
en A. niger.

Se observo que la amidasa 2 (es decir, la amidasa 2 mat) purificada a partir del producto de lipasa de Amano™ o del
caldo de A. niger transgénico que albergaba el gen de amidasa 2 se inhibieron ambas en alrededor del 40% de su
actividad en la hidrdlisis de OTA en CaCl, 8 mM (Figura 16), mientras que la fraccion intracelular de la amidasa 2
(amidasa 2 sig) de A. niger transgénico no se inhibié apreciablemente por CaCl, a CaCl, 8 mM (Figura 17). Estos
resultados indican que la pérdida del N-terminal de amidasa 2 dio como resultado una sensibilidad a la inhibicién de
Ca®". La inhibicion por Ca® se supero mediante la adicion de quelantes divalentes que incluyen EDTA en una base
molar igual. También se sabe que la actividad de degradacion de OTA en el producto de lipasa de Amano™ es
sensible al EDTA. Este ejemplo indica que el uso de la amidasa 2 mat en sistemas que contienen iones divalentes
puede ser ayudado mediante la adicion de un quelante tal como EDTA. El acido citrico y otros acidos organicos
como el acido propidnico se usan ampliamente como aditivos para producto alimenticios y pueden quelar el ion
divalente o los iones trivalentes, aliviando su inhibicion de la amidasa 2 mat. Por otro lado, el EDTA adicional
también inhibié la amidasa 2 mat recombinante (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que la amidasa 2
mat puede usarse para la desintoxicacion de OTA pero tiene ciertas limitaciones debido a su sensibilidad a iones
metdlicos divalentes o trivalentes y a quelantes como EDTA, mientras que se descubrié que la amidasa 2 sig es
mucho menos sensible a iones de metal divalentes o trivalentes y quelantes como EDTA (ver a continuacion) lo que
indica la importancia de la longitud total de la amidasa 2 en lugar de la amidasa 2 secretada o procesada o madura
(es decir, la amidasa 2 mat) que se encuentra en el caldo de A. niger.

Ejemplo 13. Degradacién de OTA por la amidasa 2 extraida de la fraccion intracelular (Amidase 2 sig) de A. niger.

Este ejemplo muestra la ventaja de usar la forma menos sensible de amidasa 2, es decir, la amidasa 2 sig. Como
puede verse a partir de la Figura 17, CaCl, 20 mM o EDTA 20 mM no inhibieron a la amidasa 2 sig en comparacion
con la amidasa 2 mat (Figura 16). Esto proporciona una clara ventaja para usar la amidasa 2 sig en aditivos que
comprenden un quelante en la degradacion de OTA. La reaccion contenia 60 pyl de mops-NaOH (0,2 M, pH 7,0), 20
mM de CaCl,, 20 mM de EDTA, amidasa 2 sig (0,46 ug de proteina) extraida de la célula de A. niger que alberga el
gen de la amidasa, 2 pl de 25 ug/ml de OTA y agua para un volumen final de 120 pl. La reaccion se realizé a 37°C
durante 30 min y se detuvo afadiendo 150 pl de acetonitrilo que contenia un 0,2% de acido acético. La OTA y su
producto OT-alfa (= OTa) se analizaron en RP-HPLC en una columna C18 con una inyeccion de 5 ul. El control
positivo (PC) no contenia mas aditivos que el tampdn, la amidasa y OTA. El control blanco contenia solo tampdn y
OTA.

Ejemplo 14. Degradacion de OTA en harina de maiz y DDGS (granos de destiladores desecados con solubles) por
la amidasa 2 sig extraida de la fraccion intracelular (Amidasa 2 sig) de A. niger.

El maiz es el principal transportador de OTA y puede ser transferido y concentrado en los DDGS en la produccion de
bioetanol. El maiz y los DDGS son ampliamente utilizados como ingredientes de productos alimenticios. El nivel de
micotoxinas en los DDGS es el factor habitual que limita la cantidad de DDGS que se puede agregar al alimento. Los
ejemplos en este documento indican la capacidad de la amidasa 2 sig en degradar OTA en harina de maiz y DDGS:

Para harina de maiz, se afadieron 50 mg de harina de maiz a 210 pl de agua, 8 pyl de OTA (25 pg/ml) y 20 pl de
amidasa 2 sig (3,1 ug de proteina) mezclado e incubado a 37°C durante 22 h. La concentracion de OTA disminuyd
de 800 ppb al inicio a 14 ppb al final. El analisis de OTA por HPLC se describe en la seccion de materiales y
métodos anterior.

Para los DDGS, se suspendié 1 g en 10 ml de agua, se ajusté el pH a 6,7 con NaOH. A 210 pl de esta suspension
se afiadieron 8 pl de OTA (25 pg/mi) y 20 pl de amidasa 2 sig (3,1 ug de proteina), se mezclaron y se incubaron a
37°C durante 22 h. La concentracién de OTA disminuyé de 800 ppb al inicio a 5 ppb al final. El analisis de OTA por
HPLC se describio en la seccion de Materiales y Métodos anterior.

Ejemplo 15. Degradacién de OTA en leche por amidasa 2 mat

Se sabe que muchos productos alimenticios, incluidos la leche y el queso, pueden estar contaminados con OTA.
Este ejemplo prueba la degradacion de OTA en leche usando la amidasa 2 mat.

Leche desnatada (1,5% de grasa, proteina 3,4 g, carbohidratos 4,7g, Calcio 120 mg, Fésforo 95 mg en 100ml) de
Aria Foods Amba (Aarhus, Dinamarca) 0,15 ml, 3 uyl OTA (2,5 pg/ml), 7,5 yl de amidasa 2 mat purificada (del caldo
de A. niger que alberga el gen de amidasa 2) que contiene 0,22 pg de proteina se mezclaron y se hicieron
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reaccionar a 40°C durante 2,5 h. La OTA disminuy6 de 47 ppb al inicio al nivel indetectable (<2ppb) después de una
incubacion de 2,5 horas. El analisis de OTA por HPLC se describié en la seccion de Materiales y Métodos anterior.

Ejemplo 16. Amidasa 2 mat en la desintoxicacion de OTA en harina de maiz

La mezcla de reaccion en tubos eppendorf de 1,5 ml (C1-3) comprendia 60 mg de flor de maiz, 200 yl de Mops-
NaOH (0,2 M pH 7,0), 40 yl de mezcla de amidasa 2 (que era una mezcla de un volumen igual del caldo del
transformante de A. niger con los genes de amidasa 2 3, 4, 7, 8, 10, 11, 13, 14 y 15), 20 yl de OTA (0,5 mg/ml). El
volumen total de los tres componentes fue 260 ul; la OTA final fue de 38 pg/ml o 38 ppm (ppm, partes por millén).
Control: los tubos de control (C-4-6) fueron los mismos que C1-3, excepto que la preparacion de amidasa (el caldo)
se reemplazé con agua.

La reaccion se llevo a cabo a 30°C con agitacion durante 20 h antes de la adicion de un volumen igual de acetonitrilo
de 260 pl que contenia acido acético al 0,2% para detener la reaccion y extraer la OTA. Después de la
centrifugacion y el filtrado, el filtrado se analiz6 en HPLC. Los resultados de HPLC indican que la OTA restante era
indetectable (menos de 2 ppb), lo que indica que la amidasa 2 mat pudo reducir la OTA en la harina de maiz de 38
ppm a menos de 2 ppb.

Ejemplo 17. Amidasa 2 mat en la desintegracion de OTA en un producto alimenticio basado en maiz-soja.

Las pruebas de la amidasa 2 mat con un alimento a base de soja-maiz (cuya composicién se da en la Tabla 3)
contaminado con OTA fue exactamente como la prueba con harina de maiz, es decir, tubos S1-3 (experimental) con
el caldo mientras que para los tubos S 5-6 (controles) el agua reemplazé el caldo. Después de 20 horas de
incubacion, el nivel de OTA se redujo de 38 ppm a 6,6 ppm, una reduccion de 6 veces 0 82%.

Tabla 3. La composicion de la alimentacion basada en maiz/soja utilizada

Ingredientes de dieta de maiz Porcentaje
Maiz 60,01%
Harina de soja 48 31,52%
Aceite de soja 4,00%

Sal 0,40%

DL Metionina 0,20%
Piedra caliza 1,16%
Fosfato dicalcio 1,46%
VIT/MIN 1,25%
Total 100%

Ejemplo 18. Resolucion de la estructura cristalina de Amidasa 2
15 cristales de amidasa 2 se obtuvieron como se muestra en la Tabla 4.

Los cristales AM7 y AM15 se difractaron por rayos X y la estructura de estos dos cristales de amidasa 2 (aa 45-480)
se resolvio a una resolucion de 2,5 A.

Se demostré que la Amidasa 2 tenia una estructura similar a la estructura de Tim Barrel como se muestra en la
Figura 20 y el sitio activo como se muestra en la Figura 21. A continuacién se presenta un resumen de los datos
para la estructura cristalina resuelta para el conjunto de datos de los cristales AM7.

Conjunto de datos: am7

General Carcasainterna Carcasa externa

Limite de baja resolucion 80,00 80,00 2,64
Limite de alta resolucion 2,50 7,91 2,50
Fusién R 0,182 0,044 0,611
Fusion R en el contenedor de intensidad superior 0,057 - -
Numero total de observaciones 441395 14486 65195
Numero total unico 46056 1566 6711
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Conjunto de datos: am7

General Carcasainterna Carcasa externa

Media ((1)/sd(l)) 9,4 20,5 3,3
Integridad 96,5 93,3 97,6
Multiplicidad 9,6 9,3 9,7

La estructura se resolvié usando Phaser y analizando un conjunto de 5 estructuras mas similares.

Se descubri6 que el sitio activo de la amidasa 2 (SEQ ID NO: 1) incluye al menos los siguientes residuos: His111,
His113, His191, Lys246, His287, His289, His307, Asp378 y Val 253. Puede acomodar al menos dos iones metalicos
para fines de catalisis y/o estructura que forman el llamado centro de metal binuclear.

Las coordenadas para un monémero de la enzima que esta en forma de un tetramero se muestran en la Figura 22.
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Tabla 5. Los elementos estructurales de la amidasa 2

Cadigo de colores: blanco = dominio de sandwich mas pequerio, gris oscuro = dominio de barril catalitico, gris claro
= hebras de barril y hélices de barril; la hélice a7 también se puede considerar una hélice de barril

‘cadena B n°. fresiduos cadena B | hélice a n°. [residuos hélice a| hélicey residuos hélice y
i 48-58
65-74
3 76-83
1 84-86
2 87-94
4 96-105

14| 432437

16 443-448
17 449-451
15 452-458
16 461-464

Ejemplo 19. Expresién de amidasas de las especies fungicas Glomerella graminicola M1.001 y Metarhizium
anisopliae ARSEF 23 en Trichoderma reesei.

Para expresar las amidasas de Glomerella graminicola M1.001 y Metarhizium anisopliae ARSEF 23, ambos genes
se sintetizaron como secuencias optimizadas de codones para la expresion en T. reesei y se clonaron en el vector
pDonor221 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) por Life Technologies (Alemania). Se afiadieron codones 6xHis en la
region codificante 3' de cada gen con fines de purificacion. Para permitir la expresién de ambas amidasas en
Trichoderma reesei, sus secuencias codificantes se clonaron en el vector de destino compatible con Gateway, pTTT-
pyrG13 (descrito en los documentos WO2010141779A1 y PCT/US 10/57531) a través de la reaccién de
recombinacion Gateway® LR. Este vector contiene las regiones promotora y terminador derivadas de T. reesei cbhl
que permiten una fuerte expresion inducible de un gen de interés, los marcadores selectivos amdS y pyrG de
Aspergillus nidulans que confieren crecimiento de transformantes a la acetamida como uUnica fuente de nitrégeno o
en ausencia de uridina o ambos, y las regiones de los teldbmeros de T. reesei que permiten el mantenimiento del
plasmido no cromosémico en una célula fungica. Las regiones promotora y terminadora cbhl estan separadas por el
gen de la resistencia al cloranfenicol, Cm~, y el gen letal de E. coli, ccdB, flanqueado por los sitios de recombinacion
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especificos basados en el bacteriéfago lambda attR1, attR2. Dicha configuracion permite la seleccion directa de
recombinantes que contienen un gen de interés bajo el control de los elementos reguladores cbhl en la orientacion
correcta a través de la reaccion de recombinacion Gateway® LR.

Las reacciones de recombinacion de LR entre los clones pEntry de cada gen de amidasa y el vector de destino
pTTT-pyrG13 se realizaron usando la mezcla de enzima LR clonase™ Il segun el protocolo de Invitrogen. Los
productos de recombinacion generados se transformaron en E. coli Max Efficiency DH5a, segun lo descrito por el
proveedor (invitrogen), y se seleccionaron clones que contenian las construcciones de expresion pTTT-pyrG13-
Amidasa G. graminicola y pTTT-pyrG13-Amidasa M. anisoplia en placas agar 2xYT (16 g/l de bacto triptona (Difco,
EE.UU.), 10 g/l de extracto de levadura bacto (Difco, EE.UU.), 5 g/l de NaCl, 16 g/l de agar bacto (Difco, EE.UU.)
con ampicilina a 100 yg/ml. Después del crecimiento de cultivos bacterianos en medio 2xYT con ampicilina 100
pg/ml, los plasmidos aislados se sometieron a analisis de restriccion y se usaron clones con el patrén de restriccion
correcto para la transformaciéon de la cepa Trichoderma reeei 2830 pyrG negativa eliminada para 4 celulasas
principales cbhl, cbhll, egll, eglll (documento WO2010141779A1). Los plasmidos de expresion final pTTT-pyrG13-
Amidasa G. graminicola y pTTT-pyrG13-Amidasa M. anisopliae se muestran en la figura 23-25.

0,5-2 ug de cada plasmido de expresion se transformaron en T. reesei usando el método PEG-Protoplast con ligeras
modificaciones, como se indica. Para la preparacion de protoplastos, las esporas se cultivaron durante 16-24 horas a
24°C en Trichoderma Minimum Medium MM (20 g/l de glucosa, 15 g/l de KH2PO4, pH 4,5, 5 g/l (NH4),S0O4, 0,6 g/l de
MgSO4x7H20, 0,6 g/L de CaClxx2H.O, 1 ml de 1000X T. reesei. Solucion de elementos traza {5 g/L de
FeSO4x7H;0, 1,4 g/L de ZnSO4x7H20, 1,6 g/L de MnSO4xH-0, 3,7 g/L de CoCl,x6H.0}) con agitacion a 150 rpm.
Las esporas germinales se recogieron mediante centrifugacion y se trataron con 50 mg/ml de solucién Glucanex
G200 (Novozymes AG, Suiza) para lisar las paredes de las células fungicas. La preparacion adicional de
protoplastos se realizé por un método estandar, como se describe por Penttila et al. [Gene 61 (1987) 155 - 164].

En general, las mezclas de transformacion que contienen aprox. 1 uyg de ADN y 1-5x10" protoplastos en un volumen
total de 200 pl se trataron con 2 ml de solucion de PEG al 25%, se diluyeron con 2 volumenes de sorbitol 1,2 M/Tris
10 mM, pH 7,5/10 mM de solucién de CaCl,, mezclada con 3% de agarosa superior selectiva MM que contiene 1 M
de sorbitol y 20 mM de acetamida (el mismo medio minimo mencionado anteriormente pero con (NH4)>SO4
sustituido con acetamida) y vertido en agarosa selectiva al 2% con acetamida Las placas se incubaron durante 5-7
dias a 28°C antes de que los transformantes crecieran y comenzaran la esporulacion.

Se us6 una mezcla de esporas (106 esporas/ml) de una placa de transformacion para inocular matraces agitados
con medio de produccion (por 1 I): medio de produccién de glicina (4,7 g/l (NH4),SO4, 33 g/l de 1,4-
piperazinabis(acido propanosulfonico), pH 5,5, 6,0 g/l de glicina, 5,0 g/l de KH2PO4, 1,0 g/l de CaCl2x2H,0, 1,0 g/l de
MgSO.x7H20, 2,5 ml/l de 400X de T. reesei de elementos traza, Glucosa 20 g/L, Sophorosa 6,5 g/L). Como control,
la cepa receptora 2830 de T. reesei se cultivd en las mismas condiciones pero en presencia de uridina 10 mM.
Después de 5 dias de fermentacién a 30°C y 200 rpm, los cultivos se recogieron y se sometieron a analisis
enzimatico a partir de extractos tanto extracelulares como intracelulares.

Ejemplo 20. Expresion de la amidasa de Aspergillus oryzae en la cepa de Aspergillus niger GICC#2445

Para expresar el gen putativo de amidasa de A. oryzae en Aspergillus niger, la secuencia que codifica la amidasa se
amplificé a partir del ADN genoémico de Aspergillus oryzae RIB40 (obtenido de Fungal Genetics Stock Collection,
FGSC, EE.UU.) usando los cebadores especificos del gen con los sitios attB1 y attB2 en los extremos 5'y 3' para la
clonacion posterior a través de un enfoque Gateway. Ademas, el cebador inverso contiene 6 tripletes de codificacion
de xHis para facilitar la purificaciéon de la proteina expresada.

Se utilizo el siguiente conjunto de cebadores:

Directo 5
GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCACCATGCACCGGATGCTCACAGACG
ACAGACY

Inverso 5

ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGATTTAA
TCAGCATGCCGCCACGC 3.

Todas las reacciones PCR se amplificaron con una DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion (Finnzymes OY,
Espoo, Finlandia) en condiciones estandar recomendadas por el proveedor. Después de la separacion del fragmento
de ADN amplificado en un gel de agarosa al 0,8%, se purificd con un kit de limpieza Nucleospin® Extract PCR
(Macherey-Nagel GmbH & co. KG, Duren, Alemania) y 150 ng se recombinaron con el vector pDonor221 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) segun la recomendacioén del proveedor. Las colonias de E. coli DH5a con clones pEntry que
contienen la amidasa de A. oryzae se seleccionaron en placas de agar 2xYT con kanamicina a 50 pg/ml. Los
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plasmidos aislados de células bacterianas se analizaron por su patron de digestion de restriccion para la presencia
del inserto y se verificaron mediante analisis de secuencia usando un analizador de secuencia ABI3100 (Applied
Biosystems). El plasmido pEntry-Amidasa de A. oryzae resultante se utilizé para la clonacion en un vector de destino
pRAXdest2, como se describe en la patente US07459299, a través de la reaccion Gateway LR posterior segun el
protocolo de Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.). Los productos de recombinacién formados se transformaron en E.
coli Max Efficiency DH5, segun lo descrito por el proveedor (Invitrogen), y los clones que contenian la construccion
de expresion pRAX-Amidasa A. oryzae (Fig.25) se seleccionaron en placas de agar 2xYT (16 g/L Bacto Tryptone
(Difco, EE.UU.), 10 g/l de extracto de levadura Bacto (Difco, EE.UU.), 5 g/l de NaCl, 16 g/l de Bacto Agar (Difco,
EE.UU.) con ampicilina 100 pg/ml. Después del crecimiento de cultivos bacterianos en medio 2xYT con ampicilina
100 pg/ml, los plasmidos aislados se sometieron a analisis de restriccion seguido de secuenciaciéon usando un
analizador de secuencia ABI3100 (Applied Biosystems). Ademas de una secuencia bacteriana, el plasmido de
expresion final pPRAX2-Amidasa A. oryzae contiene la region codificadora de amidasa de A. oryzae bajo el control del
promotor y terminador de glucoamilasa de A. niger, el gen pyrG de Aspergillus nidulans como marcador selectivo y
la secuencia AMA1 de A. nidulans para la replicaciéon auténoma en células fungicas.

Se transformaron 0,5-2 ug de este plasmido en la cepa de A. niger var awamori GICC n° 2445 desarrollada por
Genencor usando un procedimiento de transformacién comun conocido en la técnica o descrito en la patente
US07459299. Esta cepa se elimina para el gen glaA de la glucoamilasa endégena y porta una mutacion en el gen
pyrG que permite la seleccion de transformantes para la prototrofia de uridina. Los transformantes de A. niger se
cultivaron en medio MM (el mismo medio minimo que se uso para la transformacion de T. reesei pero se usd NH4Cl
10 mM en lugar de acetamida como fuente de nitrégeno) durante 4-5 dias a 37°C y una poblacion total de esporas
se usaron (10° esporas/ml) de diferentes placas de transformacion para inocular matraces agitados con medio de
produccion (por 1 1): 12 g de Trypton; 8 g de Soyton; 15 g de (NH4)2SO4; 12,1 g de NaH2PO4xH20; 2,19 g de
Na;HPO4x2H,0; 1 g de MgSO4x7H20; 1 ml de Tween 80; 150 g de maltosa; pH 5,8. Después de 5 dias de
fermentacion a 30°C y 200 rpm, los cultivos se recogieron y se sometieron a analisis enzimatico a partir de los
extractos tanto extracelulares como intracelulares.

Ejemplo 21. Amidasas de tres hongos adicionales para la degradacion de la ocratoxina

Las secuencias putativas de amidasa de Glomerella graminicola (GMGM), Metarhizium anisopliae y Aspergillus
oryzae mostraron actividad en la degradacion de la ocratoxina A.

La Tabla 6 muestra la actividad de tres amidasas fungicas de Glomerella graminicola, Metarhizium anisopliae y
Aspergillus oryzae expresadas intracelularmente en Trichoderma reesei y Aspergillus niger. La mezcla de reaccion
que usa OTA como sustrato consistié en 75 yl de fosfato (67 mM, pH 7), 5 ul de OTA (2,4 pg/ml) y 20 pl de fraccion
sin células intracelular. La reaccion se realizd a 23°C durante 17 h y se detuvo afiadiendo 0,15 ml de acetonitrilo y se
analizé en HPLC con un volumen de inyeccion de 5 pl.

Tabla 6

Cepasly actividades

Cepa progenitora
de Trichoderma
reesei utilizada

Cepa progenitora de
Trichoderma reesei
transformada con el

Cepa progenitora de
Trichoderma reesei
transformada con el

Cepa de Aspergillus
Niger transformada
con el supuesto gen

parala supuesto gen de supuesto gen de de amidasa de
transformacion amidasa de amidasa de Aspergillus oryzae
Glomerella Metarhizium
gramicola anisopliae
Actividad sobre la 12,26 0,68 0,96 8,57

ocratoxina A
expresada como el
area del pico de
ocratoxina A

Los datos en la tabla indican que la amidasa de G. gramicola tiene la actividad mas alta contra la ocratoxina,
mientras que la amidasa de A. oryzae tiene una actividad mas baja contra este sustrato.

Ejemplo 22. Comparacion de secuencia de secuencias putativas de amidasa

Las comparaciones de secuencias se realizaron en toda la longitud de las secuencias polipeptidicas usando el
programa AlignX VectorNTI (InvitrogenCorporation) usando los parametros por defecto (penalizacion de apertura de
hueco -10, penalizacion de extension de hueco 0,1). Como puede verse en la Tabla 7, las supuestas amidasas
pueden tener una baja homologia global. Sin embargo, como puede verse a partir de la Figura 26, todos los
polipéptidos de las SEQ ID NOs: 5-11, 13, 14 y 15 tienen los mismos motivos que la amidasa 2 (SEQ ID NO: 1y 3).

Las secuencias estan alineadas con la version 5.4.1 de Multalin (F. CORPET, 1988, Nucl. Acids Res., 16: 10881 -
10890). Parametros utilizados: blosum62, Peso de hueco: 12, Peso de longitud del hueco: 2, Niveles consenso: alto
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= 90%, bajo = 50%, Simbolos consenso: ! es cualquiera de IV, $ es cualquiera de LM, % es cualquiera de FY, # es
cualquiera de NDQEBZ. Descripciones de las secuencias y su numero de acceso web (en paréntesis):

Ademas, como se muestra en el Ejemplo 21 (Tabla 6), la SEQ ID NO: 13-15 tiene actividad de degradacion de la
ocratoxina.

Tabla 7
Secuencia ID NO % identidad respecto a SEQ ID NO:1 (cadena completa)
SEQ ID NO:5 41,8%
SEQ ID NO:6 42,4%
SEQ ID NO:7 42,4%
SEQ ID NO:8 40,7%
SEQ ID NO:9 36,5%
SEQ ID NO:10 28,2%
SEQ ID NO:11 36,5%
SEQ ID NO:13 56,1%
SEQ ID NO:14 53,4%
SEQ ID NO:15 34,6%

Los motivos de secuencia comun de las 11 secuencias tienen el consenso:

1) I/m-P-G-l/m-w/i-D-c/v/s/a-H-x-H-f/y/I-xG, donde los dos residuos de His estan en el sitio activo;
2) G-y/f-T;

3) G-t/als/v/r-iffla-x-G-P;

4) G-H-g/s-D donde el residuo de His esta en el sitio activo;

6) G-G-V-l/m/v/g-S-x-x-D-x-P, donde el residuo Val esta en el sitio activo;

)
)
)
5) D-G-v/e-x-e/d/g-C-x-a/g/t-v/a-R-x-g/m/a-l/i/v-R-r/h/c-g/n-A-k/r/t/e/d-x-I-K, donde el residuo Lys esta en el sitio activo
)
7) V-al/s/h-A-H-c/v/a-h/g-G-k/r-x-G, donde los dos residuos de His estan en el sitio activo;

)

8) H-g/v/a-s/t/i-ylfle-I/ali-D, donde el residuo de His esta en el sitio activo;
9) G-V-x-I-a/v-l/a-G-T-D, donde el residuo de Asp esta en el sitio activo.

SEQ ID NO: 1, es amidasa 2 de A. niger, SEQS5, proteina hipotética de A. niger (XP_001400981), SEQ ID NO: 6,
proteina hipotética de A. flavus (XP__002385313), SEQ ID NO: 7, proteina hipotética de Talaromyces stipitatus
(XP_002477972), SEQ ID NO: 8, proteina hipotética de Neurospora crassa (XP_962238), SEQ ID NO: 9,
amidohidrolasa putativa de Streptomyces roseosporus (ZP_04712156), SEQ ID NO: 10, amidohidrolasa putativa de
Thermotoga lettingae (YP_001470371), SEQ ID NO:11, amidohidrolasa putativa de Salinispora arenicola
(YP_001536995), SEQ ID NO: 13, amidohidrolasa putativa de Glomerella graminicola (EFQ25792), SEQ ID NO: 14,
amidohidrolasa putativa de Metarhizium anisopliae (EFZ00058), SEQ ID NO: 15, proteina hipotética de Aspergillus
oryzae (XP_001826758).

Ejemplo 23. Comparacioén de secuencias de SEQ ID NO: 1 con carboxipeptidasa que tiene actividad degradadora de
ocratoxina

Se conocen dos carboxipeptidasas que tienen baja actividad degradadora de ocratoxina, a saber, carboxipeptidasa
A bovina y carboxipeptidasa Y de levadura (Luis Abrunhosa, Robert R. M. Paterson y Armando Venancio,
Biodegradation of Ochratoxin A for Food and Feed Decontamination, Toxins 2010, 2, 1078-1099).

La actividad de degradacion de la ocratoxina de estas enzimas ha sido confirmada. Sin embargo, como se puede ver
a partir de la Figura 27, estas enzimas no muestran homologia con la SEQ ID NO: 1 y no contienen ninguno de los 9
motivos asociados con la capacidad de degradacioén de la ocratoxina. Ademas, estas enzimas no tienen la estructura
tipo barril Tim de amidasa.
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1
51

101
151
201
251
301
351
401
451

MVRRIASATP

IIYAGLLIPG

PVLMPGLWDC
YTSYRDLAGY
EVLGSYGVMN
GGVMSRDDNP

MVQSPMSPLG
DGEPLRNAAL
HMHFGGDDDY
GCEVAKAIND

TTYCVRPNPV
VISDKIIAFV
YNDYTSGLAT
GTIVGPNVYS

SLNLQRRPLV
GSEADIPKKY
HPASSGARLA
SGAALSQTAG

PRPGYWGAGP
NFAQFSPEEL

GCKSLEHVSY

KLQALADSHL

LEATIKAATAN
KAVTHVWKGG

ADEEVWELMK
KAYQGATIKAG
APLSVGPQAP

LCIADGVEEV
KVIVEEAARQ
EKGILYVATR
VTIALGIDTA
LTGQLREGYE

RRAVRLQIRR
NRIVSAHVHG
SVIEIFLASN
PGGPTALELQ
ADVIALEENP

IASTDEARVT
LRSTQSTHRV
RGCWEALQNG
HGDIFALPAG
GAKVIKVMAS
KAGIMAAIKA
GEGLVKESWA
FAVERGGMTP

LEDIKVFQEP

KLFKGPGIGP

WGEDARNPFL

SEQID NO. 2

Tipo de secuencia: ADN; nombre del ADN: ADN que contiene el gen de la amidasa 2, Longitud: 1443, Organismo:

Aspergillus niger

ATGGTCCGCC
ACAACATACT
ATCGCATCAA
GACGGAGAAC
GGATCCGAAG
CCCGTGCICA
TACAACGATT
CGTGGTTGCT
GGGTGCGAGG
TCTGGCGCTG
GAAGTACTGG
CTATGTATCG
GGTGCAAAGG
AACTTTGCAC
AACCGGATCG
GGCTGCAAGA
GAGAAGGGAA
GGAGAGGGGT
AAAGCTTATC
CCCGGTGGTC
TTGGAGGCCA
TTGACGGGTC
TTGGAGGACA
AAACTGTTCA
TAG

GAATTGCTTIC
GCGTCCGTICC
CAGACGAGGC
CTCIGCGCAA
CCGACATCCC
TGCCTIGGTTT
ATACATCTGG
GGGAAGCATT
TCGCAAAGGC
CACTCAGICA
GGAGTTATGG
CCGATGGCGT
TTATCAAAGT
AGTTCICICC
TTTCTGCACA
GTCIGGAGCA
TTTTGTATGT
TGGTGAAAGA
AGGGAGCTAT
CTACCGCACT
TCAAAGCCGC
AGCTTCGCGA
TCAAAGTCTT
AAGGTCCAGG

AGCTACACCT
TAATCCTIGTT
CAAGGTCACT
TGCTGCCCTA
TAAGAAATAC
GTGGGATIGC
TCTGGCCACT
GCAGAATGGG
GATCAATGAT
GACAGCTGGA
AGTAATGAAC
AGAGGAGGTC
GATGGCCICT
AGAAGAACTG
TGTGCATIGGC
TGTGTCTTAT
GGCCACACGC
GTCGTGGGCC
TAAGGCGGGT
TGAGTTGCAG
AACTGCGAAC
GGGGTATGAG
TCAGGAGCCG
TATTGGTICCG

ATGGTGCAAT
TCACTGAATC
ATAATATATG
GTCATCAGCG
CTCCGGTCCA
CACATGCATT
CATCCAGCAT
TATACATCCT
GGCACTATCG
CACGGCGATA
CCACGCCCTG
CGACGAGCAG
GGGGGTIGICA
AAGGTGATAG
AAGGCGGGGA
GCTGACGAGG
TCGGTTATTIG
AAGTTGCAGG
GTTACCATIG
TTTGCCGTICG
GCTCCCCIGT
GCAGATGTGA
AAGGCAGTTA
TGGGGAGAAG
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CGCCCATGTC
TTCAAAGAAG
CCGGACTATT
ATAAGATCAT
CGCAGTCTAC
TTGGCGGGGA
CATCAGGTGC
ACCGCGACCT
TTGGTCCAAA
TCTTCGCICT
GGTACTGGGG
TGAGGTTGCA
TGICGCGAGA
TGGAAGAGGC
TTATGGCTIGC
AGGTCTGGGA
AAATCTTTICT
CCCTTGCCGA
CGTTGGGAAC
AGAGAGGAGG
CAGTTGGTCC
TTGCGTTGGA
CCCACGTCTG
ATGCACGTAA

GCCATTGGGC
ACCTCICGTG
AATCCCTGGC
CGCGTTCGTT
TCATCGIGIC
TGACGATTAT
TCGACTAGCC
AGCCGGATAC
CGTGTACTCG
TCCAGCAGGC
GGCAGGGCCG
GATCCGTCGC
CGATAATCCC
GGCTCGACAG
TATCAAAGCA
GCTCATGAAA
GGCTAGTAAT
TTCGCATTIG
GGATACCGCC
TATGACGCCG
ACAAGCACCG
GGAGAATCCA
GAAGGGAGGG
TCCTTTICTG
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SEQID NO. 3

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: amidasa 2 mat, Longitud: 438, Organismo: Aspergillus niger

SerThraspGluAlalysValThrllelleTyralaGlyLeuleulleProGlyAspGly
GluProlLeuArghAsnAlaAlaleuValIlleSerAsplysIlelleAlaFPheValGlySer
GluAlahspIleProlLysLysTyrLevArgSerThrGlnSerThrHisArgValProVal
LeuMetProGlyLeuTrpAspCysHisMet Hi sPheGlyGlyAspRsphAspTyrTyrisn
AspTyrThr3erGlylLeullaThrHisProAlaSerSerGlyRlaArgleuAlafrgGly
CysTrpGluAlaLeuGlnAsnGlyTyrThrSerTyrArgAspleuAlaGlyTyrGlyCys
GluValAlaLysAlallefsnAspGlyThrIleValGlyProfAsnValTyrSerserzly
AlaiklaleuSerGlnThrAlaGlyHisGlyAspllePheAlaleuProAlaGlyGluval
LeuGlySerTyrGlyValMetAsnProArgProGlyTyrTrpGlyAlaGlyProLeulCys
IleflabespGlyValGluGluValArgargAlaValArgleuGlnlledrgArgGlyAla
LysValllelLysValMetAlaSerGlyGlyValMet SerArghsphAsphsnProAsnPhe
AlaGlnPheSerProGluGluleulysVallleValGluGlualaAlaArgGlnAsnArg
IlevValSerAlaHisvValHisGlyLyshlaGlyIleMetAlanlallelyshlaGlyCys
LysSerlLeuGluHisvValSerTyrAlafspGluGluvalTrpGluLeuMetLysGluLys
GlyIleLeuTyrValAlaThrArgSerVallleGluIlePheleuRlaSerAsnGlyGlu
GlyLeuValLysGluSerTrpalalysLeuGlnAlaLeudlafAspSerHisLeulysila
TyrGlnGlyAlallelysAlaGlyValThrIleAlaleuGlyThrAspThralaProGly
GlyProThrAlaleuGluleuGlnPheAlaValGluArgGlyGlyMet ThrProLeulGlu
ARlallelysAlaAlaThrAlaldsnAlaProleuSerValGlyProGlnAlaProLeuThr
GlyGlnleuArgGluGlyTyrGlualadspVallleAlaleuGluGluAsnProLeuGlu
AspllelysValPheGlnGluProlysAlaValThrHisVallrpLysGlyGlyLysLleu
PhelysGlyProGlyIlleGlyProTrpGlyGlulAsphlairghisnProPheleu

SEQ ID NO. 4
5 Amidasa 2 A. niger + c-terminal 6H

MVRRIASATPMVQSPMSPLGTTYCVRPNPVSLNLOQRRPLVIASTDEAKVTIIYAGLLIPGDGE
PLRNAALVISDKITIAFVGSEADIPKKYLRSTQSTHRVPVLMPGLWDCHMHEF GGDDDYYNDYTS
GLATHPASSGARLARGCWEALQNGYTSYRDLAGYGCEVAKAINDGTIVGPNVYSSGAALSQTA
GHGDIFALPAGEVLGSYGVMNPRPGYWGAGPLCIADGVEEVRRAVRLQIRRGAKVIKVMASGG
VMSRDDNPNFAQFSPEELKVIVEEAARQNRIVSAHVHGKAGIMAATKAGCKSLEHVSYADEEV
WELMKEKGILYVATRSVIEIFLASNGEGLVKESWAKLOALADSHLKAYQGATIKAGVTIALGTD
TAPGGPTALELQFAVERGGMTPLEATKAATANAPLSVGPQAPLTGQLREGYEADVIALEENPL
EDIKVEFQEPKAVTHVWKGGKLFKGPGIGPWGEDARNPFLHHHHHH
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SEQID NO. 5

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: homélogo putativo de la amidasa 2, Longitud: 420, Organismo:
Aspergillus niger

MetHisArgProLeuThrAspSerThrPheTyraArglleAsnAlaAsplleleullePro
GlyArgGlyAlaProIleAlaArgGlyAlaValValTrpLysSerLysThrIleLeulyr
SerGlyProGlnHisGluValProValGluTyrGlnAspAlaValThrThrHisValPro
ValAlaMetProGlyMet TrpAspCysHisIleHisPheLeuGlyAlaThrAlaAlaThr
MetAspSerIleValAsnThrProGlnAlaLeuAlaGlyAlaArgSerValProTyrLeu
TyrAlaThrIleIleAlaGlyPheThrServValArgGluValGlyGlyTyrGlyCysGlu
LeuAlalysValIleAspGluGlyArgIlleProGlyProThrIleTyrGlyAlaHisSer
AlaIleSerMetThrAlaGlyHisGlyAspValHisGlyValAsnProGluGlyLeuArg
AspLeuCysThrHisGlyLeuProlLeuThrIleAlaAspGlyValProGluCysLeuGln
AlavValArgLysGlnLeuArgHisGlyAlaArgIleIleLysValCysAlaSerGlyGly
ValValSerAlalleAspAspProGlnHisGlnGluPheSerPheGluGluleulysAla
IleValAspGluAlaAlaArgAlaArgArgValValAlaAlaHisCysHisGlyLysAla
GlyIleMetAsnAlaLeuArgAlaGlyCysArgThrIleGluHisGlySerTyrLeuAsp
GluGluAlaIleAspLeuMetLeuGlulLysGlyAlaMetLeuValAlaThrArgServal
IleGluSerGlyLeuAlaMetArgAspLeuPheThrProGlySerTyrGlnLysLeuleu
GluvalAlaAspThrHisLysArgAlaTyrGluLeuAlaValArgArgGlyValProIle
AlaleuGlyThrAspGlnPhelleSerSerAspAsnProAlaleuGlyTyrGlyArghAsn
GlyLysGluLeuValTyrAlaValAlaAlaGlyMetThrProLeuAlaAlalleGluAla
AlaThrAlaAsnGlyProLeuThrLeuGlyAspGlnAlaProlysSerGlyGlnLeuArg
GluGlyPheAspAlalAspIleIleAlaleuThrAlaAsnProlLeuGluAsnIleIlevVal

ValSerAspProLysAsnValThrHisValTrpArgTyrGlyLysLeuValLysSerAsn
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SEQID NO. 6

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: homélogo putativo de la amidasa 2, Longitud: 419, Organismo:
Asperqillus flavus

MetHisArgMetLeuThrAspAspArgLeuTyrArgValAspAlaAspLeulLeullePro
GlyLysGlyAspProIleProHisGlyAlaValValTrpGlnCysLysThrIleArgTyr
AlaGlyProArgSerGluValProAlaGluPheGlnGlyAlaThrThrThrHisValPro
ValvValMetProGlyMet TrpAspCysHisIleHisPheleuGlyAlaThrAlaAlaThr
MetAsnAlalleValAspThrProGlnAlalLeuAlaGlyAlaArgServValProAspLeu
HisAlaThrValMetAlaGlyPheThrSerValArgGluValGlyGlyTyrGlyCysAhAsp
LeudlalysAlavValGlyGluGlyArgIleProGlyProAsnIleTyrSerSerHisSer
AlaTlleSerMetThrAlaGlyHisGlyRAspValHisGlyValHigsArghspSerLeuleu
AspLeuCysAlaHisGlyLeuProLeuThrIleAlaAspGlyValProGluCysLeuleu
AlaValArgLysGlnLeuArgArgGlyAlaThrValIlelysValCysAlaSerGlyGly
ValValSerAlaTlleAspAspProGlnHisGlnGluPheSerPheGluGluLeulysila
IleValAspGluAlaAlaArgAlaArgArgValValAlaAlaHisCysHisGlyLysAla
GlyIleMetAsnAlaleulArgAlaGlyCysArgThrIleGluHisGlySerPheleuhAsp
GluGluAlavValGluLeuMetLysGluLysGlyAlaIleLeuValAlaThrArgServVal
IleGluSerGlyLeuAlaMetLysAspLeuPheThrProSerSerTyrGlnLysLeuleu
GluValAlaAspAlaHisArgLysAlaTyrGlnlLeuAlalIleSerArgGlyValThrIle
AlaleuGlyThrAspGlnPhelleSerSerAspAsnProMetIleGlyTyrGlyArgAsn
GlyHisGluValArgTyrAlaValAsphlaGlyLeuThrProlLeuAlaAlalleGluAla
AlaThralaAsnGlyProLeuThrLeuGlyTyrGlnAlaProGlnSerGlyGlnLeulys
GluGlyTyrAsphlaAspIleIleAlaValArgGluAsnProLeuGluAsnValAlavVal
LeuSerAsnSerLysAsnValThrHisValTrpArgGlyGlyMetLeuTllelLysSer

SEQID NO. 7

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: homélogo putativo de la amidasa 2, Longitud: 405, Organismo:
Talaromyces stipitatus

MetArgValArgLeulLysAlaSerIleLeulleProGlyArgGlyGluProIleGluAsn
GlyAlaLeulleIleAspGlyProLysIleAlaTrpValGlyGlnGlnSerAlallePro
ThrLysTyrGlnAspValAspPheGluTyrLeuProVallLeuMetProGlyLeuTrpAsp
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CysHisThrHisPheMetGlyLeuSerAspGluSerAspThrMetGlnAlaValPheGly
SerAlaAlaleuAlaGlyAlaTleAlaAlalysGluLeuGluThrAlalLeuMetAlaGly
PheThrThrIleArgGluValGlyGlyValAlaGlyGluIleTyrProAlaIleLysAsn
GlyThrIleValGlyProAsnValTyrSerSerIleGlyValleuGlyIleThrGlyGly
HisSerAspValHisAsnValProIleGluAlaValIleAlalysArgAsnGluGlyThr
PhevalvalCysAspGlyValSerAspCysIleLysThrValArgMetMetValArgArg
GlyAlaThrLeulleLysIleCysAlaThrGlyGlyValGlySerLeuLeuAspAspPro
GluAspAlaGlnPheSerProGluGlullelLysAlaIleValAspGluAlaAlaArgSer
LysArgIleValAlaAlaHisCysHisGlyLysGluGlyIleMetAsnAlaLeuHisAla
GlyValHisThrIleGluHisGlySerTyrLeuAspGluGluvValAlaAlaLeuMetLys
GlulLysLysAlalLeuPheValSerThrArgLeulleIleGluGluGlyLeulLysAsnPro
LysLeuTrpProProSerSerTyrArgLysLeuThrLysIleSerGluAlaHisLysLys
AlaTyrAlaleuAlaVallysSerGlyVallLysIleVallLeuGlyThrAspTrpThrAla
GlyGluAsnGlyLysGluLeuAlaTyrAlaValGluAlaGlyMetSerProLeuGluAla
IleGluAlaSerThrAlaArgCysProGluThrLeuGlySerHisPheAlaProlLeuSer
GlyGlnLeuLysGluGlyTyrGlyAlaAspValIleAlaValAlaSerAsnProLeuAsp
AspIlelysVallLeuGlyGluProLysAsnIleThrHisValTrpLysGlyGlyLysLeu
TyrLysGlyThrLeu

SEQID NO. 8

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: homdlogo putativo de la amidasa 2, Longitud: 440, Organismo:
Neurospora crassa

MetGlnIlelLysValThrLeuProAsnAspThrIleAsnArgAspSerValAspAspArg
AlaSerTyrHisGlyIleLeuAlaAspVallLeulleProGlyArgGlyGluProLeuLys
AsnGlyAlalLeuValVallLysAspServValIleGluTrpValGlyProSerAspGlulle
ProSerGluTyrSerSerIleArgValSerArgValProVallLeuMetProGlyMetTrp
AspValHisThrHisTyrGluGlyValGlyValAlaGlnGlyIleArgGluSerMetLys
ProPhelLeuProGlyThrAlaThrLeuIleGlyAlaValIleValAspAspMetArgArg
ThrLeuMetAlaGlyPheThrSerIleArgGluLeuGlyGlyTyrAlaGlyAspValAla
ProAlalleAspMetGlyAlaIleValGlyProHisValTyrAlaAlaMetSerLeulLeu
SerIleThrGlyGlyHisGlyAspLeuHisAspValProLeuArgThrValLeuAspAla
CysAlaAsnGlySerSerSerCysPhelLeuCysAspGlyValAspGlyCysIleAsnAla
ValArgGlnGlnIleArgArgGlyAlaLysValIlelysValCysSerThrGlyGlyVal
LeuSerLeulAsnAspGlnProGluAspThrGlnPheSerAlaGluGlulLeuArgAlalle
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ValGlnGluAlalLysArgSerSerArgValValAlaAlaHisAlaHisGlyLysProGly
IleMetAlaAlaleuAspAlaGlyVallysSerIleGluHisGlySerPhelLeuAspGlu
GluValAlaAlalysMetLysGluLysAspAlallelLeuValProThrArgHisvValval
GluGlyMetAlaAlaAsnAsnAspAspLeuAspProArgGlnArgAlaLysLeuGluArg
ThrMetGlnLeuSerArgAspSerIlelLysLeuAlaHisArgMetGlyValLysIleAla
LeuGlyThrAspThrPheArgSerAspLysAsnHisAlaValAlaHisGlyLysAsnAla
MetGluLeuArgTyrAlaIleGluAlaGlyMetThrProLeuGlnAlaIleGluMetAla
ThrAlaThrProProGluThrLeuGlyProGlnAlaArgLysSerGlyGlnLeuLysAla
GlyTyrAspAlaAspLeulleAlaIlleSerSerAsnProLeuGluAspIleGlulIleleu
IleAspProAspAsnIleThrHisValTrpLysGlyGlyValLeuPhelLysCysProGln
SEQID NO. 9
Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: homélogo putativo de la amidasa 2, Longitud: 413, Organismo:
treptomyces roseosporus
MetGluHisArgIleAspAlaAspleuLeulleProGlyAlaGlyGluProThrValAsn
GlySerValValHisAlaAspGlyArgIlleArgPheAlaGlyProThrAlaGluLeuPro
ArgGluHisArgAlaleuGluProThrArgValAlaThrLeuleuProGlyLeuTrpAsp
CysHisValHisPheAlaGlyIlehArgGlyArgValSerThrGluGluLeuMetLeuThr
ProGluThrLeuAlaValValArgSerValLysAspAlaGluThrAlaleuArgAlaGly
PheThrSerValArgAspMetGlyGlyHisGlyCysValleuAlaGluAlavValArgGlu
GlyThrPheThrGlyProAsnllelyrSerAlaAsnGlnvallleGlyGlnThrGlyGly
HisSerAspAlaHisArgLeuProTyrArgTrpValThrAspProCysArgSerGlyGly
ThrLeuArgIleAlaAspGlyValAspGluCysValArgAlavValArgLeuGlnLeuArg
AlaGlyAlaGluLeuIleLysIleCysThrSerGlyGlyValleuSerGluvValAspAsn
ProValHisGInGlnTyrArgSerGluGluLeuAsnAlaTlleValThrGluAlaAlalArg
AlaAspArgValValAlaAlaHisCysHisGlyArgAlaGlyTIleLeuAlaAlalleAsp
AlaGlyCysHisThrValGluHisGlyThrGlulleAspGluArgThrAlaAspLeuMet
AlaGluArgGlyMetThrLeuValProThrArgThrIleTyrGluAlaPheArgGlnAsp
ValalaAlaleuProProRlaTrpArgAspArgPheRlaleuMetAlaGluArgHisLeu
ThralaTleGlyIleAlaHisArghAlaGlyValThrIleAlaleuGlyThrAspLeuGly
ThrSerAspArgGlyGlyProlLeuSerTrpGlyGlyHisGlySerGluPheAlaHisLeu
ValSerAlaGlyLeuSerProLeuGluAlalleLysAlaAlaThrAlaHisGlyProGly
ThrLeuGlyProArgAlaProArgSerGlyArgLeuGluAlaGlyTyrAspAlalispLeu
LeuAlaValAspGlyAsnProLeuAlaAspIleThrVallLeuAlalAspProAspArgIle
ThrArgValTrpLysSerGlyGluProValProSerGly
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SEQ ID NO. 10

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: homélogo putativo de la amidasa 2, Longitud: 407, Organismo:
Thermotoga lettingae

GluSeraAlaValPheTleGluGlyAlaArgTlelLeuAlavValGluLysTlelLysArgSer
GlnIleProSerGlyPheThrGlnIleAspleuGlnGlyArgTyrLeuMetProGlyLeu
IleAspAlaHisLeuHisLeuAlaGlyMetArgSerGlyAspMetVallysGluHisLeu
LeuThrProTyrGluThrLeuValAlaArgThrValThrAsplLeulysSerLeulleGlu
AlaGlyPheThrThrvalValAspAlaGlyGlySerIleAlalleAsnLeulLysLysAla
I1leGInGluGlyThrIleAlaGlyProArgIleValAlarlaGlyHisSerLeuSerGln
ThrPheGlyHisGlyAspGluHisPheleuProlleAspTyrValAspProArgThrSer
LysPhelysGlyGlyPheGly3erLeulleCysAspGlyValAlaGluCysIlelysAla
AlaArgTyrAlaleuArgCysGlyAlaAspPheIlelysIleMetAlaThrGlyGlyVval
LeuSerGluArgAspArgProGluTyrThrGlnPheThrvalGluGlulleLysAlalle
ValGluGluAlaAsnHisAlaArgLysPheValHisAlaHisAlaGlnGlyLysAspGly
IleMetAsnAlaLeulLeuGlyGlyVallLysValIlleAlaHisAlalleTyrIleAspAsp
GluSerCysLysLeuAlaLysGluLysAsnAlalleIleValProThrLeuSerIleVal
GluHisLeulleIleHisGlyLysGlnIleGlyAlaProGluTrpGlyLeuArgLysSer
GluGluvValTyrLysIleHisValGluAsnIleLysLysAlaTyrGluHisGlyValLys
IleAlaAlaGlyThrAspPheIleGlyGlyThrLysAlaPhelysHisGlyGluAsnAla
LeuGluIleLeuleulLeuValAspLysIleGlyMetLysProGluGlnAlaLeuleuSer
AlaThrlysValAlaAlaGluAlaAlaGlyLeuSerGlnLeuValGlySerIleAspLys
GlyLysLeuAlaAspLeuLeulleValGluAspAsnProlLeuSerhAsnVallLysIleLeu
MetAspHisSerLysIleSerAlaValPheLysGluGlyIleLeuPhelysAspLysIle
GlyLeuGluLysTyrPhelAsn

SEQ ID NO. 11

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: homélogo putativo de la amidasa 2, Longitud: 408, Organismo:
Salinispora arenicola

MetIleGluCysIleGluAlaAspGlnLeulIleProGlyArgGlyGluProvalAlaAsn
AlaValValValLeuGluAspAlaThrIleArgTyrAlaGlyProAlaGluHisAlaPro
LysValAlaGluAlaArgArgSerArgAlaHisThrValLeuProGlyLeuTrpAspSer
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HisValHisPheMetGlyLeuArgSeraAlaAspValGlyIleLeuProGlnGluProval
AlaLeuArgAlaAlaArgThrValAlalAspLeuArgAlaAlaLeuAspAlaGlyPheThr
ServValArgGluvalGlyGlyLeuGlyLeuAspLleuAlaArgAlavValGluGluGlyThr
AlavValGlyProServalTyrAlaAlaGlyCysAlaleuSerThrThrGlyGlyHisGly
AspLeuHisSerTyrProlLeuAlaTrpMetGluGluPheAlaRArgHisGlyGlyGlulLeu
ArgLeulAlaAspGlyGluAlaGluCysValArgAlaValArgGluGlnLeuArgArgAsn
AlaLysVallIleLysValTyrAlaSerGlyGlyValleuSerGluValAspHisProIle
HisArgGlnPheThrAspArgGlulLeuArgAlalleValGluValAlaGlyLeuAlaAsp
ArgValValAlaAlaHisCysHisGlyLysProGlyMetMetAlaAlaIleGluAlaGly
ValArgThrIleGluHisGlyThrTyrLeuAspGluGluvalAlaAlaAlaMetArgGlu
ThrGlyAlaIleLeuValThrThraArgThrIleMetGlnGluLeulleAspSerArgAla
LeuProProTyrAlalLeulArglLysLeuGluSerIleValAspArgHisAlaGluAlalle
VallleAlaArgGluSerGlyValArglleAlaAlaGlyThrAspValAlaLeuThrGly
AlaGluLeuProAspSerTrpGlyArgAsnGlyArgGluLeuProLleuleuAlaGlulle
GlyPheSerProleuGluValIlleGluAlaAlaThrAlaAlaAlaProAlaThrLeuGly
ProGlnAlaProArgSerGlyGlnLeuValGluGlyTyrAspAlaAspVallleThrLeu
AspAlaAspProLeuAlaAsplleGlyValleuAlalLysProAlaHisIleThrGlyVal
TrpLysAlaGlyCysArgValAla

SEQ ID NO. 12.

Tipo de secuencia: Proteina; nombre de la proteina: pepAd2 (proteasa), Longitud: 480, Organismo: Aspergillus niger
MetHisLeuProGlnArgLeuValThrAlaAlaCysLeuCysAlaSerAlaThrAlaPhe
IleProTyrThrIleLysLeuAspThrSerAspAsplleSerAlaArgAspSerLeuAla
ArgArgPhelLeuProValProAsnProSerAspAlalLeuAlaAspAspSerThrSerSer
AlaSerAspGluSerLeuSerLeuAsnIlelysArglleProValArgArgAspAsnAsp
PhelysIleValValAlaGluThrProSerTrpSerAsnThrAlaAlaLeuAspGlnAsp
GlySerAspIleSerTyrIleSerValValAsnIleGlySerAspGlulLysSerMetTyr
MetLeuLeuAspThrGlyGlySerAspThrTrpValPheGlySerAsnCysThrSerThr
ProCysThrMetHisAsnThrPheGlySerAspAspSerSerThrLeuGluMetThrSer
GluGluTrpSerValGlyTyrGlyThrGlySerValSerGlyLeulLeuGlyLysAspLys
LeuThrIleAlaAsnValThrValArgMetThrPheGlyLeuAlaSerAsnAlaSerAsp
AsnPheGluSerTyrProMetAspGlyIlelLeuGlyLeuGlyArgThrAsnAspSerSer
TyrAspAsnProThrPheMetAspAlaValAlaGluSerAsnValPhelysSerAsnlle
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ValGlyPheAlaleuSerArgSerProAlalysAspGlyThrValSerPheGlyThrThr
AspLysAspLysTyrThrGlyAspIleThrTyrThrAspThrvValGlySerAspSerTyr
TrpArgIleProValAspAspValTyrValGlyGlyThrSerCysAspPheSerAsnLys
SerAlalleIleAspThrGlyThrSerTyrAlaMetLeuProSerSerAspSerLysThr
LeuHisSerLeulleProGlyAlaLysSerSerGlySerTyrHisIleIleProCysAsn
ThrThrThrLysLeuGlnValAlaPheSerGlyValAsnTyrThrIleSerProLysAsp
TyrValGlyAlaThrSerGlySerGlyCysValSerAsnIleIleSerTyrAspLeuPhe
GlyAspAspIleTrpLeuleuGlyAspThrPhelLeulysAsnValTyrAlaValPheAsp
TyrAspGluLeuArgValGlyPheAlaGluArgSerSerAsnThrThrSerAlaSerAsn
SerThrSerSerGlyThrSerSerThrSerGlySerThrThrThrGlySerSerThrThr
ThrThrSerSerAlaSerSerSerSerSerSerAspAlaGluSerGlySerSerMetThr
IleProAlaProGlnTyrPhePheSerAlaleuAlalleAlaSerPheMetLeuTrpLeu
SEQ ID NO:13

Organismo Glomerella graminicola M1.001 (hongo), 472aa

1
61
121
181
241
301
361
421

mggsfrpnya
slpseyadsp
rgcwlalgrg
dvllnlgvsg
nyaqgfsaael
ekgivyiatr
pgynmatele
edvkvlgkvd

SEQ ID NO:14

dgpeppfspt
hrsytvpylm
vtslrdvagl
itpghfgtha
etiveeatrq
ivvhlllstg
caveagmsnl
nvgwvwkggk

kkttlviikt
pglwdchahf
gcevsraied
tmivdgvdec
nrvvaahvhg
gkglpptvwe
eaikaatang
1fkgpgvgpw

sllipgdgep
ggespnddgg
gsivgpnvys
rravrlgirr
kagilaaina
kaklvaknhm
plsvgggapk
geepgvwedi

Organismo Metarhizium anisopliae ARSEF 23. 485aa,

1
61
121
181
241
301
361
421
481

ntrrviphse
kllipgdgep
agsngereae
dgviigpniy
crrgvrlgir
gkpgilgave
ekaklvgths
gpltvaggap
wgeel

saesvddagh
ikdaalvvkn
egstglsfla
sagaclsgla
rgakcikvma
agvtsvehvs
legykkaika
ltgglkagye

vsgriystgf
kiidwvgrga
dhpttagarl
ghgdvfalpa
sggvlsrddn
fadgecidli
gctialgtdt
admigvcdnp

giavrtggpqg
dlpneytekp
argcwdaigr
gdallnlgla
plyvagfsree
kdrgtifvgt
epgfnmaiel
vedvkvlgkk

lkdgalviss
ndpygvfite
sgsglsglag
gakcikvmas
gvttlehasft
tayvkmaiesg
tgglkvgyea
tgvsrlrctt

sqgdddaetgv
hklhnvpylm
gytsmrdlag
svkaggfgag
ldtivseakr
rtivnlllds
gyaveagmss
snigwvwkgg

kviawvgpgs
hpaasgarlt
hgdifslpag
ggvmsrddnp
adrecidlik
vgialgtdtg
dvigllgnpv
gy

kkviytivmt
pglwdchvhf
fgceiskaie
msclvdgvde
mertvaahvh
kgegmpkkmw
leaikaatan
klfkgpgigp

SEQ ID NO:15
Amidohidrolasa de A. oryzae

Mhrmltddrlyrvdadllipgkgdpiphgavvwgcktiryagprsgvptefggattthvpvvmpgmwde

hihflgataatmnaivdtpgalagarsvpdlhatvmagftsvrevggygcdlakavgegripgpniyss

hsaismtaghgdvhgvhrdslldlcahglpltiadgvpecllavrkglrrgakvikvcasggvvsaidd
pahgefsfeelkaivdeaararrvvaahchgkagimnalragcrtiehgsfldeeavglmkekgailva
trsviesglamkdlftpssygkllavadahrkayglaisrgvtialgtdgfissdnpmigygrnghevr
vavdagltplaaieaatangpltlgygapgsgglkegydadiiavrenplenvavlsnsknvthvwrgg

mliks
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5

10

15

20

25

SEQ ID NO:16

ES 2664 178 T3

Carboxipeptidasa A bovina (419 aa). Acceso: NP_777175. Producto de Sigma no. C0261.

1

61

121

181

241

301

361

mggllilsvl
spidvrvpip
tyhtldeiyd
rewitgatgv
svtssslcvg
aflsihsysg

sggsidwsyn

lgaalgkedf vghgvlrita adeaevgtvk eledlehlgl dfwrgpggpg

slgavkvile
frndllvaehp
wifakkftedy
vdanrnwdag

11llypygytt

ggikysftfe

ahgiryrimi
glvsklgigr
ggdpsftail
fgkagasssp
gsipdkteln

lrdtgrygfl

edvgslldee
syegrpiyvl
cdsmdifleiv
csetyhgkya
gvaksaveal

lpasgiipta

gegmfasgsr
kfstggsnrp
tnpdgfafth
nsevevksiv
kslygtsyky

getwlgvlti

arstntfnva
aiwidlgihs
ganrlwrktr
dfvkdhgnfk
gsiittivga

mehtlnnly

SEQ ID NO:17

Carboxipeptidasa Y de levadura de panaderia (Saccharomyces cerevisiae), 532 aa, Acceso: EDV11788. Producto
de Sigma no. C3888.

1

61

121

181

241

301

361

421

481

mkaftsllcg
awagiehlyp
idpnvtgytg
sigpdlkpig
fpeyvnkggd
pracgeggep
rtgrnvydir
gdwmkpyhta

tasitdevag

lglsttlaka
ngvms letst
yldvededkh
npyswnsnat
fhiagesyag
svlpseecsa
kdceggnlcy
vtdllngdlp

evksykhfty

islgrplgld
kpkfpeaikt
fffwtfesrn
vifldgpvnv
hyipvfasel
medslerclg
ptlgdiddyl
ilvyagdkdf

lrvfngghmv

kdvllgaaek
kkdwdfvvkn
dpakdpvilw
gfsysgssgv
lshkdrnfnl
liescydsgs
ngdyvkeavg
lcnwlgnkaw

pfdvpenals

fglnldldhl
daienyglrv
Ilnggpgcssl
sntvaagkdwv
tsvlignglt
vwscvpatiy
aevdhyescn
tdvlpwkyde

nvnewihggf

lkeldsnvld
nkikdpkilg
tglffelgps
ynflelffdg
dpltgynyye
cnnaglapyg
fdinrnflfa
efasgkvrnw
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<210> 1

<211> 480

<212> PRT
<213> Aspergillus niger

<400> 1

Met Val Arg Arg Ile Ala Ser Ala Thr Pro Met Val Gln Ser Pro Met
1 5 10 15

Ser Pro Leu Gly Thr Thr Tyr Cys Val Arg Pro Asn Pro Val Ser Leu
20 25 30

Asn Leu Gln Arg Arg Pro Leu Val Ile Ala Ser Thr Asp Glu Ala Lys
35 40 45

Val Thr Ile Ile Tyr Ala Gly Leu Leu Ile Pro Gly Asp Gly Glu Pro
50 55 60

Leu Arg Asn Ala Ala Leu Val Ile Ser Asp Lys Ile Ile Ala Phe Val
65 70 75 80

Gly Ser Glu Ala Asp Ile Pro Lys Lys Tyr Leu Arg Ser Thr Gln Ser
85 90 95

Thr His Arg Val Pro Val Leu Met Pro Gly Leu Trp Asp Cys His Met
100 105 110

His Phe Gly Gly Asp Asp Asp Tyr Tyr Asn Asp Tyr Thr Ser Gly Leu
115 120 125

Ala Thr His Pro Ala Ser Ser Gly Ala Arg Leu Ala Arg Gly Cys Trp
130 135 140

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

Asn

Asp

Met

Asp

225

Gly

Ile

His

Leu

305

Glu

Leu

Gln

Ala

Thr

385

Leu

Pro

Cys

Val

Ile

Asn

210

Gly

Ala

Asp

Val

Gly

290

Glu

Lys

Ala

Ala

Gly

370

Ala

Glu

Gln

Glu

Tyr

Phe

195

Pro

Val

Lys

Asn

Glu

275

Lys

His

Gly

Ser

Leu

355

vVal

Leu

Ala

Ala

Val

Ser

180

Ala

Arg

Glu

val

Pro

260

Glu

Ala

val

Ile

Asn

340

Ala

Thr

Glu

Ile

Pro

Ala

165

Ser

Leu

Pro

Glu

Ile

245

Asn

Ala

Gly

Ser

Leu

325

Gly

Asp

Ile

Leu

Lys

405

Leu

Lys

Gly

Pro

Gly

Val

230

Lys

Phe

Ala

Ile

Tyr

310

Tyr

Glu

Ser

Ala

Gln

390

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Tyr

215

Arg

val

Ala

Arg

Met

295

Ala

Val

Gly

His

Leu

375

Phe

Ala

Gly

ES 2664 178 T3

Ile

Ala

Gly

200

Trp

Arg

Met

Gln

Gln

280

Ala

Asp

Ala

Leu

Leu

360

Gly

Ala

Thr

Gln

Asn

Leu

185

Glu

Gly

Ala

Ala

Phe

265

Asn

Ala

Glu

Thr

Val

345

Lys

Thr

Val

Ala

Leu

Asp

170

Ser

val

Ala

Val

Ser

250

Ser

Arg

Ile

Glu

Arg

330

Lys

Ala

Asp

Glu

Asn

410

Arg

Gly

Gln

Leu

Gly

Arg

235

Gly

Pro

Ile

Lys

val

315

Ser

Glu

Tyr

Thr

Arg

395

Ala

Glu

49

Thr

Thr

Gly

Pro

220

Leu

Gly

Glu

val

Ala
300

Trp

Val

Ser

Gln

Ala

380

Gly

Pro

Gly

Ile

Ala

Ser

205

Leu

Gln

Vval

Glu

Ser

285

Gly

Glu

Ile

Trp

Gly

365

Pro

Gly

Leu

Tyr

val

Gly

190

Tyr

Cys

Ile

Met

Leu

270

Ala

Cys

Glu

Ala

350

Ala

Gly

Met

Ser

Glu

Gly

175

His

Gly

Ile

Arg

Ser

255

Lys

His

Lys

Met

Ile

335

Lys

Ile

Gly

Thr

Val

415

Ala

Pro

Gly

vVal

Ala

Arg

240

Arg

Val

Val

Ser

Lys

320

Phe

Leu

Lys

Pro

Pro

400

Gly

Asp



ES 2664 178 T3

420 425 430

Val Ile Ala Leu Glu Glu Asn Pro Leu Glu Asp Ile Lys Val Phe Gln
435 440 445

Glu Pro Lys Ala Val Thr His Val Trp Lys Gly Gly Lys Leu Phe Lys
450 455 460

Gly Pro Gly Ile Gly Pro Trp Gly Glu Asp Ala Arg Asn Pro Phe Leu
465 470 475 480

<210> 2

<211> 1443

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 2
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atggtcecgee
acaacatact
atcgecatcaa
gacggagaac
ggatccgaag
ccegtgetea
tacaacgatt
cgtggttget
gggtgcgagg
tctggegetg
gaagtactgg
ctatgtatcg
ggtgcaaagg
aactttgcac
aaccggateg
ggctgcaaga
gagaagggaa
ggagaggggt
aaagcttatc
cceggtggte
ttggaggceca

ttgacgggte

ttggaggaca
aaactgttca

tag

<210> 3

<211> 438
<212> PRT
<213>

<400> 3

gaattgette
gegteegtee
cagacgaggc
ctetgegeaa
ccgacatccc
tgectggttt
atacatctgg
gggaagcatt
togeaaagge
cactcagtca
ggagttatgg
ccgatggegt
ttatcaaagt
agttctctece
tttetgeaca
gtctggageca
ttttgtatgt
tggtgaaaga
agggagctat
ctaccgeact
teaaageege

agcttcgega

tcaaagtctt

aaggtccagg

Aspergillus niger

ES 2664 178 T3

agctacacct
taatcctgtt
caaggtcact
tgctgceceta
taagaaatac
gtgggattge
tetggecact
gcagaatggg
gatcaatgat
gacagctgga
agtaatgaac
agaggaggtc
gatggeoetcet
agaagaactg
tgtgecatgge
tgtgtcttat
ggccacacgc
gtcgtgggee
taaggcgggt
tgagttgceag
aactgcgaac

ggggtatgag

tcaggageccg

tattggtceg

atggtgcaat
tcactgaatce
ataatatatg
gtcatcagcg
ctcecggtceca
cacatgeatt
catccagcat
tatacatcct
ggcactatcg
cacggcgata
acacgecctyg
cgacgagcag
gggggtgtca
aaggtgatag
aaggcgggga
gctgacgagg
tcggttattg
aagttgcagg
gttaccattg
tttgeegteg
gctecectgt

gcagatgtga

aaggcagtta

tggggagaag

51

cgceccatgte
ttcaaagaag
ccggactatt
ataagatcat
cgcagtctac
ttggcgggga
catcaggtge
accgcgacct
ttggtccaaa
tettegetet
ggtactgggg
tgaggttgea
tgtcgegaga
tggaagaggce
ttatggetge
aggtctggga
aaatctttct
ccettgeega
cgttgggaac
agagaggagyg
cagttggtecc

ttgegttygga

cccacgtctg

atgcacgtaa

gccattggge
acctctegtg
aatcecctgge
cgegttegtt
tcatcgtgtc
tgacgattat
tegactagec
agccggatac
cgtgtacteg
tccagecaggce
ggcagggceg
gatccgtege
cgataatccc
ggctcgacag
tatcaaagca
gctecatgaaa
ggctagtaat
ttecgeatttg
ggataccgec
tatgacgeceg
acaagcaccg

ggagaatcca

gaagggaggyg

tecttttetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1443



Ser

Pro

Lys

Leu

Leu

65

Asp

Leu

Gly

Gln

145

Leu

Gly

Arg

Thr

Gly

Ile

Arg

50

Trp

Tyr

Ala

Asp

Thr

130

Thr

Gly

Pro

Leu

Asp

Asp

Ile

35

Ser

Asp

Thr

Arg

Leu

115

Ile

Ala

Ser

Leu

Gln
195

Glu

Gly

20

Ala

Thr

Cys

Ser

Gly

100

Ala

Val

Gly

Tyr

Cys

180

Ile

Glu

Fhe

Gln

His

Gly

85

Cys

Gly

Gly

His

Gly

165

Ile

Arg

Lys

Pro

Val

Ser

Met

70

Leu

Trp

Tyr

Pro

Gly

150

Val

Ala

Arg

Val

Leu

Gly

Thr

55

His

Ala

Glu

Gly

Asn

135

Asp

Met

Asp

Gly

ES 2664 178 T3

Thr

Arg

Ser

40

His

Fhe

Thr

Ala

Cys

120

Val

Ile

Asn

Gly

Ala
200

Ile

Asn

25

Glu

Arg

Gly

His

Leu

105

Glu

Tyr

Phe

Pro

Vval

185

Lys

Ile

10

Ala

Ala

Val

Gly

Pro

80

Gln

Vval

Ser

Ala

Arg

170

Glu

Val

Tyr

Ala

Asp

Pro

Asp

75

Ala

Asn

Ala

Ser

Leu

155

Pro

Glu

Ile

52

Ala

Leu

Ile

Vval

60

Asp

Ser

Gly

Lys

Gly

140

Pro

Gly

val

Lys

Gly

val

Pro

45

Leu

Asp

Ser

Tyr

Ala

125

Ala

Ala

Tyr

Arg

val
205

Leu

Ile

30

Lys

Met

Tyr

Gly

Thr

110

Ile

Ala

Gly

Trp

Arg

190

Met

Leu

15

Ser

Lys

Pro

Tyr

Ala

g5

Ser

Asn

Leu

Glu

Gly

175

Ala

Ala

Ile

Asp

Tyr

Gly

Asn

80

Arg

Tyr

Asp

Ser

Val

160

Ala

val

Ser



Gly

Pro
225

Ile

Lys

Val

Ser

Glu

305

Tyr

Thr

Arg

Ala

Glu

385

Asp

Gly

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly

210

Glu

val

Ala

Trp

vVal

290

Ser

Gln

Ala

Gly

Pro

370

Gly

Ile

Gly

Arg

4

val

Glu

Ser

Gly

Glu

275

Ile

Trp

Gly

Pro

Gly

355

Leu

Tyr

Lys

Lys

Asn
435

486
PRT
Aspergillus niger

4

Met

Leu

Ala

Cys

260

Leu

Glu

Ala

Ala

Gly

340

Met

Ser

Glu

vVal

Leu

420

Pro

Ser

Lys

His

245

Lys

Met

Ile

Lys

Ile

325

Gly

Thr

vVal

Ala

Phe

405

Phe

Phe

Arg

val

230

vVal

Ser

Lys

Phe

Leu

310

Lys

Pro

Pro

Gly

Asp

390

Gln

Lys

Leu

Asp

215

Ile

His

Leu

Glu

Leu

295

Gln

Ala

Thr

Leu

Pro

375

val

Glu

Gly
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Asp

Val

Gly

Glu

Lys

280

Ala

Ala

Gly

Ala

Glu

360

Gln

Ile

Pro

Pro

Asn

Glu

Lys

His

265

Gly

Ser

Leu

Val

Leu

345

Ala

Ala

Ala

Lys

Gly
425

Pro

Glu

Ala

250

vVal

Ile

Asn

Ala

Thr

330

Glu

Ile

Pro

Leu

Ala

410

Ile

Asn

Ala

235

Gly

Ser

Leu

Gly

Asp

315

Ile

Leu

Lys

Leu

Glu

395

Val

Gly

53

Phe

220

Ala

Ile

Tyr

Tyr

Glu

300

Ser

Ala

Gln

Ala

Thr

380

Glu

Thr

Pro

Ala

Arg

Met

Ala

Val

285

Gly

His

Leu

Phe

Ala

365

Gly

Asn

His

Trp

Gln

Gln

Ala

Asp

270

Ala

Leu

Leu

Gly

Ala

350

Thr

Gln

Pro

val

Gly
430

Phe

Asn

Ala

255

Glu

Thr

Val

Lys

Thr

335

val

Ala

Leu

Leu

Trp

415

Glu

Ser

Arg

240

Ile

Glu

Arg

Lys

Ala

320

Asp

Glu

Asn

Arg

Glu

400

Lys

Asp



Met

Ser

Asn

val

Leu

65

Gly

Thr

His

Ala

Glu

145

Gly

Asn

Met

Asp
225

Gly

Vval

Pro

Leu

Thr

50

Arg

Ser

His

Phe

Thr

130

Ala

Cys

Val

Ile

Asn

210

Gly

Ala

Arg

Leu

Gln

35

Ile

Asn

Glu

Arg

Gly

115

His

Leu

Glu

Tyr

Phe

195

Pro

val

Lys

Arg

Gly

20

Arg

Ile

Ala

Ala

Val

100

Gly

Pro

Gln

Vval

Ser

180

Ala

Arg

Glu

Vval

Ile

Thr

Arg

Tyr

Ala

Asp

Pro

Asp

Ala

Asn

Ala

165

Ser

Leu

Pro

Glu

Ile
245

Ala

Thr

Pro

Ala

Leu

70

Ile

Val

Asp

Ser

Gly

150

Lys

Gly

Pro

Gly

val

230

Lys

Ser

Tyr

Leu

Gly

Vval

Pro

Leu

Asp

Ser

135

Tyr

Ala

Ala

Ala

Tyr

215

Arg

val
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Ala

Cys

Val

40

Leu

Ile

Lys

Met

Tyr

120

Gly

Thr

Ile

Ala

Gly

200

Trp

Arg

Met

Thr

val

25

Ile

Ser

Lys

Pro

105

Tyr

Ala

Ser

Asn

Leu

185

Glu

Gly

Ala

Ala

Pro

10

Arg

Ala

Ile

Asp

Tyr

20

Gly

Asn

Arg

Tyr

Asp

170

Ser

val

Ala

val

Ser
250

Met

Pro

Ser

Pro

Lys

75

Leu

Leu

Asp

Leu

Arg

155

Gly

Gln

Leu

Gly

Arg

235

Gly

54

Val

Asn

Thr

Gly

Ile

Arg

Trp

Tyr

Ala

140

Asp

Thr

Thr

Gly

Pro

220

Leu

Gly

Gln

Pro

Asp

45

Asp

Ile

Ser

Asp

Thr

125

Arg

Leu

Ile

Ala

Ser

205

Leu

Gln

val

Ser

val

30

Glu

Gly

Ala

Thr

Cys

110

Ser

Gly

Ala

Val

Gly

190

Tyr

Cys

Ile

Met

Pro

15

Ser

Ala

Glu

Phe

Gln

95

His

Gly

Cys

Gly

Gly

175

His

Gly

Ile

Arg

Ser
255

Met

Leu

Lys

Pro

val

80

Ser

Met

Leu

Trp

Tyr

160

Pro

Gly

val

Ala

Arg

240

Arg



Asp

Ile

His

Leu

305

Glu

Leu

Gln

Ala

Thr
385

Leu

Pro

Val

Glu

Gly
465

His

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp

Val

Gly

290

Glu

Lys

Ala

Ala

Gly

370

Ala

Glu

Gln

Ile

Pro

450

Pro

His

5

Asn

Glu

275

Lys

His

Gly

Ser

Leu

355

vVal

Leu

Ala

Ala

Ala

435

Lys

Gly

His

420
PRT
Aspergillus niger

5

Pro

260

Glu

Ala

val

Ile

Asn

340

Ala

Thr

Glu

Ile

Pro

420

Leu

Ala

Ile

His

Asn

Ala

Gly

Ser

Leu

325

Gly

Asp

Ile

Leu

Lys

405

Leu

Glu

val

Gly

His
485

Phe

Ala

Ile

Tyr

310

Tyr

Glu

Ser

Ala

Gln

390

Ala

Thr

Glu

Thr

Pro

470

His

Ala

Arg

Met

295

Ala

val

Gly

His

Leu

375

Phe

Ala

Gly

Asn

His

455

Trp
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Gln

Gln

280

Ala

Asp

Ala

Leu

Leu

360

Gly

Ala

Thr

Gln

Pro

440

val

Gly

Phe

265

Asn

Ala

Glu

Thr

Val

345

Lys

Thr

val

Ala

Leu

425

Leu

Trp

Glu

Ser

Arg

Ile

Glu

Arg

330

Lys

Ala

Asp

Glu

Asn

410

Arg

Glu

Lys

Asp

Pro

Ile

Lys

Val

315

Ser

Glu

Tyr

Thr

Arg

395

Ala

Glu

Asp

Gly

Ala
475

55

Glu

val

Ala

300

Trp

val

Ser

Gln

Ala

380

Gly

Pro

Gly

Ile

Gly

460

Arg

Glu

Ser

285

Gly

Glu

Ile

Trp

Gly

365

Pro

Gly

Leu

Tyr

Lys

445

Lys

Asn

Leu

270

Ala

Cys

Leu

Glu

Ala

350

Ala

Gly

Met

Ser

Glu

430

Val

Leu

Pro

Lys

His

Lys

Met

Ile

335

Lys

Ile

Gly

Thr

Val

415

Ala

Phe

Phe

Phe

vVal

Val

Ser

Lys

320

Phe

Leu

Lys

Pro

Pro

400

Gly

Asp

Gln

Lys

Leu
480



Met

Ile

Trp

Vval

Gly

€65

val

Glu

Arg

Thr

145

Asp

Glu

Tle

Gln

Ala

225

Gly

His

Leu

Lys

Glu

50

Met

Asp

Pro

vVal

Ile

130

Ala

Leu

Cys

Lys

His

210

Ala

Ile

Arg

Ile

Ser

35

Tyr

Trp

Ser

Tyr

Gly

115

Pro

Gly

Cys

Leu

Val

195

Gln

Arg

Met

Pro

Pro

20

Lys

Gln

Asp

Tle

Leu

100

Gly

Gly

His

Thr

Gln

180

Cys

Glu

Ala

Asn

Gly

Thr

Asp

Cys

Val

85

Tyr

Tyr

Pro

Gly

His

165

Ala

Ala

Phe

Arg

Ala

Thr

Arg

Ile

Ala

His

70

Asn

Ala

Gly

Thr

Asp

150

Gly

vVal

Ser

Ser

Arg
230

Asp

Gly

Leu

Val

55

Ile

Thr

Thr

Cys

Ile

135

Val

Leu

Arg

Gly

Phe

215

Val

Arg
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Ser

Ala

Tyr

40

Thr

His

Pro

Ile

Glu

120

Tyr

His

Pro

Lys

Gly

200

Glu

Val

Ala

Thr

Pro

25

Ser

Thr

Phe

Gln

Ile

105

Leu

Gly

Gly

Leu

Gln

185

Val

Glu

Ala

Gly

Phe

10

Ile

Gly

His

Leu

Ala

90

Ala

Ala

Ala

Val

Thr

170

Leu

Val

Leu

Ala

Cys

56

Tyr

Ala

Pro

val

Gly

75

Leu

Gly

Lys

His

Asn

155

Ile

Arg

Ser

Lys

His

235

Arg

Arg

Arg

Gln

Pro

60

Ala

Ala

Phe

Val

Ser

140

Pro

Ala

His

Ala

Ala

220

Cys

Thr

Ile

Gly

His

45

Vval

Thr

Gly

Thr

Ile

125

Ala

Glu

Asp

Gly

Tle

205

Ile

His

Ile

Asn

Ala

30

Glu

Ala

Ala

Ala

Ser

110

Asp

Ile

Gly

Gly

Ala

190

Asp

val

Gly

Glu

Ala

15

Val

Val

Met

Ala

Arg

vVal

Glu

Ser

Leu

val

175

Arg

Asp

Asp

Lys

His

Asp

Val

Pro

Pro

Thr

80

Ser

Arg

Gly

Met

Arg

160

Pro

Ile

Pro

Glu

Ala

240

Gly



Ser

Met

Asp

Thr
305

Ala

Tyr

Thr

Leu

Ala
385

Val

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr

Leu

Leu

290

His

Leu

Gly

Pro

Gly

370

Asp

Ser

Lys

6

Leu

vVal

275

Phe

Lys

Gly

Arg

Leu

355

Asp

Ile

Asp

Ser

419
PRT
Aspergillus flavus

6

Asp

260

Ala

Thr

Arg

Thr

Asn

340

Ala

Gln

Ile

Pro

Asn
420

245

Glu

Thr

Pro

Ala

Asp

325

Gly

Ala

Ala

Ala

Lys
405

Glu

Arg

Gly

Tyr

310

Gln

Lys

Ile

Pro

Leu

390

Asn

Ala

Ser

Ser

295

Glu

Phe

Glu

Glu

Lys

375

Thr

Val

Met His Arg Met Leu Thr Asp

1

5

Leu Leu Ile Pro Gly Lys Gly

Trp Gln Cys Lys Thr Ile Arg

35

20
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Ile

Val

280

Tyr

Leu

Ile

Leu

Ala

360

Ser

Ala

Thr

Asp

Asp

Tyr
40

250

Asp Leu
265

Ile Glu

Gln Lys

Ala Val

Ser Ser

330

Val Tyr

345

Ala Thr

Gly Gln

Asn Pro

His Val
410

Met

Ser

Leu

Arg

315

Asp

Ala

Ala

Leu

Leu

395

Trp

Leu

Gly

Leu

300

Arg

Asn

Val

Asn

Arg

380

Glu

Arg

Arg Leu Tyr Arg

10

Pro Ile Pro His

25

Ala Gly Pro Arg

57

Glu

Leu

285

Glu

Gly

Pro

Ala

Gly

365

Glu

Asn

Tyr

vVal

Gly

Ser
45

Lys

270

Ala

Val

Val

Ala

Ala

350

Pro

Gly

Ile

Gly

Asp

Ala
30

Glu

255

Gly

Met

Ala

Pro

Leu

335

Gly

Leu

Phe

Ile

Lys
415

Ala
15

Val

Val

Ala

Arg

Asp

Ile

320

Gly

Met

Thr

Asp

Val

400

Leu

Asp

Val

Pro



Gly

65

Val

Glu

Thr

145

Glu

Ile

Gln

Ala

225

Gly

Ser

Ile

Glu

50

Met

Asn

Pro

Val

Ile

130

Ala

Leu

Cys

Lys

His

210

Ala

Ile

Phe

Leu

Leu
290

Phe

Trp

Ala

Asp

Gly

115

Pro

Gly

Cys

Leu

Val

195

Gln

Arg

Met

Leu

val

275

Phe

Gln

Asp

Ile

Leu

100

Gly

Gly

His

Ala

Leu

180

Cys

Glu

Ala

Asn

Asp

260

Ala

Thr

Gly

Val

85

His

Tyr

Pro

Gly

His

165

Ala

Ala

Phe

Arg

Ala

245

Glu

Thr

Pro

Ala

His

70

Asp

Ala

Gly

Asn

Asp

150

Gly

val

Ser

Ser

Arg

230

Leu

Glu

Arg

Ser

Thr

55

Ile

Thr

Thr

Cys

Ile

135

Val

Leu

Arg

Gly

Phe

215

val

Arg

Ala

Ser

Ser
295
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Thr

His

Pro

Val

Asp

120

Tyr

His

Pro

Lys

Gly

200

Glu

val

Ala

val

Vval

280

Tyr

Thr

Phe

Gln

Met

105

Leu

Ser

Gly

Leu

Gln

185

Val

Glu

Gly

Glu

265

Tle

Gln

His

Leu

Ala

90

Ala

Ala

Ser

Val

Thr

170

Leu

Val

Leu

Ala

Cys

250

Leu

Glu

Lys

val

Gly

75

Leu

Gly

Lys

His

His

155

Ile

Arg

Ser

Lys

His

235

Arg

Ser

Leu

58

Pro

Ala

Ala

Phe

Ala

Ser

140

Arg

Ala

Arg

Ala

Ala

220

Cys

Thr

Lys

Gly

Leu
300

val

Thr

Gly

Thr

Val

125

Ala

Asp

Asp

Gly

Ile

205

Ile

His

Ile

Glu

Leu

285

Glu

val

Ala

Ala

Ser

110

Gly

Ile

Ser

Gly

Ala

1%0

Asp

val

Gly

Glu

Lys

270

Ala

Val

Met

Ala

Arg

Val

Glu

Ser

Leu

val

175

Thr

Asp

Asp

Lys

His

255

Gly

Met

Ala

Pro

Thr

80

Ser

Arg

Gly

Met

Leu

160

Pro

val

Pro

Glu

Ala

240

Gly

Ala

Lys

Asp



Ala
305

Ala

Tyr

Thr

Leu

Ala
385

Leu

Ile
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met

1

Pro

val

Glu

Phe

65

Ser

Leu

His

Leu

Gly

Pro

Gly

370

Asp

Ser

Lys

7

Arg

Gly

Arg

Leu

355

Tyr

Ile

Asn

Ser

405
PRT
Talaromyces stipitatus

7

Arg

Ile

Gly

Tyr

50

Met

Ala

Met

Val

Glu

Gln

35

Leu

Gly

Ala

Ala

Lys

Thr

Asn

340

Ala

Gln

Ile

Ser

Arg

Asn

20

Gln

Pro

Leu

Leu

Gly
100

Ala

Asp

325

Gly

Ala

Ala

Ala

Lys
405

Leu
5

Gly

Ser

Val

Ser

Ala

85

Phe

Tyr

310

Gln

His

Ile

Pro

Val

390

Asn

Lys

Ala

Ala

Leu

Asp

70

Gly

Thr

Gln

Phe

Glu

Glu

Gln

375

Arg

vVal

Ala

Leu

Ile

Met

55

Glu

Ala

Thr
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Leu

Ile

val

Ala

360

Ser

Glu

Thr

Ser

Ile

Pro

40

Pro

Ser

Ile

Ile

Ala

Ser

Arg

345

Ala

Gly

Asn

His

Ile

Ile

25

Thr

Gly

Asp

Ala

Arg
105

Ile

Ser

330

Tyr

Thr

Gln

Pro

Val
410

Leu

10

Asp

Lys

Leu

Thr

Ala

90

Glu

Ser

315

Asp

Ala

Ala

Leu

Leu

395

Trp

Ile

Gly

Tyr

Trp

Met

75

Lys

Val

59

Arg

Asn

Val

Asn

Lys

380

Glu

Arg

Pro

Pro

Gln

Asp

60

Gln

Glu

Gly

Gly

Pro

Asp

Gly

365

Glu

Asn

Gly

Gly

Lys

Asp

45

Cys

Ala

Leu

Gly

Val

Met

Ala

350

Pro

Gly

Val

Gly

Arg

Ile

30

Val

His

val

Glu

Val
110

Thr

Ile

335

Gly

Leu

Tyr

Ala

Met
415

Gly

15

Ala

Asp

Thr

Phe

Thr

95

Ala

Ile

320

Gly

Leu

Thr

Asp

val

400

Leu

Glu

Trp

Phe

His

Gly

80

Ala

Gly



Glu

Tyr

His

145

Phe

Met

Vval

Glu

Ala

225

Gly

Ala

Ile

Ala

305

Gly

Pro

Gly

Ile

Ser

130

Asn

Vval

Val

Gly

Ile

210

Ala

Vval

Leu

Glu

Lys

290

Val

Glu

Leu

Ser

Tyr

115

Ser

Val

Val

Arg

Ser

185

Lys

His

His

Met

Glu

275

Leu

Lys

Asn

Glu

His
355

Pro

Ile

Pro

Cys

Arg

180

Leu

Ala

Cys

Thr

Lys

260

Gly

Thr

Ser

Gly

Ala

340

Phe

Gly

Ile

Asp

165

Gly

Leu

Ile

His

Ile

245

Glu

Leu

Lys

Gly

Lys

325

Ile

Ala

Ile

Vval

Glu

150

Gly

Ala

Asp

Val

Gly

230

Glu

Lys

Lys

Ile

Val

310

Glu

Glu

Pro

Lys

Leu

135

Ala

Val

Thr

Asp

Asp

215

Lys

His

Lys

Asn

Ser

295

Lys

Leu

Ala

Leu
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Asn

120

Gly

Val

Ser

Pro

200

Glu

Glu

Gly

Ala

Pro

280

Glu

Ile

Ala

Ser

Ser
360

Gly

Ile

Ile

Asp

Ile

185

Glu

Ala

Gly

Ser

Leu

265

Lys

Ala

Val

Tyr

Thr

345

Gly

Thr

Thr

Ala

Cys

170

Lys

Asp

Ala

Ile

Tyr

250

Phe

Leu

His

Ala
330

Ala

Gln

Ile

Gly

Lys

155

Ile

Ile

Ala

Arg

Met

235

Leu

Val

Trp

Lys

Gly

315

val

Arg

Leu

60

val

Gly

140

Arg

Lys

Cys

Gln

Ser

220

Asn

Asp

Ser

Pro

Lys

300

Thr

Glu

Cys

Lys

Gly

125

His

Asn

Thr

Ala

Phe

205

Lys

Ala

Glu

Thr

Pro

285

Ala

Asp

Ala

Pro

Glu
365

Pro

Ser

Glu

Val

Thr

190

Ser

Arg

Leu

Glu

Arg

270

Ser

Tyr

Trp

Gly

Glu

350

Gly

Asn

Asp

Gly

Arg

175

Gly

Pro

Ile

His

vVal

255

Leu

Ser

Ala

Thr

Met

335

Thr

Tyr
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Thr

160

Met

Gly

Glu

Val

Ala

240
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Ile

Tyr

Leu
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320

Ser

Leu
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Ala Asp Val Ile Ala Val Ala Ser Asn Pro Leu Asp Asp Ile Lys Val
370 375 380

Leu Gly Glu Pro Lys Asn Ile Thr His Val Trp Lys Gly Gly Lys Leu
385 390 395 400

Tyr Lys Gly Thr Leu
405

<210> 8

<211> 440

<212> PRT

<213> Neurospora crassa

<400> 8

Met Gln Ile Lys Val Thr Leu Pro Asn Asp Thr Ile Asn Arg Asp Ser
1 5 10 15

Val Asp Asp Arg Ala Ser Tyr His Gly Ile Leu Ala Asp Val Leu Ile
20 25 30

Pro Gly Arg Gly Glu Pro Leu Lys Asn Gly Ala Leu Val Val Lys Asp
35 40 45

Ser Val Ile Glu Trp Val Gly Pro Ser Asp Glu Ile Pro Ser Glu Tyr
50 55 60

Ser Ser Ile Arg Val Ser Arg Val Pro Val Leu Met Pro Gly Met Trp
65 70 75 80

Asp Val His Thr His Tyr Glu Gly Val Gly Val Ala Gln Gly Ile Arg
85 90 95

Glu Ser Met Lys Pro Phe Leu Pro Gly Thr Ala Thr Leu Ile Gly Ala
100 105 110

Val Ile Val Asp Asp Met Arg Arg Thr Leu Met Ala Gly Phe Thr Ser
115 120 125

Ile Arg Glu Leu Gly Gly Tyr Ala Gly Asp Val Ala Pro Ala Ile Asp
130 135 140

Met Gly Ala Ile Val Gly Pro His Val Tyr Ala Ala Met Ser Leu Leu
145 150 155 160

Ser Ile Thr Gly Gly His Gly Asp Leu His Asp Val Pro Leu Arg Thr
165 170 175

Val Leu Asp Ala Cys Ala Asn Gly Ser Ser Ser Cys Phe Leu Cys Asp

61



Gly

Ala

Asp

225

val

Gly

Glu

Lys

Ala

305

Thr

val

Ala

Pro

385

Gly

Ile

Gly

Val

Lys

210

Gln

Gln

Lys

His

Asp

290

Asn

Met

Lys

Val

Gly

370

Glu

Tyr

Glu

Val

Asp

195

Val

Pro

Glu

Pro

Gly

275

Ala

Asn

Gln

Ile

Ala

355

Met

Thr

Asp

Ile

Leu
435

180

Gly

Ile

Glu

Ala

Gly

260

Ser

Ile

Asp

Leu

Ala

340

His

Thr

Leu

Ala

Leu

420

Phe

Cys

Lys

Asp

Lys

245

Ile

Phe

Leu

Asp

Ser

325

Leu

Gly

Pro

Gly

Asp

405

Ile

Lys

Ile

Val

Thr

230

Arg

Met

Leu

Val

Leu

310

Arg

Gly

Lys

Leu

Pro

330

Leu

Asp

Cys

Asn

Cys

215

Gln

Ser

Ala

Asp

Pro

295

Asp

Asp

Thr

Asn

Gln

375

Gln

Ile

Pro

Pro

Ala

200

Ser

Phe

Ser

Ala

Glu

280

Thr

Pro

Ser

Asp

Ala

360

Ala

Ala

Ala

Asp

Gln
440

ES 2664 178 T3

185

Val

Thr

Ser

Arg

Leu

265

Glu

Arg

Ile

Thr

345

Met

Ile

Arg

Ile

Asn
425

Arg

Gly

Ala

val

250

Asp

Val

His

Gln

Lys

330

Phe

Glu

Glu

Lys

Ser

410

Ile

Gln

Gly

Glu

235

Val

Ala

Ala

Val

Arg

315

Leu

Arg

Leu

Met

Ser

395

Ser

Thr

62

Gln

Val

220

Glu

Ala

Gly

Ala

Val

300

Ala

Ala

Ser

Arg

Ala

380

Gly

Asn

His

Ile

205

Leu

Leu

Ala

vVal

Lys

285

Glu

Lys

His

Asp

Tyr

365

Thr

Gln

Pro

vVal

130

Arg

Ser

Arg

His

Lys

270

Met

Gly

Leu

Arg

Lys

350

Ala

Ala

Leu

Leu

Trp
430

Arg

Leu

Ala

Ala

255

Ser

Lys

Met

Glu

Met

335

Asn

Ile

Thr

Lys

Glu

415

Lys

Gly

Asn

Ile

240

His

Ile

Glu

Ala

Arg

320

Gly

His

Glu

Pro

Ala

400

Asp

Gly



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Pro

Ala

Thr

Phe

Pro

Leu

Val

Tyr

His

145

Thr

Leu

Gly

Glu

9

413
PRT

Streptomyces roseosporus

9

Glu

Thr

Gly

Arg

50

Ala

Glu

Arg

Leu

Ser

130

Arg

Leu

Gln

val

Glu
210

His

val

Pro

35

Val

Gly

Thr

Ala

Ala

115

Ala

Leu

Arg

Leu

Leu

195

Leu

Arg

Asn

20

Thr

Ala

Ile

Leu

Gly

100

Glu

Asn

Pro

Ile

Arg

180

Ser

Asn

Ile

5

Gly

Ala

Thr

Arg

Ala

85

Phe

Ala

Gln

Tyr

Ala

165

Ala

Glu

Ala

Asp

Ser

Glu

Leu

Gly

70

Val

Thr

Val

val

Arg

150

Asp

Gly

Val

Ile

Ala

Val

Leu

Leu

55

Arg

Val

Ser

Arg

Ile
135

Trp

Gly

Ala

Asp

Val
215
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Asp

Val

Pro

40

Pro

Val

Arg

Val

Glu

120

Gly

Val

Val

Glu

Asn

200

Thr

Leu

His

25

Arg

Gly

Ser

Ser

Arg

105

Gly

Gln

Thr

Asp

Leu

185

Pro

Glu

Leu

10

Ala

Glu

Leu

Thr

Val

90

Asp

Thr

Thr

Asp

Glu

170

Ile

Val

Ala

Ile

Asp

His

Trp

Glu

75

Lys

Met

Phe

Gly

Pro

155

Cys

Lys

His

Ala

63

Pro

Gly

Arg

Asp

60

Glu

Asp

Gly

Thr

Gly

140

Cys

Val

Ile

Gln

Arg
220

Gly

Arg

Ala

45

Cys

Leu

Ala

Gly

Gly

125

His

Arg

Arg

Cys

Gln

205

Ala

ala

Ile

30

Leu

His

Met

Glu

His

110

Pro

Ser

Ser

Ala

Thr

150

Tyr

Asp

Gly

15

Arg

Glu

val

Leu

Thr

95

Gly

Asn

Asp

Gly

Val

175

Ser

Arg

Arg

Glu

Phe

Pro

His

Thr

Ala

Cys

Ile

Ala

Gly

160

Arg

Gly

Ser

val



Val
225

Ala

Ala

Ile

Arg

Ile
305

Thr

Phe

Ala

Ser

Gly
385

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala Ala

Gly Cys

Asp Leu

Tyr Glu
275

Asp Arg
290

Ala His

Ser Asp

Ala His

Ala Thr
355

Gly Arg
370

Asn Pro

Arg Val

10
407
PRT

His

His

Met

260

Ala

Phe

Arg

Leu

340

Ala

Leu

Leu

Trp

Cys

Thr

245

Ala

Phe

Ala

Ala

Gly

325

Val

His

Glu

Ala

Lys
405

His

230

Val

Glu

Arg

Leu

Gly

310

Gly

Ser

Gly

Ala

Asp

390

Ser

Thermotoga lettingae

10

Glu Ser Ala Val Phe Ile

1

5

Ile Lys Arg Ser Gln Ile

20

Gly Arg Tyr Leu Met Pro

35

Gly

Glu

Arg

Gln

Met

295

Val

Pro

Ala

Pro

Gly

375

Ile

Gly

Glu

Pro

Gly
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Arg

His

Gly

Asp

280

Ala

Thr

Leu

Gly

Gly

360

Tyr

Thr

Glu

Gly

Ser

Leu
40

Ala

Gly

Met

265

Vval

Glu

Ile

Ser

Leu

345

Thr

Asp

vVal

Pro

Ala

Gly
25

Ile

Gly

Thr

250

Thr

Ala

Arg

Ala

Trp

330

Ser

Leu

Ala

Leu

Val
410

Arg
10

Phe

Asp

Ile

235

Glu

Leu

Ala

His

Leu

315

Gly

Pro

Gly

Asp

Ala

395

Pro

Ile

Thr

Ala

64

Leu

Ile

Val

Leu

Leu

300

Gly

Gly

Leu

Pro

Leu

380

Asp

Ser

Leu

Gln

His

Ala

Asp

Pro

Pro

285

Thr

Thr

His

Glu

Arg

365

Leu

Pro

Gly

Ala

Ile

Leu
45

Ala

Glu

Thr

270

Pro

Ala

Asp

Gly

Ala

350

Ala

Ala

Asp

vVal

Asp
30

His

Ile

Arg

255

Arg

Ala

Ile

Leu

Ser

335

Ile

Pro

vVal

Arg

Asp
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320

Glu
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Leu Gln

Leu Ala



Gly

Glu

65

Ala

Leu

Ala

Phe

Gly

145

Ala

Thr

Thr

Lys

Leu

225

Glu

Leu

Pro

Glu
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Thr

Gly

Lys

Ala

Leu
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Phe

Arg

Gly
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Leu
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Gly

Tyr
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Trp
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Ala
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Ala

Thr

85
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Leu
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245

Glu

Leu

Lys
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Arg
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His
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Asp

Gly

Arg

Ile

200

Gln

Ile

Glu

Ile

Ser

280

Glu
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Ala
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Lys

385

Gly
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Met

65

Ala
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370
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Val
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Glu
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vVal

Gly

Ala
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Gly

Leu

Gly

Arg

Glu

Ala

Pro

35

His

Leu

Arg

Phe

Ala

Ile

Leu
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340

Gly

Asn

Ala

Lys

Cys
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Ala

Thr

Arg

Ala

Thr
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Val

Gly

Leu

325

Ala

Ser
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Val

Tyr
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Glu

Val

Ser

Ala
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310

Leu

Thr
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390
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Glu
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His
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Arg
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Pro

55

Asp
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Lys

Asp

Val

Lys

360

Asn

Glu

Asp

Val

Pro

40

Gly

Val

Val

Glu

Thr

Ala

Lys

Ala

345

Gly

val

Gly

Gln

Leu

25

Lys

Leu
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Ala

Val

105

Ala

Phe
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330

Ala
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Lys
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Leu
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Glu

Val

Trp

Ile

Asp
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Gly

Val

66

Lys

315

Gly

Glu

Leu

Ile

Leu
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Ile

Asp

Ala

Asp

Leu
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Leu

Gly

Gly
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Met
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Ala

Leu

380

Phe

Pro

Ala

Glu
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Pro

Arg
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365
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Gly

Thr
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45
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Gln
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350

Leu
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Arg
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30

Arg

Val

Glu

Ala

Leu

110

Val
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Glu

335

Leu

Leu

His
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Arg

Arg

His

Pro

Leu
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Asp

Tyr

Ala

320

Gln

Ser

Ile

Ser
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Glu

Tyr
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Val
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Leu
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Ala

Tyr

145

Arg

Leu

Ala

225

Val

Ala

Gln

Glu
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Leu

Gly
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Pro

Leu

Arg

Ser

Arg

210

His

Arg

Met

Glu

Glu

290

Ser

Glu

Ala

Ala

Vval
370

115

Cys

Ala

Arg

Glu
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Ala

Cys

Thr

Arg

Leu

275

Ser
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Glu

Ala
355

Glu

Ala
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180

val
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His

Ile

Glu

260

Ile
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val

Pro

Ile

340

Pro
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Leu
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Gly
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Ala

Asp
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Gly

Glu
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Tyr

Ser

Met

150

Glu
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360
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265

Leu
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345
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Ala

Val
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Arg
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Thr
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Arg
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285

Val
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350
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1
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Pro

Ser

65

Phe

Leu

Gly
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145

Glu
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405
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PRT
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His Leu Pro Gln

Thr Ala Phe Ile
20

Ser Ala Arg Asp
35

Ser Asp Ala Leu
50

Leu Ser Leu Asn

Lys Ile Val Vval
85

Asp Gln Asp Gly
100

Ser Asp Glu Lys
115

Thr Trp Val Phe
130

Asn Thr Phe Gly

Glu Trp Ser Val
165

Lys Asp Lys Leu
180
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Val Leu Ala Lys Pro Ala His Ile Thr Gly Val

390
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Ser
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70
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Gly

Ser

150
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Thr

Leu

Tyr
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Asp

55
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Asp

Met
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Asp

Tyr
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Val

Thr
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Asp
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Thr
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Asn
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Ala

Thr

Ile
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Arg

Ser
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Ser

105

Met

Cys

Ser

Thr

Asn
185

Ala
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Arg

Thr
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Ser
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Tyr

Leu

Thr

Ser

Gly

170

Val

395
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Leu
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Ser

vVal
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Ser

Thr
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Ser

Thr
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Ser
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Thr
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Val

Val
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Val
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Met
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Thr
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Gly Leu Ala Ser Asn Ala Ser Asp Asn Phe Glu Ser Tyr Pro Met Asp
135 200 205

Gly Ile Leu Gly Leu Gly Arg Thr Asn Asp Ser Ser Tyr Asp Asn Pro
210 215 220

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

Val Gly Phe Ala Leu Ser Arg Ser Pro Ala Lys Asp Gly Thr val Ser
245 250 255

Phe Gly Thr Thr Asp Lys Asp Lys Tyr Thr Gly Asp Ile Thr Tyr Thr
260 265 270

Asp Thr Val Gly Ser Asp Ser Tyr Trp Arg Ile Pro Val Asp Asp Val
275 280 285

Tyr Val Gly Gly Thr Ser Cys Asp Phe Ser Asn Lys Ser Ala Ile Ile
290 295 300

Asp Thr Gly Thr Ser Tyr Ala Met Leu Pro Ser Ser Asp Ser Lys Thr
305 310 315 320

Leu His Ser Leu Ile Pro Gly Ala Lys Ser Ser Gly Ser Tyr His Ile
325 330 335

Ile Pro Cys Asn Thr Thr Thr Lys Leu Gln Val Ala Phe Ser Gly Val
340 345 350

Asn Tyr Thr Ile Ser Pro Lys Asp Tyr Val Gly Ala Thr Ser Gly Ser
355 360 365

Gly Cys Val Ser Asn Ile Ile Ser Tyr Asp Leu Phe Gly Asp Asp Ile
370 375 380

Trp Leu Leu Gly Asp Thr Phe Leu Lys Asn Val Tyr Ala Val Phe Asp
385 390 395 400

Tyr Asp Glu Leu Arg Val Gly Phe Ala Glu Arg Ser Ser Asn Thr Thr
405 410 415

Ser Ala Ser Asn Ser Thr Ser Ser Gly Thr Ser Ser Thr Ser Gly Ser
420 425 430

Thr Thr Thr Gly Ser Ser Thr Thr Thr Thr Ser Ser Ala Ser Ser Ser
435 440 445

Ser Ser Ser Asp Ala Glu Ser Gly Ser Ser Met Thr Ile Pro Ala Pro

69
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Ile
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Trp
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Arg
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70
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100
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Tyr

Lys
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385

Gln
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Gly

Asn

Trp
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Gln

Arg

Val

Ala

Arg
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Leu
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Gly

Ser

370

Leu

Tyr
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Gln

Pro
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Arg

Met

Gln
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Met
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Met

355
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Gly

Ala

Ala
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Val
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Gly
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Phe
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340
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Glu
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Val
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Glu
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Val
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Arg
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vVal

Thr

335

Lys

Gly

Thr

Glu

Lys

415

Leu

Cys

Ile

Gly

Glu

240

Ile

Leu

Ala

Gly

Ser

320

Ile

Gly

Thr

Ile

Leu

400

Ala

Thr

Asp

Gly

Pro
480



Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly Glu Glu Leu
485

15

419

PRT

Aspergillus oryzae

15

Met His Arg Met Leu Thr

1

5

Leu Leu Ile Pro Gly Lys

20

Trp Gln Cys Lys Thr Ile

35

Thr Glu Phe Gln Gly Ala

50

Gly Met Trp Asp Cys His

65

70

Met Asn Ala Ile Val Asp

85

Val Pro Asp Leu His Ala

100

Glu Val Gly Gly Tyr Gly

Arg

115

Ile Pro Gly Pro Asn
130

Thr Ala Gly His Gly Asp

145

150

Asp Leu Cys Ala His Gly

165

Glu Cys Leu Leu Ala Val

180

Ile Lys Val Cys Ala Ser

195

Gln His Gln Glu Phe Ser

Asp

Gly

Arg

Thr

55

Ile

Thr

Thr

Cys

Ile

135

Val

Leu

Arg

Gly

Phe

ES 2664 178 T3

Asp

Asp

Tyr

40

Thr

His

Pro

Val

Asp

120

Tyr

His

Pro

Lys

Gly

200

Glu

Arg

Pro

25

Ala

Thr

Phe

Gln

Met

105

Leu

Ser

Gly

Leu

Gln

185

vVal

Glu

Leu

10

Ile

Gly

His

Leu

Ala

90

Ala

Ala

Ser

Val

Thr

170

Leu

Val

Leu

Tyr

Pro

Pro

Val

Gly

75

Leu

Gly

Lys

His

His

155

Ile

Arg

Ser

Lys

74

Arg

His

Arg

Pro

60

Ala

Ala

Phe

Ala

Ser

140

Arg

Ala

Arg

Ala

Ala

Val

Gly

Ser

45

Val

Thr

Gly

Thr

Val

125

Ala

Asp

Asp

Gly

Ile

205

Ile

Asp

Ala

30

Gly

Val

Ala

Ala

Ser

110

Gly

Ile

Ser

Gly

Ala

190

Asp

Val

Ala

15

Val

Val

Met

Ala

Arg

95

Vval

Glu

Ser

Leu

Val

175

Lys

Asp

Asp

Asp

Val

Pro

Pro

Thr

80

Ser

Arg

Gly

Met

Leu

160

Pro

Val

Pro

Glu



ES 2664 178 T3

210 215 220

Ala Ala Arg Ala Arg Arg Val Val Ala Ala His Cys His Gly Lys Ala
225 230 235 240

Gly Ile Met Asn Ala Leu Arg Ala Gly Cys Arg Thr Ile Glu His Gly
245 250 255

Ser Phe Leu Asp Glu Glu Ala Val Gly Leu Met Lys Glu Lys Gly Ala
260 265 270

Ile Leu Val Ala Thr Arg Ser Val Ile Glu Ser Gly Leu Ala Met Lys
275 280 285

Asp Leu Phe Thr Pro Ser Ser Tyr Gln Lys Leu Leu Ala Val Ala Asp
290 295 300

Ala His Arg Lys Ala Tyr Gln Leu Ala Tle Ser Arg Gly Val Thr TIle
305 310 315 320

Ala Leu Gly Thr Asp Gln Phe Ile Ser Ser Asp Asn Pro Met Ile Gly
325 330 335

Tyr Gly Arg Asn Gly His Glu Val Arg Tyr Ala Val Asp Ala Gly Leu
340 345 350

Thr Pro Leu Ala Ala Ile Glu Ala Ala Thr Ala Asn Gly Pro Leu Thr
355 360 365

Leu Gly Tyr Gln Ala Pro Gln Ser Gly Gln Leu Lys Glu Gly Tyr Asp
370 375 380

Ala Asp Ile Ile Ala Val Arg Glu Asn Pro Leu Glu Asn Val Ala Val
385 390 395 400

Leu Ser Asn Ser Lys Asn Val Thr His Val Trp Arg Gly Gly Met Leu
405 410 415

Ile Lys Ser

<210> 16

<211> 419
<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 16

Met Gln Gly Leu Leu Ile Leu Ser Val Leu Leu Gly Ala Ala Leu Gly
1 5 10 15

75



Lys

Glu

Gln

val

65

Ala

Leu

Ser

Tyr

Lys

145

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

225

Ser

Trp

Glu

Ala

Leu

50

Arg

His

Asp

Thr

Asp

130

Leu

Phe

Ile

Lys

Leu

210

Phe

val

Asp

Asp

Glu

35

Asp

val

Gly

Glu

Asn

115

Phe

Gln

Ser

His

Lys

195

Asp

Ala

Thr

Phe

20

Val

Phe

Pro

Ile

Glu

100

Thr

Met

Ile

Thr

Ser

180

Phe

Ser

Phe

Ser

Gly
260

val

Gln

Trp

Phe

Arg

85

Gln

Phe

Asp

Gly

Gly

165

Arg

Thr

Met

Thr

Ser

245

Phe

Gly

Thr

Arg

Pro

70

Tyr

Glu

Asn

Leu

Arg

150

Gly

Glu

Glu

Asp

His

230

Ser

Gly

His

Val

Gly

55

Ser

Arg

Gln

Tyr

Leu

135

Ser

Ser

Trp

Asp

Ile

215

Ser

Leu

Lys

ES 2664 178 T3

Gln

Lys

40

Pro

Leu

Ile

Met

Ala

120

val

Tyr

Asn

Ile

Tyr

200

Phe

Gln

Cys

Ala

val

25

Glu

Gly

Gln

Met

Phe

105

Thr

Ala

Glu

Arg

Thr

185

Gly

Asn

val

Gly
265

Leu

Leu

Gln

Ala

Ile

920

Ala

Tyr

Glu

Gly

Pro

170

Gln

Gln

Glu

Arg

Gly

250

Ala

76

Arg

Glu

Pro

val

75

Glu

Ser

His

His

Arg

155

Ala

Ala

Asp

Ile

Leu

235

val

Ser

Ile

Asp

Gly

60

Lys

Asp

Gln

Thr

Pro

140

Pro

Ile

Thr

Pro

val
220

Trp

Asp

Ser

Thr

Leu

45

Ser

Val

Val

Ser

Leu

125

Gln

Ile

Trp

Gly

Ser

205

Thr

Arg

Ala

Ser

Ala

30

Glu

Pro

Phe

Gln

Arg

110

Asp

Leu

Tyr

Ile

val

190

Phe

Asn

Lys

Asn

Pro
270

Ala

His

Ile

Leu

Ser

95

Ala

Glu

Val

val

Asp

175

Trp

Thr

Pro

Thr

Arg

255

Cys

Asp

Leu

Asp

Glu

80

Leu

Arg

Ile

Ser

Leu

160

Leu

Phe

Ala

Asp

Arg

240

Asn

Ser



Glu

Ile

Ile
305

Gln

Val

Ile

Tyr

Gly
385

Gln

Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1

Thr Tyr His Gly Lys Tyr
275

Val Asp Phe Val Lys Asp
290 295

His Ser Tyr Ser Gln Leu
310

Ser Ile Pro Asp Lys Thr
325

Glu Ala Leu Lys Ser Leu
340

Ile Thr Thr Ile Tyr Gln
355

Asn Gln Gly Ile Lys Tyr
370 375

Arg Tyr Gly Phe Leu Leu
390

Glu Thr Trp Leu Gly Val
405

Leu Tyr

17

532

PRT

Saccharomyces cerevisiae

17

Lys Ala Phe Thr Ser Leu

Leu Ala Lys Ala Ile Ser Leu

val

His

Ile
65

20

Leu Leu Gln Ala Ala Glu
35

Leu Leu Lys Glu Leu Asp
50 55

Glu His Leu Tyr Pro Asn
70

ES 2664 178 T3

Ala

280

His

Leu

Glu

Tyr

Ala

360

Ser

Pro

Leu

Leu

Gln

Lys

40

Ser

Gln

Asn

Gly

Leu

Leu

Gly

345

Ser

Phe

Ala

Thr

Cys

Arg

25

Phe

Asn

Val

Ser

Asn

Tyr

Asn

330

Thr

Gly

Thr

Ser

Ile
410

Gly

10

Pro

Gly

Val

Met

Glu

Phe

Pro

315

Gln

Ser

Gly

Phe

Gln

395

Met

Leu

Leu

Leu

Leu

Ser
75

77

Val

Lys

300

Tyr

Val

Tyr

Ser

Glu

380

Ile

Glu

Gly

Gly

Asn

Asp

Leu

Glu

285

Ala

Gly

Ala

Lys

Ile

365

Leu

Ile

His

Leu

Leu

Leu

45

Ala

Glu

Val

Phe

Tyr

Lys

Tyr

350

Asp

Arg

Pro

Thr

Ser

Asp

Asp

Trp

Thr

Lys

Leu

Thr

Ser

335

Gly

Trp

Asp

Thr

Leu
415

Thr

15

Lys

Leu

Ala

Ser

Ser

Ser

Thr

320

Ala

Ser

Ser

Thr

Ala

400

Asn

Thr

Asp

Asp

Gln

Thr
80



Lys

val

Ile

Thr

Thr
145

Tyr

Asn

Ala

225

Phe

Ser

His

Leu

Gly

305

Met

Pro

val

Lys

Gly

130

Phe

Asn

Gly

Ser

val

210

Ala

Pro

Tyr

Lys

Thr

290

Glu

Glu

Lys

Lys

Asp

115

Tyr

Glu

Gly

Pro

Trp

195

Gly

Gly

Glu

Ala

Asp

275

Asp

Gly

Asp

Phe

Asn

100

Pro

Leu

Ser

Gly

Ser

180

Asn

Phe

Lys

Tyr

Gly

260

Arg

Pro

Gly

Ser

Pro

85

Asp

Lys

Asp

Arg

Pro

165

Ser

Ser

Ser

Asp

vVal

245

His

Asn

Leu

Glu

Leu
325

Glu

Ala

Ile

val

Asn

150

Gly

Ile

Asn

Tyr

val

230

Asn

Tyr

Phe

Thr

Pre

310

Glu

Ala

Ile

Leu

Glu

135

Asp

Cys

Gly

Ala

Ser

215

Tyr

Lys

Ile

Asn

Gln

295

Ser

Arg

ES 2664 178 T3

Ile

Glu

Gly

120

Asp

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Gly

Asn

Gly

Pro

Leu

280

Tyr

val

Cys

Lys

Asn

105

Ile

Glu

Ala

Ser

Asp

185

Val

Ser

Phe

Gln

Val

265

Thr

Asn

Leu

Leu

Thr

90

Tyr

Asp

Asp

Lys

Leu

170

Ile

Ser

Asp

250

Phe

Ser

Tyr

Pro

Gly
330

Lys

Gln

Pro

Lys

Asp

155

Thr

Lys

Fhe

Gly

Glu

235

FPhe

Ala

Val

Tyr

Ser

315

Leu

78

Lys

Leu

Asn

His

140

Pro

Gly

Pro

Leu

Val

220

Leu

His

Ser

Glu
300

Glu

Tle

Asp

Arg

Val

125

Phe

Val

Leu

Ile

Asp

205

Ser

Phe

Ile

Glu

Ile

285

Pro

Glu

Glu

Trp

val

110

Thr

Phe

Ile

Phe

Gly

190

Gln

Asn

Phe

Ala

Ile

270

Gly

Met

Cys

Ser

Asp

Asn

Gln

Phe

Leu

Phe

175

Asn

Pro

Thr

Asp

Gly

255

Leu

Asn

Ala

Ser

Cys
335

Phe

Lys

Tyr

Trp

Trp

160

Glu

Pro

Val

Val

Gln

240

Glu

Ser

Gly

Cys

Ala

320

Tyr



10

Asp

Asn

Ile

Asp
385

Ala

Phe

Asp

Asp

Pro
465

Thr

His

Asp

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Ser

Ala

Arg

370

Ile

Glu

Leu

Leu

Phe

450

Trp

Ala

Phe

Val

Phe
530

18
13

Gln

Gln

355

Lys

Asp

Val

Phe

Leu

435

Ile

Lys

Ser

Thr

Pro

515

Ser

PRT
Secuencia artificial

Motivos de secuencia de aminoacidos

caracteristica_nueva

(1)..(1)

Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

Ser

340

Leu

Asp

Asp

Asp

Ala

420

Asn

Cys

Tyr

Ile

Tyr

500

Glu

Leu

Val

Ala

Cys

Tyr

His

405

Gly

Gln

Asn

Asp

Thr

485

Leu

Asn

Trp

Pro

Glu

Leu

390

Tyr

Asp

Asp

Trp

Glu

470

Asp

Arg

Ala

Ser

Tyr

Gly

375

Asn

Glu

Trp

Leu

Leu

455

Glu

Glu

Val

Leu

ES 2664 178 T3

Cys

Gln

360

Gly

Gln

Ser

Met

Pro

440

Gly

Phe

Val

Phe

Ser
520

Val

345

Arg

Asn

Asp

Cys

Lys

425

Ile

Asn

Ala

Ala

Asn

505

Met

Pro

Thr

Leu

Tyr

Asn

410

Pro

Leu

Lys

Ser

Gly

490

Gly

Val

79

Ala

Gly

Cys

Val

395

Phe

Tyr

Val

Ala

Gln

475

Glu

Gly

Asn

Thr

Arg

Tyr

380

Lys

Asp

His

Tyr

Trp

460

Lys

Val

His

Glu

Ile

Asn

365

Pro

Glu

Ile

Thr

Ala

445

Thr

Val

Lys

Met

Trp
525

Tyr

350

Val

Thr

Ala

Asn

Ala

430

Gly

Asp

Arg

Ser

Val

510

Ile

Cys

Tyr

Leu

Val

Arg

415

Val

Asp

Val

Asn

Tyr

495

Pro

His

Asn

Asp

Gln

Gly

400

Asn

Thr

Lys

Leu

Trp

480

Lys

Phe

Gly
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ES 2664 178 T3

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (4)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (11)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 18

Xaa Pro Gly Xaa Xaa Asp Xaa His Xaa His Xaa Xaa Gly
1 5 10

<210> 19

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (2)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 19

Gly Xaa Xaa Xaa Gly Pro

1 5

<210> 20

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 20

Gly His Xaa Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

21

22

PRT

Secuencia artificial

80
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Asp Gly Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Arg Xaa

1

ES 2664 178 T3

Motivos de secuencia de aminoacidos

caracteristica_nueva

3)-(5)

Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

caracteristica_nueva

(7)..(10)

Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

caracteristica_nueva
(12)..(14)
Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

caracteristica_nueva
(16)..(17)
Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

caracteristica_nueva
(19)..(20)
Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

21

5 10

Xaa Ala Xaa Xaa Ile Lys

20
<210> 22
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Motivos de secuencia de aminoacidos
<220>
<221> caracteristica_nueva
<222> (4)..(4)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>
<221> caracteristica_nueva
<222> (6)..(7)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>
<221> caracteristica_nueva
<222> (9)..(9)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 22
Gly Gly Val Xaa Ser Xaa Xaa Asp Xaa Pro
1 5 10
<210> 23
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

81
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ES 2664 178 T3

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (5)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (8)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 23

Val Xaa Ala His Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Gly

1 5 10

<210> 24

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (2)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 24

His Xaa Xaa Xaa Xaa Asp

1 5

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (5)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 25

Gly Val Xaa Ile Xaa Xaa Gly Thr Asp

1 5

<210> 26

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

82
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50

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser Leu o Met

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser Leu o Met

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Trpo lle

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser Cys, Val, Ser o Ala

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (11)..(11)

<223> Xaa puede ser Phe, Tyro Leu

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 26

Xaa Pro Gly Xaa Xaa Asp Xaa His Xaa His Xaa Xaa Gly
1 5 10
<210> 27

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 27

ES 2664 178 T3

ggagatctat catggtccgc cgaattg 27

<210> 28

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 28

aatctagact agtgatggtg atggtgatgc agaaaaggat tacgtg 46
<210> 29

211> 7

83
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<212> PRT
<213> Aspergillus niger

<400> 29

Glu Ala Leu Gln Asn Gly Tyr
1 5

<210> 30

<211> 11

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 30

Ala Leu Pro Ala Gly Glu Val Leu Gly Ser Tyr
1 5 10

<210> 31

<211> 5

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 31

Gly Ala Gly Pro Leu
1 5

<210> 32

<211> 8

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 32

Ser Val Gly Pro Gln Ala Pro Leu
1 5

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 33

Ser Thr Asp Glu Ala Lys Val Thr Ile
1 5

<210> 34

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
gggacaagtt tgtacaaaaa agcaggctca ccatgcaccg gatgctcaca gacgacagac

<210> 35

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35

84

60



10

15

20

25

30

35

40

45

accactttgt acaagaaagc tgggtctagt ggtggtggtg gtggtgtgat ttaatcagea

ES 2664 178 T3

tgcecgeccacg c

<210> 36
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Motivos de secuencia de aminoacidos
<220>
<221> Caracteristica_nueva
<222> (2)..(2)
<223> Xaa puede ser Thr, Ala, Ser, Val o Arg
<220>
<221> Caracteristica_nueva
<222> (3)..(3)
<223> Xaa puede ser lle, Phe 0 Ala
<220>
<221> caracteristica_nueva
<222> (4)..(4)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<400> 36

Gly Xaa Xaa Xaa Gly Pro

1 5
<210> 37
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa can be Gly or Ser

<400> 37

Gly His Xaa Asp

1

<210> 38

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos
<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser Val o Glu

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Asp Gly Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Arg Xaa

1

ES 2664 178 T3

Caracteristica_nueva

(5)..(5)
Xaa puede ser Glu, Asp o Gly

caracteristica_nueva

(7)-(8)

Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

Caracteristica_nueva

(9)-.(9)
Xaa puede ser Ala, Gly o Thr

Caracteristica_nueva
(10)..(10)
Xaa puede ser Val o Ala

caracteristica_nueva
(12)..(12)
Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

Caracteristica_nueva
(13)..(13)
Xaa puede ser GIn, Met o Ala

Caracteristica_nueva
(14)..(14)
Xaa puede ser Leu, lle, o Val

Caracteristica_nueva
(16)..(16)
Xaa puede ser Arg, His o Cys

Caracteristica_nueva
17)..(17)
Xaa puede ser Gly o Asn

Caracteristica_nueva
(19)..(19)
Xaa puede ser Lys, Arg, Thr, Glu o Asp

caracteristica_nueva
(20)..(20)
Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

38

5 10

Xaa Ala Xaa Xaa Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

20

39

10

PRT

Secuencia artificial
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<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser Leu, Met, Val o Gly

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (6)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<400> 39

Gly Gly Val Xaa Ser Xaa Xaa Asp Xaa Pro
1 5 10

<210> 40

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Ala, Ser o His

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Cys, Val o Ala

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser His o0 GIn

<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser Lys o Arg

<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<400> 40

Val Xaa Ala His Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Gly
1 5 10

<210> 41

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos
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<221> Caracteristica_nueva

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Gly, Val o Ala
<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser Ser, Thro lle
<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser Tyr, Phe o Glu
<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Leu, Alao lle
<400> 41

His Xaa Xaa Xaa Xaa Asp

1 5

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivos de secuencia de aminoacidos
<220>

<221> caracteristica_nueva

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural
<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Ala o Val
<220>

<221> Caracteristica_nueva

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser Leu o Ala
<400> 42

ES 2664 178 T3

Gly Val Xaa Ile Xaa Xaa Gly Thr Asp

1

5
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REIVINDICACIONES

1. Una enzima amidasa aislada capaz de degradar la ocratoxina, que comprende una secuencia polipeptidica que
tiene la secuencia de una cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NOs: 5-11, 13, 14 6 15, o una
secuencia que tiene al menos un 70% de identidad con una cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NOs: 5-11, 13, 14 6 15; o un polipéptido que es producido por la expresién de un polinucleétido que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos un 70% de identidad con la misma, o un
polinucledtido que difiere de SEQ ID NO: 2 debido a la degeneracion del codigo genético; o una secuencia que se
hibrida en condiciones rigurosas con el complemento de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos un 70%
de identidad con la misma.

2. La amidasa segun la reivindicacion 1, en la que la ocratoxina es la ocratoxina A.

3. La amidasa segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la amidasa tiene una estructura de barril Tim
que incluye un sitio activo que comprende 6 restos de histidina, 1 residuo de lisina y 1 residuo de acido aspartico, en
donde los residuos de aminoacidos en el sitio activo corresponden a las posiciones H111, H113, H191, K246, H287,
H289, H307 y D378 de SEQ ID NO: 1 cuando se comparan la estructura terciaria de la amidasa y la SEQ ID NO: 1.

4. La amidasa segun cualquier reivindicacion precedente, en la que la enzima amidasa comprende una secuencia
polipeptidica que tiene la secuencia de una cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NOs: 5-11, 13, 14
6 15, o una secuencia que tiene al menos un 75%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% de identidad con una cualquiera de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NOs: 5-11, 13, 14 6 15, o un polipéptido que se produce por la expresion de
un polinucledtido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos el 75%, 80%,
90%, 95%, 98%, 99% de identidad con la misma, o un polinucleétido que difiere de SEQ ID NO: 2 debido a la
degeneracion del codigo genético; o una secuencia que se hibrida en condiciones rigurosas con el complemento de
la SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene al menos un 75%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% de identidad con la
misma.

5. La amidasa de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en la que la amidasa hidroliza aproximadamente
al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos de 400 a 900 nanomoles de ocratoxina A por minuto y mg de
proteina a pH 7,0 y 40°C.

6. Un alimento o aditivo alimentario que comprende una enzima amidasa capaz de degradar la ocratoxina de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. El alimento o aditivo alimentario segun la reivindicacién 6, que comprende ademas al menos un vehiculo
fisioldgicamente aceptable, opcionalmente seleccionado de al menos uno de maltodextrina, piedra caliza (carbonato
de calcio), ciclodextrina, trigo, salvado de trigo o de un componente de trigo, de arroz o salvado de arroz , sacarosa,
almidon, NazSOy, talco y PVA y mezclas de los mismos.

8. El alimento o aditivo alimentario seguin una cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, en el que el aditivo para
alimentacion comprende una o mas enzimas adicionales, preferiblemente en las que la(s) otra(s) enzima(s)
adicional(es) se seleccionan del grupo que consiste en aquellas implicadas en la degradacion de proteinas que
incluye carboxipeptidasas, preferiblemente carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa Y, proteasas de acido aspartico de
A. niger de PEPAa, PEPAb, PEPAc y PEPAJ, elastasa, amino peptidasas, pepsina o proteasas tipo pepsina, tripsina
o tipo tripsina y proteasas bacterianas incluyendo subtilisina y sus variantes, y de las que participan en el
metabolismo del almidén, degradacion de la fibra, metabolismo de los lipidos, proteinas o enzimas implicadas en el
metabolismo del glucégeno, amilasas, arabinasas, arabinofuranosidasas, catalasas, celulasas, quitinasas,
quimosina, cutinasa, desoxirribonucleasas, epimerasas, esterasas, galactosidasas, glucanasas, glucano lisasas,
endo-glucanasas, glucoamilasas, oxidasas de glucosa, glucosidasas, incluyendo B-glucosidasa, glucuronidasas,
hemicelulasas, hexosa oxidasas, hidrolasas, invertasas, isomerasas, enzimas lipoliticas, lacasas, liasas,
manosidasas, oxidasas, oxidorreductasas, pectato liasas, pectina acetilo esterasas, pectina despolimerasas, pectina
metilo esterasas, enzimas pectinoliticas, peroxidasas, fenoloxidasas, fitasas, poligalacturonasas, proteasas, ramno-
galacturonasas, ribonucleasas, taumatina, transferasas, proteinas de transporte, transglutaminasas, xilanasas,
hexosa oxidasa (D-hexosa: O;-oxidorreductasa, EC 1.1.3.5), fosfatasas acidas y/u otras o combinaciones de las
mismas.

9. Un alimento o material alimenticio que comprende el aditivo alimenticio de cualquiera de las reivindicaciones 6 a
8.

10. Un alimento o material alimenticio que comprende el alimento o material alimenticio de la reivindicacion 9.

11. El producto alimenticio segun la reivindicacion 10, que comprende uno o mas materiales de alimentacion
seleccionados del grupo que comprende a) cereales, tales como granos pequefios (por ejemplo, trigo, cebada,
centeno, avena y combinaciones de los mismos) y/o granos grandes como maiz o sorgo; b) subproductos de
cereales, tales como harina de gluten de maiz, solubles de granos secos de destileria (DDGS), salvado de trigo,
triturados de trigo, cortes de trigo, salvado de arroz, cascaras de arroz, cascaras de avena, semilla de palma, y pulpa
de citricos; c) ensilaje; d) proteina obtenida de fuentes tales como soja, girasol, mani, altramuz, guisantes, habas,
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algoddn, canola, harina de pescado, proteina de plasma seco, harina de carne y huesos, proteina de patata, suero
de leche, copra, sésamo; e) aceites y grasas obtenidos de fuentes vegetales y animales; f) minerales y vitaminas.

12. El Producto alimenticio segun la reivindicacion 10, en el que dicho producto alimenticio comprende un cereal, por
ejemplo maiz, trigo, cebada, sorgo, un producto de cereal, por ejemplo papillas, fideos, pan o pasteles, café, cacao,
vino, cerveza, legumbres, especias, frutos secos, zumo de uva, leche, productos lacteos, por ejemplo, queso, carne
o productos carnicos.

13. Un método de preparacion de un alimento o producto alimenticio seguin una cualquiera de las reivindicaciones 10
a 12 que comprende afadir a un alimento o material de alimentacién un alimento o aditivo de alimentacion de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

14. Un método para preparar un alimento o aditivo alimenticio de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
7 a 9 que comprende mezclar la amidasa con al menos un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

15. Una composicion que comprende un material contaminado con ocratoxina y una enzima amidasa que degrada la
ocratoxina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

16. La composicion segun la reivindicacion 15 que comprende una o mas enzimas adicionales, preferiblemente
seleccionadas del grupo que consiste en aquellas implicadas en la degradacién de proteinas que incluyen
carboxipeptidasas, preferiblemente la carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa Y, A. proteasas de acido aspartico de A.
niger, preferiblemente PEPAa, PEPAb, PEPAc y PEPAd, elastasa, amino peptidasas, pepsina o proteasas tipo
pepsina, tripsina o tipo tripsina y proteasas bacterianas incluyendo subtilisina y sus variantes, y las de aquellas
involucradas en el metabolismo del almidon, degradaciéon de fibras, metabolismo lipidico, proteinas o enzimas
implicadas en el metabolismo del glucégeno, amilasas, arabinasas, arabinofuranosidasas, catalasas, celulasas,
quitinasas, quimosina, cutinasa, desoxirribonucleasas, epimerasas, esterasas, galactosidasas, glucanasas, glucano
lisasas, endoglucanasas, glucoamilasas, glucosa oxidasas, glucosidasas, incluidas B glucosidasa, glucuronidasas,
hemicelulasas, hexosa oxidasas, hidrolasas, invertasas, isomerasas, enzimas lipoliticas, lacasas, liasas,
manosidasas, oxidasas, oxidoreductasas, pectato liasas, pectina acetil esterasas, pectinas depolimerasas, pectina
metil esterasas, enzimas pectinoliticas, peroxidasas, fenoloxidasas, fitasas, poligalacturonasas, proteasas,
ramnogalacturonasas, ribonucleasas, taumatina, transferasas, proteinas de transporte, transglutaminasas, xilanasas,
hexosa oxidasa (D-hexosa: Oz-oxidorreductasa, EC 1.1.3.5) fosfatasas acidas y/u otras o combinaciones de las
mismas, y opcionalmente ademas que comprenden al menos una de una enzima desintoxicante seleccionada del
grupo que consiste en una enzima degradadora de micotoxinas, por ejemplo aflatoxin detoxizma, zearalenona
esterasas, zearalenona lactonasas, fumonisin carboxilesterasas, fumonisin aminotransferasas, aminopoliol amina
oxidasas, deoxinivalenol expoxido hidrolasas, un microorganismo degradante de micotoxinas, por ejemplo, Bacillus
subtilis, o un absorbente (es decir, aglutinantes de micotoxina) que incluyen al menos un polimero, por ejemplo,
paredes de células microbianas o un material inorganico tal como bentonita.

17. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 6 16, en la que dicha composicién es
una composicion de alimentacion, un caldo de fermentacion o agua residual.

18. Un método para reducir la contaminacién por ocratoxina de un material que comprende afiadir a dicho material
una enzima amidasa que degrada la ocratoxina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

19. El método segun la reivindicacion 18, en el que la amidasa hidroliza aproximadamente al menos 100, al menos
200, al menos 300, de al menos 400 a 900 nanomoles de ocratoxina A por minuto y mg de proteina cuando se
incuba a pH 7,0 y 40°C.

20. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19 que comprende ademas afiadir una o
mas enzimas adicionales, preferiblemente en donde la una o mas enzimas adicionales se seleccionan del grupo que
consiste en aquellas implicadas en la degradacion de proteinas que incluyen carboxipeptidasas, preferiblemente
carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa Y, proteasas del acido aspartico de A. niger de PEPAa, PEPAb, PEPAc y
PEPAd, elastasa, amino peptidasas, pepsina o proteasas tipo pepsina, tripsina o tipo tripsina y proteasas
bacterianas, incluida la subtilisina y sus variantes, y de las que participan en el metabolismo del almidén,
degradacion de la fibra, metabolismo lipidico, proteinas o enzimas implicadas en el metabolismo del glucégeno,
acetil esterasas, aminopeptidasas, amilasas, arabinasas, arabinofuranosidasas, catalasas, celulasas, quitinasas,
quimosina, cutinasa, desoxirribonucleasas, epimerasas, esterasas, galactosidasas, glucanasas, glucano liasas,
endoglucanasas, glucoamilasas, glucosa oxidasas, glucosidasas, incluyendo [ glucosidasa, glucuronidasas,
hemicelulasas, hexosa oxidasas, hidrolasas, invertasas, isomerasas, enzimas lipoliticas, lacasas, liasas,
manosidasas, oxidasas, oxidorreductasas, pectato liasas, pectina acetil esterasas, pectina depolimerasas, pectina
metil esterasas, enzimas pectinoliticas, peroxidasas, fenoloxidasas, fitasas, poligalacturonasas, proteasas,
ramnogalacturonasas, ribonucleasas, taumatina, transferasas, proteinas de transporte, transglutaminasas, xilanasas,
hexosa oxidasa (D-hexosa: O;-oxidorreductasa, EC 1.1.3.5), fosfatasas acidas y/u otras o combinaciones de las
mismas, que opcionalmente comprenden ademas afiadir al menos una de una enzima desintoxicante seleccionada
del grupo que consiste en una enzima degradadora de micotoxinas, por ejemplo aflatoxina detoxizima, zearalenona
esterasas, zearalenona lactonasas, fumonisin carboxilesterasas, fumonisin aminotransferasas, aminopoliol amina
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oxidasas, desoxinivalenol expoxido hidrolasas, un microorganismo que degrada micotoxinas, por ejemplo, Bacillus
subtilis, o un absorbente (es decir, aglutinantes de micotoxina) que incluyen al menos un polimero, por ejemplo,
paredes de células microbianas o un material inorganico tal como bentonita.
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Actividad de degradacion de OTA y actividad de lipasa relativa en fracciones HIC

[JArea de OT-alfaen %

80 - [7 Actividad de lipasa relativa —

SD [ S s

57758 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71
Fraccidn

40
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Actividad de degradacion de OTA y actividad de lipasa relativa en fracciones AEX

[HArea de OT-alfa en %

80 — | EActividad de lipasa relativa
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FIG. 2
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Mol std AS HIC1 HIC1 AEX

= T

A Aldosa 1-epimerasa 7%)

(Formamidasa 33% bacteriana
B amidasa 8%
Aldosa 1-epimerasa 7%)

C (Formamidasa 19% bacteriana
amidasa 17%
Glutamiltranspeptidasa 17%
Aldosa 1-epimerasa 7%)

D (Formamidasa 13%)

E (Formamidasa 17%)

HiE =3

Nota: uno de los componente en la Banda B y C es una proteina de A.
niger desconocida que tiene similitud con la amidasa bacteriana

FIG. 5
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Actividad de formamidasa en fracciones de AEX
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promotor glaA
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amidasa 2 de A. niger

terminador glaA

FIG. 7
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Proteina intracelular

FIG. 8
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MAP4 1 2 3 3w 4 5 6 T 8 M 8 10 11 12 13 14 15

banda de amidasa 2
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FIG. 9

mFraccién intracelular
OCaldo

Area del pico de ocratoxina A

Aspergillus niger transgénico.
Las mejores cepas son 3, 4, 7, 11, 13, 14, las peores soh 2, 9, 12, que estén cerca del tipo silvestre

FIG. 10
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MVCSPMSPLG
DGEPLRNAAL

PVLMPGLWDC
YTSYRDLAGY

EVLGSY GVMN
GGVMSRDDNP

HMHEGGDDDY
GCEVAKAIND

TTYCVRPNEV
VISDKITIAFV
YNDYTSGLAT
GTIVGPNVYS

SLNLOQRRPLV
GSEADIPKKY
HPASSGARLA
SGAALSQOTAG

PRPGYWGAGP
NFAQFSPEEL

GCKSLEHVSY
KLOALADSHL
LEAIKAATAN
KAVTHVWEGG

ADEEVWELMK
KAYQGAIKAG

APLSVGPOAE
KLFKGPGIGP

LCTADGVEEV
KVIVEEAARQ
EKGTLYVATR
VTIALGTDTA
LTGOLREGYE
HGEDARNPFL

FIG. 18A

RRAVRLOQIRR
NRIVSARVHG
SVIEIFLASN
PGGPTALELQD
ADVIALEENP

IASTDEAKNT
LRSTQSTHRV
RGCW EALONG
HGDIFALPAG
GAKVIKVMAS
KAGIMAATKA
GEGLVKESWA
FAVERGGMTP
LEDIKVIFQEP

MVRRIASATPMVQOSPMSPLGTTYCVRPNPVSLNLORRFLVIASTDEAKVTITIYAGLLIPGDGE
PLRNAALVISDKIIAFVGSEADIPKKYLRSTQSTHRVEVLMPGLWDCHMHEGGDDDYYNDYTS
GLATHPASSGARLARGCWEALQNGYTSYRDLAGYGCEVAKAINDGTIVGPNVYSSGAALSQTA
GHGDIFALPAGEVLGSYGVMNPRPGYWGAGPLCIADGVEEVRRAVRLOTIRRGAKVIKVMASGG

VMSRDDNPNEFAQFSPEELEVIVEEAARONRIVEAHVHGKAGIMARTKAGCKSLEHVSYADEEV

WELMKEKGI LYYVATRSVIEIFLASNGEGLVEESWAKLQALADSHLKAYQGATKAGVTIALGTD

TAPGGPTALELOFAVERGGMT PLEAIKAATANAPLSVGPQAPLTGOLREGYEADVIALEENPL
EDIKVFQEPKAVTHVWKGGKLFKGPGIGPWGEDARNFPFLHAHHHH

FIG. 18B
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1 20
MetValArgArglleAlaSerAlaThrProMetValllnSerProMetSerProleuGly
21 40
ThrThrTyrCysValArgProhsnProvVal SerLeudanleullnArgArgProleuVal
41 40
IleAlaSerThrispGlualalysValThrlilielleTyrAlaGlyLeuLeullaeProGly
61 BO
RepClyGluProLeuArgAsnalafilaleuVallleSerhsplysllellealaPheval
81 100
GlySerGluAlafAsplleProlyslLysTyrleuArgSerThrélnSerThriHishrgVal
101 Motif 1 (104-113) 120
ProVallLeuMetProGlyLeuTrpAspCysHisMetHisPheGlyGlyAsphspispTyr
121 140
TyrasnhspTyrThrSerGlyleullaThrHisProilaSerSerGlyalabhrgleudla
143 Motif 2 (150-152) 160
ArgGlyCysTrpGluAlaLeuGlnAsnGlyTyrThrSerTyrArgAspLeurlaGlyTyr
161 Motif 3 (171-176) 130
GlyCysGluvalAlalbyshlallefAsnAsp@GlyThrIleValGlyProAsnValTyrSer
1BL Matif 4 (190-193} 200
SerGlyhlaAlaleuSerGinThrAl aGlyHisGlyaspllePhehlaLeuProlAlaGly
201 220
GluValleuGlyBerTyrGlyValMetAsnProArgProGlyTyrTrpGlyalaGlyPrao
221 240
LeuCysIleAlaAspGlyValGluGluValArgArgilaValArgleuGlnl leArghrg
241 Motif 5 {(241-252) 260
GlyAlalysValllelysValMetAlaSerGlyGlyValMet SerirghsphAsplAsnPro
261 280
AsnPhehlaGlnPheSerProGluGluleulysVallleValGluGluAladla®rgGln
281 Motif € (284-293) 300
AsnArglleValSerAlaHiaVallHisGlylysAlaGlyIleMetAladlalleLyshla
301 Motif 7 (307-314) 320
GlyQyslysSerLeuGluHisVal SerTyrAlahsplluGluValTrpGluleuMel Lys
321 340
GluLyeGlyTleLeuTyrValAlaThrargSerVallleGlullePhel,euhlaSerisn
341 360
GlyG3luGlyLeuvValLysGluSerTrpAlalyslLeuGinAlaleudladspSerHisLen
36l Motif 8(366-378) 380
LysAlaTyrGlnGlyAlallelysAlaGlyValThriledlaleuGlyThrAspThrila
381 400
FroGlyGlyProThrilaleuGluLeuGlnPheAlavVvalGluArgGlyGlyMetThrPro
401 420
LeuGluklaTllelLysAlaklaThrAladsnAlaProleuferValGlyProGlnAlaPro
421 440
LeuThr@lyGlnLenArgGluGlyTyrGlullaAspValIleflaleuGluGlulisnPro
441 Morif 9{439-444) 460
LeuGlulspllelysValPheGlnGluProlysklavValThrHisValTrpLysGlyGly
461l 480
LysLeuPheLysGlyProGlylleGlyProTrpGlyGluAspAl adrgAsnProFPheLeu

FIG. 19
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FIG. 20
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FIG. 21
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FIG. 22
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Las coordenadas de amidasa 2 (am7)
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col
CEl
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ABP
ASP
ABP
AP
RSP
GLD
GLU
GLU
GLU
GLT
GLU
GLU
GLU
GLU
ALA
ALA
ALA

ALA
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYs
LYS
LY3
VAL
VAL
VAL
VAL
WAL
VAL
VAL
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE

TYR
TYRE
TYR
TYR
TYR
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45
45
45
45
45
15
45
4%

~55.262
-55.515
-54.861
-53.542
-52.677
~-53.292
=54.968
-54.212
-55.347
-55.028
-56.108
-57.545
~537.760
-37.21%2
~58.472
-53.63214
-53.022
~-53.142
-51.923
=51.700
-51.9a8
=53.014
=-50.834
=50.855
-4%.537
-50.011
-49.,541
-48.218
=47.781
-50.352
-4%.2596
-51.292
-51.216
-52.439
-52.439
-52.458
-51.050
=51.822
-50.0428
-48.752
-43.456
-48.401
—-48.355
-4%.635
-4£.977
~50.281
-50.118
-51.457
-52.322
-53.745
=51.223
-4%.340
-4%.667
-48.306
-47.5249
-46.041
-45.871
-44.48%
-45,320
-47.620
~-47.210
~-4B.156
-48.233
=49.508
-50.804
-51.456
-52.655
-53.222
-h4.426
-52.588
~51,391

73.964
7. 480
J6.817
T7.268
I7.314
77.563
76.815
77.423
75.553
74.804
73.730
74.251
75.143
74.821
76.168
74.1lc4
74.01%
73.793
73.013
T2.700
71.707
J1.043
71.347
70.022
70.021
69.730
68.35%
6H.a42
67.094
89.018
89.075
66,108
67.168
€7.326
66.265
6B8.726
65.7z24
65.248
65.038
63.668
63.571
84.623
82.233
62.803
£3.208
E1,837
§0.703
80.279
61.508
Bi.174
592.500
59.466
58.837
39.127
57.840
58.255
59.4686
80.027
57.021
56.539
57.283
55.779
54.740
53,822
54.705
54.825
55.513
56.087
56,730
55.988
55.288
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-22.746
-22.72%
-24.001
-24.344
-23.441
=-25.530
~21.465
=20.56%21
-21.27%7
-20.062
-19.787
-19.641
-18.418
-17.336
-18.532
=20.102
-21.162
~18,926
-19.786
=17,320
-13.591
-19.667
-20.19%4
-20.778
-21.814
-23.223
-23.694
-24.448
-24,909
-19.681
~19.058
-19.451
=la,332
=17r.421
-16.313
-16.833
-18.8219
-19_851
-18,329
~18.750
~19,585
~20.550
-20.31¢6
-17.509
-16.545
-17.505
<16, 385
-15.756
-15.478
-15.068
-14.457
-1l6.818
=17.833
=16.057
=16.347
-16.544
-17.4€2
=17.478
-17.078
-15,197
-14.,072
-15,480
~14.476
-14.872
-14.560
~13.239
-13.231
-14.357
-14.229
-15.594
-15.6B5
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ATOM
ATOM
ATOM
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ATOM
ATOM
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ATOM
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
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BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
BTCM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
LRTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
RTCHM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

138
139
140
141
142
143
144

o

ooz oaooo=on
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a
j=]
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cp2

Ch
CB
Ca
cel
co2

LEU
LEO
LED
LED
LEU
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
1LE
ILE
TILE
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
BRO
GLY
CGLY
GLY
GLY
A3P
ASF
ASF
ASP
ASP
ESP
ASP
LEF
GLY
GLY
GLY
GLY
GLU
GLT
GLU
GLU

GLD
GLU
GLU
GLU
PRO
PRO

FRO
FRO
PRO
PROD
LEU

LEU
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~46,9%5
-46.580
-46.3%1
~45,155
~43.954
-45.194
-45.529
-44_.833
-44.,700
-43.671
-43,80%
-42.643
-41.5&5
-40.425
-39.20¢
-39.57¢
38,064
-41.064
-40,595
-41.078
-40.631
~41.746
-41.489
-42,798
-40.660
~39.422
-39.532
-38.274
-36.992
-35.781
~35.587
~34,97%
~-34.44%
-36.870
-36.699
-36,983
-37.109
-37.646
-37.131
-37.074
-35.78l
-35.761
-34.684
-33.363
-32.564
-31.3%5
-33.21¢
-32.671
-32.33%
-31.643
~-31.133
-31.58%
-33,938
-34.784
~33.488
-34.428
-35.1868
-35.1289
-35.916
-36.595
-37.308
-36.,3892
-35.037
—34.990
-34.000
-37.559
-38.432
-37.317
-38.238
-37.588
-36.187
-36.218
-39,.65%
-39.840
-40.847
-42,040
-42.952
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93,862 ~14.622
53.551 -15.746
53.483 -13.487
52.691 -13.520
53,566 -13.198

51.520 -12.5860
SL.683 -11.365
50.342 ~13.056
45,167 -12.183
45,382 -11.087
48,881 -9.982
50,152 -11.,429
50.%23 -10.523
49,518 -149.63%
45,828 -8.78S
49,831 -8.33%
4B.21% -10.209
51.933 ~10.801
52.1%4 -12,063
52.832 -9.925
54,189 -10.132
55.169 -8.78S
56.664 -9.944
£7.422 -10.163
57.260 -8.732
54,403 -9.23%
54,317 -8.,000
54,611 -~9.BB3
54,890 -9.21%
54,255 -5.99%
52,733 -10.168
52.054 ~11.09%
54.59%6 -9.J45
5R.422 -92,189
57.032 -10,245
57.048 -7.987
58.503 -7.957
£g.785 -6.543
57.664 -5.725
56.464 -5.632
59,205 -8,191
60.357 -8.447
58.523 -7,8%0
FD.0Bé -8.158
52.182 -6.9B8
58.846 -6.872
59,643 -5.825
59,643 -4.473
€1.079 -4.074
61.179 =-2.731
60.157 -2.214
62.311 -2.1%6
59.069 -3.529
59.681 -3.357
57.883 -2.943
57,241 -1.892
56,043 -2.555
55,77T =3.766
55.342 -1.96789
5q4.074 -2.037
53.410 -0.830
52.9%8  0.325
52.416 -D.12B
51,417 -0.883
52,992 0.266
55,175 =3.216
55,042 =3.234
53,285 -4.209
53.116 =5.36%9
51,853 =6.l26
51.820 -5.666
52,373 =4,2530
52.7189 -4,%R3
51.909 -4.083
53.269 -5.680
52.906 ~-5.450
54.137 =5.518

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1L.00
1.00
1.00

L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.D0
1.00
1.00
1.00
1.4Q0
1.400
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
i.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

17.12
17.48
16.27
16.27
17.39
16,62
15.83
16.57
17.11
16.78
15.17
17,53
17.BD
17.51
17.37
17.84
17.31
17.97
18.62
16,350
15,93
15.70
16.00
15.467
15.58
15.81
15.79
15.20
15.21
14.91
14.29
13.73
14.14
15.3¢6
15.17
15.4%
15,57
15,31
15.16
15.40
15.63
15.85%
16.18
17.16
17.86
19.42
15.45
20.80
21.27
22.132
22.79
22.04
22.0%
22.77
23.85
24.17
23.86
22.50
23.58
24,21
27,58
31.88
14,259
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149
150
151
152
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154
155
156
157
158
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150
151
162
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154
1585
186
147
168
168
170
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LED
LED
LET

RSN
ASM
RSN
ASM
ASM
ASN
RSN
ASH
BLA
ALA
ALA
ALA
ALRA
ALA
ALA
ALR
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LEU
LEU
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LEQ
LEU
LEU
LEU
LEU
WAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
ILE
ILE
ILE
ILE
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ILE
SER
SER
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nEP
LYS
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LYs
LYS
LYS
LYS
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~47.536
-43.437
=42.547
-42.9532
-42.14z2
-43.388
-45.978
-43.904
-43.51@
-42.003
-41.4403
-40.217%
-38.683
-39.551
-45.424
48,115
-45.8€1
-17.214
-18.28%
=47.%86
-47.703
=-48.00%
~47.482
-48.408
-46.633
-46,61%9
-45.204
-47.173
-47.3466
=47,430
-47.812
-45,312
-47.038
-46.671
-46.747
-46.194
-44.751
-q43.953
-42.4861
-44.228
-47.077
-47.537
-47.344
-48.077
-49.294
=50.13%9
=50.139
=47.133
-46.338
~-47.215%
-46.501
~45,744
-44.5%1
-44.020
45,264
-47.516
—48.462
-47.303
—48.046
-48,754
-49.610
-47.061
-46.258
-47.208
-46.332
-46.55%
-47.968
-48.502
-48.558
~Ad4_BES
-44.488
=-44.061
~42.6Ll6
~41.787
-42.187
=41 _18B5
~41.653

55.395
56.560
35.182
51.839
51.819
50.954
45.889
48.552
47.346
46.878
46.433
45.801
45.448
45.31¢€
50.290
£0.832
50.05%
50.436
49.520
48.044
47.€27
47.25%2
51.913
52.283
57.745
54.187
54.62E
54.979
54,437
56,264
57.1739
57.414
58.503
58.920
59.133
60.482
60,460
61,757
61.509
62,394
61.309
60.B34
62.543
63.472
64,091
64,6899
62,287
64,574
65.091
64,921
66.065
65,707
64.762
64.00%
66.976
67.113
66.823
68,326
559,484
70,179
71.209
T0.430
71.079
T0.482
T1.313
72,815
73.242
T2.713
74.084
70.915
€9.884
71.701
71.425
T72.692
73.443
74.528
75.309
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-15.844
=21.07%

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.50
1.40
1.60
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.0G
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

L.0D
1.00
L.0o
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

24.70
25.86
25.35
21.4%
21.31
20.82
20.40
22.31
24.82
27.44
29.88
30.73
31.14
30.00
18.63
17.87
17.a7
17.14
16.43
16.23
15.84
15,36
17.38
16.95
17.63
17.48
17.03
17.52
17.67
17.51
17.17
16.43
16.93
17.4€
16.63
15.77
15.67
15,75
153.26
15.75
15.60
15.82
15.865
15.44
15.23
15.05
15.08
15,78
15.62
16.07
15.B0
15.22
14.79
14.30
14.30
16.21
16.30
16.85
17.61
17.77
18.12
17.90
17.61
18.92
1%.73
19.14
19.49
15.64
19.35
20.50
20.61
22.30
24,11
25.47
27.21
29.07
30.57

ONNON 200000002000 NONEC000N0ONE2oNONONNZoNNaONOO=2e000Z0000Z0NE00N00Z0NZaNa0nNn0naZoa0an



ATCH
ATOM
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229
230
231
232
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237
238
238
240
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242
243
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245
246
247
248
249
250
251
252
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254
255
256
257
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260
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265
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272
273
274
27%
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2BD
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299
300
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302

NE

CA
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CGl
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PHE
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VAL
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GLY A
GLY A
SER A
SER A
SER A
SER A
SER A
S5ER A
GLU A
GLU &
GLU A
GLO A
GLO A
GLU A
GLU A
GLU &
GLU A
A
n
A
A
A
A
R
A
A
A
A
A
A
A
A

BLA

ES 2664 178 T3
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72,3380 -13.171
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=54,893
-54.,343
~53.426
-54.883
-54.136
54,930
-53.158
-52.633
-51.594
~50.328
-52.0E5
-51.527
-52.223
-51.693
-52.813
-53.240
=-54.013
=50.796
-50.B60
=49.,941
-48.99¢6
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-47.571
-47.210
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-47.662
-47.854
-48.870
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-48.534
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-49.208
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-50.929
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-44.610
-43.561
-13.946
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-13,240
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-42,278
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-41.834
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~40.375
-39.9%9
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~37.568
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58,603
57.966
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58.306
57.524
57.240
56.94%2
55.926
56.542
57.484
57,085
58,143
59,221
58.851
54.861
55.338
53.7186
52.729
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-28.621
-29.883
-29.48561
-30.260
-29.838
-30.382
-31.889
-32.425
-32.581
-28.292
=27.653
-27.697
~26.243
-25.830
~24.3586
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=25,725
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-24.292
-24.,440
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-16.072
-17.051
=-16.238
-17.470
-16.754
-15.411
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D.281

0.7%6

0.966

2.427

2.913

2.801

1.562

L.458

2.598

3.829

3,927

3.036

4.154

2,302

2,851

2.017

3.003

3.800

2.145

2.263

0.896

0.018
-1.399

0,607

3.211

3.3a7

3.864

4.636

5.3

5.231
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14,990
76.371
75.251
77.202
Te.751
77.833
78,983
TT.317
75.531
75.512
74,511
73.252
73.480
TZ2.472
71.556
12.843
72.165
71.028
70.801
10.320
59.132
8,404
67.115
65.956
64,992
65.529
66,831
£9,451
68,552
70.693
F1.140
71.454%
71,433
71.712
2,118
72,544
73,433
74.100
T2.464
71.023
69,855
71,389
70,430
70.843
71.042
72.092
69,810
10,334
70,975
69.5086
£9,412
68,389
58.871
68,903
9,359
62,781
63,743
69.282
69.114
69.510
68,434
60.074
66.998
69,268
B3.253
70.284
71.510
T2.181
71.453
T2.017
T1.538
F2.478
72.391
73.389
74,396
75.131
74.240

-17.3%%
-20.178
-20,€686
=20, 64E
-21.651
-22.023
-22.545
-23.,117
-21,111
=-19.944
-21.958
-21.568
-20.954
-20.606
-19.952
-20.522
-19.652
-20, 396
-21.588
-19.706
-20.266
-19.205
-19,707
~19.04%
~20.310
-20.481
=-20.122
-21.456
-22.282
-21.554
-22.70%
-23.947
-25.060
-23.757
-24.857
-24.3086
-25.269
-24,781
-26.484

-24.644
-29.142
-29.414
-30.004
-31.292
-31.935
~32.234
-33.097
-32.08¢
-32.650
-33.117
-34.156
-34,138
-35.5586
-32.1598
=30.99%7
-32.949
-32.283
-33.442
-34.812

1.00
1.00
1,00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.0o
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1,00
L.oo
1.00
1.040
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

17.50
i6.29
16.82
15.48
15.22
15.14
14.76
14,54
15.53
15.25
15.39
15.87
14,85
16.74
i7.42
17.37
17.53
19,37
18.57
20.62
22.20
24.82
29.36
31.45
31.52
31.34
30.50
21.58
22.984
2D.93
20.91
20.15
19.74
19.37
12.51
18.237
17.84
17.38
16.32
12.10
20.71
18.96
18.73
18.13
18.5%
18.89
17.44
18.88
19.48
19.58
20.35
20.27
20.92
21.96
22.51
21.03
20.98
20.95
20.77
21.38
21.27
21.07
21.47
Z1.61
2z2.87
15.86
18.5%9
18,48
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOMN
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATQOM
ATOM
ATOM
ATOM

[T
=

NEOoON0O0ZC0
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GLO
LU
GLU

LD

GLO
GLU
VAL
VAL
VAL

VAL
VAL
VAL
LEO
LET
LED
LEU
LET
LEU
LEU
LEUT
GLY
GLY
GLY
GLY
SER
SER
SER
SER
SER
SER
TYE
TYR
TYR
T¥R
TYR
TYR
TYH
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
aLy
GLY
GLY
GLY
VAL
VAL
VAL
VAL
VaL
VAL
VAL
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
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13.515
715,345
15,512
76.916
T6.5%33
77.502
7B.064
8,324
78,715
19,820
1%.462
80.247
T6.269
T7.859
T6.563
T€.746
77.134
Tr.002
T7.560
77.673
TE.GEE
77.108
T€.724
75.76%
75.370
74.541
76,043
78.225
78.912
BO.157
BO.791
B0.078
T8.788
81.020
gl,141
81,567
8l.054
81l .868
81.499
B2.353
80.20%
79,690
TE.15¢
77.97¢
T9.896
80.251
7%.€86
79.480
78.031
T7.0L7
77,2486
76.308
75.121
74,1795
T4.882
75.803
B0.237B
80.157
al.322
82,248
83.400
£3.590
B4.168
B5.268
85.219
83.874
85.534
86.847
B7.633
E6.E38
B7.043
B7.7%3
86.787
45,0588
85.071
87.895
£6.912

~34.412
-31.493
-31.802
=30.497
-29.578
-28.547
-30.262
-29.897
-31.264
-31.958
-32.5861
-32.520
-33.124
-33.805
-34.613
=35.842
-35.6808
~34.695
-36.813
=32.77%
-32,992
-31.633
-30.598
~29.598
-28.628%
-30.335
-29.880
-29.714
-22.4€7
-28.830
-28.050
-26.704
-26.6840
~25.618
-2%.821
-25.4350
-31.081
-32.0865
-32.097
-32.188
-31.990
-32.1586
-32.456
-33.847
-30.519
-31.018
-29.75%
~28.534
-28.10%
-29%.071
-29.760
-30.637
-30.817
~31.665
-30.129%
-29,253
-27.372
-26.24E
-27.632
-26.604
-26.464
-27.326
-29.384
-25.099
-23.657
=-23.400
-22.633
-25.428
-25.045
-26.157
-26.720
-26.607
-27.527
-27.037
-25.438
-28.178
-28.727

L.0o
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.400
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1,00
1.00
1.00
L.oo
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1,00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.040
1.00

16,17
16.83
17.11
17.10
16.85
16.50
16.95
16,5858
17.08
16.37
16.45
16.39
17.05
17.29
168.10
19.04
20.52
22,86
20.76
16.72
16.54
16.66
16.45
15.94
15.66
15,38
17.00
17.08
17.49
17.90
18.4905%
1%.56
19,55
18.26
17.84
18.00
17.15
18.32
18.30
17.173
18.34
18.18
18.17
18.43
18.60
20.32
18.54
18.25
192.51
20.92
22.12
22.00
22.17
22_.86
22.97
21.84
13.23
17.97
18.27
17.02
17.37
17.66
17.61
17.79
16.92
15.92
16.92
18.54
17.88
19.3%
20.15
21.01
21.06
23.65
22.17
20.75
21.63
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ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
aTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM

ATOM
ATOM
AT
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATON

1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1254
1235
1236
1237
1238
1238
Lz4an
1241
1242
1243
1244
1245
1248
1247
1248
1249
1250
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1252
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1254
1255
1256
1257
1258
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12860
1261
1262
1263
1264
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12866
1267
1268
1z26%
1270
1271
1272
1273
L1274
1275
1276
1277
1278
1275
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291
1292
1223
1294
1295
1296
12097
1298
1288
1300
1301
1302
1303
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o
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ASH
ASH
ASN
RSN
RSN
ASH
B3N
ASN
PRO
FRO
PRO
PRO
FRO
FRO
PRO
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG

ARG
ARG
ARG
ARG
ARG

PRO
PRO
PRO
PRO

PRO
GLY
GLY
GLY
GLY
TYR
TYR
TYR
TYE

TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TRP
TRF
TRP
TRFP
TRFP

TRE
TRE
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TRP
TRE
TRP
TRP
GLY
GLY
GLY
GLY
ALA

ALR
ALA
ALA
GLY
GLY
GLY
GLY
FRO
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210
210D
210
210
2L1
211
211
711
211
211
211
212
212
21z
212

213
213
213
213
213
214
214
2i4
214
215
215
215
215
215
213
z21s
215
215
215
215
215
218
216
216
216
216
216
218
216
216
216
216
216
216
216
217
217
217
217
218
zlg
218
218
218
218
218
219
219
220
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-4.031
-4,154
-3.087
-1.643
~-1.,41%9
-0.661
-5.552
-5,708
-6.579
-7,910
-8.725
-7.718
-E.547
-7.846
-7.084
-3.043
-8.582
-7.485
-7.232
-6.622
-7.650
~7.7499
-5.941
-B.800
-9,854
-10.657
-10.053
-11.140
-11.035
-10.,26%
-9.324
-10.%55
-9.840
=12.044
-11.965
=12.451
-11.880
-13.4389
-14,159
~14.905
~15.897
~17.073
~17.864
-17.681
-18.528
-16.511
-15.627
-13.208
~13.254
-12.364
~11.44%6
-10.87%4
-5,724
-0.417
-7.634
-a,357
-%,728
-10.694
-10.317
=5, 998
=7, 656
-12.110
-13.135
-11.525
=11.8%81
-13.138
=13.827
-13.37%7
-14.5130
-15.6586
-14.124
-14,871
=13.145
~12,643
-12.733
-13.251
-12.202
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HE.U24
B2.145
8g.27z2
88.806
49.550
87.969
B8.6835
B7.925
845,580
89.4497
30.550
51.545
G0 .704
89,644
90.482
88.872
B3.795
B7.817
86.653
85.438
94,428
43.464
43.323
82.627
88.247
B7.676
B3, 375
87.623
g8.040
89.322
89.237
86.089
85.620
85.323
£3.858
B3.246
82.2586
83.845
83.257
§1.970
82.224
82.95%
83.217
B2.737
§2.964
82.040
81,790
83.076
g2.085
84.086
84.216
85,624
85.847
B5.417
B5.827
86.546
86.527
@7.278
B7.883
B7.817
87.145%
83.960
84,551
83.077
62.850
51,893
81.798
81.179
80.293
&D.892
78.934
78.488
78,3086
T6.960
75.973
76.283
74.760

-28.808
~30.257
-30.914
-340.703
-30.278
=-31.030
-30.,831
~31.655
-30.396
-31.017
-30.379
~29.846
-29.434
-32.537
-33.003
-33.278
-34.753%
-35.210
-34.258
-34.945
-34.992
-34.10&
=33.120
~-34.224
-38,317
~34.576
-36.649
-37.300
-38.775
-38.773
-37.600
-37.135
-36.B843
-37.267
~37.228
-35.922
-35.83%
-35.334
-34,187
-34.587
-35.707
-35.489
-36.530
-37.817
-36.8%4
~-38.050
-37.000
-33.015
-32.278
-32.852
-31.724
~31.,740
-30.818
~30.577
-29.922
-2%.038
29,545
-28.817
-27.634
-27.16%
-27.870
-30.402
-30.080
-29,621
-28,256
-28.226
-27.233
-25.312
-29.340
-30,188&
-2%, BHZ
-30.8913
-29.228
-29.588
~28.421
-27.352
-28.625

1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.0o
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1,00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1,00
1.00
1.00
L.an
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

20.70
21.14
23.96
27.68
32,02
30.51
1%.30
18.67
17.682
17.36
16.70
16,586
16.57
16.21
15.49
16.71
17.18
18.71
20.70
22.47
25.31
24,16
23,93
27.46
16.40
15.38
16.42
16.03
15.77
15.62
15.79
16.56
16.47
16.86
16.87
18.086
19,33
17.14
16.70
16.68
16.86
16.29
16.81
17.48
17.44
17.21
17.02
16,67
16.76
15.40
16.24
15.47
15.57
15.75
16.28
15.68
15.94
15.29
15.41
16.03
15,67
16.18
16.24
16.52
17.77
18.58
20.08
18.31
18.61
18.52
18.87
18,94
18.58
18.08
17.72
17.29
17.5%
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ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOW
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATON
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RATOM
ATOM
ATOM
ATOMN
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

1304
1305
L30€6
1307
L1308
1308
1310
1311
1312

13114
13215
1316
1317
1314
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
L1328
1328
1330
L1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1344
L1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1385
1356
1357
1358
1359
1360
L1361
1362
1363
1364
1385
1366
13487
1368
1369
1370
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1372
1373
1374
1375
1376
1377
1378
1378
1380

CG2

PRO
PR
PRO
PRO
FRO
LED
LEU
LED
LEU
LEO
LEU
LEU
LEU
CYS
CY3
CYS
03 423
CYS
CYS
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
TLE
RLA
ALA
ALA
RLA

GLO
GLU
GLU
GLO
GLD
GLU
GLIO
GLU
GLU
GLO
GLU
GLU
GLU
ELU
GLU
GLU
GLU
GLU
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL

220
220
220
220
220
220

222
222
222
222
222
222
223
223
223
223
223
223
223
2zZ3
224
224
224
224
Zz4
225
225

225
225
225
229
225
226
226
228
22e
227
227
227
227
227
227
227
228
228
228
228
228
228
228
228
228
22%
229
223
229
229
225
229
229
Z29
230
230
230

230
230
230
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-12.335
~11.927
-11.983
=-11.597
=13i.381
-11.561
-10.414
-9,345
-8.132
-6.828
-6.826
-5,686
=2.007
-92.171
-B.562
-8.143
~9.247
-8.776
-6.874
-6.874
=-5.75%7
-4.517
-3.386
-3.267
~-3.243
-2.040
-4.269
-4.380
-3.937
-3.801
-5.126
-2.700
-2.643
-1.823
-0.742
0.5925
0.6086
0.535
0.659
-0.70%
-0.635
-0.788
-0.770
-2.151
=3.123
-2.237
=-3.513
-3.310
-&.463
-3.101
-4,32%
-5.549
-3.651
-4.319
-3.342
-2.594
=3.502
-4.206
-3.9484
-4.,989
~6.145
-4.287
-4.794
=3.6874
-2.926
-1.847
-0.871
-1.944
-5.951
-6.89%4
-5.878
-6.776
-6.093
-§.953
-5.583
-8.158
-9.18%6
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73.693
T2.442
72,835
74,269
73.907
T3.337
74.762
74,973
74,166
T4.508
73.857
73.945
T6.458
17.248
16.82%
78.184
78.9%16
80.5%/
78.160
77.598
TB.T43
76,008
78,339
76,834
76,147
TB.243
80,216
Bl.Z04
80.ZE8
81,542
41.831
31.375
§50.345
B2.371
B2.282
B82.048
80,755
79,650
B0.854
B1.538
84,633
83.454
84.630
fR_093
B84.327
85,798
26.242
86.972
§7.930
BE.853
87.069
86,865
87,966
G8.844
69,951
0. 667
91.544
©2.458
51.341
Ef.065
8R.1332
a7.080
a6.357
85.563
£6.386
85,622
8€.281
B4.3E80
85.460
85.200
85.013
84,001
831,356
93,392
£1.880
84,029
83,975

-27.62%
-29.404
-29.844
-29.870
-26.474
-25.408
-26.702
-25.756
-26.195
-25.495
-24.055
-26.3232
-25.529
-26.570
-z4.440
-24.,160
-23.430
-23.078
-23.305
-22.202
-23.B35
-23.1€1
-24.096
-23.987
=-25.317
-23.708
=22.620
~21.354
-21.327
-20.618
~-1%9.%63
-18.57¢&
-18.897
-1%.457
-18.508
-19.221
-20.020
-1%.421
-21.268
-17.738
-18.345
-16.414
-15.563
-15.160
-15.857
-14.028
-13.471
-12.118
-11.771
-11.014%
-14.478
-14.624
-15.194
-16.161
~16.748
~15.703
-14.642
-15.362
-13.820
-17.276
-17.617
-17.822
-18.9%0
-19.668
-20.6%6
-21.434
-21.836
-21.600
=18.603
-19.373
-17.372
-16.8§65
~15.636
-14.396
-15.986
-16.642
~16.827

1.00
1.00
1.0C
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.60
1.00
1,00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.Q0
1.08
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

17.34
16,43
16.72
17.07
16,594
16.26
17.61
18.25
19.13
2L.14
22.20
21.78
Lg,03
17.58
18.33
18.20
18.21
19,26
18.41
19,52
16.92
15.71
15.82
16.22
16.4%
15,32
15.52
15.13
14.24
13.19
12.78
12.65
12.51
11.77
11.85%
12.03
12.41
12.07
12.92
11.a8
12.11
10,99
10.%2
11.21
11.05
11.50
11.586
11.19%
10.94
10.80
12.28
13.11
1z.71
13.23
13.15
13.43
14.02
14,28
L4 .07
13.65
14.42
14.08
14.96
14.72
14.24
14.45
14.25
14.4%
15.26
16.12
15.11
14.72
14.086
14,76
12.59
14.74
15.10



BTOM
BTOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
LTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATON
ATOM
BTOM
ATCH
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
AT
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
AT
ATOM

RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM

ATOM

1381
1382
1383
1384
L3853
1386
1387
L1388
1385
1380
1391
1392
1393
1394
1395
13946
1337
1398
1398
1400
1401
1402
1403
1and
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
l42%
1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
14359
1440
1441
1442
1443
1444
1445
14456
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457

&RG
iclel
ARG
ARG
RRG
ARG
ARG
ARG
REG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ALR
ALA
ALA
ALR
ALA
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL

GLN
ILE
ILE

ARG

PHP PP PR PRI PR PP RPN P PR PP PR R R PR AP RR R PR PR RN R MR RPN R PR D

231
231
231
231
231
231
231
231
231
231
231
232
23z
232
23z
232
232
232
232
232
232
232
233
233
233
233
233
234
234
234
234
234
234
234
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
236
236
236
238
238
238
238
238
237
237
237
237
237
237

ES 2664 178 T3

-8.175

-9,418

-2.148

-8.925

-8.878

-8.215

-8.739

-g,035

-9.961
-10.138
-11,330

-2.,425
-10.068

-2.131

-9.727

-5.E03

-3-?16

-7.703

-8.448

-6.414
=10.441
=11.373

-2.705

-9.988

-B.693
=11.343
=12,083
=1L.677
-12.850
-13.134
-14.563
~12.126
-14.0€1
-15.031
-13.880
-14.818
-14.346
-14.29]
-13.589
-13.32a
-12.7686
-12.407
-12.561
-15.140
-16.297
=14,152
=14.,393
~13.088
~12.348
-11.025
-13.1286
-15.374
-16.171
-15,316
-16,266
-15.R00
-14.436
-13.826
-14,305
-12.747
-17.6173
-18,646
-17.788
-19.069
~18,956
~18.348
-19.091
-20.311
18,693
-20.210
=-18.8418
-12.310
-18.153
-18.557
-17.48%
-i7.B37
-18.212

85,909
0g, 665
ia.08z
§8.203
B9.670
A9.854
89.531
89,771
88.974
06,693
86.372
87.041
B7.05%
B7.721
87.581
BE.858
B3.236
20.420
91,392
30.631
B5.651
A5.488
84,6047
B3.253
B2.309
82.813
§2.157
83.148
B2.745
B2.994
§2.733
B2.158
B3.559
83,003
84.87%
B5.743
B87.233
g7.712
8%.027
89,302
90.414
91.380
90.570
85.381
85.521
84,867
84,392
84.0%9
85.275
84.903
8o.072
B83.22¢
83,145
82,319
81,207
80.106
75.444
79.839
749,458
80,803
81.¢684
1,309
82.511
82.140
84,103
83.403
82,159
84.892
83,859
83.779
34.526
85,211
25.842
87.173
87.785
37.537
g8g.4a7

125

-15.27%
-16,203
-15,719
-14.219
-13.76%
-12.464
-11.268
-10.183
-11.161
-17.558
-17.65L
-18.624
-19.945
-20.984
-22.392
-23.190
-23.370
-23.045
-22.49%
-23.268
~-20.415
-21.228
-19,925
«20.251
-19.760
-1%.735
=20.467
-16.489
-17.971
~16.464
-16.02%
-15.677
-1H.694
-19,238
-18,708
-19.319
-19.215
-17.787
~17.827
-16.227
-15.759
-16.584
-14,480
-20.757
-21.173
-21.480
-22.8863
-23.594
~24.141
-24.718
-25.175
-22.953
-23.886
-21.993
-21.959
=21.010
-21.310
~22.626
-23.718
-22.543
-21.566
-22.226
-20.522
-20.179
~18,851
~17.715
-17.231
~18.593
=21,400
-21.647
-22.180
-23,384
-24.161
-24.749
-25.633
-27.010
-27.868

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00

Ll.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.400
1.00
1.00

14,83
14.27
14.02
13.42
12.92
12.58
12.52
12.13
11.79
14.31
14.85
13.83
13.28
12.65
12.20
11.75
11.31
11.56
11.32
11.69
14.02
14.48
13.82
13.64
13.43
13.53
13.45
13.61
13.47
13.64
12.59
13.75
13.35
13.07
12.88
12,71
12.37
11.5%
10.84
10,786
10.72
10.9%
10,83
12.37
12.865
13,38
14.13
13.32
13.88
14.07
13.28
14.40
15.04
14.44
14.63

OENONOE0000NNOE00 00000 Z00 00NN EZ00 S EnN ZON00 0N AaNOZE00N0ZoNEZOZNO0nNZo0NEE2a0Za000n=



ATOM
ATOM
ATCM
aTOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOH
BRTOM
ATOM
ATOM
BETOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOH
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
AT
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
RTCM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM

1458
1458
1464
1481
1462
1463
ldé4
1465
11466
1467
1468
1489
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479
1480
1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
L1488
1499
1454
1481
1492
1493
1494
1499
1496
1497
1458
1499
L500
1501
1502
1503
1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1516
1517
1518
1519
1520
1521
1522
1523
1524
1325
1526
1527
1528
1529
1530
1531
1532
1533
1534

nnzongzon

e

anonNOoO=Eoaaaaan = 00
g 8 9 Q =an @ 6 | R ElsN-Nry-] Q
[ [y

cG2

O
CcB
G
cD
CE
M7

CGl

LYS
LYS
VAL
VAL

A

A

A

)

B

A

A

VAL A
VAL A
VAL A
VAL A
ILE &
ILE A
ILE A
ILE A
ILE &
ILE 2
[LE A
ILE A
LYS A
LY¥S R
LYS A
LYS A
LYS A
LYS A
LYS A
LYs A
LYE A
VAL A
VAL A
VAL A
VAL A
VAL A
VAL A
VAL A
MET A
21

B

Fil

A

A

&

A

A

A

A

A

MET
MET
MET
MET
MET
MET
ALR
ALR
RLA
ALA

244
244

244
244
244
244

L 245

245
245
245
2485
245
245
745
246
246
2486
246
248
46
246
246
246
247
247
247
247

247
247
248
248
248
248
243
248
248
248
249
2499
2489
249
249

ES 2664 178 T3

-18,256
-18,508
-20.10%
-21.15%
-19.638
~20,330
-19,392
-18.124
~16.95%
-17.083
~16.261
=1%5.225
-16.459
-21.522
-22.2852
=21.736
-22.847
-22.445
-23.311
-21.1480
-20.688
-19.173
-21.451
-21.638
-21.90z2
~22.657
-23,909
-25.241
20674
-27.081
-28.172
-21.791
-22.273
-20.514
-19.527
-19.8635
-19.275
-18.789
-18.173
-18.087
-17.165
~15.790
-15.225
-16.024
-16,025
-13.743
~14.823
-14.9593
~14.108
-13.302
-13.640
-12.621
-12.703
-11.840
-12.202
-11.810
-11.363
-11.043

=9,572

-8.5%97

-9.3848

-8.453

-B.821

~6.247

-7.687

-6.699

-5.880

-6.681

-7.843

-8,24%

-5.799%

-5.00%9

-5.838

=5.105

-5,962

~4.048

-3.455

126

68,740
§6.112
54,293
24.711
3,056
B2.130
§1.131
80.776
g0.587
Te.407
78.354
78.321
77.338
BL.446
B0.755
81.633
80.980
T8.649
78.087
75.739
78,687
78,816
78,8644
79,665
77.454
77.2556
76.404
77.145
77.755
77.323
77,4684
TH.E25
75.235
76.434
75.918
74,373
73.657
73.8¢68
TE. 329
76,570
76,453
76.701
77.973
79.213
79.506
78.122
I5.470
74,944
75.042
73.839
72,5902
T1.803
Mm.763
69.573
£8.409
74.154
74.752
73.751
73.513
74,640
7E.085
73,972
72.592
71.598
72.593
71.517
71,378
71.225
69,848
6%.704
71.878
72.816
71.167
71.447
71.795
J0.371
70.375

-27.507
-29.10%
-24,310
-24.871
-24.475
-25.361
-26.087
-25.330
-26.263
-27.113
-27.085
-26.252
-27.923
-24.716
~25.408
-23.417
-22.754
-21.814
-21,348
-21.503
-20.597
-20.321
-192,289
-18.8634
-18.924
-17.688
~17.942
-17.851
-19.168
=15.602
-18.86090
-16.6110
-15.534
-16.928
-15.983
-15.798
-17.086
-14.637
-16.852
=17.741
-15.688
-16.104
-15.432
~15.645
-17.337
=15.716
-15.762
-14.65%
~16.1747
~16.573
-17.722
-17.932
-16.846
-17.212
-16.352
-16.615
-17.575
-15.592
-15.641
-14.403
-14.397
-13,12¢
=15.73%
-15.165
-16.438
~-16.262
-17.546
-18.807
-16.73D
-20.485
-15.101
-15.188
-13.984
-12.824
~11,624
-12.489
=11.41%

L.00
1.40
1.430

16.03
16.57
17.26
17.98
17.12
17.31
16.63
16.38
15.58
15.27
15.02
14.50
14.75
18.12
19.63
17.70
17.92
13,53
20.25
19.18

;16,78

17.91
18.25
18.67
18.24
19.0%
20.12
21.71
zz.n
23,94
25.96
17.80
17.69
16,67
15.74
15.50
15.36
14.49
15.25
15.09
15.08
14.42
13.51
12.70
12.42
12.83
15.28
15.41
16,06
16.68
16.62
16.91
17.32
1E.00
19.14
16.94
17.82
17.42
17.7¢
16.91
17.00
17.24
1g.11
18.52
19.992
1%.02
1%.98
21.12
23.48
22.31
18.74
18.34
18.52
18.26
18.50
18.20
18.28

nnonNEooOo00cozaonNn=aooocnEon AOR2O00O0®EO0ONEE0NZON00=20022

annzonnmnonzonnnnnzonzannnnzonnm



ATOM

ATOM
ETCM
ATOM
ATOM
ATOI
ATOM
ATCM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATCH
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATCM
ATCM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
LTOM
RTOM

1535
1536
1537
1538
1534
1540
1541
1542
1543
1544
1545
15456
1547
1548
1549
1550
1551
1552
1553
1554
1555
1556
1557
L5358
1559
1560
1561
1562
1563
15864
1565
1568
1567
1568
15R9
15740
1571
1572
1573
1574
1575
157¢
1577
1578
1579
1580
1581
1582
1583
1584
1585
1586
1587
1588
1589
1590
1591
1592
1593
1594
1505
1598
1597
1598
1599
1600
101
1602
1603
le04
1605
1606
1607
1608
1609
1610
1611

{ O0aO=
zZOo0 g =0 ﬂlg =200 g a4

HpZ

CEl

CE2
ch2

=200 g g =00

SER
SER
SER
SER
SER
SER
GLY
GLY

GLY

-

PHE

PHE
PHE
PEE
FHE
RLA
ALRA
ALA
ALA

GLH

P EpE R EEFEREEFE MR RPN EW LERE R

251
251
251
251
752
252
252
252
253
253
253
253
253
253
253
254
234
254
254
254
254
254
254

Z5h
258
258
258
258
258
258
259
259
259
259
259
259
259
253
260
260
260
280
260
260
260
261
261
261
261
261
261
261
261
262
262
262
282
262
262
262
262
262
2e2
262
263
263
263
263
263
264

ES 2664 178 T3

69.485
68.552
£7.430
BE.3T9
67.977
68.172
£7.282
66.570
65.293
64,858
gd.716
£3.381
62.306
62.247
61.689
50.796
59.377
59,223
59.023
60.870
59.874
61.470
61.458
62.525
63.762
44.94%
63.878
£1.532
60 .4858
63.604
64,207
64.475
€64.774
65,8697
64.074
63.362
62.131
64,047
63.436
63.B26
82.905
R2.537
62.541
63.869
65.064
62.892
63.180
E1.806
60.806
61.444
63.718
£4.297
£83.522
63.963
63.206
61.740
81.373
60.6891
65,452
65,986
66.121
67.572
67,991
€7.207
66.559
55,835
65.756
66.410
67.1248
68.395
66.158
69.352
70,340
11.169
Ti.260
71.419
71.881

~13.418
-13.288
-12.274
-12.84%3
-14.633
-15.59C
-14.703
-15.911
-16.003
-15.023
-17.208
-17,402
-17.656
-16.842
-18.7%0
-19.306
~-18.633
-17.639
-18.054
-20.826
-21.294
-21.588
-23.066
~23.606
-22.727
-23.3566
-23.600
-23.778
-23.325
-19.630
-16.804
-1%.639
-168.770
-17.908
-18,984
-17.555
-17.58%
-16.474
-15.177
~14.204
=13.003
-12.412
-12.623
~14.643
-14.5%81
-14.275
-13.621
-13.556
-13.658
-14.546
-12.211
-11.665
-11.617
-10.245
-9.583
-9.351
-6.336
-10.301
-10.105
-9.034
-11.160
-11.158
-12.230
-12.212
=11,047
-11.044
-12.198
-13.349
-13.356
-11.323
-12.247
-10.415
-10.480
-9.194
-11.702
-12.22%
-12.163

1.00
1.o0
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.oo
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.C0
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.400
1.00

1.00
1.00
1.00
1.0D0
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

16.43
20.54
20.55
20.37
22,186
21.65
25.57
29 .68
315.36
316,56
39.16
41,18
13.96
40.78
47.484
50.90
44,30
47.60
46.89
54.47
55.19
57.54
56.55
6l.22
63.98
65,56
£1.45
51.64
46.81
35.87
36.84
37.88
i7.le
34.85
35.25
36.33
36.24
34.40
32.26
3p.15
30.54
32.3%
29,64
32,27
13.52
32,74
31,43
31.76
31.86
32.50
29.49
29.3%5
28.47
29,06
32.96
36.B84
Jg.63
36.47
26.63
27.99
22.4%9
20.0%9
19.03
18.55
18.36
17.70
17.71
17.87
17.88
19.09
19.20
17.63
16.64
15.86
15.99
15.48
15.43

a=

nzonzDnnr}zonnnnnzonzonnnzcnaonno:onnmnnnzcn(}nnnzonnzcnﬁzonon

ZzooOaO0Bonaoaaonnan



ATOM
ATOM
ATCH
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
BT OM
BTOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
ATIM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
RTCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATCH
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM

BTOM
ATOM
ATOM
ATOM

1612
1613
L
1615
1616
1617
1618
16149
1620
1621
1622
18623
1624
1625
le2e
1627
1628
1629
1630
1631
1632
1633
1634
1635
1636
1637
1638
1635
1640
1641
1642
1643
1644
1645
1646
1647
1648
1649
1650
1651
1652
1653
1654
16539
1656
1657
1658
1659
1660
1661
1682
1h63
1664
1665
1666
laa?
16&8
1662
1670
1671
1672
1673
1674
1675
1876
1877
1678
1679
1680
1681
1682
1683
1ed4
16E5
166856
1687
16398

ool
cpz

GLN

GLN
GLN
GLN
GLN
GLn
GLN
FHE
FHE
PHE
PHE
PHE
FHE
PHE
FHE
PHE
PHE
PHE
SER
SER
3ER
SER
SER
SER
FRO
PRO
FRO
PRO
PRO
PRO
FRO
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
CLO
GLIT
GLU
GLU
GLU

GLU
GLU
GLU
GLU

GLU
LEuU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEV
LED
LEO
LYS
LYS
LYS
L¥S
LYs
LYs
LYS
LYS
LYS
VAL
VAL
VAL

WAL
VAL
VAL
ILE
ILE
ILE

BMMER BB ENE RPN ERRRER R EE PR ol

HEN N PRPEP DI REPMEEERRPREREE D R s

264
264
264
264
264
264
204
ze4
265
285
265
265
265
265
265
265

266
266
267
267
267
267
267
287
267
266
268
268
283
268
268
268
268
268
269
269
269
269
269
269
269
269
269
270
270
270
270
270
270
270
270
271
271
271
271
271
271
271
271
271
272
272
272
272
272
272
272
273

273

ES 2664 178 T3

-0.898

-D. 529
-1.070
-2.13%
-0.237

-Z2.5946
-1.188
-1.568
~3.008
-3.717
-3.398
-3.983
-4.911
-5.236
-4,640
-1.010
-0.842
-0.710
-D.392

0.22%
-0.648
~1.662
-2.750
-1.51B
-2.588
-1.868
-0.707
-0.310
-3.159
-4,380
-2.288
-2.722
=1.529
-0,651

9.582

0.489

1.676
-3.704
-4 760
-3.374
-4.278
=3.614
=-2.576
-1.484
-1.283
-0.825
-5.572
-6.667
-5.444
~6.607
-5.184
-5.50%
-5.194
-6.379
-7.602
-8.807
-7.095
-7.938
-7.092
-7.6898
=-7.18%
-7.%944
-7.699
-8.710
-0,933
-7.997
-B.569
-7.658
-9,3172
-7.073
-9.897
-10.803
-9.349
-10.277
-G, 664

128

72,847
G268
7L.225
0,704
71.1146
69,784
74.133
74,085
15.255
76.613
76.808
77.023
78,258
78.530
I7.638
T6.475
76,210
Th.HS4
75.970
8,159
74,590
75.988
80.224
76.620
78,756
79.476
TH.825
74.088
T7.870
77.986
80.207
B0.389
B1.173
B82.525
83.436
53,782
#2.874
8L.607
83.451
§2.534
§3.180
81.829
gL.787
Bi.145
B1.99%2
81.139
31,169
80.410
8L.037
81.435
7%.957
79.123
77.825
76,712
75,541
76.266
79.897
T49.850
80,633
81.463
82,207
#3.125
£3.356
B4.339
85,744
§92.44%
22.5%7
g3.117
84.073
84.926
85.583
B5.5961
83,380
B1.866
B2.237
81.558
80,301

-13.265
~-14.567
-15.187
-16.4593
-16.943
-17.111
-12.4912
-12.141
-13.497
-13.041
-13.01%
-14.3%4
-15.0863
-16.304
-16.847
-156.151
-14.,823
-11.633
-10.820
=11.350
-9.907
-10.00%
=10.627
-%.120
~9_ 657
-7.7681
~6.845
~5.500
~5,637
-7.,081
=7.156
=-7.062
=7.468
-7.838
-f.138
-6.938
-6.736
-6.690
-6.581
-9.026
-8.958
-10.111
-11.248
-12.45%9
-13.154
-13.771
~15.008
-13.028
-10.894
-11.317
-10.121
-9.7€3
-%.087
-9.908
-9.009
-11.072
-8.930
-4.1B6
=7.941
-7.088
-6.06€L
=5.156
-3.823
~2.932
~3.404
-7.946
-7.821
~§,840
~9,699
=-10.477
-11.844
-0, 545
-10.583
=-10.759
-11.147
=12.032
-12.672

1.440
1.00
1.00
1L.00
1.oo
1.00
1.90
1.00
1.09
1.00
1.0D
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1,00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
L.0D
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

14.57
13.73
13.01
12.686
12.55
12.44
14,55
i3.74
14,70
14.95
t4.93
14.98
15.17
15.984
15.83
15.11
.78
15.23
15.46
14,93
14.97
14.78
15.13
15.03
14.96
15.15
15.03
14.86
14.67
14.69
15.74
16.29
15.589
16.63
17.42
19.19
20.66
20.12
21.4%6
16.91
17.64
18.12
15.65
15.07
14,29
14.13
14.00
14.57
16.04
16.25
15.51
15.17
14.55
13.89
12.98
14.03
15.51
15.80
15,75
15,33
15.80
16.97
17.80
18.05
18.94
15.47
15.33
15.184
15.15
14.42
13.81
14.12
14.8%5
15.14
15.00
15.27
14.463

oooDOoOoaonzoaoEsonaan

AaZoOOMNONOZOoOAEO0NON0NZCOOQO0N0R00 sconnNOoa=zZoa0o00nNnE=oonoanX oo nNBEOOND



BTON
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
RTOM
ATOM
RTOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
ATOM
ATOM
ATOM
RTOH
ATOM
ATOM
BT
BTCH
RTOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
BRTOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATCM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM

ATOM
ATOM
AT
ATOM
LTOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM

1689
1690
1621
18492
1693
1654
1625
1696
1637
16928
1699
1700
1701
1702
1703
1704
1705
1706
L707
1708
1708
1710
1711
17L2
1713
1714
1715
1716
1717
1718
1719
1720
1721
1722
1723
1724
1725
1726
1727
1728
1729
1730
1731
1732
1733
1734
1735
1736
1737
1738
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1745
1746
1747
1748
1749
1750
1751
1752
1753
1754
1755
1756
1957
1758
17589
1760
176l
1762
L1763
1764
1765

CGl
CDh1
G2

ca
cCB
cGl

CE1

aO®E o0
nnnzcnggzonmm

=0 =0
E'H mEomapp

Ch
CcB
CG
cp
NE
Ca
NH1
NH2

ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
VAL
VAL

VAL
VAL
VAL
VAL
GLu
GLO
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLI
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLE
GLU
GLU
ALA
ALA
RLA
ALR
ALR

ALA
ALR

ARG
ARG
BRG
ARG
ARG
ARG
ARG
RRG
ARG
ARG
ARG
GLN
GLH
GLH
GLN
GLN
GLN
GLN
GLM
GLN
ASN
ASN
BEN
LSN
ASN
ASN
ASH
BSN
MRG
ARG
ARG
ERG
ARG
ARG
ARG
ARG
BRG

e e B B W MBI EEDD WO

PR E OB EREBEPEEER PR o E oI

B R M D B MR R MR Beolpd I O DB RO

273
273
273
273
273
274
274
274
274
274
z74
274
275
275
275
275
275
278
275
273
275
Z16
278

76
276
276
2746
276
z76
276
277
277
277
2711
277
278

278
278
zva
28
279
279
279
279
279
2739
279
27%
279
279
ZB0
280
280
289
280
280
280
289
280
281
281

281
281
281
261
281
282
282
282
282
282
282
282
282
282

ES 2664 178 T3

-8.619

-7.821
-10.7514
=11.576
-12.658
-11.440
-12.622
-12.238
~13.430
-11.727
-13.461
-14.664
-12.805%
-13.404
-12.438
-12.078
-10.88)
«10.326
~-10.426
=14.231
-15.303
-13.672
-14.281
-13.302
-12.212
-12,721
-13.699
-12.130
-15.571
=16.560
-15.554
=16.711
-16.310
-17.754
-18.925
-17.305
-16.191
-17.402
-1B.981
-20,147
-18,369
-19.023
-18.05%
-18.621
-17.4952
=-16.364
-15.193
-14.175
-15.044
~-20.178
-21.108
-20.128
-21.243
-20.761
-19.92248
-20,673
-20.107
-21.944
-22.05%
-22.833
-21.894
-22.658
-24.161
-24.853
-24.247
-26.148
-22.385
-23.261
-21.127
-20.612
-19.803
-20.805
-21.52%
-22.074
-22.959
-23.394
-23.393

129

BO.711
79.585
79.475
a1.234
B1.543
BD.640
80.344
73.717
19.710
18.287
81,5987
6l.556
B2.€79
B3.238
g4,940
84,752
B3.E1%
86.381
895,463
64.525
85.097
94,409
84.963
B4.878
85.927
87.321
H67.444
B88.304
84.209
84.6800
B2.900
82.064
80.599
82.374
82.571
42,433
82,665
82.6%4
63.957
B4.023
g4,0€5
86.26%
A7.356
B8.772
89.0€63
88.518
89.210
BE.895
89.218
46,118
86,870
85.188
94,853
g84.878
£86.077
897,387
88,357
87.430
B3,735
83.247
83.257
82.11¢%
B2.426
52,444
82,718
#2.a0%7
§0.819
79,931
BO. 662
75.357
T9.488
79,542
80,734
EQ.B42
51,752
81.787
82.440

-13.717
-14.317
~13.343
-11.289
~11.790
-10.094
-9.248
-7.6883
-5.957
-8.072
-9.06D
-%.354
-8.6850
-8.355
7.8
-6.402
=-5.998
-6, 822
-4,838
-9.529
-5.349
-10.725
-11.919
-13.086
-13.027
-13.375
-~14,1786
-12.846
-12.234
-12.647
=12.006
-12.234
-12.1089
-11.180
-11.452
-8,925
-§.792
-7.498
-8.987
-8.8612
-9.617
-3.780
-10.241
-10.173
-10.184
-10.970
-10.424
-11.200
-9.091
-10.719
-10.641
-11.595
-1z.501
-13.937
=14.349
-14.156
-13.638
-14.574
-12.128
-12.932
-10.900
-1D0.431
-10.50%
-9.150
-9.104
-5.173
-11.137
~11.374
=11.672
-12,134
-13.410
-14.685
-14.756
-16.104
-16.469
-17.721
-15.578

1.00
1.00
1.00
1.00

1.00

1,00
1.00
1.00

1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.400
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

14.90
14.77
15.39
15.74
16.00
15.72
15.41
L4.5d
14.156
14.52
15.64
16.51
15.65
15.47
16.36
16.93
17.33
16.65
18.19
15,34
16.43
15.01
14.34
14.14
13.71
13.9€
13.53
13,97
14.54
14.40
14.51
13.81
13.68
13.51
12.684
13.7%
13.43
12.95
13.9%
14.45
14.15
14.18
15.01
15.75
17.186
18.36
18.78
168.57
19.50
13.63
12.89
14.146
14.5%5
15.00
15.48
16.€0
17.73
16,33
14.49
15.06
14.53
15.01
15.54
15.91
17.03
15.85
14.99
15.14
14.97
14.44
13.34
12.79
12.40
11.56
11.63
11.35
11.88



ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOH
ATOM
ETOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
AT O
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
PTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCHM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTCH
BTCM
ATOM

ATOM
ATOM
ATCH
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
RATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
LTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATIM
ATOM
DTOM
ATOM

CG2

cop2

KIS
RIS
HIS
HIS
HIS
HIS

HIZ
H1S
Vi
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
HLS
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
KIS
HIS
HIS
HIS
GLY
GLY
GLY
GLY
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
L&
LYS
LYS
LYS
ALRA
ALA
ALR
ALR

FOE R TR

P E P MNP NP REMR DR MR RIS R T SR S

PR T P PN WD B ERIENE N PEEENE RN Fol-

282
282
2683
283
283
283
283
283
283
ZB2
284
284
284
204
284
284
284
285
285
285
285
285
285
286
2B
2B6
286
288
287
237
287
287
287
287
287
287
287
287
288
288
288
288
288
268
288
289
289
2892
289
289
289
289
289
289
289
290

290
230
291
291
251
251
291
281
257
291
291
292
292
282
292
292
293
283
283
293

ES 2 664

=139.707
-1%.206
-19.521
=18.473
-19.000
=19.663
-19.748
-19.907
-17.369
-17.50%9
-16.261
-15.147
-13.83%
-12.681
-13.%80
-14.853
-15.022
-14,750
-14.,457
~15.307
~15.820
=-12.%20
-12.511
-12.280
-190.853
-10.07%%
=10.457
-10.771L
-9, 788
-3.,127
-8.723
-7.733
-B.111
-7.014
-5.925
-€.334
-7.822
~6.839%
-7.5927
-6.791
-6.971
-6.72%
~8.354
-6.534
-7.481
=53.2439
-4.780
-3.899
-4.647
-5.504
-5.033
-5.504
-4.,64%
=4.010
-4.495
-2.803
-1.920
-2.468
=3.222
-2.087
-2.592
-2.D69
=Z2.702
-2.332
-3.278
=2.851
-2.281
-3.126
-1.088
=Q.741
1.679%
=1.763
~2.202
-2.144
-3.17¢
-4.525
-5.115

130

178 T3

78.755 -11.077
74,456 -10.217
77.444 -11.140
JE.770 -10.37%
75.549 -9.611
74.550 -10.,575
73,155 -9,985
75.978 -4.45B
i6.322 -11,328
16.377 -12Z.5€5
75.891 =10.747
75.400 -11,539
76.182 -11.294
75.518 -12.014
77,605 ~11.807
73.4916 -11.281
73.440 -10.119
73.207 -12.386
71.793 ~12.40%
71.147 -13.482
70.002 -1%.955
71.589 -12.768
72.087 -13.817
0.846 -11.919
J0.641 -12.1&2
71,126 -10.917
69.198 -12.500
68.229 -11.789
69.085 ~-13.650
67.868 -14.,08%
68.017 ~15.551
66.9683 -16.021
65.840 -16.647
65.111 -16.550
65.793 -16.5286
66,946 -15.938
67.692 -13.213
68.513 -13.255
66.661 -12, 387
66.411 -11.480
67.039 -10,.0B%
68.531 -10.137
£6.7556 -5.534
£4.927 -11,31¢
64.132 -11.287
64.576 -11.202
63.223 -10.912
62.696 -12.026
£2.333 -13.280
61.297 -13.304
€1.205 -14.539
62.187 -15,288
62.503 -14,524
£3.209 -5.629
£2.706 -B.&0&
63.761 =9.678
£3.805 -8.524
64,649 =-7.3B8
§5.577 -7.418
654.311 -6.163
64.934 -4.852
€4.210 =-3.701
€4.698 -2.411
63,830 -1.276
64.125 -0.073
63.886 1.255
66,432 -4.898
67.229 -4.492
66.824 -5.324
68,243 -5.366
58.438 -5.879
89,022 -8.223
70.101 -5.832
6R.458 -7.3748
62.045 -8.221
69.121 =7.519
70.210 -7.393

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.04
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.0¢
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.0b
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

14.84
14,97
15.78
15.71
15.64
15.0%
14.98
14.90
16.01
16.685
16.25
16.20
1e.15
16.14
16.68
16,42
16.58
16.06
1€.54
16.57
17.70
16.8€
16.74
16.487
17,08
16.47
18.36
17.79
19.349
20.02
24,31
21.31
21.86
21,66
22,13
2L.1%
2L.00
22.30
20.84
19.57
19.24
19.05
12.45
15.34
19.33
18,61
17.90
17.10
LG6.&87
16.85
16.53
16,92
16,71
18,40
18.75
17.8%
18,62
18.46
17.76
18,08
14.98
19.91
20,85
22.32
23,17
23.89
18.49
18,82
18.11
17.85
16,90
18.00
17.98
17.66
18.16
18.80
19.28

ZDI’](‘]ZOGGDHQZQHGZQHOEDZGDOHZGﬁOﬂﬂzoﬂﬂﬁﬂﬂZDnﬁﬂ(}Oﬂ?:Ctt‘.l

can=oaoacaRoftzoonononz2o0n00200 =0



ATOM
ATCHM
NTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ETCH
RTOM
BTOM
ATOM
ATOM
BTOM
RTGM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATUM
BTG
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATCH
ETOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOH
T
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
BT CM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM

1843
1844
1845
1846
1847
1848
1849
1850
1851
1852
1852
1854
1855
1856
1857
1858
1859
1860
1861
1862
1863
1864
1885
1866
1867
1868
1869
1870
1871
16872
1873
1874
1875
1876
1877
1878
1879
1880
1881
1882
1883
1884
1685
1886
LEBT
1868
1889
1830
1891
1892
1893
1894
1855
1856
1857
1596
1898
1300
1901
1302
1903
1904
1305
1906
1907
1908
1909
1810
1911
1912
1213
1914
1515
1916
1917
1918
191%

H

50
CE

CG2

ALA
ALR
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
LYS
LIS
LYs
LYS

LYS
L¥S
L¥YS
LYS
SER
SER
SER
SER
BER
SER
LED
LEU
LED

[P I L T VI T SR R B M PSP IIDPD

FHDDPE PP EMBEED BN BEEENE Fo I S S S

294
254
294
234
294
294
294
294
295
295
2395
295
295
295
295
245
296
296
296
296
296
297
297

297
297
298
298
298
298
298
298
2498
2338
299
299
299
299
299
299
209
298
299
300
300
300
300
300
301
301
in1
il
30z
302
302
302
302

303
3023
a3
303
303
303
303
303
303
304
204
304
304
304
304
305
10as
305
305

ES 2664 178 T3

=5.008
-6.227
'6}348
-6.521
-6.359
-7.497
=-6.271
=7.237
-5.225
-5.182
=-3.960
-3.951
-5.4118
-4.83%
-5.27%
-6.006
-4.532
-4.561
-3.544
-5.974
-6.501
-6.578
-7.5948
-8.383
-8.943
-9.756
-8.3960
-9.6867
-9.418
-10.026
~%.430
=10.035
-9.409
10,349
-8.137
=7.724
-6.205
=5.615
-5,765
~4,387
-3.856
-B.276
-g8.705
-8.292
-8.740
-8.288
-10.253
-10.712
-11.025
-12.4877
-13.243
-14.429
-12.5490
-13.287
-12.31%
-11.084
-14,297
-14.048
-15.431
-16.547
-17.B3%
-17.803
=17.447
-18.662
-18.567
-16.7%77
-17.775
=15.873
-1€.013
-16.3280
-17.121
-14.641
-13.84%
=14.371
-13,075
-12.302
-12.015

1]

131

67.961
67.858
66.45€
65.31%
63.965
66.401
6B8.840
©9.728
€8.%80
£9.912
63,681
6B.313
68.052
68,812
71,363
72.117
71.753
73.114
73.26l
73.502
74.561
72.048
12.878
71.757
73.041
73,967
72.150
72.280
71.136
69.848
68,4602
71.442
73.629
T4.394
73.924
75.12%
75.166
76,466
16,670
T5. 118
78.087
76,368
17,306
76.348
77.485
77.335
77.704
74.831
16, 848
16,762
T6.014
T6.294
75.087
T4.2289
F3.410
74.412
73.329
72.7%7
13.177
T2.441
73.273
T4.561
74,338
T3.924
74,645
T1.147
TO.498
70,704
£3.571
5%.781
66,596
6%.107
€9.907
&7.B11
67.212
66805
67.914

-7.06%0
~-6.248
-5.598
-6.670
-6.140
-4.59<
-5.156
-3.026
-4,373
-3.196
-2.30%
-1.648
~0.636

0.901
=-3.603
-2.940
-4.625
-5.157
-6.287
~5.631
~5.254
-6.455
-6.947
-7.875
~-5.785
=-5.740
-4.,792
=3.546
-2.533
-3.072
-2.494
-1.169
=-2.900
-2.677
-2.647
-1.%64
~1.800
-1.43%

0.075

0.738

G.575
=2.6492
-1.985
-3.981
-4.78D
-6.238
-4.721
-4,915
~-4.489
-4.40%
-5,489
=5.731
-6.142
=7.121
-7.564
-8.811
-6.435
-5.363
-7.055
=-6.461
-6.4198
=5.701
-4.244
-3,443
-2.150
-7.205
-6.983
-8.109
-8.884
10.044
10.808
-9.320
-5.893
-9.238
-5.598
-8.327
-7.308

1.00
1.00
L.oo
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.0¢0
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
L.0o
1.00

L.00
L.00
1.00
1.00
1.40
1,00
1.006
L.oo0
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
L.00
1.90
1.00
1.02

16.20
158.25
17.82
17.41
17.16
17.56
18,58
18.55
17.49
18.03
1B.58
1E.8BE
21.01
19.03
13.10
18.71
1B.57
17.91
15.31
17.77
17.56
17.58
17.82
17.10
17.50
16,73
17.54
17.06
15.7%
15.2%
15.04
15.21
17.30
16.26
17.07
17.18
18.10
20.12
21.40
22.42
22.41
17.43
17.24
1g.18
18.36
18.02
18.21
19.27
17.¢&8
17.10
16.67
16.39
16.46
16.97
17.74
20.4%
16.47
17.08
16.52
16.68
17.28
18.28
19.60
20.89
22.00
16.21
16.66
15.80
15.98
15.57
15.8%
16.089
16.32
15.88
15.50
14.63
14.37

T a

ocOoOoan
nnnzononnzonznnnnn'zonmnnzoonzonnnzonzonnnnzannnnﬁnzonnnzcnnnzonnmoonzc



ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
NTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATCOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATCH
ATCMN
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCH
ATCM
ATOM
ATOM
RTOM
ATGHM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
HTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

cel
coz

NEZ
co2

CEl

cEl
0EZ

HI5
HI1S
H1S
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VEL
VAL
SER
S5ER
SER
SER
SER
SER
TYR

TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
LA

ALR
ALA
ALK
ASF
ASP
ASP
RSP
ASP

ASE
ASP
LI
GLU
GLO
GLU
CLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLUO
GLO
5LU
GLU
GLU
GLU
GLU

Y & E-E R R R e b

305
305
305
ins
308
306
306
306
306
306

31l
311
311
311
i
31z
312
312
312
312
312

ES 2664 178 T3

-

]

11.204
11.283
13.270
14.031
12.603
12.659
12,959
13,555
14.569
15.544
14.383
11.412
10,318
1i.592
10.524
-9.331
-9.702
10.05%
10.37%
10.243
-9.827
10,153
13.401
-5.593
=9.219
10.453
10.138
11.666
-B8.365
-G.487
-7.500
-€.837
-5. 988
-6.749
-&.007
-5.843
=5,470
~4,870
-3.251
=-2.3€0
=1.458
-0.662
-0.774
-0.015
-1.638€
-2.435
-5.386
-4.748
-5.714
-7.504
-g.974
=1.302
-7.40%
-7.016
-6.B64
-5.407
-4.981
=-5.499
-4,147
-7,772
=8.600
=7.582
~8.337
~7.865
-8.5%7
-B.717
-7.901
-9.788
-8.508
-9,8186
=71.371
-7.314
~5,865
~5.624
-4,20%
-4.032
=3.304

132

67.3R4
62,085
65.998
65.074
55.993
64,802
65.071
66.406
67.063
66.427
£68.281
63.930
64,442
62.616
61.628
61.945
62.044
60.961
651.355
62.624
63.150
61.4%3
60. 358
6z.451
62.484
62,568
63.453
63.11%
£1.261
60,736
60.650
99.537
59.320
59,4839
5%.229
58.064
60.251
60.007
&0.607
53.814
58,841
58.102
58,344
57.6€73
59,298
a0.022
80,436
60.705
60.474
60.830
60.930
59.817
58.622
60.301
£9.432
59.436
60,771
61.809
60.7B5
59.933
60.815
59.3711
59.721
59.126
58.402
59.144
58.995
59.068
61.240
61.777
61.9%24
63.368
63,792
65.283
65.634
56.826
64.740

1.00
1.00
1.00
1.00
L.oD
1.00
1,00
1.00
1.00
L.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00

1.00

1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.0D
1L.0D
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

13.10
13.94
15.61
15.16
15.686
17.28
17.463
18.57
20.20
19,890
21.29
17.70
18.73
17.67
17.44
18.0&
19.48
20.40
20.40
20.10
18,72
17.21
17.22
16.89
16.96
16.62
16.53
16.20
16.89
16.73
17.56
18.19
18.15
19.32
18.51
19.60
18.93
19.23
19.62
19.33
19.78
19.52
20.07
20.54
19.4%6
18.98
19.86
20.92
19.39
20,32
15.15
21,15
22.08
22.98
23.63
25.867
2B.17
29.59
20,67
23.81
23.24
24.81
25.02
27.46
31.57
32.11
14,19
33.23
24.18
zZ3.17
23.53
22.77
22.94
24.48
25.21
25.97
24.40

oann=2oann
oonnnnzonoannnnaonoonnnzonnnzonnnoﬂonnnnzononnzcnnnﬁnzonnznznnnzonoo



ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTCM
ATCOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTLM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
RTCM
ATOM
ATOM
ZTOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
nTOM
ATOM
RTOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATON
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTON
ETOM
RETOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
AT

ATOM
ATCH
RTOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATCM
BTOM
aTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BT OM
ATOM
ATON
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ETOM
ATOM

ch
CH
0G1
cGz

QE2

CLa
GLU
THE
THR
THR
THR
THR
THR
THR
TRE
TRE
TRF
TEF
TRP
TRP
TRP
TRP
TRFP
TRFE
TREP
TRP
TRE
TRP
GLO
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLO
GLD
GLU
LEU
LEU
LEU

LET
LEU
LED
LEO
MET

MET
MET
MET
MET
MET
MET
LYS
LYS
LYS
LYs
LYS
LyYs
LYS
1IYS
L¥s
GLI
GLU
GLU
GLU
GLO
GLI
GLD
GLU
GLO
LYS
LYS
LYs
LYs
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
GLY
GLY

oWy mop NP RN ED R R LD PP PP D

PR REEERMPEEBDDE PR RN P B PEEFE R DD

314
214
315
3i%
315
31%
318
315
als
iie
il6

316
316
316
Jle
ile
316
3le
318
3ie
il6
316
317
317
317
31T
317
3L
317
317
317
318
18
s
318
318
318
318
318
319
319
319
319
ilg
319
319
319
320
320
320
aza
320

320
320
320
321
321
321
321
321

321
321
321
322
322
32z
322
322
32z
azz
322
322
323
323

ES 2664 178 T3

-8.250

-9,08%1

-8.155

-5.029

-g.807

-7.284

-9.556
-10.511
=11.33¢6
=10.85%
~12.264
~12.4086
-11.760
-11.550
-10.834
-10.542
-11.127
-10.966
-10.258

-9.704

-5.830
-12.881
-13.,925
-12.258
-12.812
-12.028
-11.914
-13.255%
-14.24%
-13.324
-12.833
-13.892
-11.9492
-12.054
-10.726

=%3.752

~5.373
-10.235
-13.211
-13.891
-13.429
-14.415
-14.,2089
-12.996
-12.828
-14.131
=15.800
-16.717
-15.931
-17.174
-17.161
-17.17%
-17.715
-16.5843
-17.649
-17.381
-1E.435
-16.377
-16.449
-15.130
-15.187
-13.812
-12.88%0
-13.647
-16.808
-17.621
-16.220
-16.45%
-15.18%
-14.1D2
~12.8956
-12.173
-12.170
=17.546
-17.803
-18.183
~19.219

e4.077
£4.814
63.6%1
A4.199
631.675
64.151
64.157
63.884
64,776
62.663
87.335
60.368
59,520
60,047
58.984
58.107
58.645
57.930
56.723
56.225
56.908
63.229
63.838
63.339
64.131
63.5941
62.4E8
61.824
62.548
a. 568
65,6089
66.276
B6.124
87.550
86.079
68 .RSE
68,930
70,2585
657.792
68.833
66.820
66.923
65,807
65.990
64.765
65.279
66853
67.592
65,995
65,906
64.732
63.375
€2.287
AL.BTE
61.546
67.207
6'.814
67,647
68.6872
69.121
10,261
T0.830
T0.050
T2.085
T0.076
T0.887
70.197
1l.388
71.897
12,263
73.0892
73.727
75.208
71.179
¥2.070
70,013
£9.703

133

2,284
2.674
i.011
-0.050
-1.444
-1.751
-2.510
0.169
-0.012
0.547
0.737
1.0%56
0.1%6
-1.171
-1.65%
=0.6867
0.567
1.764
1.728
0.535
=0.684
1.764
1,458
2.939
4,022
5.328
5.789
6.138
6.3B86
£.1688
3.645
4.05¢
2.850
2.473
1.901
2.818
2.17%
3.1%92
1.511
1.382
0,627
-0.433
-1.464
~-2.374
-3.713
-4.839
0.222
-D.15%5
1.233
1.90%
2.970
2.291
3.158
&.796
5,528
2.731
2.602
3.469
4,235
4.4972
5.873
6.255
6.651
6.188
3.379
3.7&8
2.192
1.376
a.727
L1.748
1.187
2.328
2.192
0.348
-0.468%
0.368
-D.619

1.00
1.00
1.00
1.00
1.060
L.ca
1.00
L.oc
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.0D0
1.00
1.00
1.40
1.00

1,00
L.00
1.00
1.00
1.600
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.G0O
1.00
i.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.oC
1.00
1.400
1.30
L.00
1.00
L.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.oo

21.84
21.37
21.19
20.78
21.49
253.47
20.30
12,54
18.91
18.26
L7.80
16.65
15.72
15.42
15.38
15.37
15. 64
15.54
15,08
15.00
15.23
1B.61
16.40
19.82
20.98
22.62
25.61
ZB.76
31.19
29.25
20.66
20.70
19.86
18.81
18,15
18.27
17.86
17.08
18.53
18.44
17.96
17.44
16.73
16.865
17.18
15.56
18.00
17.59
18.40
18.98
18.78
19.48
20.97
21.64
71.75
1%.63
19.27
21.22
22,07
24,865
28.06
3z.19
35.59
33.17
21.41
21.72
20.74
19.04
15.04
158.42
18,20
17.56
17.15
16.6&
20.16
17,24
16,48

nNOOo=@ZCc0aoanaoca

AEoAzZCcOQO0ZONO0OOONOHON=ION0O0Z ooownoooEoNoOnNnNa®onoonoaann Zooonaonoo=an



ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
BTCH
ATCM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

2074
2078
2078
2077
2078
2079
Z0RBD
2081
2082
2083
2084
2085
Z0Be
2087
20EB
2089
2090
2091
2092
2083
2094
2085
2098
2097
2094
2099
2100
Z101
2102
21403
2104
2105
2108
2107
2108
2109
2110
2111
2112
2113
2114
2115
21146
2117
2118
2119
2120
2121
21z2
2123
2124
2128
2126
2127
2128
2129
2130
2131
2132
2133
2134
2135
2136
2137
2138
2139
2140
2141
2142
2143
2144
2145
2146
2147
2148
21489
2150

cpl

Cc2

= t= A
meeggg=onzz
ra

Qo
©wF
=

CcG2

CGL

GLY
GLY
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
TLE
1LE
LED
LEU
LEU
LEU
LEJ
LEU
LEU
LED
TYR
TYR

ARG

ARG
ARG
ARG
ARG
ZER
SER
SER
SER
SER
SER
VAL
VAL
VAL
VAL
WAL
VAL
VAL
ILE
iLE
ILE
ILE

323
223
324
324
324
324
324
324
324
224
325
325
328
325
325
325
325
325
32¢
326
326
326
326
326
3zé
3zZ6
326
3z
326
328
327
327
327
327
327
327
327
3ze
jza

ES 2664 178 T3

-18.710
-19.246
-17.8867
-17.418
-15.481
-15.1D02
-13.6€1
-14,817
-17.385
-17.223
=17.218
—-18.2351
=-19.193
-20.060
=-21.109
=20.895
=17.155
~16.114%
=17.305
~146.304
-16.097
-14.868
-=14.80%
-13.702
-12.821
-11.487
-1z.670
~13.7B5
-16.804
~17.798
~16.138
-16.483
-~15.813
-17.115
-18.005
-15.315
-14.378B
-15.372
-14.247
-14.539
-13.839
=12.654
-14.,810
-14.526
-13.835
-14.493
-13.910
=13.737
-12.7486
-14.218
-13.557
-14.261
-13.579
-12.207
-11.465
-10.255
-9.816
-9,684
-13.454
=-12.53%
-14.365
~-14.364
-15.575
~16.785
-13.9042
-12.527
-12.48%9
-11.212
-10.760
-9.363
-11.721
-10.124
-9.413
-9.00%
-8.979
-9.908
-8.208

134

69,787
10.546
659.007
6%.002
69.1135
70.355
TD.3%5
69,136
67.718
66,601
a7.887
66.752
67.234
£6.132
£5.622
66,565
65.912
66.474
64.580
63.616
62.544
61,656
60.631
54,802
55.5391
59,185
60.927
61.813
62.945
62,208
63.196
62.570
63.536
62.880
64,461
61,711
62,198
60.431
59.524
5E.148
59.418
59,413
53,342
59.172
60.432
61.587
60, 9E5
57.856
57.801
h6.792
55.502
54.543
53.19¢8
53.311
52.065
51.826
h2.7B4
50.647
39.917
34.144
55,309
54.772
55.271
54.736
55.061
54.2046
56.257
56.635
58,076
53,350
59,103
55.8651
55.123
55.397
54.4962
54,370
55,5997

-2.053
-2.873
-2.34%
-3.662
-3.532
-2.708
-2.251
-4._895
-4.403
-3.887
=5.606
-6,418
=7.605
-8.210
-7.212
-8.533
-6.888
-7.257
-6.82%
-7.315
-6.245
-6.379
-7.332
-7.423
-6.548
-6.632
-5. 600
-5.517
-B.617
-B.573
-9.,146
-11.051
-12.190
-13.500
-11.83%6
-11.502
-12.125
-11.177
-11.418
-10.841
-12.888
-13.178
-13.798
-15.240
-15.681%
-15.294
-17.351
-15.518
-1€.279
-14.884
-14.8%3
-13.92%
-13.779
-13.128
-13.285
-12.788
-12.073
-13.018
-16.298
-16.585
-17.180
-18.540
-15.323
-18.811
-19.273
-19.9%2
-19.080
-1%.674
-1%.312
-19.864
-19.873
-19,282
-20.114
-17.985
-17.500
-15.955
-15.349

L.00
1.400
1.00
1.04
L.oo

1.00
1.00
1.00
1.00
| R
L.oc
1.00
1.00
1.90
1.00
1.00
1.00
1.0G
1,00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.020
1.00
1.00
L.ocC
L.oD
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.0n

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

L.oo
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.0D
1.00
i.00
1.00
1.00
1.00
1.09
1.00
L.00

1.00
1.00
1.00
1.060
1.00
1.00
1.00

16.16
16.79%
16.07
16.27
15.91
15.75
15.52
15.55
16.57
17.50
15.97
16.11
15.31
15.99
16.21
15.41
16.12
16.51
15.67
15.44
14.69
1z.08
14.0%
14.22
14.34
14.32
13.86
13.69
15.49
16.66
14.94
14.97
14.29
14.38
13.83
15.31
14.97
16.15
16.74
16.25
17.20
17.05
1B.59
20.40
21.09
22.1%
20.71
20.92
21.42
21.12
20.8%
20.57
20.51
20.33
15.98
19.96
19.13
19.52
20.98
20.85
21.29
21.71
20.599
18.62
21,24
22,186
25.31
26.35
26.84
26.93
26.24
26,90
27.57
26,70
27.09
28.23
28.24

AAAZOOON0NA0Z0000NBE00EE 020000200 foOnNEoonNOomoO0OoOo0oE=OoOOONOCOOAOOOO00 ZonNnnonNonoao=gonaaaoan0zoa



ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
aToM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

KATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATON
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

2151
2152
153
2154
2155
2156
2157
2158
2159
Z1e0
2161
2162
2163
2164
2165
2168
2167
2168
2169
2170
2171
2172
2173
2174
2175
2178
217
2178
2179
2180
2181
2182
2183
z184
2185
2186
2187
2138
2189
2180
2181
2192
2183
2194
2155
2196
2197
2198
1199
2200
2201
z2zoz
2203
2204
2205
22086
2207
2208
2209
2210
2211
2212
2213
2214
2215
2218
2217
2218
2215
2220
2221
2222
2223
2224
2225
2226
2227

cbl
cG2

OE1
CE2

CDZ

ca

ILE
ILE
ILE
ILE
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLO
GLU
GLU
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
PHE

PHE
PHE
PHE
FHE
PHE
PHE
PHE
FHE
PHE
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU

ALA
ALA
BLA
SER
SER
SER
SER
SER
SER
ASH
hSH
ASN
BEN
ASH
ASH
ASH
ASN
GLY
GLY
GLY
GLY
GLU
GLU
GLU
GLU

GLu
GLU
GLU
GLU
GLY
GLY
GLY
GLY
LEU

T T TR T NN N R R e R S

333
333
333
333
334
334
334
i34
334
334
334
134
134
335
335
3358
335
135
335
335

ES 2664 178 T3
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~7.386
-6.880
~7.874
-5.525
=-6.878
-6.2%8
-7.784
-8.1467
-%.59%
-T.188
-7.45%
-6.083
-5.045%
-4.337
-5.208
-3.5%2
-3.558
-3.584
-2.544
-2.854
-3.723
-4.89%2
-3.183
-1.095
0,228
-0.832
D607
0D.836
1.8%6
-0.094
G.,094
-1.23%
~1.088
~2.412
~3.337
-2.312
C.872
-0.025
1.954
2.713
1.058
2.724
3.714

135

56.908
53.157
53.097
52.481
52.656
51.330
S0, 967
30.872
49. 683
43.640
49.801
51.133
50,007
52.214
52,1286
53.446
53.746
55,158
53,368
51.635
50.609
52.346
51.938
53.115
53.894
53.2B%
54,021
£5.375
56.000
55.264
50,711
50.089
50.348
49.047
48.%02
49.45%
49,238
48.960
47,822
46.839
48,188
47.19%8
47.446
47.071
46.312
17.805
17.724
49,069
50.033
46.653
45.966
4e.541
45,800
44,157
43.450
43,181
43.154
15.934
15.052
47.202
47.634
47.219%
46,640
47,506
47.261
46.877
45,996
45.808
46.637
44.827
48.532
49.3551
48457
19.616
50.544
51,733
§49.983

=15.444
=15.538
~18.134
-18.681
-18.114
-18.62¢
-18.3680
-16.207
-16.175
-16.7%6
-14.979
-20.086
-20.47%
-20.87%7
-22.307
-23.082
-23.304
23,764
-24.444
-22.465
-23.109
-21.462
-22.017
=21.922
=20.630
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-1.271
=0.37%
0.772
~0.901
-1.377
-2.386
-0.234
-0.,078
1.353
-1.052
-1.637
-1.22%
=2.244
-2.159
-3.348
-3.101
-3.697
-3.618
=4.43%
-3.9%40
~5.221
-5.240
-5.525
-6.674
-4,4%8
-4.712
-3.579
-3.812
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-2.875
-4.99%
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-4.247
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-3.663
-2.331
~5.981
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=1.59%3
=-7.78%
-5.0746
-10.251
-11.21%8
-10.658
-5.33¢%
-B.644
=-9.531
-8.502
-5.46%
-9.164
-10.209
11.521
-9.6599%
-5.5B3
10. 668
-B.47E
-9,431
-6,990
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-5,103
=4.415
-4.3148
-%.151
-10.050
-8.755
-9.385
-8.787
-10.922
-11.634
-11.418
-12.844
-13.080
-14.455
-15.387
~16.822
-16,935

45.001
46,779
16.903
15.588
0. BoE
50.840
51.463
52.141
52.613
53,3205
53.441
54.135
55.195
56.153
57.140
58.417
57.477
54,587
54.571
£3.643
52.927
51.877
52.2%4
52,266
5L.811
51.204
50.259
48.849
48.310
18.2892
52.192
51,980
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54,403
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54,870
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55.538
535.578
56.244
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$7.620
57.541
54,710
55.257
53.387
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51.003
49,933
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52.629
52.939
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52.751
52.792
51.577
31.810
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50.313
54,063
54.064
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56.468
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55.413
56.296
56.509
55.83%9
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~15.695
-15.956€
=16.418
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-12.439
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-11.461
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-12.307
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-12.774
-14.996
-12.189
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-9.884
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-4.843
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-4.881
-5.846
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-6.098
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-7.735
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-13.613
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-30.586
-30.900
-29.442
-29,032
-26.922
-30.057
-30.522
-28.750
-28.876
-27.639%
-2E.373
-25.278
-25.395
-26.,170
-24,592
-25.85%
-25.087
-26.237
-25,0802
-26.103
-25,882
-24.707
-26.885
-26.902
-208.353
-29.05%9
-28.226
~25.910
-25.8637
-25.367
-24,352
-23.866
24,987
-24.662
-25.124
-23.151
-22.481
-22.924
-21,811
-21.712
-22.840
-21.899
-20.960
~23.022
~23.127
-23.988
-23.352
-25.412
-23.494
-23.735%
=-23.472
-23.729
-25.012
-26.078
-24.928
-26.126
~25.648
-24.165
-23.727
-26.726
=27.717
-26.156
-26.713
-25.605
-24,663
-25.357
-26.,029
-25.173
-27.756
-2B.461
-27.849
-28.804
-28.338
-30.217
-30.416
-31.210
=32.604

59,764 -10.503
58,769 -12.90%
62,553 -10,5%4
63.712 -10.789
§2,164 -%.410
§3.099 -85.265
£2.1359 =7.0Z5
£3.945 -7.953
55.164 -7.874
63,297 =7.771
64.004 -7.619
£3.004 =7.278
62.446 -5.978
62.935 =5.030
61.414 -5.617
G4.811 -8.830
65.734 -B.657
64.438 -10,052
65.005 -11.241
64.301 -12.494
A6.546 -11.408
67.170 -11.81%9
67.165 -11.,115
68,625 -1L.265
69.003 -10.912
67.73% -10.581
AA.E07 -11.120
69.416 -10.395%
70.560 -10.706
668,815 -9.334
69.519 -8.520
@éf,675 -7.338
68,332 -6.302
6.976 -5.782
6%.397 ~-5.2€9
69,931 -2.370
70,928 -9.063
69,206 -10,484
69,474 -11.346
68,367 =12.378
65,423 =13.216
70.824 -12.083
J1.204 -12.783
71.528 -11.909
72.800 -12.411
72.990 -13.7Q08
72,171 -14.830
72,490 -13.500D
73.895 -11.3085
75,071 -11.560
73.445 -10.0535
74.346 -8.926
75.165 -%.078
74,611 -5, 38E
76.4859 -B.874
77.337 -8.957
78,688 -3.423
78,661 -B.548
77.233 -B.4864
77,476 =10,365
78.168 -10.537
76.803 =11.361
T6.84% -12.733
76.758 ~13.784
77,952 -13,782
79.214 -14.27%
74,218 -15,320
g0.301 -13.536
75,754 -12.,967
75,742 -13.987
74.839% -12.007
73.741 -12.074
72.%34 -11.201
74,164 -11.677
74.824 ~10.633
73.755 -12.488
73.877 =12.046
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1.00
1.00
1.04
1.00
L.0D
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.400
1.00
1.00
1.00
1.449
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

15.54
15.75
17.73
18.50
17.32
17.33
16,33
17.39
17.60
16.53
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-33.883
-33.819
-34.5084
-32.5911
-316.789
-37.323
-37.436
-31B.868
-39.279
-30.640
=-39.379
-38.625
-19.550
-39,7%4
=-19,836
~40,24a2
-39.008
-39.088
=-38.358
-37.01%
-36.427
-37.080
-35.191
-41.103
-40,861
-42,100
-42,963
-43,936
-45,256
-45.726
-44 . B57
—46,947
-42.155
-41,263
-42,440
-41.772
-40.488
-40.058
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~38,.662
-37.921
=37.151
«35,785
=-35.084
-35.711
-34,989
=37.067
-37.784
-39,028
=40,170

73,624
73,340
13,084
72,791
71.978
2,747
71,522
1,807
EFPR R
13,152
72.073
70.402
70,288
6%.521
68,430
68,830
£7.935
68,092
67.139
67.088
66.030
64,785
63,989
63.04L
64.353
63.592
64.192
63.943
64,522
64,136
€5, 460
63.533
64.513
62.391
62,267
60,6832
60,246
58.968
£1.226
€2.736
61,974
66.024
64.729
65,237
65,041
66,136
65,747
66,204
€7.045
€5.817
£5.905
66.522
66,199
67,341
67.423
68.071
§9.02%
£9.767
69.043
iB.a4d
6,526
69,441
T0.721
70.661
71.678
A4_464
69.2179
£5.019
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67,950
58,100
68.514
69,682
68.777
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59,187
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-13.333
-14.,431
-13.797
-11.015%
-10.738
-10.471
-9, 6B0
-8.918
-7.6866
=-7.090
-6,624
-10.806&
-11.18%
-10.750
=11.723
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-14,112
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-11.273
=-10.183
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=11.782
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=5 .856
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-9.83%
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-9,835
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-11.431
-11.780
-12.608
-8, 602
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-5,213
-4 .466
-4,0865
-2.967
-2.172
=2.659
-7.847
-8.886
=-7.033
=7.235
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=5,425
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-4.829
-5.058
-7.335
=6.,507
-8.359
-8.534
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-9.6888
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EEE
440

ES 2664 178 T3

-38.043
=-38.200
-36.910
-2€.587
-36.227
-35.306
-316.874
-38.618
-38.061
-39.555
~-40.,042
-41.355
-39.064
-39.345
-37.928
-36.978
-35.531
=-35.260
-36.176
-34.1407
~37.087
-36.465
-37.873
=38.303
-39,802
-q0.234
-40.103
-38.055
-38.304
-37.552
-37.419
-35.854
-35.128
=33.742
-35.323
-38.079
=-38.224
~3B.463
~39.14%
=q0.547
-38.350
=37.900
-38.199
=37.489
-36.306
~35.045
-35.2492
=34.060
-38.386
-39,36%
-18.028
-38,747
-38.436
-38.5913
-38.560
-2B8.478
-40.620
-38.27¢
-39,013
-37.034
-36.322
=35.055
-35.265
-34 890
~33.673
-35,.809
-35.919
-35.674
-35.822
-35.463
-36.128
-35.749
-35.847
-35.219
-33.950
-33.302
-33.388

69,4462
69,485
£9.225
71.383
72,082
71,639
73,117
6B.139
B7.117
68,148
66,971
87.200
66.241
ER.111
65,802
45,0389
55.546
65.870
€7.4587
67.338
63.567
A3.118
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61.306
60,145
62.556
60.438
60.690
58,270
58.156
57.862
57.379
56,932
5%.075%
56,861
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53.653
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46.757
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45,801
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43,472
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42.620
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46.210
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45,980
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17.708
46.836
45.801
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-17.914
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~31.778
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-34.087
—=31.347
-30.134
=32.117
~31.6%8
-32.76%
-33.143
-34.338
-31.957
-31.258
-30.462
-31.772
-31.444
-32.876
-33.726
-34.714
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~35.918
-30.261
-29.488
-30.118
-28.,970
-29,283
-28.135
-26.968
-28.416
-28.539
-29.269
-27.536
-27.173
-28.085
-26.05%
-27.209
-24.718
-26.763
-26.772
-26.400
-26.005
-25.393
-24.041
-23.632
22,464
-21.6680
-27.200
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-28.396
-29.,635
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-31.425
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-2%.985
-28.927
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-28.817
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-31.134
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-26.452
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-22.970
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45,716
50.342
49,337
47.943
47.839
47.820
47,512
47,839
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49.555
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46.0517
45.€690
45.261
43,849
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44,340
413,399
£3.276
43.592
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-21.595
-19.560
-23.996
-25.080
-23.859
-25.001

1.00
1.04Q
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1. 00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.60
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.090
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00

16.78
16.72
18,73
18.62
19.29
19.85
19,80
21.03
20.56
20,41
19.35
20,10
22.32
22,72
23.83
25.79
28.97
32.3%
35.40
35,84
37.65
25.31
26.28
25.11
24,16
24.63
26.21
25.45
26.53
23.53
21.87
2z.08
21.95
21.68
20.92
20,32
21.89
21.93
20,86
22.24
23.04
22.61
22.42
23.44
Z4.14
25.15
23.63
24,05
z3.29
22.84
22,92
23.27
23.41
22.23
2z.00
21.95
21.77
20,11
13.56
20.04
19.78
19.53
14,88
19,08
22.52
22.717
231.58
25,80
24.038
23.54
23.17
23.52
22.63
29,586
31.00
32.91
34.52
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
BT
ATOM
ATOM
ARTOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ETOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM

ATOM
ATOM
ATCH
ATCM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
AT OM
ATOM
ATOM
ATOH
ATOM
ATOM
ATOM

CB
CG
CcD
CEl

NDL1
CEL
HEZ2
cD2

[o%:44

ChA

CE

GLO
GLU
GLI
GLO
GLU
GLO

VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
TRE

LYS
LY3
LYS

445
445
449
449
443
449
44%
450
450
450
450
450
450
450
a5t
451
451
451
451
ab1
451
451
451
452
452
452
152
45z
453
453
453
453
453
453
453
154
434
454
454
454
454
454
453

45%
455
455
£55
456
156
456
45%
458
456
45¢
457
457
457
as7
157
457
457
457
457
457
457
457
457
457
458
458
458
458
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-Z29.858
~-30.929
-30.417
-25.692
-30.750
-30.290
~-31.222
-30.070
-31.001
-30.382
-29.298
-28.889
-32.441
=13.3B¢6
-32.59¢
-33.911
-33.815
-33.719
-34.770
=35.493
-36.971
-34.662
-35.885
-33.936
-34.557
~33.583
-35.142
-35.934
-34,740
-35.3503
-34.34%9
-35.018
-33.112
-36.508
-36.291
-37.738
-38.218
=40.033
=-40.311
-39.614
-39.4598
-40.016
-39.460
-35.5994
-41.281
-492.397
~q42.292
-43.445
-44.,303
-43.688
-38,976
-38.329
-3B.822
-38.000
-36.624
-35.847
-35.837
-38.764
-39.228
-38.896
-39.413
-40.448
~41.801
-42,922
-43,982
-43,€44
=42.244
-41.836
-42.3584
-43.738
-44,389
-38.301
-37.658
-38.045
-37.191
-36.091
-35.108

47.435
47.061
47,385
46.559
48,403
45.3972
50.035
50,825
52.0583
52.B46
£1.976
51.03€
51,628
52.37€
50,424
4%.815
18 .54%
48.823
48,018
49,840
48,598
45,545
49,812
49,375
49.21%
48.587
50.523
s0.472
51.678
52.954
54.122
55.412
53.810
53.242
53.540
53.160
53.228
52,208
52.637
50.857
54,624
54,865
55.402
he.TEZ
56.916
55,968
54,618
54.03%
55.01%
56.220
57.747
57.455
58.895
a0.003
alk.164
61,335
55 .E68
61,320
6l.782
61.%12
63.274
63.318
62.726
63.387
62.524
61,281
€L.338
60.17%
58.997
5B.962
£0.100
64,206
64.004
65.23%
66.330
66,6002
687,667

146

-24.B69
-25.993
~27.389
-27.919
-27.935
-25.076
-24.271
~26.,010
-26.216¢
-27.391
-27.948
-26.860
-26.544
-26.266
-27,108
-27,305
-28.161
-29.667
-30.430
-31.533
-31.523
-25.996
=25.986
~24.894
-23.575
=22 .587
22,999
-22.050
w23,543
-23.16%9
-23.190
-22.717
-22.344
-24.124
-25.300
-23.624
-24.484
-23.977
-22.80%
-24.071
~26.614
-25.654
-23.531
~23.520
-22.693
~23.080
-22.965
~23.362
-23.707
-23.338
-22.95B
-21.924
-23.636
-23.149
~23.9586
-23.432
-23.945
-23.155
-24.196
-21.973
~-21.825
-20.727
-21.051
-21.553
-21.678
-21.263
-20.833
20,355
-20.295
-20.718
-21.204
-21.433
-20.395
-22.241
-21.804
-22.811
~22.329

1.00
1.00
1.00
1.00
1.494
1.00
1.00
1.00
1,00
1.44
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00 2

1.00
1.00
1.00
l1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.0
1.00
1.00
L.00
1.40
1.00
L.oe
L.00
1.00
1.00
1.00
1.0C
1,00
1.00
1.00
1.00
1.00
i.00
1.90
1.400
L.00
L.00
1.00
1.00
1.490
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.0
L.00
1.00
1.00
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ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
HTCM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
AT
ATOM
ATOM
RTCM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
LTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
RTCHM
ATOM
ATOM
RTOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTCHM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCHM
ATOM
ATOM

RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATCH
ATOM
ATOM
ATOM

ATCM
LTOM
BTOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCHM
ATOM

3075
3076
2077
jave
078
2080
3081
3082
3083
3084
3085
3086
3087
30848
3088
3090
3081
3092
3093
3094
3095
3D%&
3097
3098
3099
3100
ENL
3102
3103
3104
3105
31106
3107
3los
jlos
31140
3111
3112
3113
3114
3115
31l6
3117
3118
3119
3lzo
3121
3122
3123
3124
3125
3128
jiz7
3128
3129
3130
3131
3132
3133
3134
3135
3136
3137
3138
3138
3140
i1el
314z
3143
3144
3145
3148
3147
3148
31489
3150
31351

%]
&)

{ ZDOgZO()gZOOE

CD2

CEl

c
o]

L¥S
LYS
Lz
LY¥S
LYS
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
L¥S
LYs
LYE
LYS
LYs
LYS
LYS
LYS
LY3
LEU
LED
LEU
LEU
LEU
LET
LED
LEU
PHE
EAR
PHE
PHE
PHE
FHE
PHE
PEE
FHE
PHE
PHE
LYS
LYS
LYs
1¥8
LYS
LYS
LYs
LYsS
LYs
CLY
GLY
GLY
GLY
PRO
2RO
PRO
FRO
EFRO
PRO
PRO
GLY
GLY
GLY
GLY
ILE
ILE
ILE
TLE
TLE
ILE
1LE
1LE
GLY
GLY
oLy
GLY
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458
L5868
458
458
158
459
459
58

460
460
460
4160
161
461
461
461
461
481
461
461
461
462
462
452
4€7
462
462
462
462
463
463
463
463
463
463
463
163
163
153
463
164
464
464
564
464
164
164
ded
164
165
165
485

466
466
466
4686

466
4686
467
467
487
467
a68
158
468
468
48R
458
468
468
469
459
qe8
469
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-34.0%7
-34.546
=33.367
-38.062
-38.737
-38.075%
-38.834
-40.308
-41,034
-40.765
-42.197
-42.654
-43.83%6
~41.709
-42.010
-41.433
~-41.653
-41.131
-41.473
-40.678
-41,456
-40.362
-42.255
-41.6B05
-42,974
-43.538%
-44,838
-42,532
-40.890
-41.286
-39.674
-38.679
=37.35%
-37.410
-37.201
-37.2681
-37.587
-37.803
-37.728
-38.451
~37.838B
-38.934
-33.901
-37.%82
-37.489
-36.210
-36.013
-34.842
-40.042
-40,282
-40.723
-41.8%2
-42.6324
-42.4964
-43.685
-44.538
-45,650
-44,997
-43,980
-45.160
=45.790
-44.942
-45.531
-44.943
-45.4372
-43,802
-43.214
-42.778
-44.023
-43.820
~q1,884
-42.9014
~41.109
-42.021
~41.007
-39.595
-39.360

58._0446
59.242
£9,7135
67.560
67.980
§8.120
€93.324
6%.113
70.0862
67.069
7,576
67.266
§7.007
67.2586
EE. 986
68.113
87.971
£9.1%9
69,155
70.150
65,608
£5.245
4,830
63.513
§2.583
£1.714
AL.0&8
0. EBER
63.604
64.118
63.086
63.013
83,644
65.125
65,864
67.252
E7.208
67.173
65.768
61.594
€£1.390
0. 621
55,234
56.580
57.124
56,502
55.136
54.51%
58.512
58.718
57.669
56,871
56.250
56.491
55.439
54,040
54,1660
53,862
54.928
55.880
56.846
55.678
56.530
57.922
58,735
58.201
5%.491
59.919
B0 252
ne.998
61.130
59,453
58.656
60.452
20.546
E£0,B22
8l.242
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-23.402
-24,244
~24,9%95
-21.62%
-22.570
-20.4721
-20.155
~20.,406
-20.731
-20D.266
-20.340
-21,742
-21.974
-22.683
-24.0732
-24,930
-26,422
-27.132
-28.621
-29,397
-24.481
-Z4.065
-25.204
-25.685
-26.0231
-24.910
=25,353
-24,411
-26.89D
-27,934
-26.723
-27.791
-27.348
-27.311
-26.480
-28.454
-27.255
-26.083
-26,123
-28.281
=29.335
~27.508
-27.929
-27.528
~-27.922
~-27.423
-28.039
-27.385
-27.254
-26.045%
-28.,030
-27.544
-28.652
-29.832
~-28.2175
-29_285
-28.446
27,121
-26.910
=30.2446
-29.801
=31.550
~32.578
-32.693
-33.465
-31.925
-31.971
-30.577
-29.757
~-28.284
-30.663
-32.4918
-32.012
-33,840
-34.876%
-349.418
-33.253

1.00
1.00
1.00
1.400
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.o0
L.00
1.00
1.400
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1,00
1.00
i.00
1.00
1.0C
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.040
L.oe
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1,09
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00C
1.00
1.00
1.00
L.oo
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1g.87
15.71
18.78
18 .66
1E.598
18,32
18,02
1%.1

20,13
L9.13
1%.51
20,61
20,87
20.85
20.43
21.34
23.68
26.04
28.80
28.93
19,682
19.40
12.31
Z0,18
20,16
20.5%
12.48
1%.82
19.78
20.13
19.€9
19.33
i9.03
18.43
18.28
18.26
18.65
18.13
17.34
19,04
i8.80
19,17
17.81
17.44
17.44
17.69
17.52
18,26
14.40
18.21
18.14
15.95
19.82
19.51
20.9%8
21.44
20.9%
20.34
20,70
22.44
21.74
22.57
22.81
24.10
25.07
24.06
22.85
22,84
23.05
23.95
22.31
22.35
21,71
21.30
20.22
13.54
12,36



ATOH
ATOM
ATCM

RTOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM

ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
AT
ATOM
ATOM
ATOM
ATOME
ATCM
ATCM
RTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
RTOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
BTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

CE2
cn2
CE3
23
CHZ

FRO
FRO
PRO
PRO
PRO
FRO
PRO
TRF

TRE
TRP
TRP
TRP
TRP
TRE
TRP
TRP
TRP
TRF

TRP
GLY
GLY
GLY

GLU
GLU
GLU
GLU

ASP

PRO
PRO
EHE
FHE
PHE
PHE

430
470
470
470
470
470
470
Q71
471
471
471
471
471
471
171
471
171
471
471
471
471
472
472
472
4Tz
473
473
LYE
473
473
473
473
473
473
474
474
§74
474
474
474
474
474
475
473
475
475
475
a6
476
476
476
176
476
476
476
476
476
476
477
477
477
1717
477
477
4717
477
478
478
478
a8
474
478
47e
479
473

479
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-18.645
-37.233
-36.619
-37.58%
-38,%20
-36.924
-35,981
-37.698
-37,404
-37.365
-36,333
-16.54%
-35.356
=-34,.314
-34.871
~34.002
-32.631
-32.115%
=32,540
-38.296
-38.276
-3%.061
~3%.966
-41.,279
=41.563
42,164
-43.588
-44,480
-44,379
45,120
-46,275%
-44,533
-43.834
-43,126
-44,829
-45.228
-45.811
-47.092
-47.924
=47,186
~dqd.041
-14.025
-43.038
-41.872
-40.B845
-42.314
-43.082
-41.854
-42.083
~42.816
-44.,283
-44,849
-44.79%4
-43.857
-42,8%2
-43,92¢
-40.728
-39,754
-40,657
-39.431
-39.532
~38.4900
~37.382
-38.563
=39.171
=38.0846
-38.182
-37.862
-36.894
-36.120
-37.151
-37.456
-37.280
-37.232
-36.71¢6
-35.544
-34.401
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f0.034
6l.014
61,033
80.291
€0.678
62.321
62,375
63,368
54,673
65,747
65,404
64,858
a4 . €26
64,986
65.480
65.917
65.835%
65.384
6d.350
65.059
€6.204
64.108
64 .355
64.741
641.968
64 .832
65.055
54,840
85.921
65.541
85,044
85,730
66.419
67.398
66.449
67,644
68, 650
58.055
67.363
68.290
68308
62,526
67.518
66,030
€6.937
6E.56%
B7.929
859.769
70,357
71,685
71.635
73.053
73,800
74,695
75.005
79.281
70.631
70.884
TO.569
70,915
70.524
71,057
71.591
T1.01%
Jz.411
73.215
72.796
T4.212
T4.167
72.536
T1.943
75.052
T6.245
74,450
75.207
T4.460
T4,236

-35,356
-35.096
~326.501
-37.34z2
-36,791
-34,592
=-33.627
-34.654
-34.086
-35.156
-36.196
-37.45%4
-3E.0%3
-37.312
-36.056
-35.061
-35.300
-36.511
-37.543
-32.908
-32.478
-32.371
=31.179
-31.559
-32.739
-30.569
=3i0.867
-29.646
-28.5717
-27,313
=27.415
-26.221
-31.485
-31.172
-32.37¢
-33.103
-32.159
-31.424
-3z.062
-30.204
-33.766
-33.800
-34.144
-34.B52
-35.030
-36.208
=36.904
-36.548
-37,861
-37.732
=-37.318
=37.200
=38.475
~38.826
-38.003
-40.016
-306.489
-37.764
-3%.811
=-40.512
-41.991
-42.839
-42.324
-44.156
-4,362
-41.021
-39.521
-39,211
-38.125
-38.438
-iB.901
-40.385
-40.231
~41.544
=-42.682
=43.331
-42.386

1,00
1.00
1.00
1.00C
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.ao
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.40
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00

1.00

18.36
148,58
15,00
19.2¢
18.88
18.25
168.47
17.58
18.10
16.7

15.64
15.33
14.58
15.22
15.2%
14.67
14.28
19.43
14.98
19.22
20.12
19.73
21.7L
23,22
22.18
25.0%9
20,31
29,86
31.63
33.39
3z.86
32.23
28.78
28,80
28,72
28.83
29.74
30,13
30,20
30.45
ZH.71
30,73
28.11
26.55
24,87
27.48
26.63
29.30
30.46
35.30
42.04
1957
59.41
60,22
58.83
56.16
26.48
28.50
26.31
24,62
23.2%
23.51
23.12
23,18
24.90
Z24.94
29,24
23.91
23.47
23.5%
21.82
24,32
24.82
24,70
26,14
23.69
22.28
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ATOM
AHTOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOH
ATOM

3229
3230
3231
3232
3233
3234
3235
3238
237
3z23e
3239
3240
3241
3242
3243
32449

col
CEl
cz

CEZ
cp2

Ch
CB
e
[oda) ]
CDh2

oXT

PHE
PHE
PHE

PHE
FHE
PHE
LEYJ
LEU
LED
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
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FIG. 23
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FIG. 24
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