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DESCRIPCION
B-hexosil-transferasas y usos de las mismas
1. Campo de la invencién

Esta invencion en general se refiere al descubrimiento de nuevas formas recombinantes de B-hexosil-transferasas (BHT)
y sus usos para producir galacto-oligosacaridos (GOS).

2. Antecedentes de la invencion

2.1. Introduccion

La interaccion compleja entre la dieta, la microbiota intestinal normal y el bienestar ha fomentado el desarrollo de
estrategias para promover la proliferacion selectiva de microorganismos beneficiosos en el tracto gastrointestinal de los
humanos. Los probioticos son microorganismos que afectan positivamente la salud humana, a los que se les atribuye

potentes propiedades antipatégenas y antiinflamatorias (27) (Tabla 1).

Tabla 1. Beneficios para la salud de los probiéticos

Intestinal Inmunidad Reduce el riesgo de enfermedad

Infeccion por Helicobacter | Reduccién de reacciones alérgicas Enfermedad Artero Coronaria

pylori

Intolerancia a la lactosa Reduccion de la posibilidad de infeccién por |Alta presion sanguinea

Sindrome del intestino irritable patogenos Infecciones del tracto respiratorio
superior

Colitis ulcerativa

Enfermedad de Crohn Enfermedad del tracto urinario

Diarrea Reduce el colesterol y los lipidos

Constipacion

Estimula la adsorcion de Ayuda en la prevencion del cancer

minerales. de colon.

Ademas, afos de investigacion sobre la probiética indican que prebidticos selectivos pueden promover una modificacion
selectiva de la microbiota intestinal y sus actividades bioquimicas asociadas. Osborn DA, Sinn JK. Prebiotics in infants for
prevention of allergic disease and food hypersensitivity. Cochrane Database of Systematic Reviews, 2007. Los prebidticos
son oligosacaridos no digeribles (NDO) que tienen una doble capacidad. Primero, reducen la eficiencia de la colonizacion
intestinal de las bacterias dafinas y, en segundo lugar, actian como sustrato selectivo para promover el crecimiento y,
por lo tanto, aumentan el niUmero de bacterias probidticas especificas.

Ademas, un numero creciente de estudios demuestran que los probidticos funcionan mejor cuando se combinan con
prebidticos. Mayer y otros. 2003 Research for creation of functional foods with Bifidobacteria. Acta Alimentaria 32 27-39.
Esta forma combinada de suministro se conoce como simbiosis. Gibson GR, Roberfroid MB. 1995 Dietary Modulation of
the Human Colonic Microbiota - Introducing the Concept of Prebiotics. Journal of Nutrition 125:1401-12.

Los galacto-oligosacaridos (GOS) se consideran una de las opciones preferidas de los prebiodticos y en el tracto
gastrointestinal, los GOS son resistentes a las enzimas y al transito a través del intestino delgado sin ser digeridos, pero
en el intestino grueso los GOS se fermentan y pueden activar el crecimiento de bifidobacterias intestinales como
Lactobacillus acidophilus y L. casei, por lo tanto, actian como un prebidtico (26, 27, 37).

Los GOS son oligosacaridos no digeribles debido a la conformacion de su atomo de carbono anomérico (C4 o Cy), lo cual
permite que sus enlaces glucosidicos evadan la hidrdlisis por enzimas digestivas en el estomago o el intestino delgado.
Los oligosacaridos libres se encuentran en la leche de todos los mamiferos placentarios, y proporcionan un ejemplo natural
de alimentacion prebidtica durante la infancia. De acuerdo con la tltima definicion de la Asociacion Cientifica Internacional
de Probidticos y Prebisticos (ISAPP) "un prebidtico dietético es un ingrediente selectivamente fermentado que produce
cambios especificos en la composicion y/o la actividad de la microbiota gastrointestinal, lo que confiere beneficios a la
salud del hospedero"(30). La composicion de los oligosacaridos de la leche humana (HMO) es muy compleja, lo cual hace
que sea poco probable encontrar fuentes alternativas que contengan oligosacaridos de composicion analoga. La mejora
de la salud del colon entre los lactantes amamantados se atribuye a la presencia de GOS en la leche materna (2). De
hecho, la férmula infantil con GOS agregado replica el efecto bifidogénico de la leche humana con respecto a la actividad
metabdlica de la microbiota del colon y el nimero de bacterias (6,21). Entre los oligosacaridos no lacteos, los GOS son
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de especial interés ya que su estructura se asemeja a las moléculas centrales de los HMO (3). Sin embargo, la
concentracion y composicion de los GOS varia con el método y la enzima utilizada para su generacion, lo que a su vez
puede influir en sus efectos prebidticos y la proliferacion de cepas probidticas del colon (29). Tradicionalmente, los GOS
se han producido utilizando 3-galactosidasas de microorganismos mesofilicos. Las 3-galactosidasas mesofilicas requieren
altas concentraciones iniciales de lactosa para alejar la reaccion de la hidrdlisis de lactosa y dirigirla a la sintesis de GOS.
Como la lactosa es mas soluble a temperaturas elevadas, se han utilizado B-galactosidasas termoestables que exhiben
altas velocidades iniciales y vida media aumentada para alcanzar un equilibrio favorable para la reaccion de
transgalactosilacion (27,37). Sin embargo, la inhibicion competitiva por glucosa y/o galactosa es otro obstaculo que queda
el cual se puede superar incorporando células en la reaccion (16,20,25,27,35).

La levadura basidiomiceto Sporobolomyces singularis (antiguamente denominada Bullera singularis) no puede utilizar
galactosa para crecer, pero prolifera en lactosa debido a la actividad de su B-hexosil-transferasa (BHT, EC 3.2.1.21). Los
estudios han demostrado que la BHT tiene actividad de transgalactosilacion incluso a bajas concentraciones de lactosa e
hidrélisis de lactosa muy limitada. Ademas, la enzima no parece estar inhibida por concentraciones de lactosa superiores
al 20% vy tiene el potencial de conversion en GOS cercano al maximo tedrico del 75% (1,9,10,28). A diferencia de las (-
galactosidasas, la BHT de S. singularis lleva a cabo simultineamente actividades de glicosilhidrolasa y -
hexosiltransferasa, convirtiendo la lactosa en GOS sin acumulacion extracelular de galactosa. Se requieren dos moléculas
de lactosa durante el evento de transgalactosilacion: una molécula se hidroliza y la segunda actiia como aceptor de
galactosa, generando el trisacarido galactosil-lactosa (B-D-Gal(1-4)-3-D-Gal(1-4)-B-D-Glc) y glucosa residual. La
galactosil-lactosa también puede actuar como aceptor de una nueva galactosa para generar el tetrasacarido
galactosilgalactosil-lactosa (B-D-Gal(1-4)-3-D-Gal(1-4)-p-D-Gal(1-4)--D-Glc), y de manera similar para el tetrasacarido y
los productos posteriores. Los tri, tetra y pentasacaridos que se acumulan en S. singularisse han designado
colectivamente como GOS (9,10).

Para intereses practicos, una BHT recombinante secretada podria tener varias ventajas sobre la enzima nativa, incluida
la mejora de la produccion y purificacion a gran escala. Actualmente, la purificacion de la enzima activa de S. singularis
requiere de la lisis celular seguida de multiples pasos de cromatografia (1,4,16). Los intentos anteriores de expresar la 8-
hexosil-transferasa recombinante en E. coli BL21 resultaron en altos niveles de produccion, pero la enzima estaba inactiva
e insoluble (16).

3. Resumen de la invencién

En modalidades particulares no limitantes, la presente invencion proporciona un ADN aislado que codifica una proteina
recombinante de B-hexosiltransferasa (rBHT) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEC ID NO. 12,
14 o 20. EI ADN aislado que codifica la proteina recombinante B-hexosil-transferasa (rBHT) puede tener la secuencia de
acido nucleico establecida en la SEC ID NO. 11, 13 0 19.

La invencion también proporciona una proteina B-hexosil-transferasa recombinante enzimaticamente activa (rBHT) en la
que la proteina tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO. 12, 14 o 20. La proteina rBHT puede
estar unida a la membrana o ser una enzima soluble.

La rBHT enzimaticamente activa que produce los GOS puede o no ser inhibida por galactosa.

La invencion también proporciona un método para producir la proteina B-hexosil-transferasa recombinante
enzimaticamente activa (rBHT) en una célula hospedera de levadura, lo cual comprende transformar la célula hospedera
de levadura con un plasmido bajo el control de un promotor adecuado, en donde el plasmido contenga un ADN aislado
que codifica para una proteina rBHT que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO. 12, 14 o 20.

EI ADN aislado esta unido a un ADN que codifica un péptido sefial. El péptido sefial es un péptido sefial del factor a de S.
cerevisiae y el promotor adecuado pueden ser un promotor de la alcohol oxidasa.

En algunas modalidades, la proteina rBHT enzimaticamente activa tiene una actividad especifica de aproximadamente 8
U.mg" a 20°C.

La célula hospedera de levadura puede ser la célula de una levadura tal como Pichia pastoris.

La invencién también proporciona un método para producir rBHT enzimaticamente activa que comprende ademas usar
dicha rBHT en un método para producir galacto-oligosacaridos (GOS) el cual comprende hacer reaccionar la lactosa con
una proteina B-hexosil-transferasa recombinante enzimaticamente activa (rBHT) que tiene la secuencia de aminoacidos
establecido en SEQ ID NO. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 0 20 en condiciones adecuadas para producir los GOS.

La proteina rBHT enzimaticamente activa puede inmovilizarse sobre un soporte sélido. El soporte sélido puede estar en
un reactor de tanque agitado continuo o discontinuo, un reactor de lecho empaquetado o un reactor de membrana de
ultrafiltracion. Alternativamente, la proteina rBHT enzimaticamente activa puede usarse directamente en un reactor de
tanque agitado continuo o discontinuo, un reactor de lecho empaquetado o un reactor de membrana de ultrafiltracion. El
método puede comprender ademas un sistema de eliminacion de glucosa para evitar la inhibicion competitiva de la
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glucosa tal como un organismo generalmente reconocido como seguro (GRAS). El sistema de eliminacion de glucosa
puede usarse simultaneamente con la proteina rBHT enzimaticamente activa.

La invencion también se dirige a un método para producir la rBHT enzimaticamente activa que comprende ademas usar
dicha rBHT en un alimento o subproducto alimentario modificado que contiene lactosa que comprende una proteina
recombinante de B-hexosiltransferasa (rBHT) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO. 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 o 20. El alimento o subproducto alimentario que contiene lactosa puede ser un producto lacteo o
un subproducto como el suero. En algunas modalidades, el alimento o subproducto alimentario es un postre para bebés,
un jugo para bebés, una merienda para bebés, una bebida de yogur para bebés, una bebida energética, agua para hacer
ejercicio o una bebida refrescante, un postre lacteo congelado, una bebida de frutas (vitaminas/minerales fortificados), un
relleno de tarta de frutas, una preparacion de frutas, una férmula infantil, una bebida sustitutiva de comidas para bebés,
una mermelada o gelatina, una bebida sustitutiva de comidas, una leche, una bebida a base de leche, un sustituto de
leche, un saborizante de jarabe para leche, un yogurt o un suero de leche.

4. Breve descripcion de las figuras

Figuras 1A-1C. Electroforesis en gel de rBHT purificada expresada en P. pastoris. (1A) SDS-PAGE de rBHT purificada,
tefida con plata: Carril 1, 0.5 ug de rBHT; carril 2, 0.1 pg de rBHT. (1B) Analisis de la transferencia por Western con
antisueros anti-rBHT. El carril M indica que las masas moleculares (kDa) de las proteinas marcadoras se muestran a la
derecha del Panel A. (1C) Zimograma de la rBHT. Carril 1, la rBHT-6XHIS purificada expresada en cultivos BLR de E.
coli; Carril 2, cultivo de metanol no transformado que induce GS115; Carril 3, cultivo de metanol que induce el
recombinante GS115/rBHT. La actividad se visualizd6 mediante la formacién de un precipitado azul resultante de la escision
enzimatica de X-GAL.

Figura 2A-2D. Dependencia de la actividad relativa de rBHT del pH (2A). (2B) Temperaturas de 20°C a 80°C. (2C)
Concentracion de galactosa (circulo sélido) y glucosa (cuadrado sdlido). (2D) Estabilidad térmica de 20°C a 50°C. Se
extrajeron muestras cada 12 h y se analiz6 la actividad a 20°C. Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron en
fosfato de sodio 50 mM (pH 5.0) que contenia ONP-Glu 1.3 mM a 20°C, excepto para (A) que us6 tampones de fosfato
de sodio (pH 5-11) o citrato (pH 2-5). Las actividades enzimaticas se calcularon en relacién con el valor tomado en el
tiempo cero (100%). La concentracién inicial de enzima que se probd fue de 0.2 U.ml"' ensayado a 20°C (Kn=0.37 mM y
Vmax=0.09 mM.min""). Los datos representan las medias de dos experimentos con una fiabilidad de +5%.

Figura 3. Sintesis de galactosil-lactosa a partir de lactosa (2%) usando rBHT parcialmente purificado (0.5 Ug™' de lactosa)
en 5 mM de tampon de fosfato de sodio a pH 5.0 incubado a 42°C. Las concentraciones de lactosa, glucosa, galactosa y
galactosil-lactosa se muestran en g.I"". Las especies de GOS residuales no cuantificadas se muestran como lecturas de
intensidad de sefal del detector de indice de refraccién. Los datos representan las medias de dos experimentos con una
fiabilidad de £5%.

Figuras 4A-4B. Sintesis de galacto-oligosacaridos a partir de lactosa (20%) usando células en reposo de P. pastoris (que
contienen la rBHT unida a la membrana a 0.5 U.g™" de lactosa) en 5 mM de tampon de fosfato de sodio a pH 5.0 incubado
a 42°C (4A) 0 30°C (4B). Las concentraciones de lactosa, glucosa, galactosa y galactosil-lactosa se muestran en g.I"'. Las
especies de GOS residuales no cuantificadas se muestran como lecturas de intensidad de sefal del detector de indice de
refraccion. Los datos representan las medias de dos experimentos con una fiabilidad de +5%.

Figura 5. Muestra una comparacion de las actividades enzimaticas y los azucares, incluidos los GOS producidos por la
rBHT descrita en este documento (GOS NCSU) y dos enzimas disponibles comercialmente, Vivinal GOS y Oligomate
55NP de Yakalt Pharmaceuticals, Inc. a 30°C. Vea el procedimiento en la Seccion 6.3.

Figuras 6A-6B. Grafico de hidropatia de Kyte y Doolittle para BHT. Se amplificé la secuencia de aminoacidos para la
secuencia de sefial/anclaje de membrana predicha. El algoritmo de prediccion de la region transmembrana
(www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) también pronosticé una region de residuos hidrofébicos 1-17 en BHT
tipico para proteinas integrales que abarcan de membrana y el algoritmo SignalP (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
predijo una posible secuencia de sefial para los mismos residuos y el posible sitio de escision entre los residuos 17 y 18
y entre 22 y 23. La secuencia de sefial se retuvo en las construcciones 1, 2, 3, 4 y 7 para servir como un anclaje de
membrana natural.

Figuras 7A-7C. Analisis de secuencia de BHT. (7A) Representacion esquematica del polipéptido BHT de S. singularis
determinado por el programa SMART basado en la web (http://smart.embl-heidelberg.de). El péptido lider representado
por un cuadrado negro se determind por el Programa Signal P. El segmento de baja complejidad de composicion
representado por un circulo negro se determino por el programa SEG
(http://mendel.imp.ac.at/METHODS/seg.server.html). Los resultados que solo se encuentran por BLAST estan indicados
por el dominio de glicohidrolasa. Los triangulos negros indican las posiciones de los tres supuestos sitios de N-glicosilacion
determinados por NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). (7B) Representacion esquematica del péptido
lider calculado por el método de prediccion transmembrana RHYTHM. Se amplificd la secuencia de aminoacidos para la
secuencia de anclaje de membrana predicha. Los aminoacidos de contacto con la membrana estan en negrita mayuscula
y el aminoacido de contacto de hélice estd en mayuscula y subrayado. También se indican las posiciones de las regiones
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citoplasmaticas y extracelulares predichas. Las flechas indican los posibles sitios de escision. (7C) Grafico de hidropatia.
El grafico se generd usando el método Kyte-Doolittle para calcular la hidrofilia en una longitud de pantalla de nueve
aminoacidos. El numero de aminoacidos se muestra debajo del eje X. El cero en el eje Y separa los aminoacidos
hidrofébicos e hidrofilicos.

Figuras 8A-8D. Concentracion de proteina secretada por cada cepa de P. pastoris recombinante. Las representaciones
graficas de cepas recombinantes que contienen rBht y scFv13R4 se muestran a la izquierda (8A) y a la derecha (8D) de
los graficos, respectivamente. (8B) rBHT-SU secretada. (8C) scFv13R4-HIS secretado. Los valores de proteina secretada
se normalizaron para una ODegg Yy representd la media + SE. Las proteinas secretadas se analizaron a partir de las
siguientes cepas recombinantes: (8A y 8B) fila 1, GS115::aMF-rBht(23-s04-H IS; fila 2, GS115::rBht-HIS; fila 3,
GS115::rBht23504)-HIS; fila 4, GS115::aMF-rBht-HIS. (8C y 8D) fila 1, GS115::aMF-scFv13R4-HIS; fila 2, GS115::rBht1.
110-SCFv13R4-HIS; fila 3, GS115::rBht(23.110-ScFv13R4-HIS; fila 4, GS115::scFv13R4-HIS.

Figuras 9A-9C. La separacion por SDS-PAGE (8%) y el Western blot revelaron un antisuero anti-His que mostro la rBHT-
HIS secretada, asociada a células o purificada, expresada por diferentes recombinantes de la cepa GS115 de P. pastoris.
(9A) Los extractos de proteinas libres de células (proteinas secretadas) generados por todos los recombinantes se
concentraron 20 veces. (9B) Las proteinas asociadas a células se obtuvieron de cinco ODggo de células recombinantes
disgregadas con perlas de vidrio en el tampon IX Laemmli. Carril 1, GS115::aMF-rBht-HIS; carril 2, GS115::aMF-rBht 3.
s94)-HIS; carril 3, GS115::rBht-HIS; carril 4, GS115::rBht23.504)-HIS; y carril 5, control GS115. (9C) Tincién de plata de rBHT-
HIS expresada por GS115::aMF-rBht23.504)-HIS purificado mediante cromatografia de afinidad de niquel y resueltas en
SDS-PAGE(8%). M indica carril marcador. Las masas moleculares (kDa) de las proteinas marcadoras se muestran a la
izquierda de los paneles.

Figuras 10A-10B. Tiempo de sintesis de galactosil-lactosa usando la rBHT soluble o las células en reposo de P. pastoris
que contienen la rBHT unida a la membrana (0.5 U rBHT.g™" lactosa). (10A) Sintesis por la rBHT-HIS secretada, expresada
por GS115::aMF-rBht3s04-HIS (linea continua) y la rBHT por GS115::aMF-rBht 23504y (linea discontinua). (10B) La
velocidad de sintesis de galactosil-lactosa por las células en reposo GS115::aMF-rBht23-504-HIS (cuadrado negro) y
GS115::aMF-rBht 23504y (cuadrado blanco). Los ensayos contenian 200 g.L-'de lactosa y enzima purificada o células en
reposo de P. pastoris en 5 mM de tampédn fosfato de sodio a pH 5.0 e incubado a 30°C. Las muestras se retiraron
periddicamente y se analizaron por HPLC. Las concentraciones de lactosa, glucosa, galactosa y galactosil-lactosa se
muestran en g.L". Las especies de GOS residuales no cuantificadas se muestran como lecturas de intensidad de sefial
del detector de indice de refraccion. Los datos representan las medias de dos experimentos independientes.

5. Descripcion detallada de la invencion

Esta invencion informa varios métodos para la expresion de la BHTde S. singularis que incluye, entre otros, un método
que utiliza un codon optimizado, el gen sintéticorBht (nimero JF29828 de acceso en GenBank) expresado en Pichia
pastoris. Se investigo la cinética de la produccion de GOS a partir de la lactosa por la B-hexosil-transferasa recombinante
secretada (rBHT) en comparacion con células en reposo de P. pastoris que contienen rBHT unido a la membrana.

Las "proteinas rBHT", como se entiende en el presente documento, incluye proteinas rBHT de longitud completa y
fragmentos y/o variantes de las mismas, que incluye proteinas codificadas por variantes alélicas naturales del gen rBHT,
asi como proteinas rBHT producidas de forma recombinante, las cuales pueden contener algunos cambios de secuencia
en relacion con las proteinas rBHT naturales.

Una proteina "recombinante” es resultante del proceso de ingenieria genética. El término "ingenieria genética" se refiere
a un método de ADN recombinante o acido nucleico utilizado para crear una célula que expresa un gen a niveles elevados
o bajos, o que expresa una forma mutante del gen. En otras palabras, la célula se transfecta, se transforma o se transduce
con una molécula de polinucleétido recombinante, y por lo tanto se altera para hacer que la célula modifique la expresion
de un polipéptido deseado.

El "galacto-oligosacarido" o "GOS" es un polisacarido que contiene galactosa con dos o mas unidades de azdcar como
Gal-Gal o [Gal],-Glc (1 < n < 8), incluyendo B-D-Gal(1—4)-B-D-Gal(1—4)-3-D-Glc, p-D-Gal(1—4)- B-D-Gal (1—4)-3-D-
Gal(1—4)-B-D-Glc, y B-D-Gal(1—4)-B-D-Gal(1—4) -B-D-Gal(1—4)-B-D-Gal(1—4)-3-D-Glc.

5.1 Secuencias sefiales:

Las proteinas secretadas solubles y las proteinas expresadas en la superficie celular a menudo contienen una "secuencia
sefal" N-terminal, la cual es una secuencia hidrofébica que media la insercion de la proteina a través de la membrana al
unir el reticulo endoplasmico (ER) en una célula eucariota. Las proteinas transmembrana de tipo 1 también comprenden
secuencias sefales. Las "secuencias sefiales", como se entiende en el presente documento, son secuencias hidréfobas
aminoterminales que por lo general se eliminan enzimaticamente después de la insercidon de una parte o toda la proteina
a través de la membrana del ER en el lumen de este. Por lo tanto, se sabe en la técnica que una secuencia sefal puede
estar presente como parte de la forma precursora de una proteina transmembrana o secretada, pero generalmente estara
ausente de la forma madura de la proteina. Cuando se dice que una proteina comprende una secuencia sefal, debe
entenderse que, aunque una forma precursora de la proteina contiene la secuencia sefial, una forma madura de la proteina
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probablemente no contendra la secuencia sefial. Las secuencias sefiales pueden contener un residuo inmediatamente
anterior al sitio de escision (posicion -1) y otro residuo en la posicion -3, los cuales son importantes para esta escision
enzimatica. Nielsen y otros. 1997 Protein Eng 10 (1) 1-6; von Heijne 1983 Eur J Biochem 133 (1) 7-21; von Heijne 1985 J
Mol Biol 184 99-105, los cuales describen secuencias sefiales y como identificarlas. Las secuencias de sefiales se pueden
identificar como describe Nielsen y otros. (supra). Los ejemplos de péptidos sefiales o secuencias que son funcionales en
células hospederas de mamifero incluyen los siguientes: la secuencia sefial del factor de apareamiento pre-pro-alfa de
Saccharomyces cerevisiae, la secuencia sefial de la interleucina-7 (IL-7) descrita en la Patente de E.U 4,965,195 : la
secuencia sefial del receptor de la interleucina-2 descrita en Cosman y otros. 1984 Nature 312 768-771); el péptido sefial
del receptor de la interleucina-4 descrito en la Patente de EP 0 367 566 ; la secuencia sefial del receptor de la interleucina-
1 tipo 1 descrita en la Patente de E.U 4,968,607 ; el péptido sefial del receptor de interleucina-1 tipo Il descrito en la
Patente de EP 0 460 846. Muchas otras secuencias sefiales se conocen en la técnica.

5.2. Proteina rBHT

La presente invencion incluye versiones secretadas y solubles de rBHT, asi como versiones que comprenden un dominio
transmembrana que puede expresarse en una superficie celular. Estas proteinas pueden aislarse, es decir, ser parte de
una preparacion de proteina purificada en la que la proteina rBHT constituye al menos el 80% o el 90% de la proteina
presente en la preparacion. La invencion incluye ademas proteinas rBHT codificadas por los acidos nucleicos de rBHT
descritos a continuacion. Una proteina rBHT, como se entiende en el presente documento, incluye una proteina que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 12, 14 o 20. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 12,
14 o 20 incluyen una secuencia sefial.

5.3. Sustituciones conservadoras

En algunos aspectos, las sustituciones pueden ser sustituciones conservadoras de aminoacidos. Los ejemplos de
sustituciones conservadoras de aminoacidos, que probablemente no afecten la actividad biolégica, incluyen los siguientes:
alanina por serina, valina por isoleucina, aspartato por glutamato, treonina por serina, alanina por glicina, alanina por
treonina, serina por asparagina, alanina por valina, serina por glicina, tirosina por fenilalanina, alanina por prolina, lisina
por arginina, aspartato por asparagina, leucina por isoleucina, leucina por valina, alanina por glutamato, aspartato por
glicina y estos cambios al revés. Ver por ejemplo Neurath y otros., The Proteins, Academic Press, Nueva York (1979)
Ademas, un intercambio de un aminoacido por otro dentro del mismo grupo es una sustitucion conservadora, donde los
grupos son los siguientes: (1) alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, norleucina y fenilalanina: (2) histidina,
arginina, lisina, glutamina y asparagina; (3) aspartato y glutamato; (4) serina, treonina, alanina, tirosina, fenilalanina,
triptéfano y cisteina; y (5) glicina, prolina y alanina.

5.4 Glicosilacion

Las proteinas rBHT pueden estar glicosiladas en diversos grados o no glicosiladas. Como ilustracion, una proteina rBHT
de la invencion puede comprender uno o mas sitios de glicosilacion de uniéon a N u O ademas de los que ya se encuentran
en una proteina que comprende la SEQ ID NO. 12, 14 0 20. Un experto en la técnica es consciente de que los residuos
de asparagina que forman parte de la secuencia Asn Xxx Ser/Thr (donde Xxx es cualquier aminoacido excepto prolina)
pueden servir como sitios de adicion para los N-glucanos. Ademas, hay muchos residuos de serina y treonina que pueden
servir como sitios de glicosilacion de union a O. La glicosilacion puede aumentar la vida media in vivo o alterar la actividad
bioldgica. Las variantes de las proteinas rBHT también incluyen proteinas que comprenden uno, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve o diez mas sitios de glicosilacion de union a N y/u O que los presentes en la SEQ ID NO. 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18 o 20 siempre que la proteina resultante pueda actuar como una glicosil hidrolasa y una B-hexosil-
transferasa. Las variantes de proteinas rBHT también incluyen aquellas que tienen uno, dos, tres, cuatro o cinco menos
sitios de glicosilacion de union a N y/u O que los que estan presentes en la SEQ ID NO. 12, 14 o 20 siempre que puedan
actuar como una glicosil hidrolasa y una 3-hexosil-transferasa.

Las proteinas rBHT, como se describe en el presente documento, pueden ser proteinas de fusién que comprenden al
menos un polipéptido rBHT, que puede contener una secuencia de aminoacidos que sea una variante y/o un fragmento
de la SEQ ID NO. 12, 14 0 20 (como se explicod anteriormente), y al menos otra porcion. La otra porcion también puede
ser una porcion no proteica tal como, por ejemplo, una porcion de polietilenglicol (PEG) o una porcion citotoxica, citostatica,
luminiscente y/o radiactiva. Se ha demostrado que la fijacion de PEG aumenta /a vida media in vivo de al menos algunas
proteinas. Ademas, las porciones citotoxicas, citostaticas, luminiscentes y/o radiactivas se han fusionado con anticuerpos
con fines de diagndstico o terapéuticos.

Se puede fusionar una variedad de polipéptidos distintos de rBHT a un polipéptido rBHT para una variedad de propdsitos
tales como, por ejemplo, aumentar /a vida media in vivo de la proteina, facilitar la identificacion, el aislamiento y/o la
purificacion de la proteina, aumentar su actividad y promover su oligomerizacion.

Muchos polipéptidos pueden facilitar la identificacion y/o purificacion de la proteina de fusién recombinante de la cual
forman parte. Los ejemplos incluyen poliarginina, polihistidina o HAT™ (Clontech), la cual es una secuencia natural de
residuos de histidina no adyacentes que poseen una alta afinidad por los iones metalicos inmovilizados. Las proteinas
rBHT que comprenden estos polipéptidos pueden purificarse mediante, por ejemplo, cromatografia de afinidad usando
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niquel inmovilizado o resina TALON ™ (Clontech), lo cual comprende toneladas de cobalto inmovilizado. Ver por ejemplo
Knol y otros. 1996 J Biol Chem 27(26) 15358-15366. Los polipéptidos que comprenden poliarginina permiten una
purificacion efectiva por cromatografia de intercambio i6nico. Otros polipéptidos utiles incluyen, por ejemplo, los péptidos
de identificacion antigénica descritos en laPatente de E.U 5,011,912 y en Hopp y otros. 1988 BiolTechnology 6 1204. Uno
de estos péptidos es el péptido FLAG™, el cual es altamente antigénico y proporciona un epitopo unido reversiblemente
por un anticuerpo monoclonal especifico, lo que permite un analisis rapido y una purificacion facil de la proteina de fusion
recombinante expresada. Un hibridoma murino designado 4E11 produce un anticuerpo monoclonal que se une al péptido
FLAG en presencia de ciertos cationes metalicos divalentes, como se describe en la Patente de E.U 5,011,912. La linea
celular de hibridoma 4E11 se identificé en American Type Culture Collection con el nimero de acceso HB 9259. Los
anticuerpos monoclonales que se unen al péptido FLAG se pueden usar como reactivos de afinidad para recuperar un
reactivo de purificacion de polipéptidos que comprende el péptido FLAG. Otros marcadores de proteinas y reactivos de
afinidad adecuados son: 1) los descritos en el sistema GST-Bind™ (Novagen), que utiliza la afinidad de las proteinas de
fusion glutation-S-transferasa por el glutation inmovilizado; 2) los descritos en el kit de purificacion de afinidad T7-TAG®,
que utiliza la afinidad de los 11 aminoacidos aminoterminales de la proteina 10 del gen T7 por un anticuerpo monoclonal;
0 3) los descritos en el sistema STREP-TAG® (Novagen), que utiliza la afinidad de una forma de estreptavidina disefiada
por una proteina marcada. Algunas de las proteinas marcadas mencionadas anteriormente, asi como otras, se describen
en Sassenfeld 1990 TIBTECH 8: 88-93, Brewer y otros, en Purification and Analysis of Recombinant Proteins, pags. 239-
266, Seetharam and Sharma (eds.), Marcel Dekker, Inc. (1991) y Brewer y Sassenfeld, en Protein Purification Applications,
pags. 91 - 111, Harris y Angal (eds.), Press, Inc., Oxford Inglaterra (1990). Ademas, las fusiones de dos marcadores o
mas descritos anteriormente, tales como, por ejemplo, un marcador de fusion de una FLAG y un marcador de polihistidina,
pueden fusionarse a una proteina rBHT de la invencion.

5.5. Los acidos nucleicos de rBHT

La invencion abarca acidos nucleicos aislados, que incluyen, por ejemplo, ADN y ARN, que codifican las proteinas rBHT
descritas en el presente documento, que incluyen proteinas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO. 12, 14 o 20. Preferentemente la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 12 o 14. Estos acidos nucleicos son Utiles
para, entre otros, producir proteinas recombinantes que tengan glicosil hidrolasa y una actividad de -hexosil-transferasa.
Estos acidos nucleicos pueden ser ADN genémico modificado o ADNc. Preferentemente, los acidos nucleicos pueden
comprender un marco de lectura abierto ininterrumpido que codifica una proteina rBHT. Las moléculas de acido nucleico
como se describen incluyen ADN y ARN tanto en forma monocatenaria como bicatenaria, asi como las secuencias
complementarias correspondientes. Un "acido nucleico aislado" es, en el caso de los acidos nucleicos aislados de fuentes
naturales, uno que se ha separado de las secuencias genéticas adyacentes presentes en el genoma del organismo del
que se aislé este acido; en el caso de los acidos nucleicos sintetizados quimicamente, como los oligonucleétidos, o
enzimaticamente a partir de una plantilla, como los productos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o los ADNc,
se entiende que los acidos nucleicos resultantes de tales procesos son aislados. Una molécula de acido nucleico aislada
se refiere a una molécula en forma de un fragmento separado o como un componente de una construccion de acido
nucleico mas grande.

La presente invencion también incluye acidos nucleicos que comprenden la secuencia de SEQ ID NO. 11, 13, 19, o acidos
nucleicos que hibridan en condiciones moderadamente estrictas, y opcionalmente en condiciones altamente estrictas, a
acidos nucleicos que comprenden la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO 11, 13, 19, que es la secuencia del ADNc
de rBHT de longitud completa, en donde el acido nucleico codifica una proteina que puede actuar como una glicosil
hidrolasa y una B-hexosil-transferasa. Las técnicas de hibridacion son bien conocidas en la técnica y se describen
mediante Sambrook, J., EF Fritsch y T. Maniatis (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, capitulos 9y 11, 1989) y Current Protocols in Molecular Biology (FM Ausubel y otros.,
eds., John Wileyular (FM Ausubel et al., Eds., John Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10 y 6.3-6.4 1995) Las condiciones
moderadamente estrictas para las hibridaciones de filtro incluyen la hibridacion en aproximadamente 50% de formamida,
6 x SSC a una temperatura de aproximadamente 42°C a 55° y el lavado a aproximadamente 60°C en 0.5 x SSC, 0.1% de
SDS. Las condiciones altamente estrictas se definen como las condiciones de hibridaciéon que se indicaron anteriormente,
pero con lavado a aproximadamente 68°C en 0.2 x SSC, 0.1% de SDS. SSPE (1xSSPE es 0.15 M NaCl, 10 mM NaH2PO0,,
y EDTA 1.26 mM, pH 7.4) se puede sustituir por SSC (1 xSSC es 0.15 M de NaCl y 15 mM de citrato de sodio) en los
tampones de hibridacion y lavado; los lavados, opcionalmente al menos dos lavados, se realizan durante 15 minutos
después de que se completa la hibridacion.

Debe entenderse que la temperatura y la concentracion de sales del lavado pueden ajustarse de acuerdo con sea
necesario para lograr un grado de rigurosidad deseado al aplicar los principios basicos que rigen las reacciones de
hibridacion y la estabilidad de los hibridos, como se conoce por los expertos en la técnica y se describe adicionalmente
mas abajo (ver, por ejemplo, Sambrook y otros., supra). Cuando los acidos nucleicos de secuencia conocida se hibridan,
la longitud del hibrido se puede determinar alineando las secuencias de los acidos nucleicos (por ejemplo, usando GAP)
e identificando la region o regiones complementarias de secuencia optima. La temperatura de hibridacién para los hibridos
que se prevé que tenga menos de 50 pares de bases de longitud debe ser de 5°C a 10°C menor que la temperatura de
fusion (Tm) del hibrido, donde la Tm se determina de acuerdo con las siguientes ecuaciones. Para hibridos de menos de
18 pares de bases de longitud, Tm (grados C) = 2(# de bases A + T) + 4 (# de bases G + C). Para hibridos de mas de 18
pares de bases de longitud, Tm (grados C) = 81.5 + 16.6(log1o[Na*]) + 0.41 (%G + C) - (600 N), en donde N es el numero
de bases en el hibrido, y [Na*] es la concentracion de iones de sodio en el tampoén de hibridacion. Cada uno de estos
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acidos nucleicos hibridantes tiene una longitud que es de al menos 15 nucleétidos (o al menos 18, 20, 25, 30, 40, 50, o
100 nucledticos). Sambrook y otros., supra.

Los acidos nucleicos de rBHT incluyen acidos nucleicos que comprenden los siguientes polinucleétidos: (1) toda o un
fragmento de la SEQ ID NO. 11, 13, 19, en donde el fragmento codifica una proteina rBHT que puede actuar como una
glicosil hidrolasa y una B-hexosil-transferasa; (2) un polinucledtido que incluye secuencias de nucleétidos al menos 97%,
98%, 99%, 99.5% 0 99.7% idénticas a la SEQ ID NO. 11, 13, 19 en donde la secuencia codifica una proteina rBHT que
puede actuar como una glicosil hidrolasa y una B-hexosil-transferasa; (3) un polinucleétido que comprende no mas de 1,
2,3, 4,6, 8, 10, 15, 20, 25 o 30 alteraciones de un solo nucledtido en relacién con la SEQ ID NO. 11, 13, 19, en donde
una alteracion puede ser una insercion, delecién o sustitucion de un solo nucleétido, y en donde el polinucleétido codifica
una proteina rBHT que puede actuar como una glicosil hidrolasa y una B-hexosil-transferasa; y (4) un polinucleétido que
codifica una proteina rBHT como se describe en el presente documento. En una modalidad preferida, la proteina rBHT se
produce reemplazando la secuencia lider con un péptido sefial de secrecion heterdlogo.

5.6. Métodos de sintesis de proteinas rBHT

Las proteinas rBHT pueden prepararse como sigue. Un acido nucleico que codifica una proteina rBHT, como se describe
en el presente documento, se puede introducir en un vector, que se puede introducir en una célula hospedera. La invencién
abarca los vectores y las células hospedera que comprenden acidos nucleicos que codifican una proteina rBHT. La célula
hospedera que contiene los acidos nucleicos que codifican una proteina rBHT puede cultivarse en condiciones tales que
la proteina rBHT pueda expresarse. La proteina rBHT expresada luego puede obtenerse del medio en el que se cultivan
las células o de las células y purificarse por cualquiera de los numerosos métodos apropiados conocidos en la técnica.
Ademas, los métodos de ingenieria genética para la produccion de proteinas rBHT incluyen la expresion de las moléculas
de polinucledtidos en sistemas de expresion libres de células, en hospedadores celulares, en tejidos y en modelos
animales, de acuerdo con los métodos conocidos.

El vector puede incluir un marcador selectivo y un origen de replicacion, para la propagacion en un hospedero. El vector
puede incluir ademas secuencias reguladoras transcripcionales o traduccionales adecuadas, tales como las derivadas de
genes de mamiferos, microbianos, virales o de insectos, operativamente unidos al acido nucleico que codifica la proteina
rBHT. Los ejemplos de tales secuencias reguladoras incluyen promotores, operadores o potenciadores de la transcripcion,
sitios de unién a ARNm ribosémico y secuencias apropiadas que controlan la transcripcion y la traduccion. Las secuencias
de nucledtidos se unen operativamente cuando la secuencia reguladora se relaciona funcionalmente con el ADN que
codifica la proteina diana. Por lo tanto, una secuencia de nucleétidos del promotor se une operativamente a una secuencia
nucleica de rBHT si la secuencia del promotor dirige la transcripcion de la secuencia que codifica la proteina rBHT. Si la
proteina rBHT es una proteina de fusién, una secuencia de acido nucleico que codifica una porcién de la proteina de
fusién, por ejemplo, una secuencia sefial, puede ser parte de un vector, y un acido nucleico que codifica una proteina
rBHT puede insertarse en el vector de manera que una proteina que comprende la secuencia sefal anadida mas la
proteina rBHT esta codificada por el vector.

Las células hospedera descritas para la expresion de proteinas rBHT incluyen células procariotas, de levadura, vegetales,
de insectos y células eucariotas superiores. Las secuencias reguladoras en el vector se elegiran de manera que sean
operables en la célula hospedera. Las células hospederas procariotas que se describen incluyen bacterias de los géneros
Escherichia, Bacillus y Salmonella, asi como miembros de los géneros Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus.
Para la expresion en células procariotas, por ejemplo, en E. coli la molécula polinucleotidica que codifica una proteina
rBHT incluye preferiblemente un residuo de metionina N-terminal para facilitar la expresion del polipéptido recombinante.
La metionina N-terminal puede separarse opcionalmente del polipéptido expresado. Las células hospederas de levaduras
adecuadas incluyen células de los géneros Saccharomyces, Pichia y Kluveromyces. Los hospederos de levadura que se
prefieren son S. cerevisiae y P. pastoris. Un sistema adecuado para la expresion en una célula hospedera de insecto se
describe, por ejemplo, en la revision de Luckow y Summers (1988 BioTechnology 6 47-55) Las células hospederas de
mamiferos descritas incluyen la linea celular de rifion de mono COS-7 (Gluzman y otros. 1981 Celda 23 175-182), células
de rifidn de hamster bebé (BHK), células de ovario de hamster chino (CHO) (Puck y otros. 1958 PNAS USA 60 1275-
1281), CV-1 (Fischer y otros. 1970 Int J Cancer 5 21-27), células de rifion humano 293 (American Type Culture Collection
(ATCC®) catalogo no. CRL-10852 ™) y células de carcinoma cervical humano (HELA) (ATCC® CCL 2).

Los vectores de expresion para uso en hospedadores celulares generalmente comprenden uno o mas genes selectivos
de marcadores fenotipicos. Estos genes codifican, por ejemplo, una proteina que confiere resistencia a los antibioticos o
que suministra un requerimiento auxotrofico. Se dispone facilmente de una amplia variedad de estos vectores de fuentes
comerciales. Los ejemplos incluyen los vectores pGEM (Promega), los vectores pSPORT y pPROEX (InVitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA), los vectores Bluescript (Stratagene) y los vectores pQE (Qiagen). Los vectores de levadura
a menudo contienen una secuencia de origen de replicacion de un plasmido de levadura, una secuencia de replicacion
auténoma (ARS), una regioén promotora, secuencias de poliadenilacion, secuencias de terminacién de la transcripcion y
un gen marcador selectivo. También se pueden usar vectores replicables en levadura y en E. coli (denominados vectores
lanzadera). Ademas de las caracteristicas mencionadas anteriormente de los vectores de levadura, un vector lanzadera
también incluye secuencias para la replicacion y seleccion en E. coli. La secrecion directa de los polipéptidos diana
expresados en hospederos de levadura se logra mediante la inclusion de la secuencia de nucleétidos que codifica la
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secuencia lider del factor a de levadura en el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica la rBHT. Brake 1989
Biotechnology 13 269-280.

Los ejemplos de vectores de expresion adecuados para usar en células hospederas de mamifero incluyen pcD A3.1 /
Hygro (Invitrogen), pDC409 (McMahan y otros. 1991 EMBO J 10: 2821 -2832) y pSVL (Pharmacia Biotech). Los vectores
de expresion para usar en células hospederas de mamifero pueden incluir secuencias de control transcripcional y
traduccional derivadas de genomas virales.

Las secuencias promotoras y potenciadoras que se usan comunmente para expresar el ARN de rBHT incluyen, entre
otros, aquellas derivadas de citomegalovirus humano (CMV). Adenovirus 2, poliomavirus y virus del simio 40 (SV40). Los
métodos para la construccion de vectores de expresion en mamiferos se describen, por ejemplo, en Okayama y Berg
(1982 Mol Cell Biol 2: 161-170)), Cosman y otros. (1986 Mol Immunol 23: 935-941), Cosman y otros. (1984 Nature 312:
768-771), EP-A-0367566y WO 91/18982.

5.7. Marcadores de purificacion

Ademas del marcador 6 XHIS descrito en el presente documento, se pueden usar una variedad de métodos de purificacion
tales como marcadores de afinidad, marcadores antigénicos (por ejemplo, FLAG (Sigma-Aldrich, Hopp y otros. 1988 Nat
Biotech 6: 1204-1210), hemaglutanina (HA) (Wilson y otros., 1984 Cell 37:767), Sistemas de expresion de fusion Intein
(New England Biolabs, USA) Chong y otros. 1997 Gene 192 (2), 271-2810 proteina de uniéon a maltosa (MBP), glutation
S transferasa (GST)/glutation, poli His/Ni o Co (Gentz y otros., 1989 PNAS USA 86:821-824) ,. Las proteinas de fusion
que contienen los marcadores GST en el extremo N de la proteina también se describen en U.S Pat. No. 5,654,176
(Smith). También se pueden usar técnicas de separacion magnética tales como Strepavidin-DynaBeads® (Life
Technologies, USA). Alternativamente, se pueden usar enlaces foto-escindibles, por gjemplo, U.S. Pat. No 7.595.198
(Olejnik & Rothchild) Muchos otros sistemas se conocen en la técnica y son adecuados para su uso con la presente
invencion.

5.8. Métodos de sintesis de galacto-oligosacaridos (GOS)

En una modalidad de la invencion, los galacto-oligosacaridos (GOS) se producen incubando la célula que expresa la rBHT
en un medio que contiene un sustrato disacarido tal como, por ejemplo, lactosa o celobiosa. En una modalidad, los GOS
se produce a partir de lactosa simultdneamente con un sistema de eliminacion de glucosa. El sistema de eliminacion de
glucosa puede ser un organismo generalmente reconocido como seguro (GRAS).

5.9. Formulaciones

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de la proteina rBHT o de células que expresan la rBHT para producir un
alimento o un suplemento dietético que contiene galacto-oligosacaridos (GOS). El alimento puede ser de consumo diario
como el yogurt, el queso o los productos lacteos fermentados. La rBHT o la célula que expresa la rBHT puede agregarse
en parte al alimento o a los suplementos dietéticos. La rBHT puede secarse usando Spray Dry; Un método rapido y suave
para obtener incluso las cantidades mas pequefias de sustancias sensibles a la temperatura en forma de polvo. La rBHT
seca también puede encapsularse usando la capacidad del secador por aerosol para recubrir particulas, inmovilizar
material sélido en una matriz y fabricar microcapsulas (www.buchi.com/Mini_ Spray_Dryer_B-290.179.0.html). Se pueden
usar otras aplicaciones de administracion de farmacos que utilizan agentes y tecnologias encapsulantes GRAS
funcionales. La tableta de rBHT seca y las formas en polvo pueden analizarse para determinar la tasa de actividad de la
rBHT una vez rehidratada en un tampdn que contiene lactosa y en productos lacteos.

Los ejemplos de los alimentos incluyen, entre otros, formula infantil, productos lacteos, bebidas y suplementos dietéticos.
Ver la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2.

Grupo alimentario Categoria del grupo alimentario
Foérmulas infantiles para bebés a término y alimentos para | Formula infantil
bebes. Bebidas sustitutivas de comidas
infantiles
Jugo de bebé
Bebidas de yogurt para bebés
Postre de bebé
Merienda de bebé
Productos lacteos Yogurt

Postres lacteos congelados
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Bebidas lacteas Leche
Bebidas de leche
Jarabe aromatizante para leche
Bebidas sustitutivas de comidas
Sustitutos de la leche

Bebidas de frutas y bebidas Bebidas de frutas (fortificadas con vitaminas/minerales) y
refrescantes bebidas energéticas.

Agua de gimnasio y bebidas refrescantes
Preparaciones de frutas Relleno de tarta de frutas
Preparacion de frutas

Una gelatina o mermelada

Cualquiera de las proteinas rBHT descritas anteriormente puede administrarse en forma de una composicioén, es decir,
con uno o mas componentes adicionales tales como un portador, excipiente o diluyente fisiolégicamente aceptable. Por
ejemplo, una composicion puede comprender una proteina rBHT soluble como se describe en el presente documento
mas un tampodn, un antioxidante como el acido ascoérbico, un polipéptido de bajo peso molecular (como los que tienen
menos de 10 aminoacidos), una proteina, aminoacidos, carbohidratos tales como glucosa, sacarosa o dextrina, agentes
quelantes como EDTA, glutatién y/u otros estabilizantes, excipientes y/o conservantes. La composicion puede formularse
como un liquido o un polvo liofilizado. Otros ejemplos de componentes que pueden emplearse en formulaciones
farmacéuticas se presentan en Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 Ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa.,
(1980).

Las composiciones que comprenden las moléculas terapéuticas descritas anteriormente se pueden administrar por
cualquier método apropiado que incluye, entre otros, la administracion parenteral, topica, oral, nasal, vaginal, rectal o
pulmonar (por inhalacion). Si se inyecta, la(s) composicion(es) pueden administrarse por via intraarticular, intravenosa,
intraarterial, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea mediante inyeccion en bolo o infusion continua. Se contempla la
administracion localizada, es decir, en el sitio de la enfermedad, asi como el suministro transdérmico y la liberacion
sostenida por implantes, parches cutaneos o supositorios. La administracion por inhalacién incluye, por ejemplo, la
inhalacion nasal u oral, el uso de un nebulizador, la inhalacidon en forma de aerosol y similares. La administracion a través
de un supositorio insertado en una cavidad corporal se puede lograr, por ejemplo, insertando una forma sélida de la
composicion en una cavidad corporal elegida y permitiendo que se disuelva. Otras alternativas incluyen gotas para los
ojos, preparaciones orales como pastillas, comprimidos, jarabes y goma de mascar, y preparaciones topicas como
lociones, geles, aerosoles y ungiientos. En la mayoria de los casos, las moléculas terapéuticas que son polipéptidos se
pueden administrar por via tépica o por inyeccion o inhalacion.

Las moléculas terapéuticas descritas anteriormente se pueden administrar a cualquier dosis, frecuencia y duracién que
puedan ser efectivas para tratar la afeccion presente. La dosificaciéon depende de la naturaleza molecular de la molécula
terapéutica y de la naturaleza de la enfermedad que se esta tratando. El tratamiento puede continuar por un periodo tan
largo como sea necesario hasta lograr los resultados esperados. La periodicidad del tratamiento puede o no ser constante
a lo largo de la duracién del tratamiento. Por ejemplo, el tratamiento puede realizarse inicialmente a intervalos semanales
y luego cada dos semanas. La invencién abarca los tratamientos que tienen una duracion de dias, semanas, meses o
afos. El tratamiento puede suspenderse y luego reiniciarse.

Se pueden administrar dosis de mantenimiento después de un tratamiento inicial. La dosis puede medirse como
miligramos por kilogramo de peso corporal (mg/kg) o como miligramos por metro cuadrado de superficie de la piel (mg/m?)
0 como una dosis fija, independientemente de la altura o el peso. Estas son unidades de dosificacion estandar en la
técnica. El area de la superficie de la piel de una persona se calcula a partir de su altura y peso utilizando una férmula
estandar. Por ejemplo, una proteina rBHT terapéutica puede administrarse a una dosis de aproximadamente 0.05 mg kg
a aproximadamente 10 mg/kg, o de aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 1.0 mg kg. Alternativamente, se
puede administrar una dosis de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 500 mg. O una dosis de aproximadamente
5 mg, 10 mg. 15 mg 20 mg, 25 mg, 30 mg. 35 mg, 40, mg, 45, mg, 50 mg, 55 mg, 60 mg, 100 mg, 200 mg o 300 mg se
pueden administrar.

Los articulos “un” y “una” se usan en la presente descripcion para referirse a uno o mas de uno (es decir, para al menos
uno) del objeto gramatical del articulo. A manera de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

A través de esta descripcion la palabra "comprender”, o variaciones tales como "comprende" o "que comprende", se

entiende que implica la inclusién de un elemento declarado, entero o por etapas, o un grupo de elementos, enteros o por
etapas, pero no la exclusion de ningun otro elemento, entero o por etapa, o grupo de elementos, enteros o por etapas. La
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presente invencién puede adecuadamente "comprender", "consistir en', o "consistir esencialmente en', los pasos,
elementos y/o reactivos descritos en las reivindicaciones.

Los siguientes ejemplos son solamente para ilustrar adicionalmente la invencion y no pretenden limitar el alcance de la
invencion que se define por las reivindicaciones.

6. EJEMPLOS
6.1. Materiales y Métodos

Disefio de un gen de codon B-hexosil-transferasa optimizado. La secuencia de codificacion de ADN para el gen de la 3-
hexosil-transferasa de S. singularis (16) (nimero de acceso de GenBank AB126324; 1.782 pb) se ensamblo uniendo
exones usando el software Clone Manager (Cary, NC). La secuencia de codificacion se redisefié en funcién de los codones
preferidos deP. pastoris y E. coli, optimizados para la energia libre minima (-619.9), los sitios de restriccion especificos (5
'Ncol y 3' Notl) y el contenido de GC (48.89%). Esta version redisefiada del gen se rotulé comorBht (Numero de acceso
de GenBank JF29828), se sintetizo y se insertdé en pGS21a y pUC57 para generar pJB100 y pJB107, respectivamente
(Tabla 1). La secuencia de ADN de rBhffue confirmada (GenScript, Piscataway, NJ).

Construccion de plasmidos que contienen rBht para expresarse en E. coli. Los procedimientos de clonacion se llevaron a
cabo como se describid previamente (32). Las cepas de E. coli utilizadas para la clonacién y la expresion de rBHT se
enumeran en la Tabla 3. Las endonucleasas de restriccion y la ADN ligasa T4 se obtuvieron de New England Biolabs
(Beverly, MA). Los plasmidos pJB100 y pJB107 se digirieron con Ncol y Notl, y el fragmento que contenia el gen de /la
rBht se insertd en los plasmidos Novagen para generar los plasmidos de expresion pJB101, pJB103, pJB104, pJB105 y
pJB106 (consulte la Tabla 3 para obtener una descripcion de las construcciones).

Expresion de construcciones de fusion de rBHT en BLR deE. coli. La expresién se llevd a cabo como se describe en el
manual del sistema pET TB055 8th Edicion 02/99 (Novagen). Brevemente, los plasmidos de expresion se transformaron
en BLR de E. coliy después de la induccion de IPTG seleccionaron la actividad de rBHT. La actividad de rBHT se evalud
in vivoincubando células BLR inducidas por IPTG en tampon de fosfato de sodio 50 mM a pH 4 y pH 6, y 50 ug.ml’
sustrato cromogénico penetrante celular X-GAL (Tabla 4). Los cultivos se incubaron durante la noche a 37°C para
visualizar la apariencia del color. Las células BL21 que contienen actividad endégena de (-galactosidasa se usaron como
control positivo.

Produccion de anti-rBHT. El antisuero anti-rBHT se produjo usando rBHT-6XHIS expresado y purificado en células BLR
de E. coli que contienen pJB101. La purificacién de rBHT-6XHIS presente en la fraccidén de extracto libre de células se
realizd6 mediante cromatografia en gel de niquel agarosa de acuerdo con las instrucciones del fabricante (QIAGEN,
Alemania) y luego se purificd adicionalmente por electro-elucion de geles de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Bio-Rad, Richmond, CA). La proteina pura se uso6 para la inmunizacién de conejos (Cocalico Biologics Reamstown, PA).
Los anticuerpos adicionales utilizados en el estudio se enumeran en la Tabla 4.

Electroforesis e inmunotransferencia. La electroforesis en gel de poliacrilamina de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE-
4-12%) se llevé a cabo rutinariamente en el sistema Laemmli (23). Las proteinas se visualizaron por azul Coomassie (Bio-
Rad, Richmond, CA) o tincién de plata (Bio-Rad, Richmond, CA). Se us6 SeeBlue plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) como
marcador de masa molecular. El analisis de inmunotransferencia en geles PAGE duplicados se llevé a cabo como se
describié anteriormente (7), excepto que la deteccion se realizé utilizando anticuerpos anti-conejo o cabra conjugados con
fosfatasa alcalina (Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA) y se visualizé usando NBT (tetrazolio nitro-azul cloruro)
y BCIP (5-bromo-4-cloro-3'-indolifosfato sal p-toluidina) solucién premezclada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Construccion de una cepa recombinante deP. pastoris. El gen rBht se amplificé por PCR a partir de pJB107 usando
los cebadores JBB1 y JBB2 para agregar los sitios de restriccion Xhol y Notl en el marco con la secuencia de sefal del
factor de apareamiento pre-pro-alfa de Saccharomyces cerevisiae contenida en pPIC9, seguida de un marcador 6XHIS y
un sitio de escision de proteasa de TEV modificado (Tabla 2). El producto de PCR se ligé a los sitios de restriccion de
pPIC9 Xhol y Notl para generar pJB108 (Tabla 3). La ligazén correcta dentro del marco se confirmé mediante
secuenciacion (Sequatech, Mountain View, CA) utilizando los cebadores 5 'AOX1 y 3' AOX1 (Tabla 4).

La cepa GS115 de P. pastoris (Tabla 1) se electro-transformé con pJB108 linealizado con Sacl (Invitrogen's Pichiamanual
del kit de expresion, version M) utilizando un generador de impulsos Bio-Rad (Bio-Rad, Richmond, CA). Los recombinantes
se seleccionaron en Dextrosa de Regeneracion deficiente en histidina (placas de agar RDB) a 30°C. Se seleccioné al azar
colonias His*, y la integracion gendémica del casete de expresion se verifico por PCR utilizando los cebadores 5 'AOX1, 3'
AOX1 y Factor-a (Tabla 4). La utilizacion de metanol (mut*) del fenotipo de GS115/rBht recombinante se determiné de
acuerdo con el procedimiento descrito en Invitrogen's Pichia manual del kit de expresion, version M.

Produccion de rBHT en P. pastoris. Para seleccionar un productor de alto nivel de la rBHT recombinante, seis aislamientos
His* se cultivaron en medio de extracto de levadura peptona dextrosa (YPD) a 30°C y 250 rpm durante 12 h y luego se
usaron para inocular 100 ml de medio complejo de glicerol tamponado (BMGY) en una OD ggo inicia= 0.1. Cuando el cultivo
excedié una ODggo= 10, se agregd metanol a una concentracién final de 0.5% a intervalos de 24 h hasta que el cultivo
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excedio una ODgpo= 50 después de lo cual se afiadié metanol cada 12 h. Las muestras de los medios se analizaron para
detectar la presencia de la actividad BHT y mediante Western blot usando un anti-rBHT de conejo cada 24 h para
determinar el tiempo 6ptimo de produccion. El recombinante GS115/rBht seleccionado se cultivé diariamente en 0.5 L de
BMGY y se indujo con metanol durante 6 dias.

Purificacion de la rBHT secretada. Los sobrenadantes del cultivo (500 ml) se fraccionaron con sulfato de amonio. Los
precipitados entre 60%-80% de sulfato de amonio se resuspendieron en 50 mM de tampén de fosfato de sodio (pH 6).
Después de eliminar la sal y concentrar con una membrana Amicon MWCO 15 (Amicon Inc., Beverly, MA), la solucién se
aplico a una columna preequilibrada Mono Q 1/30 (5 ml) (amino etil cuaternario) (Amersham Biosciences). Luego se lavé
la columna con 50 ml de tampdn y se eluy6 con 3 volimenes de columna de un gradiente lineal de cloruro de sodio de 0
a 0.2 M en 50 mM de tampén de fosfato de sodio (pH 6.0) a una velocidad de flujo de 1 ml.min™". El eluato se recogio en
porciones de 1 ml. Las fracciones activas se agruparon, se concentraron y se resuspendieron en 10 mM de fosfato de
sodio (pH 6.8), luego se aplicaron a una columna de hidroxiapatita Bio-Gel HT (Bio-Rad, Richmond, CA) (1/10 2 ml) pre-
equilibrada con el mismo tampon, se lavaron con 10 mM de fosfato de sodio (pH 6.8) y se eluyeron con 50 mM de fosfato
de sodio (pH 6.8). Las fracciones con mayor actividad especifica contenian rBHT puro con actividad especifica de 8.2
U.mg". La actividad enzimatica se ensayo (se describe a continuacién) en todas las fracciones de cromatografia y los
pasos de purificacion se realizaron a 25°C.

Determinacion de la masa molecular. Se aplicé un medio de cultivo concentrado 20 veces por ultrafiltracion (0.5 ml) a una
columna de exclusion por tamafo Superdex 200 (Amersham Biosciences) 1/30 (18 ml) preequilibrada con 50 mM de
tampon de fosfato de sodio, pH 6.0, NaCl 0.1 M . Se colectaron fracciones de 0.5 ml a una velocidad de flujo de 0,5 ml.min
'y se analizé la actividad de rBHT usando ONP-Glu como sustrato y mediante zimograma como se describe a
continuacion. La elucién de rBHT y los patrones de masa molecular se monitorearon a 280 nm. La columna se calibré
utilizando las siguientes moléculas: Tiroglobulina, 669 kDa; Ferritina, 440 kDa; Catalasa, 232 kDa; Lactato
deshidrogenasa, 140 kDa; Albumina de suero bovino; 67 kDa (GE, Salud). La masa molecular de rBHT se extrapol6 de
un grafico de calibracion de masa molecular logaritmica (eje Y) versus volumen de elucion (eje X). Todos los pasos
cromatograficos se realizaron a 25°C.

Ensayos de actividad enzimatica. La velocidad de reaccion inicial de rBHT se midié6 mediante una modificacién del método
de Kuby (13,22) en las condiciones establecidas. Brevemente, las reacciones se realizaron en un volumen de 250 ul que
contenia 1.3 mM de ONP-Glu y 50 mM de tampén de fosfato de sodio (pH 5). Los ensayos se realizaron durante 10
minutos en las condiciones establecidas y se detuvieron agregando 1 volumen de 0.25 M de Na»COs;. La mezcla de
reaccion que contenia la rBHT hervida y el sustrato sirvio como control negativo. Los ensayos siempre se realizaron por
duplicado con una confiabilidad de +5%. Se obtuvieron muestras de cultivo libre de células y concentrados de proteinas
como se describié anteriormente. Las células en reposo (que contienen la rBHT unida a la membrana) previamente
lavadas con 50 mM de tampdn de fosfato de sodio (pH 5.0) se analizaron, bajo condiciones establecidas. Cuando X-GAL
fue el sustrato de la reaccion, la concentracion fue de 50 ug.ml-'en 50 mM de tampon de fosfato de sodio (pH 4).

Una unidad (U) de actividad enzimatica equivale a 1 ymol de o-nitrofenol liberado por minuto en las condiciones del
ensayo. La actividad especifica se define como Unidades/mg de proteina. Los coeficientes de extincion molar de o-
nitrofenol fueron: €=0.033 mM-'cm'pH 4; €=0.036 mM-'cm'pH 5; £=0.038 mM-'cm-!, pH 6. La cantidad de o-nitrofenol
liberado se extrapol6 de un grafico de calibracion de la absorbancia deo-nitrofenol a 405 nm (eje Y) versus la concentracion
de o-nitrofenol (eje X).

Las actividades enzimaticas también se visualizaron mediante zimogramas. El PAGE nativo se realizé usando una
modificacion del protocolo descrito por Gallagher (8). Las proteinas de E. coli lisadas o los sobrenadantes de P. pastoris
se solubilizaron en sacarosa al 5% (p/v)/10 ug.ml"' de azul de bromofenol y se separaron en geles de poliacrilamida
nativos al 6%, usando como tampdn de corrida 50 mM de tampon de fosfato de sodio (pH 6). El gel se mantuvo frio en un
aparato de electroforesis Mighty Small Hoefer donde se recirculd agua fria durante la electroforesis a 60 mA durante 5 h.
Después de la electroforesis, el gel se enjuagé dos veces en tampén de lavado (50 mM de tampodn de fosfato de sodio,
pH 4.0) durante 10 min. Los zimogramas se desarrollaron durante 24 h colocando papel de filtro empapado en tampén de
lavado que contenia 50 ug.ml.”" X-GAL a 20°C. Un precipitado azul definié la ubicacion de la enzima.

Cinética de las enzimas. Se analizo una serie de diluciones enzimaticas que iban de 0 a 1.2 U.ml"' en 50 mM de fosfato
de sodio (pH 5) a 42 ° C. El ensayo de actividad enzimatica se inicié6 mediante la adiciéon de 1,3 mM de ONP-Glu y se
monitored la absorbancia a 405 nm durante intervalos de 1 min en un total de 20 minutos. Los valores experimentales de
absorbancia se representaron en funcion del tiempo mostrando una proporcionalidad lineal de hasta 0.6 U.ml! durante al
menos 20 min, mientras que a concentraciones de enzimas superiores a 1.0 U.ml" los valores de absorbancia se
estabilizaron antes de 5 min.

Las constantes de Michaelis-Menten (Kmetro ¥ Vmax) de 0.2 U.ml"'de rBHT (a 42°C) se determinaron variando la ONP-Glu
de 0 a 10.4 mM en 50 mM de fosfato de sodio (pH 5) y midiendo la velocidad de reaccién inicial a 20°C, 30°C, 40°C y
50°C. Las constantes cinéticas a cada temperatura se determinaron con OriginPro 7.5 usando una regresion no lineal de
la ecuacion de Hill con un coeficiente de Hill de 1. Los valores obtenidos en las condiciones establecidas fueron los
siguientes (T, Km, Vmax): (20°C, 0.37 mM, 0.09 mM.min""), (30°C, 0.48 mM, 0.12 mM.min™"), (40°C, 0.71 mM, 0.23 mM.min"
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) and (50°C, 1.3 mM, 0.42 mM.min""). Los coeficientes de regresién adecuados (R?) fueron 0.9869, 0.99065, 0.99115 y
0.98996 a 20°C, 30°C, 40°C y 50°C, respectivamente.

Caracterizacion de la rBHT. Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron en las condiciones establecidas descritas
anteriormente. La influencia del pH en la actividad enzimatica se probd en soluciones tampén que incluyeron 50 mM de
fosfato de sodio (pH 5.0 a 11.0), 50 mM de citrato (pH 2.0 a 5.0) y 50 mM de fosfato-citrato (pH 2 a 11) (Fig. 2A). La
inhibicion competitiva de los monosacaridos (glucosa y galactosa) se examino variando sus concentraciones en la mezcla
de la reaccion (Fig. 2C). La temperatura y la termoestabilidad se determinaron midiendo la actividad residual a 20, 30, 40,
50, 60, 70 u 80°C (Figs. 2B y 2D). De manera similar, se usaron ensayos de actividad enzimatica para evaluar aditivos
como inhibidores/activadores potenciales. Se probaron los siguientes aditivos de hasta 10 mM: agente quelante (EDTA),
agentes reductores (ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2-ME) y cobre (Cu?*)) e iones (cationes monovalentes; NH,*,
Cs*, K*, Na*, Li*, and Rb*; cationes divalentes; Ba?*, Ca?*, Co?*, Fe?*, Mg?*, Mn?*, Ni?*, and Zn?*; cation trivalente Ag>*).
Se probaron los metales pesados (Co?*Fe?*y Zn?*) en 50 mM de tampodn de citrato (pH 5.0) para evitar la precipitacion.
Ademas, los tensoactivos afiadidos a la mezcla de reaccién al 1% (v/v) fueron: TritonX-100, Tween 20, Tween 80 y Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS). Los solventes probados al 10% v/v incluyeron: etanol, metanol, acetona, acetonitrilo, PEG400 y
glicerol.

Produccion y analisis de los GOS. Las reacciones de transgalactosilacion estandares, utilizando la rBHT purificada o /as
células en reposo de P. pastoris (que contienen la enzima unida a la membrana) se iniciaron agregando cantidades
estandarizadas de enzima (0.5 Ug™' de lactosa) en 5 mM de tampdn fosfato de sodio (pH 5.0) que contiene lactosa (22
gL' 0200 gL") a 30°C o0 42°C.

Los productos y sustratos de las reacciones se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japon) en condiciones isocraticas a 65°C y a una velocidad de flujo de 0,4 ml.min™'. La fase movil fue
5 mM de acido sulfurico (H2SO4) usando una columna de acidos organicos Alltech IOA-1000 (300 mm por 7.8 mm) (Alltech,
IL) acoplada a un detector de indice de refraccion. La columna se calibré usando; galactosil-lactosa (Carbosynth
(Berkshire, Reino Unido)), lactosa, glucosa y galactosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Las especies residuales de GOS
no cuantificadas (tetrasacarido y pentasacarido) se informaron como lecturas de intensidad de sefial del detector de indice
de refraccion.

6.2. Resultados

Expresion de una B-hexosil-transferasa recombinante (rBHT) enE. coli. La cepa BL21 de E. coli es el hospedero mas
utilizado para la produccion de proteinas heterdlogas. Desafortunadamente, esta cepa hospedera contiene una f3-
galactosidasa enddgena activa que interfiere con la evaluaciéon de la B-hexosil-transferasa, designada como rBHT (ver
materiales y métodos). Después de seleccionar diferentes cepas deE. coli apropiadas para sistemas de expresion basados
en pET, incluidos BL21, BLR, NovaBlue, Origami y Rosetta (Tabla 3), la BLR de E. coli se confirmoé que carecia de
actividad B-galactosidasa enddégena. Se usé la cepa CC118 (AlacZ) de E. coli como control (36).

El gen derBht se insertd en plasmidos de expresion pET que contenian un 6XHIS C-terminal o uno de los cuatro asociados
de coexpresidon que aumentan la solubilidad (glutation-S-transferasa (GST), tiorredoxina (Trx), el lider de PelB y DsbA)
dando como resultado pJB101, pJB103, pJB104, pJB105 y pJB106 (Tabla 3). La transformacién en /a cepa BLR de E.
coliy la induccion con IPTG dieron como resultado la expresion de rBHT inactiva en células enteras o en extractos libres
de células. El analisis por inmunotransferencia de las proteinas de fusién con antisueros rBHT detecté todas las proteinas
de fusion de rBHT y sus masas moleculares predichas, con la mayor reactividad observada en las fracciones insolubles.
Para descartar la posible insolubilidad de la proteina dependiente del hospedero, se analizé la expresion de rBHT en la
cepa CC118 de E. coli que contenia pJB102 (pJB101 con su promotor T7 reemplazado por un promotor inducible por
tetraciclina (TET)), pero también demostré no tener éxito (datos no mostrados).

Expresion y purificacion de rBHT de P. pastoris. P. pastoris es capaz de introducir modificaciones postraduccionales y se
conoce por su capacidad para producir una serie de proteinas recombinantes activas (aspecto del que E. coli carece)
(14). Por lo tanto, se insert6 el codon optimizado del gen de rBht en pPIC9 bajo el control del promotor alcohol oxidasa
(AOX1), en el marco con la sefial del factor a deS. cerevisiae (secuencia para la secrecion de proteinas) y un 6XHIS N-
terminal seguido de un sitio de escision de proteasa TEV (pJB108, Tabla 3). La cepa GS115 de P. pastoris se transformd
con pJB108 (GS115/rBht) y la actividad de rBHT se evalud en seis recombinantes GS115 /rBht. La cepa recombinante
que secretd la mayor concentracion de proteina bioactiva se estudié con mayor profundidad. Los zimogramas confirmaron
la presencia de una rBHT activa: sélo GS115/rBht dio una sefal positiva, mientras que los extractos celulares de la cepa
BLR deE. coli que contenian pJB101 y los sobrenadantes de cultivo de GS115 no transformado fueron negativos (Fig.
1C). Como se esperaba, las regiones transmembrana de proteinas en BHT también resultaron en células GS115/rBht que
mostraron actividad de rBHT asociada a la superficie celular, emulando la ubicacién de BHT nativo en S. singularis (15,16).

Se intenté la purificacion de rBHT usando la cromatografia de afinidad del niquel, pero el marcador HIS no estaba
presente, ni se detecto la proteina mediante Inmunotranferencia de proteinas usando antisueros anti-HIS, lo que indica
un posible procesamiento de la secuencia de sefal N-terminal en los sitios de escision predichos (16). Posteriormente, se
purificé la enzima rBHT (actividad especifica de 8.2 U.mg™" a 20°C) usando Mono Q y cromatografia de hidroxiapatita
(Tabla 5).
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6.3. Caracterizacion de la rBHT expresada en P. pastoris.

1. Masa molecular aparente de rBHT. La masa molecular estimada para una rBHT completamente procesada no
glicosilada que incluia el marcador de sitio de proteasa 6XHIS y TEV fue de 68 kDa. La enzima se purificd previamente
como un dimero y como un monémero, con una masa molecular aparente que varia de 53 a 146 kDa, datos que reflejan
variaciones en la glicosilacion de proteinas (Tabla 5) (1,16). Aqui, la actividad enzimatica eluyé como un pico monomérico
con una masa molecular experimental aparente de 110 kDa. Nosotros suponemos que la forma dimérica podria
predominar dentro del intervalo acido del pH dptimo de la enzima nativa (3.7 a 6) (Tabla 5). Sin embargo, las fracciones
de la columna Superdex 200 a pH 4.0 describieron el mismo perfil, confirmando la forma monomérica estable de la enzima
recombinante. No se detectaron agregados de mayor masa molecular mediante el ensayo de actividad enzimatica, el
zimograma o el Western blot La purificacion de las fracciones de la columna y el andlisis de inmunotransferencia usando
anti-rBHT verificaron que la enzima migré como una banda Unica con una masa molecular aparente de 110 kDa (Figs. 1A
y 1B).

2. Especificidad de sustrato. EI ONP-Gal se usa tradicionalmente como sustrato para p-galactosidasas y los sustratos
ONP-Gal, PNP-Gal y PNP-Glu se usan en estudios previos para la deteccion de la actividad de BHT nativa (Tabla 5). Las
actividades enzimaticas de rBHT (0.2 U.ml") se compararon entre los sustratos anteriores en las mismas condiciones
experimentales. La enzima recombinante fue igualmente activa en respuesta a ONP-Glu y PNP-Glu. Los sustratos con
una galactosa en la porcion glicon se hidrolizaron a una velocidad de aproximadamente 41% (ONP-Gal) y 23% (PNP-Gal)
de esta para ONP-Glu. Estos resultados indican que la rBHT tiene una especificidad limitada con respecto al azucar y
mas flexibilidad hacia la configuraciéon de la posicién de enlace de carbono en C2 y C4 cuando se usan derivados de
azucar de glucosa como sustratos.

3. PH éptimo, temperatura y termoestabilidad de rBHT.La rBHT estuvo activa dentro de un amplio intervalo de pH (de pH
3.5 a 6) mostrando los valores mas altos a pH 4.0 (Fig. 2A). El perfil de actividad enzimatica mostré un fuerte descenso a
menos del 50% de la actividad enzimatica maxima a valores de pH superiores a 7 o inferiores a 3.5. Estos resultados
fueron consistentes con el pH 6ptimo informado (1) (ver referencias de la Tabla 5); lo que sugiere que las condiciones
alcalinas pueden tener un efecto perjudicial sobre la actividad enzimatica y la estabilidad.

La velocidad de reaccion inicial medida a diferentes temperaturas que iban de 20°C a 80°C indicé que la enzima estaba
activa en un intervalo de temperatura de 20°C a 50°C, con un intervalo 6ptimo entre 40°C y 50°C (Fig. 2B). A temperaturas
inferiores a 30°C se observa una reduccion del 50% en la velocidad de reaccion inicial y las temperaturas superiores a
50°C inactivan de forma rapida e irreversible la enzima. La temperatura 6ptima al maximizar la velocidad de reaccién
enzimatica también se puede obtener del valor mas alto de Vmax/ Km (33). La Vmax aumentd a una velocidad mas rapida
que Kn a temperaturas entre 20°C y 40°C, en consecuencia los valores de Vmax/ Km (0.242 min-', 20°C; 0.255 min-', 30°C;
0,324 min', 40°C; 0.322 min-!, 50°C) aumentaron en este intervalo y fueron constantes a temperaturas entre 40°C y 50°C.
Por lo tanto, la temperatura éptima determinada por Vmax/ Km estaba dentro de 40°C-50°C, lo que confirmé los valores
6ptimos establecidos usando los valores de la velocidad de reaccién inicial a cada temperatura.

Como se muestra en la Fig. 2D, la termoestabilidad de la rBHT se evalu6 de 20°C a 50°C. A 20°C y 30°C, la enzima
conservo al menos el 90% de la actividad original durante 6 dias, lo que confirmé los resultados informados previamente
para la enzima nativa (4). Cinco lotes independientes de rBHT almacenados durante 6 meses a 4°C conservaron el 95%
de la actividad inicial (datos no mostrados). Aunque la temperatura éptima se encontré en el intervalo de 40°C a 50°C, la
incubacion a temperaturas superiores a 40°C fue perjudicial para rBHT. A 40°C, la enzima conservo el 70% de la actividad
inicial a las 12 h y este nivel de actividad solo persistié durante 36 h adicionales. En contraste, la actividad enzimatica
disminuyo bruscamente a 50°C dentro de las primeras 12 h de incubacion.

4. Efecto de metales, sales, tensoactivos y solventes sobre la actividad de rBHT. La inhibicién/activacion enzimatica se
probd dentro de un amplio intervalo de aditivos. La rBHT no exhibié un requerimiento para ninguno de los iones probados
(NH4*, Ba?*, Ca®*, Cs*Co?*, Cu?*, Li*, Rb*, Mg?, Ni?*, Na* y Zn?*) a pesar de que el magnesio aumenta dramaticamente
la actividad enzimatica de algunas B-galactosidasas (26). Ademas, la enzima recombinante era completamente activa en
presencia de 1 y 5 mM del agente quelante de iones EDTA, lo que confirma los hallazgos anteriores y un informe anterior
(1). Ademas, los compuestos probados para romper puentes disulfuro, como Cu?* y los agentes reductores ditiotreitol
(DTT) y 2-mercaptoetanol (2ME) (1,18,19), no tuvieron consecuencias negativas sobre la actividad. Los solventes
metanol, etanol, acetona y acetonitrilo solo inhiben parcialmente la enzima (conservando una actividad relativa del 66%-
81%). En contraste, la adicion de 10% de glicerol o 1% de SDS (un tensoactivo no iénico) inhibié casi por completo la
enzima.

Sintesis de GOS utilizando la rBHT purificada. Una vez que se caracterizé la enzima, se analizé la rBHT secretada para
determinar la biotransformacién de lactosa al 2% en los GOS. Las condiciones de la reaccion fueron 0.5 U rBHT.g™" de
lactosa a 42°C en 5 mM tampon de fosfato de sodio (pH 5.0). La Figura 3 muestra el consumo de lactosa y la acumulacion
de los GOS a lo largo del tiempo. La mayor velocidad de produccion se observé durante las primeras 12 h y la galactosil-
lactosa y la glucosa fueron los principales productos. No se detectd galactosa, lo que indica que se estaba incorporando
completamente en la reaccion de transgalactosilacion para formar los GOS. Después de 30 h, 4.2 gL' de glucosa se
habia acumulado y la utilizacion de lactosa (54%) estaba en su maximo. Ademas, en este momento, 7.8 gL™" del trisacarido
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se habia acumulado alcanzando un promedio de conversién del 67% de la lactosa utilizada. A medida que avanzaba la
reaccion, la galactosa comenzd a liberarse de la reacciéon enzimatica y a acumularse en concentraciones traza. Dado que
la inhibicion competitiva de la enzima podria reducir la eficiencia de la biotransformacion de la lactosa, examinamos el
efecto de concentraciones variables de glucosa o galactosa en la actividad enzimatica en la mezcla de reaccion. La
presencia de 5 g.L"! de glucosa redujo la actividad de rBHT hasta en un 90%, mientras que la actividad enzimética no se
vio afectada por hasta 70 g.L-' de galactosa, en las condiciones establecidas (Fig. 2C).

Sintesis de los GOS por células en reposo deP. pastoris (que contienen la rBHT unida a la membrana). Para evitar la
inhibicion competitiva y confirmar que la conversién de lactosa en los GOS podria mejorarse si la glucosa se elimina
simultaneamente de la mezcla de reaccion, evaluamos la biotransformacion del 20% e | lactosa por las células en reposo
del recombinante GS115/rBht deP. pastoris. Los GS115 /Bht de P. pastoris que contenia la rBHT unida a membrana se
normalizaron a una densidad celular que contenia 0.5 U rBHT.g"' de lactosa en 5 mM de tampon fosfato de sodio (pH 5).
Las reacciones se realizaron durante 10 dias a 30°C, la temperatura 6ptima para el crecimiento de P. pastoris, y a 42°C,
la temperatura para la cual la velocidad de reaccion inicial es maxima para la rBHT secretada. Como se esperaba, el 90%
de la lactosa inicial se convirtid en GOS sin productos secundarios a 30°C, en comparacion con el 51% de utilizacién de
lactosa a 42°C. Los resultados indicaron que las células en reposo eran fisiolégicamente activas y capaces de consumir
el subproducto de glucosa de la reaccion, evitando asi la inhibicién competitiva. Sin embargo, la velocidad de reaccion
inicial de la formacién de los GOS a 42°C fue el doble de la velocidad a 30°C durante las primeras 48 h. Se alcanzé una
concentracion final de 80 g.L-' de galactosil-lactosa, que corresponde a una productividad de 1.6 g.L-".h"" a 42°C (Fig. 4A).
A 30°C cuando la utilizacién de lactosa fue del 63%, la concentracion de galactosil-lactosa fue de 100 g.L™' y se alcanzé
una productividad de 0.8 g.L-".h" después de 5 dias (Fig. 4B).

6.4. Discusion

En este estudio, optimizamos la secuencia de ADN del gen de la B-hexosil-transferasa de S. singularis (nUmero de acc.
AB126324) para la expresion en E. coli y P. pastoris. El gen de la rBht resultante se generd sintéticamente (nimero de
acc. JF29828) y se expreso en E. coli. Sin embargo, este hospedero bacteriano carece de la capacidad de incorporar
modificaciones postraduccionales esenciales para producir una rBHT soluble y activa como se observé anteriormente
(16). Posteriormente, el gen de rBht bajo el control delpromotor AOX1 se integrd con éxito en el cromosoma deP. pastoris,
lo que resultd en la expresion de una enzima completamente activa que se detecté en el caldo de cultivo y se asocié con
la superficie celular. La secrecion de rBHT por la cepa GS115 de P. pastoris nos permitié evitar los procesos complejos
de purificacion que se requieren para obtener BHT puro de S. singularis. Ademas, ya que P. pastoris secreta naturalmente
solo niveles muy bajos de proteinas nativas, la recuperacion de la rBHT extracelular fue tan simple como la eliminacion
de células enteras del medio por centrifugacion o filtracion (5).

La masa molecular de la enzima recombinante correspondia a un unico polipéptido cataliticamente activo de 110 kDa y
no se detectaron polipéptidos mas pequefios o agregados de la rBHT. Las modificaciones postraduccionales juegan un
papel critico en el plegamiento de proteinas, la estabilidad estructural, la formacion de oligdmeros y el reconocimiento del
sustrato (17,24), por lo que no fue sorprendente que la masa molecular fuera mayor que la proteina de 68 kDa expresada
en E. coliy predicha por la secuencia de aminoacidos. La glicosilacion postraduccional de la BHT nativa por S. singularis
se ha informado previamente, y se observé un cambio en la masa molecular de la proteina purificada de 73.9 a 66.3 kDa
después del tratamiento con quitinasa y EndoHf (16). La futura mutagénesis de los sitios de glicosilacién predichos deberia
ayudar a determinar si la glicosilacion es también la causa del cambio en la masa molecular de la rBHT.

Los datos informados aqui son parte de un estudio mas amplio que comparé la utilizacion de la rBHT con datos
documentados para la BHT nativa de S. singularis (Tabla 5). Nuestro estudio confirmé que la enzima recombinante no
requiere cofactores o agentes reductores con frecuencia esenciales para los 3-galactésidos. La enzima mostré una mejor
termoestabilidad a temperaturas mas bajas (por debajo de 40°C) y actividades 6ptimas a temperaturas de 40°C a 50°C y
un pH de 3.5 a 6. Ademas, la enzima se controlé mediante la inhibicién de la glucosa, aunque la rBHT no era sensible a
la galactosa o al Ag®>* como se informo anteriormente para la BHT nativo (4,16,25,35).

La utilizaciéon de lactosa y su concentracion inicial son dos factores claves que contribuyen a maximizar la acumulacion
final de GOS. Aqui demostramos un proceso con una utilizacion mejorada de lactosa (90%) que emplea células en reposo
fisioldgicamente activas de GS115/rBhtde P. pastoris. En estas condiciones, las células consumen glucosa residual a
30°C, evitando la inhibicién de la glucosa y asegurando una mejora significativa del proceso y un mayor grado final de
pureza prebidtica (Fig. 4B). Por el contrario, se informé que las temperaturas superiores a 25°C impiden el consumo de
glucosa residual por las células en reposo de S. singularis que contienen BHT nativa unida a la membrana, lo que a su
vez limita la concentracion final de GOS y la pureza (revisado por Gosling y otros (11)).

Las células en reposo deGS115/rBht incubadas a 42°C solo convirtieron el 51% de la lactosa inicial en galactosil-lactosa
y glucosa residual (Fig. 4A). Estos datos tenian semejanza con la formacion de galactosil-lactosa por la rBHT secretada
en las mismas condiciones (Fig. 3). Ademas, los valores de conversion y utilizacién se compararon con los procesos
informados previamente por S. singularis (Tabla 5). Se han informado valores de utilizacion de lactosa tipicos entre el
30% y el 40% de la lactosa inicial (11), y un estudio informé la utilizacién de lactosa al 50% utilizando 10.8 veces mas
enzima por gramo de lactosa en comparacion con la rBHT secretada (Tabla 5) (4).
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El descubrimiento de la sintesis de GOS por S. singularis a mediados del siglo®® ha alentado la exploracién de B-
galactosidasas superiores que producen GOS mas eficientemente (9,10,37). Sin embargo, las enzimas estudiadas
mostraron valores de utilizacion de lactosa mas bajos y concentraciones finales mas altas de subproductos no deseados
en comparacion con la BHT de S. singularis (1,4,12,16,27,34,35). Sin embargo, los avances en la utilizacion industrial de
la BHT deS. singularis ha sido mas lento de lo deseado debido a los procesos desafiantes de purificacion de varios pasos
necesarios para obtener BHT nativa pura (1,4,16). La rBHT bioactiva secretada o como enzima unida a la membrana de
P. pastoris significa una clara ventaja del proceso para producir GOS. Los estudios futuros exploraran estrategias de
modificacion de proteinas para mejorar el rendimiento de expresion de proteinas, la estabilidad y la actividad enzimatica.

La Tabla 6 a continuacién resume las construcciones que se prepararon en relacidon con esta invencién. Todas las
construcciones se prepararon en pPIC9 pero subsisten como integrantes cromosémicos en P. pastoris.

6.5. Galacto-oligosacaridos del suero rico en lactosa

El mercado mundial de productos lacteos fue de $299.7B en 2009, y se espera que crezca a $370.9B en 2014, un aumento
del 23.8%. Global. Perfil de la industria lactea: Global. Perfil de la industria lactea: Global [serial online]. Octubre 2010:1.
Disponible de: Business Source Complete, Ipswich, MA. Consultado el 24 de febrero de 2012. Global (2012) La leche y
el queso representaron el 35.2% y el 28.3% del mercado, respectivamente. Se espera que el consumo mundial de queso
alcance los 21 millones de toneladas en 2015. Lenoir-Wijnkoop |. & van Aalderen WM, B.G.K.D.S.A.N.MJ. Modelo de
rentabilidad para una mezcla especifica de prebidticos en los Paises Bajos. Eur J Health Econ (2010)) El crecimiento del
mercado de productos lacteos genera grandes problemas de tratamiento de residuos industriales dado el alto contenido
de lactosa de la leche y los subproductos producidos durante el procesamiento de los productos lacteos. Los liquidos
residuales con alto contenido de lactosa tienen una demanda biolégica de oxigeno (DBO) excepcionalmente alta, lo que
significa que la cantidad de oxigeno requerido para descomponer la lactosa es lo suficientemente alta como para privar a
otros organismos del oxigeno necesario para la supervivencia. Por lo tanto, muchos paises han promulgado leyes de
protecciéon ambiental que restringen la eliminacion de fluidos que contienen lactosa directamente en cuerpos de agua.
Ganzle,M.G., Haase,G. & Jelen,P. Lactose: Crystallization, hydrolysis and value-added derivatives. International Dairy
Journal 18, 685-694 (2008). La carga adicional para los procesos de tratamiento de aguas municipales puede ser
especialmente costosa y problematica para los paises y estados que dependen de una economia lactea (4-6). Affertsholt-
Allen T. Market developments and industry challenges for lactose and lactose derivatives. IDF Symposium "Lactose and
its Derivatives." Moscu. (lactosa. ru /present/1Tage_Affertsholt-Allen. pdf. Consultado el 30 de septiembre de 2009) (2007);
Markets and Markets U.S. Digestive Health Ingredients Market Worth $495.3 million in 2015. (www. marketsandmarkets.
com/PressReleases/us-digestive-health-ingredients-market. asp) (2010); UBIC consulting. THE WORLD GALACTO-
OLIGOSACCHARIDE MARKET. (www. ubic-consulting. com/template/fs/documents / Dairy-Ingredients/Galacto-
Oligosaccharide-Ingredient-Market. pdf) (2010) Por ejemplo, la fabricacion de queso genera dos productos: queso y suero.
Por cada libra de queso hecha, se generan nueve libras de suero, creando un excedente creciente de suero (186 millones
de toneladas en 2008), que contiene -5% de lactosa. Esta fraccion de lactosa tiene una DBO que es aproximadamente
175 veces mayor que el efluente de aguas residuales tipico, por lo tanto, los desechos no tratados no pueden eliminarse
directamente en cuerpos de agua. Smithers, G.W. Whey and whey proteins. "From Glitter to Gold". International Dairy
Journal 18, 695-704 (2008). La solucion tradicional a este problema ha sido biorremediar los efluentes ricos en lactosa
mediante la aplicacion de procesos costosos para extraer la lactosa, que luego puede venderse como un producto basico
a un valor maximo de $ 1.50/kg. Solo el 50% del suero de queso que se produce anualmente se recicla en productos
utiles, como ingredientes alimenticios y alimentos para animales. El resto se considera desperdicio, ya sea porque no se
alcanzan volumenes criticos para permitir el reciclado econémico o por el alto grado de dificultad técnica involucrado en
la biotransformacion. Por lo tanto, existe una necesidad estratégica de convertir la lactosa en productos comercialmente
viables y de alto valor para reducir el costo total del proceso y mejorar la economia de la industria lactea de los E.U.

Aqui proponemos la biotransformacion/biorremediacion simultanea del producto quimico lactosa mediante la aplicacion
de un nuevo proceso de desarrollo de productos alimenticios como la solucién ideal para este problema industrial.
Nosotros mejoramos un método por el cual la lactosa puede convertirse en derivados de galactosil-lactosa llamados
galacto-oligosacaridos (GOS) a través de una reaccion enzimatica. Los GOS se clasifican como prebidticos, que estimulan
el crecimiento y la actividad de las bacterias beneficiosas en el sistema digestivo, y se usan ampliamente en productos
alimenticios como formulas infantiles, suplementos nutricionales, yogures, productos horneados y alimentos para
animales. A diferencia del producto basico de lactosa, los GOS son ingredientes alimenticios altamente valorados, y el
valor econémico de esta transformacion se demuestra facilmente al comparar el precio actual de mercado de la lactosa a
$ 1.50/kg con el precio de mercado de los GOS de $5.20-8.50/kg. Los GOS son parte de una tendencia en ingredientes
de alimentos para la salud digestiva valorados en $265.9 millones en 2010 con una velocidad de crecimiento anual de
18.3% y se espera que crezca a una velocidad de crecimiento anual compuesta de 13.2% de 2010 a 2015.

Nuestro método de conversion de lactosa a GOS es muy superior a los procesos existentes porque podemos reducir el
volumen total de reaccién en 50 veces mediante la utilizacién de un hospedero eficiente para producir la enzima, aumentar
el volumen y la pureza de los GOS producidos y potencialmente generar productos sin lactosa. Euromonitor. Lactose-free
Foods Maintain Their Global Appeal, 1ro de Marzo de 2011. Euromonitor (2011) El mercado global de productos sin
lactosa fue de $3.4B en 2009, y se espera que crezca a medida que los consumidores contindien centrandose en alimentos
funcionales para la salud y el bienestar. Mientras que otros productos lacteos son extremadamente sensibles a los precios,
los alimentos funcionales como los productos sin lactosa se pueden vender a un precio superior.
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Al utilizar el proceso mejorado que se describe en este documento, la industria lactea y los fabricantes de suplementos
alimenticios a nivel mundial y estadounidense pueden beneficiarse claramente de tres maneras: 1) creacion de grandes
volumenes de GOS de calidad, un ingrediente alimentario/suplemento dietético que promueve la salud con un alto valor
de mercado, 2) generacion potencial simultanea de valiosos productos lacteos o leche sin lactosa, y 3) reduccion efectiva
del impacto ambiental a través del reciclaje de suero y los derivados de la leche.

Tabla 3. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio.

Cepasl/Plasmidos Descripcién o genotipo Referencia o
Fuente

Cepas

F- ompT hsdSs(rs” mg’) gal dem (DE3)

F-ompT hsdSs(rs” mg’) gal demA(srl-recA)306::Tn10(TetR)(DE3)

F2 D(ara-leu)7697 araD139 A(lac)X74 phoAD20 galE galK thi rpsE rpoB
argeE(Am) recA1

endA1 hsdR17(rki27 mMki2*) SupE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lacF'[proA*B*lacl? ZAM15::Tn10](Tet®) (DE3)

A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK
rpsLF'[lac* lacl? prolgor522::Tn10 trxB(KanR, StrR, Tet®) (DE3)

F- ompT hsdSs(rs” mg’) gal dcmpRARE2 (CamR)(DE3)

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proAB lacl"ZAM15
Tn10 (TetR)]

his4 (his mut*)
GS115 his4:: LacZ (E. coli 3-galactosidasa (117 kDa) intracelularmente

(su*mut*))
GS115 arg4 his4 aox1::ARG4 (his- mut®)
GS115 integrado con el plasmido pJB108 (su*mut®) Este estudio
Plasmidos
E. coli
pGS21a-rBHT Este estudio
Marcador 6XHIS C-terminal opcional, promotor T7lac, KanR Novagen
pET24d-rBHT-6XHIS Este estudio
pET24d-TET promotor-rBHT-6XHIS Este estudio
Marcador GST, promotor T7lac, KanR Novagen
pET41a-GST-rBHT Este estudio
Marcador Trx, promotor T7lac, AmpR Novagen
pPET32a-Trx-rBHT Este estudio
Secuencia de codificacion PelB, promotor T7lac, AmpR Novagen
PET22b-pelB-rBHT Este estudio
Secuencia de codificacién DsbAemarcador™, promotor T7lac, KanR Novagen
pET39b-DsbA-rBht Este estudio
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pUC57-rBHT

P. pastoris

Este estudio

Expresion plasmidica de P. pastoris portadora del promotor y terminador | Invitrogen;
de transcripcion AOX1, HIS4 Amp" en E. coli, PBR322 ori, sefial de

secrecion del factor a de S. cerevisiae

pPIC9-aMF-6XHIS-TEV-rBHT

aMP, senal de secrecion del factor de apareamiento a de S. cerevisiae.

Este estudio

Tabla 4. Cebadores, anticuerpos y sustratos utilizados en este estudio (SEQ ID NOS: 21-27)

Cebadores
JBB1

JBB2

JBB3

JBB4

Cebador de secuenciacion
5'AOX1

Secuenciacion de 3 'AOX1

Cebador de secuenciacion
del factor a

Anticuerpos

Anti-HIS de raton
Anti-Bgal de conejo
Anti-rBHT de conejo
Sustrato
oNP-B-D-glucopiranosido
oNP-B-D-
galactopiranosido
pagNP-3-D-
glucopiranosido
PNP-B-D-
galactopiranosido
5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-galactopiranosido

Marco abierto de lectura |Secuencia

Cebador directo de 6XHIS- | 5°-

TEV-rBHT ccgCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAG
CTCACCACCACCACCA
CCACGAAAACCTGTATTTTCAGATG

Cebador inverso derBHT 5-

Cebador directo de |5
secuenciacion interna de
BHT

Cebador inverso de | 5'-
secuenciacion interna de
BHT

AOX1

AOX1

factor a

Antigeno

6XHIS

B-galactosidasa de E. coli
B-hexosil-transferasa
Abreviatura

ONP-Glu

ONP-Gal

PNP-Glu

PNP-Gal

X-GAL

ATGCTGCATGCTGCAC-3”

aaggaaaaaaGCGGCCGCTTACAGA
TGATTACGCCCAAATTG-3"

ATCACTATGCCAGCACGCAGTG
TA-3"

TTTAAAGCCGATTTCACCTGCC
GC-37

@ Las regiones de codificacion estan capitalizadas, los sitios de restriccion estan subrayados.
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Tabla 5. Informes que evaltan la BHT de Sporobolomyces singularis para la produccion de galactooligosacaridos (GOS)

Nombre de la Enzima |MM |SA|T |pH Ug'lac |Lin |Luin |Cmax(Y) |Condiciones Usadas Ref

B-transglicosilo STR. Células en
crecimiento

B-hexosil-transferasa Extracto celular

B-hexosidasa Enzima purificada

B-galactosidasa Lote IE, enzima
parcialmente purificada

B-galactosidasa Cont. IE, PBR, enzima
parcialmente purificada

B-galactosidasa Enzima parcialmente
purificada

B-galactosidasa Enzima purificada

similar a B- Enzima purificada

galactosidasa

B-galactosidasa Lote, células en reposo

B-galactosidasa RB IE Alginato, células
€n reposo

B-hexosiltransferasa Enzima purificada Este

estudio

B-hexosiltransferasa Lote, células en reposo |Este
recombinantes estudio

B-hexosiltransferasa Lote, células en reposo |Este
recombinantes estudio

MM, masa molecular (kDa); SA, actividad especifica (U.mg'de enzima); T, temperatura (°C); U.g"lac, unidades por gramo
de lactosa inicial; Lint, concentracion inicial de lactosa (%); Lui, lactosa utilizada (%); Cmax, conversion maxima de GOS (%)
a partir de lactosa inicial; (Y),% de conversion (GOS total formado a partir de lactosa utilizada); STR, reactor de tanque
agitado; |IE, enzima inmovilizada; PBR, reactor de lecho empacado; Cont. |IE, enzima inmovilizada (continua); RB IE,
enzima inmovilizada (lote repetido). Sustratos de la reaccién enzimatica. *ONP-Gal; ®PNP-Gal; ®PNP-Glu; ‘ONP-Glu.
¢GOS que incluyen disacaridos; flos valores de GOS informados se realizaron con el valor de acumulacién maxima del
trisacarido (galactosil-lactosa)

Tabla 6 Proteinas rBHT de Pichia pastoris

FP | Construccion proteica Construccion proteica sin aMF | Secuencia
# senal
Nombre Aminoacido # |Mol. Peso Aminoacido # |Peso molecular Plasmido
sin aMF sin aMF

aMF y
BHTss
aMF y
BHTss
aMF y
BHTss
aMF y
BHTss
aMF
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aMF
BHTss

aMF

aMF =factor de apareamiento alfa de Saccharomyces cerevisiae encontrado en el vector pPIC9
BHTss=secuencia sefial de BHT encontrada en los aminoacidos 1-22

6.6. La secrecion de B-hexositransferasa se mejora al reemplazar el dominio sefial
6.6.1. Resumen

La B-hexosiltransferasa (BHT) de Sporobolomyces singularisse conoce por su capacidad para catalizar reacciones de
transgalactosilacion y sintetizar galacto-oligosacaridos (GOS). Anteriormente nosotros informamos la expresion
heteréloga de un polipéptido bioactivo de longitud completa (rBHT) por una cepa recombinante de Pichia pastoris
(GS115::aMF-HIS-TEV-rBht) Esta cepa recombinante contiene toda la longitud del gen Bht precedido por la sefal pre
prodel factor de acoplamiento a de Saccharomyces cerevisiae (aMF), un marcador de histidina y un sitio de escision de
TEV. Después de la inducciéon de metanol, la rBHT generada por GS115::aMF-HIS-TEV-rBht se secretd solo parcialmente
y la mayor parte de la proteina permanecié asociada a la membrana celular. Para aumentar la cantidad de rBHT secretada,
este trabajo examina la region aminoterminal de BHT no caracterizada (aminoacidos 1-110) que contiene dos supuestos
dominios estructurales endégenos. La region aminoteminal incluye un dominio (aminoacidos 1-22) que puede servir como
una sefal lider de secrecidn clasica, mientras que los 23-110 aminoacidos restantes contienen una supuesta sefial de
secrecion no clasica. Por lo tanto, nosotros evaluamos funcionalmente estos dominios generando cepas GS17115
recombinantes de P. pastoris que expresan rBHT-HIS. Los resultados muestran la interferencia de la sefal que afecta la
secrecion de proteinas cuando aMF se siguio por la sefial lider clasica derBht(1.22) (aminoacidos 1-22), mientras que la
sustitucion de la sefial lider (aminoacidos 1-22) con el aMF (aMF-rBht 23.594)) mejoré la produccion de enzimas secretadas
y unidas a la membrana de P. pastoris hasta 50 y 14 veces, respectivamente. Para validar el papel de los dominios
aminoterminales de BHT como promotor de la secrecién de proteinas, nosotros probamos los dominios con una proteina
alternativa no secretada, el fragmento scFv13R4 de anticuerpo variable de cadena sencilla anti-B-galactosidasa. Cepas
recombinantes de P. pastoris que expresaba combinaciones de los dominios aMF y aminoterminales de rBHT, seguidas
por el anticuerpo scFv13R4 generaron resultados que se correlacionan con la fuerte secrecion obtenida por los
recombinantes que expresan rBHT-HIS. Finalmente, las proteinas rBHT-HIS y rBHT activas obtenidas de los
recombinantes mas eficientes (GS115::aMF-rBht(23.504-HIS 'y GS115::aMF-rBhi23.s04)) se purificaron hasta la
homogeneidad y se evaluaron las posibles alteraciones en la actividad enzimatica. La actividad enzimatica de las enzimas
secretadas marcadas con 6XHIS y sin marcar se compararon, como lo demuestran las velocidades de generacion de
GOsS.

6.6.2. Introduccion

Existe un interés creciente en el uso de enzimas para la produccion de alimentos funcionales, especialmente en el campo
de la produccion de prebidticos a partir de lactosa para obtener derivados de lactosa. Sporobolomyces singularis pueden
asimilar la lactosa y la glucosa pero no la galactosa, lo que indica que solo son capaces de metabolizar la porcion de
glucosa de la lactosa. Ademas, el mondmero de galactosa no utilizado solo se puede encontrar en el cultivo como
componente de los galacto-oligosacaridos (GOS). Esta caracteristica fisiologica condujo al descubrimiento de la B-
hexosiltransferasa (BHT) (Blakely y Mackenzi 1021-25; Phaff y Carmo-Sousa 193-207; Spencer, de Spencer y Laluce
147-56; Gorin, Phaff y Spencer 1341-44; Gorin, Spencer y Phaff 2307-17). Los prebioticos como GOS sintetizados por
BHT a partir de S. singularis se reconocen como GRAS y se utilizan ampliamente como aditivos alimentarios funcionales
(Tzortzis y Vulevic 207-44).

Ademas de la sintesis de GOS a partir de la lactosa, la BHT también cataliza la hidrdlisis de enlaces 3-glucosidicos como
ONP-Glu y PNP-Glu (Blakely y Mackenzi 1021-25). Las capacidades enzimaticas de BHT son particularmente atractivas
con respecto a tecnologias competidoras, ya que es una de las pocas enzimas capaces de catalizar la produccion de
GOS con ventajas industriales que incluyen; la ocurrencia de la catalisis en ausencia de iones y cofactores adicionales,
asi como su capacidad para realizar reacciones de transgalactosilacion independientemente de la concentracion inicial
de lactosa (Goslingy ofros 307-18; Blakely y Mackenzi 1021-25).

En S. singularis, el gen Bht es un gen inducible que se reprime por glucosa y cuando esta en presencia de un inductor
como la lactosa, la enzima generada (BHT) se encuentra principalmente asociada a la membrana celular. Debido a la
ubicacion celular, la purificacion de BHT requiere multiples pasos de cromatografia y se ha recuperado de S. singularis
con rendimientos muy bajos que van del 14% al 16% (Blakely y Mackenzi 1021-25; Cho, Shin y Bucke 2107-11; Ishikawa
y otros 331-39). Como los protocolos convencionales de purificacion de proteinas limitan la recuperacion de enzimas vy,
por lo tanto, su aplicacion tecnoldgica, se han evaluado estrategias alternativas. El primer enfoque consistié en exponer
S. singularis a la seleccién a través de mutagénesis. Aplicando esta metodologia, se seleccioné una nueva cepa sin
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represion de glucosa y capaz de generar un aumento de 10 veces de la BHT unida a la membrana; sin embargo, no se
informdé un aumento en la produccion de enzimas secretadas (Ishikawa y otros331-39). Alternativamente, con fecha
reciente describimos que la cepa GS115 deP. pastoris es capaz de secretar un polipéptido rBHT recombinante
bioldgicamente activo cuando se precede por la sefial de secrecién prepro de aMF que consiste en una secuencia de
sefial de 19 aminoacidos (secuencia previa) seguida de una secuencia de 66 aminoacidos y un sitio de procesamiento de
endopeptidasa Kex2 dibasico (Kurjan y Herskowitz 933-43). En este estudio, el analisis del extracto libre de células y la
actividad asociada a la membrana mostré que la mayoria de la enzima permanecié asociada a la membrana celular. Por
lo tanto se muestra que la cepa GS115 deP. pastoris es un hospedero adecuado para la produccion y secrecion de la
rBHT bioactiva que facilitara el procesamiento posterior y demostrara la viabilidad de la produccién de la rBHT bioactiva
secretada y asociada a la membrana (Dagher y otros, 2013).

Una mirada adicional a la secuencia de la proteina BHT nativa mostré que contiene caracteristicas estructurales
enddgenas en el extremo aminoterminal, incluidos los dominios aminoterminales que pueden servir como sefiales de
secrecion clasicas y no clasicas adecuadas. Apoyando estos roles como sefiales lideres, se demostré que después del
tratamiento de S. singularis con las enzimas liticas de la pared celular, la mayor parte de la BHT liberada carecia de la
sefial lider clasica del terminal amino (Ishikawa y otros, 331-39). Dado que la eficiencia de la expresién génica y la
secrecion de proteinas puede afectarse por los elementos estructurales de la proteina que participan en la asociacion y
secrecion celular, las mismas funciones también pueden extenderse a la localizacién celular de la proteina cuando se
expresa por la cepa GS115 de P. pastoris.

En este estudio, nosotros probamos el papel fisiolégico de los dominios aminoterminales de BHT y su relacion con la
secrecion de proteinas por la cepa GS115 deP. pastoris. Ademas, las funciones secretoras de los dominios
aminoterminales de rBHT se validaron usando recombinantes quiméricos que contienen como carboxilo terminal el
anticuerpo scFv13R4 anti-B-galactosidasa de cadena sencilla. El anticuerpo scFv13R4 es un ejemplo de una proteina de
cadena Unica hiperestable no secretada que es independiente de la formacién del puente disulfuro para la actividad de
union (Martineau, Jones y Winter 117-27). Como tal, scFv13R4 se ha expresado heterélogamente en Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, y células de ovario de hamster chino (CHO) (Visintin y ofros, 11723-28; Grage y Rehm 254-
62; Bach y otros, 79-93).

6.6.3. Resultados

Anédlisis de la secuencia de proteinas de la B-hexosil transferasa (BHT) in silico. La porcion carboxiterminal (aminoacidos
111 a 594) del polipéptido BHT (594 aminoacidos) tiene notable homologia con las B-glucosidasas. Este dominio de
glicohidrolasa | (GHI) contiene el supuesto acido/base catalitico, el nucledfilo catalitico y tres residuos de asparagina
potencialmente necesarios para la N-glicosilacion de la proteina (Fig. 7A). Sorprendentemente, el extremo aminoterminal
de BHT revelo una region Unica que abarca los primeros 110 aminoacidos. Esta region comprende un dominio de sefial
lider clasico aminoterminal (aminoacidos 1 a 22) seguido de una sefial predicha de secrecion no clasica (NC) de baja
complejidad (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP) (aminoacidos 72 a 83)
(http://mendel.imp.ac.at/METHODS/seg.server.html) La sefal lider del extremo aminoterinal (aminoacidos 1 a 22) se
puede dividir en la region N (extremo aminoterminal; aminoacidos 1 a 5), la region H (hidréfoba; aminoacidos 6 a 17) y la
region C (extremo carboxiterminal; aminoacidos 18 a 22) (Fig. 7B). Algoritmos alternativos como el programa web Phobius
(http://phobius.sbc.su.se/) y el algoritmo SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) también predijeron la supuesta
sefial lider clasica y los posibles sitios de escision entre los residuos 17 y 18 y entre 22 y 23. Ademas, se predijo que la
sefial lider clasica contenia cinco aminoacidos que tienen contacto con la membrana dentro de la regién H (RHYTHM,
http://proteinformatics.charite.de/rhythm/) y una distribucion de carga que podria facilitar la localizacion y secreciéon de
proteinas de membrana (Boyd y Beckwith 1031-33). El algoritmo de prediccion de la region transmembrana
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) también pronosticd una region de residuos hidrofébicos de 1-17
y 177-199 en BHT, tipico para proteinas integrales que abarcan la membrana y la regidon no citoplasmatica (aminoacidos
23-594) como se representa en el diagrama de hidropatia de Kyte y Doolittle (Fig. 7C). Estas caracteristicas estructurales
también pueden indicar que la sefal lider clasica aminoterminal puede actuar como un ancla de membrana durante el
paso a través de la via secretora de levadura.

Los dominios aminoterminales participan en la secrecion de proteinas. Para investigar las funciones fisioldgicas probables
de los dos dominios de secrecion aminoterminales (sefiales de secrecion clasicas y no clasicas), se probd la expresion
del dominio BHT carboxiterminal (aminoacidos 111 a 594) y del anticuerpo anti-B-galactosidasa de cadena unica
(scFv13R4). Cepas GS115 recombinantes estables de P. pastoris se obtuvieron por integracién cromosémica de las
combinaciones genéticas modificadas apropiadas precedidas por los dominios amino terminales derBht y/o la fuerte
secuencia prepro de aMF de 9.3 kDa. Las combinaciones de genes derBht y scFv13R4 se insertaron posterior al promotor
AOX1 y seguidas del marcador 6XHIS carboxiterminal para ayudar a la deteccion y purificacion Fig. 8A 'y 8D (ver
Materiales y Métodos).

El reemplazo de la sefial lider (aminoacidos 1 a 22) con la fuerte sefial de secrecién prepro de aMF (GS115::aMF-rBhtzs.
504)-HIS) aumento la secrecién de proteinas a mas de 19 veces (9.80 ug.ml') en comparacion con la expresién de la rBHT-
HIS de longitud completa precedida por la sefial de secrecion aMF (GS115::aMF-rBht-HIS) (0.49 ug.ml") (Fig. 8B). De la
misma manera, en ausencia de la aMF, la sefial lider fue capaz de dirigir la proteina heteréloga para la secrecion
GS115::rBht-HIS) (6.35 ug.ml'). Ademas, se detecto la secreciéon de proteinas en ausencia de las sefiales aMF vy lider
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(GS115::rBht(23-504-HIS) (4.65 ug.ml"), lo que sugiere que tanto la sefiale de secrecion lider clasica como la no clasica
contienen informacion dirigida a la proteina para la secrecion.

Para validar que los dominios aminoterminales, como se describié anteriormente, dirigen las proteinas a la via secretora,
elegimos el anticuerpo scFv13R4, una proteina intracelular sin secuencias de sefial. Los diagramas del anticuerpo
scFv13R4 quimérico se muestran en la Figura (8C). El scFv13R4-HIS cuando lo expresa GS115 ::scFv13R4-SIS (sin
sefiales de secrecion lider) no se pudo detectar en el caldo de cultivo mediante tincion con plata SDS-PAGE o andlisis de
transferencia Western (datos no mostrados). Secrecion de scFv13R4-HIS por GS115::rBhty-110-scFv13R4-HIS o
GS115::rBht23-110-scFv13R4-HIS manifestado cuando cualquier scFv13R4se fusiona con la sefial de secrecion lider
clasicaBht (25.17 ug.ml"), o cuando se fusiona con la sefial no clasicaBht (7.03 ug.ml") De la misma manera, como ocurre
con BHT-HIS, la secrecién dirigida por aMF, (GS115::aMF-scFv13R4-HIS) proporcion6 el nivel mas alto de proteina
secretada (91.02 ug.ml")

Actividad enzimatica y analisis de Western blot de rBHT-HIS expresado por la cepa GS115de P. pastoris. Para confirmar
que la expresion de la proteina se correlaciona con la actividad enzimatica, la actividad de las rBHT-HIS secretadas y
unidas a la membrana se midieron usando ONP-Glu como sustrato (ver Materiales y Métodos). Todas las cepas
recombinantes secretaron rBHT-HIS en cantidades detectables y los valores de actividad reflejaron aumentos en la
proteina secretada. La proteina secretada por GS115::aMF-rBht(23.s04)-HIS mostré una actividad enzimatica de 3.7 mU.OD-
' que fue 6 veces mayor que la actividad medida cuando la secrecion la condujo la region aminoterminal completa
(aminoacidos 1-110) (GS115::rBht-HIS (0.63 mU.OD")). De la misma manera, la actividad enzimatica medida de la
proteina secretada por GS115::aMF-rBht 23.594)-HIS fue 53 veces mayor que la obtenida del recombinante que contenia
las sefial aMF y la lider (GS115::aMF-rBht-HIS (0.07 mU.OD™)). El recombinante GS115::rBht(3-5e4-HIS (0.26 mU.OD-")
muestra una cantidad reducida de enzima secretada activa Tabla 8.

También se probd la actividad de la enzima unida a la membrana mostrada por las células en reposo de cada
recombinante. Encontramos valores de actividad que se correlacionan con la proteina secretada total, lo cual muestra un
aumento en la actividad unida a la membrana de 15 veces para la cepa GS115::aMF-rBhtzs.594)-HIS (21.52 mU.OD") y
un aumento de 1.3 veces para la cepa GS115::rBht-HIS (1.94 mU.OD"") en comparacion con GS115 ::aMF-rBht-HIS (1.48
mU.OD-") El recombinante GS115::rBht(23.504)-HIS (0.15 mU.OD™") muestra una cantidad reducida de enzima unida a la
membrana, lo cual confirma que este recombinante redirige la proteina a través de la supuesta via de secrecion no clasica.
En general, estos resultados muestran que ni aMF ni la sefial de secrecion lider de BHT podrian completar la secrecion
de rBHT-HIS, lo cual puede relaionarse con la presencia de una regién transmembrana predicha entre los aminoacidos
177 a 199.

El analisis por Western blot de los extractos libres de células usando el anticuerpo anti-HIS confirmé los valores de proteina
secretada por GS115::aMF-rBht23-504-HIS, GS115::rBht-HIS y GS115::rBht(23.504-HIS (Fig. 9A). En cada caso, estaba
presente la banda prominente rBHT-HIS correspondiente a una masa molecular de aproximadamente 110 kDa. Estos
resultados coinciden con los patrones de migracion de cromatografia de exclusion por tamafio y SDS-PAGE previamente
informados (Dagher, Azcarate-Peril y Bruno-Barcena). El analisis por Western blot de los extractos celulares obtenidos de
GS115::aMF-rBht(23.504-HIS, GS115::rBht-HIS y GS115::aMF-rBht-HIS también exhibié una masa molecular de
aproximadamente 110 kDa, mientras que GS115::rBhf(23.504)-HIS mostré bandas prominentes entre 98 y 64 kDa que
pueden indicar degradacion intracelular o patrones de glicosilacion alternativos (Fig. 9B).

Actividad hidrolitica de rBHT. Ademas, probamos las enzimas secretadas para proteinas marcadas con HIS y sin marcaje
de GS115:aMF-rBhti2s.s04-HIS 'y GS115::aMF-rBhi23.504), respectivamente. Las enzimas suministraron resultados
comparables y estuvieron activas en un amplio intervalo de temperaturas (10 a 50°C) y con valores de pH (2.8 a 6). Se
observé una actividad maxima de pH 3.6 a 5 (91 a 100% de la actividad maxima) seguido de una disminucién constante
hasta pH 2.6 (43% del maximo) y hasta pH 6.8 (29% del maximo). De la misma manera, la temperatura 6ptima se encontré
en el intervalo de 40 y 45°C (actividad maxima del 97 al 100%) pero disminuyo rapidamente a temperaturas superiores a
50°C e inferiores a 20°C (menos del 25% del maximo) (datos no mostrados) La enzima era estable en 50 mM de tampén
de fosfato de sodio a pH 5 a 4°C durante al menos 6 meses, y la actividad no se afecté por el almacenamiento a -80°C.
Los valores para las constantes cinéticas para la enzima secretada por GS115::aMF-rBht23.504-HIS se obtuvieron de la
ecuacion de Hill (Km 0.79 mM y Vmax 3.97 mmol.min"! por mg™' de enzima a 42°C a pH 4). Esos hallazgos coincidieron
con nuestros informes anteriores y los de otros (Blakely y Mackenzi 1021-25; Cho, Shin y Bucke 2107-11; Gorin, Phaff y
Spencer 1341-44; Gorin, Spencer y Phaff 2307-17; Ishikawa y ofros, 331-39; Sakai y ofros, 285-93; Shin, Park y Yang
787-92; Shin y Yang 484-89; Dagher, Azcarate-Peril y Bruno-Barcena).

Estabilidad de rBHT. Para examinar la estabilidad a largo plazo de la enzima, todas las cepas recombinantes recién
inducidas se incubaron en un tampoén que contenia glucosa al 2% y se midié la actividad hidrolitica de la rBHT secretada
y unida a la membrana con el tiempo. La rBHT-HIS secretada que se obtuvo de todos los recombinantes a través de la
via de secrecion clasica o no clasica se mantuvo estable durante el periodo de prueba de una semana y retuvo mas del
95% de la actividad inicial. Se observé la misma estabilidad cuando las células en reposo que contenian la enzima
asociada a la membrana se expresé por GS115::aMF-rBht-HIS, GS115::rBht-HIS y GS115::aMF-rBht23.504)-HIS. Sin
embargo, cuando se prueban células en reposo que contienen enzimas asociadas a la membrana expresadas por
GS115::rBht23504)-HIS, la actividad comenzé a disminuir dentro de las 24 h apuntando a la via de secrecion alternativa
no clasica.
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Purificacién y caracterizacion de la rBHT-HIS generada por GS115::aMF-rBht23-504)-HIS. La proteina rBHT expresada por
GS115::aMF-rBht23.504)-HIS se purifico utilizando la cromatografia de afinidad de niquel. La colocacion del marcador
6XHIS en el extremo carboxiterminal permitié con éxito la recuperacion en un solo paso de mas del 73% de la actividad
enzimatica original y después de SDS-PAGE se observé una Unica banda de polipéptidos de aproximadamente 110 kDa
(Fig. 9C). La purificaciéon de proteinas de 6.54 veces del sobrenadante del cultivo recuperé 7.24 mg de enzima, lo que
produjo una actividad especifica de 18.45 mU.mg™ a 42°C y a pH 4 (Tabla 9). Ademas, siguiendo la misma metodologia,
nosotros purificamos la rBHT-HIS secretada por los diferentes recombinantes y encontramos actividades especificas
comparables que van desde 18.45 a 18.65 mU.mg™". Una determinacion de las secuencias aminoterminales del polipéptido
secretado por GS115::aMF-rBht23.s04)-HIS mostré que todo la proteina rBHT23.504)-HIS estaba presente en el cultivo
(residuos VXYPG) ademas de un producto que contenia dos aminoacidos aminoterminales adicionales (residuos E-A-V-
X-Y). La variabilidad en la escision de los aminoacidos A-E durante la secrecion puede afectarse por la secuencia de
aminoacidos circundante y la estructura terciaria (Cereghino y Cregg 45-66). La secuencia no clasica restante no introdujo
un nuevo sitio de escision.

Impacto de HIS en el marcador de la actividad transferasa de rBHT. Los recombinantes GS115::aMF-rBht23.594-HIS 'y
GS115::aMF-rBht23.504) sS€ emplearon ademas para evaluar comparativamente si la presencia del marcador HIS puede
afectar la sintesis de GOS a partir de la lactosa. La acumulacion de GOS se analizé cuantitativamente por HPLC a partir
de mezclas de reaccion que contenian 220 gL-'de lactosa inicial, 0.5 U de rBHT g™ de lactosa se incubé a 30°C.

La Fig. 10A muestra la acumulacion comparativa de GOS y el consumo de lactosa a lo largo del tiempo cuando la reaccion
se catalizd por las enzimas secretadas marcadas o no marcadas con 6XHIS. En ambos casos, la tasa maxima de
produccion se observo durante las primeras 25 h con galactosil-lactosa como producto principal. Como confirmacion de
la inhibicion enzimatica competitiva de glucosa descrita previamente después de 125 h, la acumulaciéon de galactosil-
lactosa (75 gL™") fue estacionaria, alcanzando un promedio de conversion del 67% del 60% de lactosa inicial utilizada
(Dagher, Azcarate-Peril y Bruno-Barcena).

Cuando se utilizaron células en reposo que expresaban HIS asociado a membrana y rBHT no marcado con HIS, también
se confirmé la acumulacion comparativa de los GOS y el consumo de lactosa a lo largo del tiempo. (Fig. 10B) muestra
que la presencia de HIS en el estremo carboxiterminal no tuvo impacto en la velocidad de reaccién inicial de la formacién
de galactosil-lactosa (1.87 y 1.7 g.L".h""). Como se inform¢ anteriormente, la glucosa se consumi6 por las células en
reposo de P. pastoris mientras que la galactosa se uso para sintetizar los GOS (68% de rendimiento (g/g)) acercandose
al rendimiento tedrico de 75% (Dagher, Azcarate-Peril y Bruno-Barcena).

6.6.4. Discusion

Los prebidticos son derivados de carbohidratos comercializados como alimentos funcionales y promovidos activamente
para mejorar la salud del consumidor, cuyo objetivo es estimular especificamente el crecimiento de bacterias beneficiosas
en el intestino. La fuerza fundamental que impulsa el desarrollo de los prebiéticos es la promesa de procesos de
produccion mas eficientes con costos operativos mas bajos. Sin embargo, la produccién o sintesis de derivados de
carbohidratos especificos por los métodos quimicos es compleja y requiere pasos de proteccion y desproteccion debido
a la presencia de varios grupos hidroxilo de reactividad similar (Sears y Wong 2344-50). Por lo tanto, el desarrollo de
enfoques enzimaticos es de interés practico y la modificacion genética se ha utilizado ampliamente para modificar la
actividad enzimatica, para obtener un conocimiento mas profundo de los mecanismos cataliticos y para aumentar la
secrecion de proteinas. Las proteinas destinadas a la secrecion generalmente se preceden de sefales lideres
aminoterminales de 20-30 aminoacidos y finalmente se procesan por sefiales peptidasas unidas a la membrana (Von
Heijne 17-21). La secrecion de proteinas por P. pastorisesta influenciada por la naturaleza de las secuencias de
nucledtidos iniciales y, en ocasiones, requiere la optimizacion del codén, asi como la consideracion de los patrones de
glicosilacion, la estructura tridimensional final, las condiciones de cultivo y la composicion del medio (Damasceno, Huang
y Batt 31-39). Ademas, la distribucion de aminoacidos cargados dentro de los dominios lideres juega un papel importante
para facilitar la localizaciéon de la membrana y las proteinas secretadas (Boyd y Beckwith 1031-33).

Como se informd anteriormente, P. pastoris ofrece ventajas sobre E. colipara la expresion de la rBHT gracias a su
capacidad para incorporar eficientemente las modificaciones postraduccionales que permitieron la produccion heteréloga
de pequeias cantidades de rBHT bioactivo. Los analisis in silico de BHT sugirieron que esta enzima contiene dominios
transmembrana que debian estudiarse para aumentar la secrecion de la enzima por P. pastoris.La Unica region proteica
de BHT (1-110 aminoacidos) contiene dos dominios que funcionan como sefial lider clasica (BHT)(1-22)) y dominios de
sefal de secrecién no clasicos (BHT23-110)) La sefial lider clasica también se dirige a la proteina para realizar su funcion
en la membrana celular (de acuerdo con lo predicho por el método RHYTHM vy las graficas de hidropatia, Fig. 1). En
particular, la presencia de aminoacidos basicos como la arginina en la posiciéon 17 podria implicarse en la eficacia de la
secrecion y la orientacion de las proteinas en la membrana (Fig. 1).

Los datos que aqui se presentan muestran la interferencia de la secrecion de proteinas por GS115::aMF-rBht-HIS debido
a la presencia simultanea de la sefial aMF y la lider (BHT1-22)) Los niveles de secrecion de proteinas se compararon a los
valores informados previamente por GS115::aMF-HIS-TEV-rBht (Dagher, Azcarate-Peril y Bruno-Barcena). Por otro lado,
los recombinantes GS115::rBht-HIS y GS115::aMF-rBhf23.504-HIS obtuvieron una mayor acumulacion de proteina
secretada careciendo de aMF o BHT 1.2z, respectivamente. Por lo tanto, se demostré que el dominio de sefial lider (BHT -
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22)) participa en el mecanismo mediado por péptidos sefial (via secretora clasica) comparable a aMF. Ambas sefales
lideres fueron capaces individualmente de aumentar la expresion de proteinas de la rBHT asociada a membrana y la
secretada en comparacion con GS115::aMF-rBht-HIS, que contiene ambas secuencias lideres. Los mejores valores para
la proteina rBHT bioactiva secretada (aumento de 50 veces) y unida a la membrana (aumento de 14 veces) se obtuvieron
mediante el recombinante GS115::aMF-rBhf2s.s04)-HIS (tabla 3). La purificacién posterior de la proteina bioactiva
expresada a partir de GS115::aMF-rBht(23.504-HIS resulté en una proteina muy pura por SDS-PAGE con una actividad
especifica de 18.45 U.mg™ (Tabla 4). La masa molecular de la rBHT (110 kDa) no se desvio entre la rBHT asociada a la
membrana celular y la secretada y mostraron una actividad enzimatica, termoestabilidad, reutilizacion y estabilidad de
almacenamiento similar en comparacion con la rBHT de nuestro estudio anterior (Dagher y ofros, 2013).

Esperabamos que la eliminacion de ambos dominios lideres (BHT(1.22)) y aMF dificultaria la secrecion de enzimas. Sin
embargo, la eliminacion de aMF y BHT 1.22) todavia mostro bajas cantidades de proteina secretada. Esto también confirma
que la region unica de 110 aminoacidos contiene una funcién dual por la cual el dominio lider BHT 122y actia como una
sefal de secrecion eficiente (via de secrecion clasica) y el dominio de la BHT predichas-110) funciona como una sefial de
secrecion alternativa (via de secrecion no clasica). Los analisis por Western blot muestran protedlisis que indica una mayor
sensibilidad a las proteinas en la célula. La mayoria de la actividad hidrolitica medida se detecté como bandas multiples
por debajo de la masa maxima de 110 kDa, lo que probablemente afecta la cantidad de enzima secretada (Fig. 9A-9C).
Nosotros especulamos que las secuencias de sefial pueden actuar para proteger la proteina durante la secrecion al
mantener la proteina alejada de las proteasas dentro de la via secretora.

Aunque la mayor cantidad de proteinas se secreto por GS115::aMF-rBht23.504)-HIS, una cantidad significativa permanecié
unidas de manera estable a la membrana, posiblemente debido a la movilidad limitada predicha en la membrana por la
presencia del dominio transmembrana dentro del dominio carboxiterminal de la proteina (aminoacidos 177-199). Por lo
tanto, para confirmar la funcion fisiolégica de estos dominios como sefiales secretoras, generamos nuevas proteinas
quiméricas reemplazando el dominio de la rBHT 23.504) con la proteina anticuerpo scFv13R4. El lider clasico (1-110) de la
BHT seguido por un supuesto lider no clasico de la BHT23.110) y €l dominio aMF se colocaron en el marco en la posicion
aminoterminal con scFv13R4. Los analisis de estos nuevos recombinantes corroboraron la funcién secretora lider al dirigir
el anticuerpo a la secrecién. Nuestros resultados confirman que la eleccién de las secuencias de sefial tiene un fuerte
impacto en los niveles de produccioén y secrecion de proteinas, incluidos la BHT recombinante y el scFv13R4. Es notable
el hecho de que la nueva sefal lider mas pequefia (22 aminoacidos) tiene una ventaja de tamafio en comparacion con
aMF (66 aminoacidos) y se demostrd aqui que es una nueva secuencia Unica capaz de dirigir la secrecion de proteinas
heterdélogas. Este dominio de sefial lider agrega una nueva caracteristica que puede incorporarse a las enzimas
intracelulares que, de lo contrario, deben extraerse por interrupcién utilizando medios mecanicos o la permeabilizaciéon
con tratamientos quimicos (Panesar y ofros, 530-43).

El desarrollo molecular continuo de la BHT ayudara a abordar los problemas de las industrias alimentarias para enzimas
con propiedades novedosas como la termoactividad, la estabilidad al frio y la sintesis de oligosacaridos especificos. Los
presentes hallazgos motivan un analisis estructural adicional para dilucidar las caracteristicas que contribuyen a la
actividad de transglicosilacion y la especificidad del sustrato. La mutagénesis de los sitios cataliticos y la mutagénesis
racional basada en la estructura 3D allanaran el camino para alteraciones en la especificidad del sustrato para la
producciéon de nuevos GOS como candidatos prebidticos.

Tabla 7. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio.

Cepasl/Plasmidos a Descripcion o genotipo Referencia o Fuente

Cepas de E. coli

Estratagen

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Plasmidos

ES 2742 382 T3

Este estudio

Este estudio

pPM160 que contiene el gen anti-B-galactosidasa del

anticuerpo scFv13R4

Vector integrador de P. pastoris portando el promotor y

terminador de la transcripcion AOX71 HIS4 Amp'en E. coli,
ori pBR322, sefal de secrecién del factor de acoplamiento

a de S. cerevisiae (aMF)

Invitrogen;

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

aaMF, sefal de secrecioén del factor de apareamiento a de S. cerevisiae encontrada en el vector pPIC9.

Tabla 8. Actividad enzimatica de la rBHT-HIS secretada y la unida a la membrana por diferentes recombinantes de P.

Actividad media (mU.OD-") £ SD @

Fuente de enzimas

Secretada

pastoris

Unida a membrana

25

Relacion secretada/unida a membrana
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8. Listado de secuencias

SEQIDNO. 1
=>Qi|345649663|gb|JF298281.1] Construccion sintética del gen de la beta-hexosil transferasa (bgla), cds
parciales

ATGATGC TECATGC TR RO TRC TAGTRAGCGC TGO CATGTGTTGTTT TGRCGCGLCCGEICEGAGCGETTA
CTTATCCGEGAGCCATTCCTUTGTCCCTGACGAGL AR TTACGRARCCCCARGTCCGACAGCAATCCCGET
GGAGUCARCACCGACGGUTACCGETACAGCAGRAT TAGRTGCGUTETGEAACT TAGTCGAAGCTCAGTAC
CCAGTTCARAC TEL TGCAGTGACARC TT TG TGACAG TGO CGATGAT TATAAGTTTGAGECAGATCCARC
CERETTATECATTAGCACGETAT AR A L G AR TTECCGEACTCRACTTTCC AR RGECGTTTRAAETT
TGRETETTEORGEEECAGCCATTCARGTTGRAGG TECAGC ARA RGO CGARAGGRCGGEECCCRRGTACCTEG
AT TAT TG TG T CAT CAC TATGCCAG CAC G AG TG TAAC AL TTATCATCCC GATATTACARCCAACCATT
A TR TG TA AT T ECAT T T TGO T AR AT TAGCC AT TAAC ACTTAC TOETTTTCARTTTC
ATGGACGCGTATT TATCCAT TGGECGCAGRCTATG T TARTGARGCAGGETTAGUCCACTATGATGC CGTE
ATCCATAGTGC CARG AL G TATGETCTGGALCCAGTGOGCACCETTITTCAC TGGCATACGCCACTGTCTC
TGATGCTGRAATACGGETGCCTGELAAGATACTGGTGACCARATTGT TARGGACTTTGTTACCTATGCCAC
ARCTGIGTTTARGCGTTATGETARTGAAGTCAAGACGTGGTT TACTTTCAATGARCCACGEGTTTTCTET
TR R, T A T T TGO CATAC AR TC TG ACCTATCCACAACETATTARCAGCACCTCCGCTGTATTTC
GTTGCACCTACAATGTTCTEARACCTCATGETCATGCTETTARACTGTATC GEGATCTACTTGCCTCCOGE
GACCATTGCEGCAGGTGRAR TCGECTTTARATCCGATGRTARCTACCCARTCCCGECCCETCCAGGGRAC
GCCGATGACGAGGRAATC AGCCAAGCGTCACCAGGCTTTTCGCATTEGGATTTTTGCGCARCCGETTTATG
GTAATGGCGATTATCCAGATGTTGTTARAGARACTGT TGGAGATATGC TGC CGGCCCTGRACGGATGARGS
TARAGGATRCATTARAGGTRGCGEAGATATTTTTGCGAT TGACGGETATCGTACCGATATTTCCCATGCG
GeTCTGAACGGGATCGCGAATTGTATTCGCAACCARAGTGACCCGAAT TGGCCAGTGTGTGAAGAAGEET
CAGATCCTTTTGCTCATGTTTACCCATCCGGETTTGCTATTGGTCARTCAGCCGATCCACTGTCTTCATG
GTTAGTCARCTCAGC CCCGTTTATCC GO GATC AR TEARGTTTC TEAC ACRAACC TACCC TGO TARGEET
GETATTTAT T T TG GAA T T TG T TEGG TG G GAA TATCATCGTCAAC TEO TETATCARATTR
CCTEEGATEETC TG GTRCGCRATAC CTGACGEACTATC TGAGCCAGC TEC TETTEECTETGCACARNGH
COGGATTARTC TRCGAGGCGCGCTEACGTGEAGTTTTGTCGATAR T TGGGEAGTGGGGTTTAGGGATGCIRR
CAGARA T TCGGAT TTCAGTT TG T TAATCARTCAGATCCCGATCTGACACGCACGTTTARACTGRGC GCTC

ACGCTTACGCCCAATTTGGSCGTAATCATCTS

SEQIDNO. 2
>(Qi|345649664|gb|AED14215.1] beta-hexosil fransferasa [construccion sintética)

MMLHAALLYALPCYVY LARPAGAVIYPGL IPLSLTSHYETPSPTAIPLEPTPTATGTAELDALWHLVELRDY
PVOTARVITLVIVPDDYEFEADPPSYALAGYETSEIAGLEF PEGEFRFGVAGARIQVEGAREAECGRGE STH
DYLCHHYASTOCHHYDPFDITTHHY YLYPLDFARLOHLGINTY SFSISWTEI YPLGAGYVHEAGLAH Y DRV
IHEARRYGLEPVGTVFHWRTPLELMLEY GRAWQD TGO IVERF VI Y ATTVERRYGHEVETWF TFHEFRVEC
SONSGLEPYHLTYPEGINSTSAVERCTYHVLEAHGHAYVEVYRDLVASGT IRAGE IGEFKSDDHNYPIPARPGH
ADDEECAKRHEAFRIGIFAQPVIGNGDYPDVVEETVGDMLPALTDEDRGY IRGSGDIFAIDGYRTDIGHA
ALNGIANCIRNQSDPHNWEVCEEGSDPFARVYPSGEFAIGSADPLSSWLYHSAPF IRDOLEFLTQTYPAKG
GIYFSEFGWAEDAEY DROLLYQITWDGLETQYLTDY LEAQLLLAVHE DG INLEGALTWSFVDNWEWGLGHQ
QEFGEFQFVINQSDPDLTRTFELSAHATAQFGRNHL

SEQIDNO. 3
FP#1 aMF-EXHIS-TEV{Q/M-rBHT (Xhol-Notl)
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ATGAGATTTCCTTCAA T TTTTACTGCAGTTTTATTCGUAGCATCCTCCGUATTAGUTGCT
CCAGTCAMCACTACARCAGARGATGAARCGECACARATTCCGGC TGARGU TGTCATCGGT
TACTTCAGAT T TAGAA GG GGAT T TCGATET TGO TG TT T TGCCATTTTC CARCAGC ACRALT
ARCGEGTTAT TG T T TATARATACTACTATTGCCAGCATTGCTGC TARAGAAGARGEGETR
TCTCTCGRAGRARRGAGRGGCTGARAGET CACCACCACCACCACCACGRAARCCTETATTTT
CAGATGATGCTGCATGE TG LA TGO TAGTAGC U TGUCCATETGTTGT T TTGECGUECOCG
GCGGEAGCGETTACTTATCCGGGAGCCATTCCTCTGTCCCTGACGAGCAATTAC GARACT
CCRRGTCCGACRCGCARTCCCGCTEEAGCCAAC ACCERAC GO TRACCGETACRCCACREATTE
GATGCGL TG T GGAAC TTAGTCGAAGE TCAGTACCCAGTTCARACTGC TGCAGTGACAACT
ITGETGACAGTGUCCGATGAT TATAAGT T TGAGGCAGATCCACCEAGTTATGCATTAGCA
GEGTATGAAACAMGLGAGAT TGCCGEACTGAAGT TTCCARAGEGETTTAAGTTTGGETGTT
GrGELEECAGLCAT TCAAG TTGAAGE TGO AGCARAAGCCGAAGGECGGEGLECCARGTACT
TGEEEAETTATCTETGTCATCAC TATGCCAGCAC G AGTGTARCEATTATGATCCCEETATT
ACAL A AT T T TG TACCCAT TG AT I TGO UG U TGCARACACCTAGECATT
AR T TAC TG T T TTCAATTTCATGGACG G TATTTATCCATTGEGCGUAGGUTATGTT
AR TGEAGCAGGETTAGC CCAC TATGATCCCCTARTCCATAGTGCCARGAAGTATEETC TS
G G TGEEC AT T T T TCAC TGEGATAC G CAC TG TCTCTGATGCTGAR A TACGET
G TEECARGATACTGG TGAC CARATTGTTARGGRCTTTGT TRCCTATGCCRACARCTE TG
TTTARCGCGTTAT CGTAR TGARGTC ARG CCTGETTTACTTTCAATCGRACCACCEETTTTC
TETTCACARA R TAGTEETC TG CATACALRTCTERACGTATCCAGARGGTATTRAACAGCACT
TG TETRTTTCGT TGCACC TAC AR TETTCTGRAR G TCATGGTCATGC TETTARAGT:
TATC GEEATCTAGT TG CTCC G ERCCAT TGO GECACETGARRTCGEC TTTRARATCCEAT
GATAACTACCCARTCCCGELCCGTCOAGGEAACGCCGATGACGAGGARATCAGCCARGLGT
CACGAGEC T T TTCGEAT TGLGA T T T T T G AAC GG TTTATGGTAATGGEGATTATOCA
GRTGTTGTTAAAGARAC TG T TGGAGATATGCTGCCGECCC TGACGEATGAAGA TARARGGR
ThaCA T TALAGETAGEGGAGATATTTT TG AT TGAC GGG TATCGTACCGATATTTCCLAT
GGG T T GAL GG TG CGAA TG TAT TG AL AR AT A CCGALA T TGO CAG TG
I TG GAAGEE T AGA T T T T TGO T A TG T T TAC COATCC GGG T T TGC TATTGE TOAR
TCAGCCGATCCAC TETC TTCATGETTAGTCAACTCAGCCCCGTTTATCCGCGATCRACTG
A CTTTCTCACACAE A CTAC CCTGCTARCGGTECTATTTATTTCTCGCAATTTEETTGE
G TGARGACGCCGAATATGATCGTCARC TGCTGTATCAAAT TACCTGGGATGGTCTGLGT
ACGC AR TACC TEAC A TATC TEACCC A C TR TG T TGO TETECAC AR CACEEGATT
ARTCTGLGAGECG G TGACG TGEAGTTITGTCGATAAT TGGEAGTGGEGTITAGEGATG
CAACAGARATTCGGAT T TCAGT T TG T TAATCAATCAGATCCCGATCTGACACGCACGTTT
AL A TEAGCGC T CACGC TTACGCCCAATTTGEGCGTAATCATCTETAR

SEQ ID NO. 4
FP#1 aMF-6XHIS-TEV{Q/M}-rBHT

MRFFSIFTAVLEFAAS SALAAPVNTITEDETAOIPAEAVIGY SDLEGDFDVAVLFFSHETH
MGLLFINTTIASIAAKEEGVELEEEEAEA HHHHHHENLYFOMMLHAALLVALECVVILAREE
AGAVIYPGRIFLSLTSHYETFSPTAIFLEFTPFTATGTAELDALWHNLVEAQYFVOTAARVTT
LVTVEDDYKFEADEP SYALAGYETSEIAGLEFPKGFEFGVAGRATOVEGRAKARGRGEST
WY LCHRYASTOCHHYDFD I TTHHY Y LY FLDFARLOHLGINTY SEFS I SWTIRIYF LGAGYWV
MEAGLAHYDAVIHSAKEYGLEPVGTVFHNDTELS LMLE Y GAWODTGD) IVEDEVTYATTV
FHRYGHNEVETWE TRHEPRVEPCSONSGLEYNLTYPEGTHST SAVERCTYNVLEAHGHAVEWY
YROLVASGTIRAGEIGFESDDNYF IPARPGHADDEESAKRHEAFRIGIFAQPVYGHGDYR
DVVEETVGOMLEALTDEDEGY IKGSGDIFAIDGYRTDI SHARLNG IANC IRNQSDPHWEWY
CEEGSDPFAHVYPSGFAIGOSADPLS SWLVHSAPF IRDOLEFLTOTYEAKGGIYF SEFGH
AEDAREYDROLLYOITWDGLETOY LTDY LSO LLLAVHEDGINLEGALTWS FVDHWEWSLGHM
OOKFGEOFVHOSDPDLIRTFELSAHAYAQFGRHHL

SEQIDNO.5
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65

FP#2 aMF-6XHIS-TEV{Q/M)-TBHT-6XHIS (Xhol-Notl)
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ATGAGRTTTCCTTCAATITTTACTGCAGTTTTATTOGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCT
CCRGTCAACACTACRACAGRRGATGARRCGECACARRTTCCGHCTGARAGCTGTCATCOGET
TACTCAGATTTAGAAGGGGATITCGATGITGCTIGITITGCCATTITTICCAACAGCACAAAT
ARCGGETTATTGTITATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTARAGAMAGAAGGEETA
TCTCTCGAGARRAGAGAGGCTGARGCT CACCACCACCACCACCACGARAACCTGTATTIT
CAGATGATGCTGCATGC TGCAC TG TAGTAGCGCTGCCATGTIGTIGTTTIGGCGEGCCCE
GrCGGAGCEET TAC T TAT G EGAGCCATTCCTC TG TCCC TGACGAGUAATTACGARACT
CCARGTCCGACAGCAATCCCGCTGEAGCCAACACCGACGECTACCGETACAGCAGAATTA
AT GG TETeEARC T TAGTCGAAGC TCAGTACCCAGT TCARACTGCTGCAGTGACAACT
ITGETGACAGTGCCCGATGAT TATAAGT TTGAGGCAGATCCACCGAGTTATGCATTAGCA
GEETATCAAACAAGCGAGAT TG CEEAC TEAAGT TTCCAAAGGGETITAAGTTTGGTGTT
GGG A AT T AAG T TGAAGE T G AGCARRAGC CEARGEECGLEECCCARAGTACT
TG GATTAT TG TG T AT A TA TG CAGCACGCAG TG TAACAATTATGATCUCGATATT
AR A CATTACTAC CTETACC CAT TEGAC T I TG GO TECARCACCTAGGCATT
AR TTACTCGTTTICAAT T TCATGEACGCGTATT TATCCATTGGECGCAGGCTATETT
AR TGAARGCAGGG T TAGC A TATGA T GG TAATCCATAGTGOCAAGAAGTATGGTCTG
GARACCAGTEEECACCGTI T TTTCACT GEGATACGCCACTGTCTCTGATGCTGARATACGET
G TGEC ARG T A TG TGACCARATIGTTARGGACTTTGTTACCTATGUCACALRCTETE
ITTARGCGITATGGTAATGRAAGTCAAGACGTGGTITIACTTITCAATGARCCACGGGTITTIC
IGT IR A TG TG T TGO ATACARTCTGACGTATC CAGRARGHETATTARCAGCACT
ICCGCTIGTATTTCGTIIGCACC TACAATG I TCTGAAAGC TCATGGTICATGCTGTI TARAGTG
TATCGGEATCTAGTIGLCTCCGEGACCAT TGCGGCAGE TGARATCGGUTTITARATCCGAT
GATAACTACCCAARTCCCGEUCCGTCCAGGGAACGLCGATGACGAGGARATCAGCCARGCGT
A GAGEC T T T TG AT TG GAT TT T I GO CAACCEET ITATCGTAATGECGATTATCCA
GATGTTGTTARARGARAACTGT TGGAGATATGCIGOCGGCCCTGACGGATGAAGATARAGGA
TACATTAANGETAGCGEAGATAT TTTTGCGAT TGACGGGTATCGTACCGATATTTCCCAT
GGG T T AR CGEEATCGCGAAT TG TATTCGCARACCAAAGTGACCCGAATTGGECCAGTE
TG T GARGARGGG T CAGA T T T T TG A TG T TTAC CCAT GGG T T TGO TAT TGGTOAR
A CEATCCACTGT LT TCAT GG T TAGTCAACTCAGCCCCGTTTATCCGC GATCARCTG
AAGTTTCTGACACAAACCTAC O TG TAAG GG TG TAT TTATTICTCGGAATTTGGTIGE
G T EAAGACGCCCAATATGA TG TCAAC TG TG TAT CAAATTACCTGLGATGETCTGCGET
A AR A TGACGEAC TA T T A AT TG TG TT GO TG TGCACAAAGACGGGATT
AR T TG A GG TGACGTGEAGTTTTCTCGATAATTGEGAGTEGEGTITAGGGATEG
CRACAGRART T GGEATTI T RGTTTGTTART CARATCAGATCCCGATC TGRCACGCACGTITT
AARCTGAGGCTCAC G T TACGCCCARTTTGEGC G TARTCATCTGCACCACCACCACCAL
CARCTAR

SEQIDNO. &
FP#2 aMF-6XHIS-TEV(Q/M}-TBHT-6XHIS

MEFBSIFTAVLEAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGY SOLEGDFDVAVLPFSNSTH

HGLLEFIMNTTIASIARKEEGVELEKREAESL HHHHHHENLYEOQMMLHAALLVALPCVVLARP
AGEVTYPGRIPLSLTSHYETFSPTAIPLEFTPTATGTAELDALWHLVEAQTPVOTRARVTT
LVTVPDDYRFEADPPSYALAGYETSE TAGLEF PEGE KEGVAGAA TOVEGARKAEGRGEST
WDYLCHEHYASTOCHIYDPDITTHEY Y LY PLOFARLOHLGTNTYSESTSWTRIVPLGAGYV
HEAGLAHYDAVIHSAREYGLEPVGETVEHWDTPLS LMLEY GAWQDTGDQ IVEDEVTYATTY
FRRETGHEVETWF TFHEFRVEC SONSGLETHLTYPEG INS TSAVE RC T YV LEAHGHAVEY
IRDLVASGTIAAGE IGFESDDHYR IPARPGHADDEE SARRHEAF RIGLFAQPVIGHGDTE
DVVEETVGDMLPALTDEDEGY IKGSGDIFAIDGY RTDISHAALNGIANCI RMQS DEHWEY
CEEGSDFFAHVYRSGRAIGRSADPLSSWLVHSAPFIRDOQLEF LTOTYPAEGGIYFSEF GW
AEDAEYDROQLLYQITHOGLETQY LTDY LSQLLLAVHEDG INLEGAL TWSE VDNWENGLGM
SOFFGEFQFVHQSDPDLTRTFELSAHAYAQF GRMHLHHEHHHH

SEQIDNO.7
FP#3 aMFIBHT-6XHIS (Xhol-Notl)
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ATGAGATTTCCTTCAATT T TTAC TGCAGTTTTAT TCGCAGCATCC TCCGCATTAGTTGET
CCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAARTTCCGECTEAAGC TG TCATCGET
TARCTCAGATTTAGARGELGATTTCGATGTTGC TGTTTTGCCATTITCCRACAGC AT AMAT
RACGGGTIATIGTITATAAATAC TACTATTGCCAGCATTGC TGCTARAGARGARGGGEETA
TCTCTCGAGARAAGRAGAGGUTGAAGCT ATGATGCTGUATGCTGCACTGUTAGTAGCGLT G
AT T T T I T TLG GGl C el T EaA G G TTAC T TAT CCGEGAGCCATTCCTC T
T TGACGAGCAAT TACGARACCCCAAGTCCGACALGCARTCCCGCTEARTCARTACTE
ACGGCTACCGETACAGC AGAR TTAGATGOGC TG TGEAACTTAGTC GAAGCTCAGTACCCA
GTTCAARC TG TGO AGTFACAA S TTTGETGACAGTGCCCFATGAT TATAAGT TTEAGELA
GATCCACCGAGTTATGCAT TAGCAGGETATGARACARCCGAGATTGCOGEACTGARGTTT
CoARRAGGEETTTAAGTTTGG TG T TGLGGGEGCAGCCATTCAAGTTGAAGETGCAGTAR RS
GO GAA GGG GGG ARG TAC O TEGEAT TATC TG TG TCATCACTA THECCAGC ATGC AL
ITGTARCARTTATGATCCCGARTAT TACAARCCARCCATTACTACCTGTACCCATTIGGACTIT
GGG T e A A TG A TTAR A TTAC TCGTTTTICARTTTCATGGACGCGETATT
TATCCATTGGEECGCAGEC TATGT TARTGAAGC AGGGT TAGCCCACTATGATGCCGTAATC
CATACT GO ARG A TATGE T TECARCCAGT GEGCACCGT TITTCAC TEGEATACECCA
CTGTICTCTGA TG TEAAATACGG T CTGECARGATACTGETCGACCAARATTGTTAAGEAC
TTTGTTACCTATGCCRCARC TG TGTT TARGCGTTATGETAATGARGTCRAAGACGTGETTT
ACTTTCAR TGAACCA G TTTTC TG T TCACARAATAGTGETCTGCCATACAATCTGATE
TATCCAGAAGGTATTAACAGCACCTCCGCTGTATTTCGT TG CACC TACAATGTTCTGARS
GCTCAT GG TCA TG TG T TAARAGTGTATCGEGATC TAGT TG CTCOGEEGAC CAT TGO GGER
GETGAAA TG TTTAAATCCGATCATAACTACCCARTCCC GO TCCAGGLARCGIC
GATGACGAGGARATCAGCCAAGCGTCACGAGGC TTTTCGCAT TGGEATTITTGCGCAACCE
GITTATGGTARTGELGAT TATCCAGATGTTGT TAAAGAARC TGTTGGAGATATGLTGCLG
GCCCTEACGEATCARGATARAGGATACATTARAAGGTAGC GEAGATATTITTGCEATTGAC
GEGTATCETACCGATATTTCCCATGCGEC TCTGARACGEGAT CGCGARTTGTATTCGCART
CARRGTEACCCGAAT TGO CAGTG TG TGAAGER GGG TCAGATCCTTTTGCTCATGTTTAC
CCATCCEE G I TG T AT TG T AR T ACCCGA TCCAC TG TC TTCATGE ITAGTCARCTCA
GoCCCETTTATCCCC AT CARCTEARGTTTCTGACACARRCCTACCC TECTAAGEETGET
ATTTATTICTOGGARTTTGGTTGGGC TGARGRCGCCGRATATGATCGTCARCTGCTGTAT
CAARTTACCTGGGATGE T TGEGTACGEARTACC TEACGEACTATCTGRAGOCAGCTGC TG
TG TG TG A AR CACGEGAT TAR TC TGO GAGGCGLGCTGACGTGEAGTTTTGTCGAT
AATTOGEACTOGGGT TTAGGGAT G AR AGAR L TTCCCATTTCAGTTTOTTAATCAATCR
GATCCCGATCTGACACCGCACGTT TARACTGAGCGCTCACGC TTACGC O CAATTTGGGECET
BATCATCTGCACCACCACCACCACCACTAR

SEQIDNO.8

FP#3 aMF-IBHT-6XHIS

MEFESIFTAVLFAASSALAAFVNTITEDETAGIPAEAVIGY SDLECDE DVAVLEFSNSTH
MGLLEINTTIAS IARKEEGVSLEKREAES MMLHALLLVALPCVVLARPAGAVIYPGAIFPL
SLTSMYETPSPTAIPLEFTPTATGTAELDALWNLVEAQYPVOTARVTTLVTVFDDYEFEA
DPPSYALAGYETSEIAGLEFPEGFRFGVAGRA TOVEGRAKAEGRGPS TWDYLCHHTASTO

CHHYDPDITTHHY YLY¥PLDFARLOHLGINTYSESISHWTRIYPLGAGY VHEAGLAHYDAVI
HEAKEYGLEPVGTVF HWDTPL S LHLE Y GAROD TGO IVEREVITATTVFERYGHEVETWE
TFHEPEVFCZONSGLEFYNLTYPEGINSTSAVF RCTYNVLEAHGHAVEVIEDLVASET I AR
GEIGFESDDNYPIPARPGHADDEESAKRHEAFRIGIFAQPVYGHGDYPDVVEETVEDMLE
ALTDEDEGYIEGSGRIFAIDGYRTRI SHAALIGTAHNC TRHQSDPWPVCEEGSDPFARYY
PoGFAIGRSADPLSEWLVHSARPF IRDQLEFLTOT I FARGG LY FSEFGHWAEDAEYDEQLLY
CITHDELRTOYLTOYLEQLLLAVHEDS INLEGAL TRSFVDHWEWG LGHOOEF GF QF VIS
DPDLTRTIFELSAHAYAOFGRMHLHHHEEHHE

SEQIDNO.9

FP#4 aMF-rBHT (Xhol-Notl)
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ETGARGATTTCCTTCARTTTTTACTGCAGTI TTAT TCGCAGCATCOTCCGCATTAGETGET
CCAGTCARCACTACARRC AGARGATGARACGECAC ARRTTCCGGCTGRAAGC TG TCATCGET
TACTCAGATT TAGARGCGEATTTCGATCTTGC TG TTTTGCCATTTTCC AR CAGC AR LT
LACGGGTTATTGTITATARATAC TACTATIGCCAGCATTGCTGCTARMGARGARGEGETA
TCTCTCGAGARRAGRGAGECTGAAGTT ATGATGCTGCATGCTGCACTGCTAGTAGCGETG
COATGT T TG T I T TG G G GGG GG T TACTTATCCGEEAGCCATTCCTC TR
ToCC TEACGAGCAA T TACGARRCCCCAAGTCOGACAGCALTCCCGUTEEARCCARCACCG
BCGGCTACCGGTACAGCAGRATTAGATGCGCTGTGEARACTTAGTCGAAGC TCAGTACCCA
Gl ICAR A T T AT ACARC T T G T ARG T CCEAT AT TR T AL L I ASEIA
GATCCACCGAG T TATGCAT TAGCAGG G TAT GARA CALGCGAGATTGCCGEACTGARGTTT
CCARAGGEETTTAAGTTTGG TG T TG GG GG U AGCCATTCAAGTTGAAGGTGCAGCAR AR
GCCGAAGEECGEEECCCRAGTACCTGEEAT TATC TGTGTCATCACTA TGO CAGC RCGEE G
TeTARAC AT TATCATCCCGATAT TACAACCARCCAT TACTACCTGTACCCATTGGACTIT
GoGCGCCTECARCACCTAGGC AT TAACAC T TACTCGTITTCAATTTCATGGACGLGTATT
TATCCATTGEGCGCAGECTATGTTARTGARGCAGGETTAGCCCACTATGATGCCETARTC
CATAGT GECARGAAGTATGETCTGGAAC CAGTGEECACCETTTTTICRC TEEEGATRCGC R
CTGTCTCTGATGCTGAAA TACGE TG CT GG CARGATACTGE TGACCARATTETTARGEAC
TTTGTTACCTATGCCACARCTGTGTT TARGCGTTATGETAATGAAGTCAAGRCGTGETTT
ACTT TCAA TCARCCACCEETT T C T T TCACAR A AT A TEETCTGCCATACARTO TGRS
TATCCAGARAGG TATTAACAGC A TCCG TG TAT TTCGTTGCACCTACAATGTTCTGARA
GCTCATGOTCATGC TG TTAARGTGTATCGOGATC TAGTTGCCTCCGEGACCATTGOGG LA
GETGARA TGO TTITARA T CATGA TAAC TACCCAR TCCCGECCCE TECAGLEAACEIC
GATGACGAGGEAR TC A ARG T A GAGGL TT TTCGCAT TCEEAT TTTTGCGLARCCG
GTTTATGGTARTGGCGATTATCCAGATGTTGT TAAAGRAMC TGTTGGAGATATGCTGLCGE
G T G T AR GA TARRGEATAC AT TAL R G TAGCGGAGATAT TTTTECGA T THAD
GEETATCGE T ACCCATAT T T CA TG GG T TGAAC GEEATCCCGARTTCTATTCGTARC
CAARGTGACCCGAATTEECCAGTG TG TGARAGARG GG TCAGATCCTTTTGETCATGTTTAS
CCATCCEEGTTTGCTATTGETCAATCAGCCGATCCACTETCTTCATEETTAGTCARCT AR
GeCCCGT T TATC G GA T AR C TGARAG T T TC TGACACAALCCTACCC TGCTARAGEETGET
ETTTATTTCTCGGARTTTGGTTGEEE TGARGACGCCGAATATGATCGTCAACTGLTGTAT
CAARTTACCTGGEATGETC TGO G TAC GCARTACC TGACGGACTATCTGAGCCAGC TG TE
TTEECTETGCACA AR A CGEEATTAR T TR GRGEC GO GCTEGACGTEEACTTTTGTCGAT
LATTGGGAGTGEGET TTAGGGATGCARCAGARRTTCGGATTTCAGTTTGTTAATCAATCA
GATCCCGATCTGACRCGCACGTT TARAC TGAGCGCTCAC GO TTACGCCCAATTTGEELGT
AATCATCTGTAR

SEQIDNO.10
FP#4 aMF-rBHT

MRFPSIFTAVLEAASSALAAPVHNITIEDETAQIPAEAVIGY SDLEGDE DVAVLPESHS TH
NGLLFINTTIASIARREEGVSLEKREAER MMLHAALLVALFCVVLARPAGAVIYPGAIFL
SLTSHNYETPSPTAIPLEPTPTATGTAELDALKHLVEAQYPVOTAAVT TLVTVPDDYEFEA
DPPSYALAGYETSELAGCLEFPEGFERGVAGAA IOVEGAARAERGRGPS THDYLCHHY ASTO
CHNYDPDITTHHY YLYFLOFARLOQHLGINTYSES ISWTRIYPLGAGY VHEAGLAHY DAV I
HeAKEYGLEPYVGTVEHWDTPLS LMLEYGAWOD TGO IVEDFVT YATTVEERYGHEVETWE
TFREPRVE CSONSGLEYNLTY PEGINSTSAVFRC TYNVLEAHGHAVEVYRDLVASGTIAR

GEIGFESODDNYPIPARPGHADDEESAKRHEAFRIGIFAQFVYGHGDYPOVVEETVEDMLE
ALTDEDKGY IKGSGDIFAIDGYRTDISHARLNGIANC IRNOSDFHHPVCEEGSDRF ARVY
PeGEAIGOEADP LG SWLVHGSARPF IRDOLEFLTOTYPARGG I YFSEFGWAEDAEYDRQLLY
CITWOGLRTQYLTODYLSQLLLAVHEDG INLEGAL TWSEVDITWEWG LGMOQEF GF OF VOS5
DEDLTRTEELSAHAYAQEGRIHL

SEQ D NO. 11
FP#5 aMF-rBHT{A1-22 -6XHIS (Xhol-Motl)
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ATGACATTTCC TTCAAT T TTTACTGCAGT ITTATTCGIAGCATCCTCCGCATTAGCITGCT
R GTCRAC A TR AR CAGRAGATGRAACGGCACARRTTCCGEOTERAGCTGTCATOGET
TAC TCAGATT T AGARGEEGATT TCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACARART
AACGGGTTATTGTTTATARA TRCTRCTAT TGCCAGCATTGCTGC TARAGRRGRRGGGETA
T TCTCGAGARAAGRGAGGCTGRAGET GITACTTATCCGGEGAGCCATTCCTCTGTCCCTG
ACGAGCARATTACGARAC COCARGTCCGACAGCAATCCOGC TEEASCCARCACCGATIGELT
ACCGGTACAGCAGAR TTAGATGCGCTGTHEAACT TAGTCGAAGC TCAG TACCCAGTTCAA
BTG TECACGTGACRACTT TG T GACAGTECCCGATGATTATAASTT TGAGECAGATCCA
GG TTA TGO AT TAGC A GG TATGAAACAAGCGAGATTGCCEGACTGAAGT TTCCARRG
GEETTTARGTTTIGETET TG CGEEGGCAGCCATTCARGTTGARGGTGCAGCARRBGCCGAR
GEECGEEECCCAACTACC TR TTATC TG TG TCATCACTATCCCAGC AC GO AGTGTARC
AATTATGATCCCGATAT TACA R CARCCAT TACTACC TETACCCATTEGEACTTTGIGCGC
TG AACACCTAGECAT TARC A TTACTCGTT T ICAR T TICATGGACGCGTATTTATCCA
TTGEECECAGGC TATGTTAATGAAGCAGEE TTAGCCCACTATGATGCCGTARTCCATAGT
oA RGERCTRTEETCTGGARCCAGTGGGCACCETTTTTCACTGEGRTACGCCACTETET
TR TG TGARATACGE TG TG AAGATAC TGETGACCARATTGT TRAGGACTTTGTT
A TATGC CACAAC TG TG T TTARGCGTTATGGTAATGAAGTCALGACGTEETTTAZTTTC
AT EAA A GEE T T T I C TG T T ACARA A TAG T GG IC TGO CATACARTCTGACGTATCCA
GAAGGTAT TARCAGCRC LT O G TGTATTTCGTTGEACC TACARTGT TCTGRARGCTCAT
GET AT T T TAAR G T G TATCGGGATCTAGT TGO L TOCGEGACCAT TGCGECAGETGAA
ATCGGCTTTARATCCGATGATARCTACCCAATCCCGECOC LG TCCAGGGARCGCCGATGAC
GAGGAATCAGCC ARG G TCACGAGEC TTTICGCATTGEEAT TTTTGOGCAACCEETTTAT
G TA AT CA T TATCCAGA TG T TG T TARRGAR A CTETTGEAGATATGETEECGEECE TG
MW GEATGAAGRTAARGGATACAT TARAGGTAGCGEAGATATTTTTGCGATTGACGEGETAT
L TR CEGATAT I TOCCA TGO GG T TGARDGGGATCGOGAATTGTAT TCGCARCCAARGT
GACCCEAATTGECCAGTGTETORAGRAGGETCAGATCCTITTGCTCATSTTTACCCATID
GEGTTTGC TATTGGT AR TCAGCCGATCCACTGTCTTCATGGTTAGTCAACTCAGCCCLG
TITTRTCCGCGRTCARCTGAAGT T TCTGACRACARACCTACCC TGCTARGGETGGTATTITAT
I G EAAT T TG T TG e TG AAGAC GO CGAL TATGATC G TCAACTGCTGTATCARATT
AT GGEA TG TC TGO G TAC G AATACCTGACGGAC TATC TGAGCCAGC TGO TGTTGEET
Gl AR AR CEGA T TAR T T G GACCO GG TR TEGAGTTT TETCSATARTTGCE
GAGTGGGETTTAGEGATGCARCAGARATTCGGATTTCAGTTTGTTARTCAATCAGATCCT
GATCTGRCACGCACGTTTARACTGAGCGCTCACGCTTACGCCCRAATT TEEEEGTARTCAT
CTGCACCACCACCACCACCACTAA

SEQIDNO. 12
FP#5 aMF-IBHT{A1-22} - 6XHIS

MRFPSIF TAVLEARSSALARPVHITIEDE TAQIPAEAV IGYSDLEGDE DVAVLEFSHSTH
NGLLFINTTIASIAREEESVSLERREAER VIYPGAIPLSLTSNYETFSEFTRAIFLEFTFTA
IGTAEL DA LWL VEACY PV TARVTTLVIVPDDYEFEADPP SYALAGYETSE IAGLEFPE
GFEE GVAGARATOVEGAAKAEGRGPSTHD Y LCHHYASTQCHNYDPDITTHHY Y LYFLOE AR
LoHLGINTYSESISWIRIYPLGAGYVNEAGLAHY DAVIHSAKKYGLEPVETVEHWDTELS
LMLEYGAHOD TGO IVEDEV T Y ATTVEERYGHEVETHETFHEPRVEC SQHNSGLEYNLTYE
EGINSTSAVEFRCTYNVLEAHGHAVEVYRDLVASGTIAAGE IGFESDONYPIPARPGHADD
EESAKRHEAFRIGIFAQPVYGHGDYPDVVEETVGOMLEALTDEDEGY IRGSGDIFATOGY
RTDISHAALMGIANCIRHNQSDRNWPVCEEGSDRFAHVYFSGFAIGQSADPLSSWLVHS AP
FIRDOLEE LTI Y PR GG I F SEFGWAEDAEYDROLLYQI TWDGLETOYLTDYLSQLLLA
VHEDGINLRGALTWSEVDNWERS LEGMOOEFGE OF VHOSDPDLTRTFELSAHAYAQF GRNH

LHHHHHH

SEQIDNO.13
FP#6 aMF-rBHT{A1-22) (Xhol-MNotl)
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ATGRGATTTCC TTCAATTTTTRACTGCAGTTTTAT TCGCAGEATCCTCCGCATTRAGCTECT
CoAGTCARC R TAC AACAGAAGAT GARACGGCACAARTTC OGO TGARGC TG TOATCGET
TACTCAGAT TTAGARGGGGATTTCGATGTTIGCTGTITTGCCATTTTCCARCAGCRCARAT
ARG TTATTETTTATARA TRCTACTAT TGO CAGCAT TGO TR TARARCSARGLREGEETA
TCTCTCGAGRL RRGAGRGGCTGARGCT GITACTTATCCGGEAGCCATTCCTCTGTCCCTS
ACGRGCR TTACGARRCCCCARGTCCGACAGCAR TCCCGLTERAGTCARCACCGRACGGECT
ACCCETAC RGO ACARTTACATCCGC T TEEANCT TAGTCGARGCTCASTACCCAGTTCAR
ACTGOTGEAGTEGACAACTT TGETGACAGTGLC CEATGAT TATAAGTT TEAGCAGATICA
CCGRGTTATGCATTAGCAGGGTATGARRCEAGCGRAGRATTGCCGGACTGAAGTTTCCARRG
GEGTITAAGT TTGETGT TGCGEEEECAGLCAT T AAGTTGAAGGTGCAGT ARAR GLCGEAR
GGG EE G AR T A C TG AT TATC TG TG TCATCAC TATGCCAGC ACGCAGTETARS
AR TTATGATCCCGATAT TACRRCCARCCATTACTACC TETACCCATTGEACTTTGDGTGEE
CTGECARCACC TAGGCAT TARCACTTACTCGTTTTCARTT TCATGGACGCGTATTTATICR
TTGE GG GG TAT G T TAL TRAAGC AGGGTTAGCCCAC TATGATGCCGTARTCCATAGT
GCCRRCARGTRATECTCTGGALCCAGTGGECACCETTTTTCACTGEGATACGCCACTETCT
CTGA TGO TGAM TACGE TGO TEECAAGATAC TCETGACCARATTGT TARGGALTTTGTT
A TAT GO TG TG TTTARGE G TTATGGTAATGALGTCRAAGACGTGGTTTACTTTC
AR TGAACCACGEE T T T TC TG T TCACARRATAGTGGTC TGCCATACARTC TGACGTATCCA
GGG TAT TR A Ge AT G TG TATT TG T TG ACC TACAATGTTCTGARRGOTOAT
CET AT G T T AR T TATC AT TACTTE O T GG CACCAT TGO CECAGGTGAR
ATCGGCTTTARRTCCGATGATARCTACCCRAATCC CGGICCGTUCAGGGARCGUCGATGRT
GAGGAATCAGC AAGCGTCACGAGGCTTTTCGCATTGGGAT TT TTGOGCAACCGETTTAT
GETAATGGCGATTATCCAGATETTGTTARRCGRAR CTETTGGAGATATCGCTECCEGECCCTTE
ACGEAT AR GE TR A TR ATTAR R TAGCECAGATATTTTTGC AT TEACGGETAT
CETARCCGATATT T A TG T TGAR GG A T GCGALTTGTATTOGU AR CARRGT
A AL TTEECCAG TG TG TEAAGARGEETCAGATCCTTTTGCTCATGTTTACCCATCC
GEETTTGCTATTGGTCAATCAGCCGATCCACTGTCTTCATGET TAGTCARC TCRGCCCCE
TT IR TG AT A TGARG T I T TGAC R R R Co TAC O TECTARGGGTGGTATTTAT
TTCTCEGARTTTEET TEGGC TEAAGACGCCCRATATCGATCGTCAACTOCTETATCARRTT
ACCTGGGEATGETCTGCG TACGCAATACC TEACGEACTATC TGAGCCAGC TEC TG TTGECT
GTGCACANN G GEEAT TAR T TG GAGEU UG TGACGTGEAGTITIGTOGATARTTGE
GAGTGEGGTTTAGGEAT G A CA AR R TTOGGAT TTCAGTTTGTTAATCALTCAGATCCC
GARTCTEACACGCRCGTTTARAC TGAGCGU TCACGCTTACGICCARTTTGHECGTRATCAT
CTGTAAR

SEQIDNO. 14
FP#56 aMF-rBHT(A1-22)

MRFPSIF TAVLEFARSEALARPVHTTTEDETAQIPAEAV IGYSDLEGDF DVAVLEF SHETH
HGLLEIMTTIASIAAKEEGVSLEEREAER VTYPGAIPLELTENYETPEPTAIELEFTPTA
TETRELDALWHLYVEAROYPVOTARVTTLVIVEDDYEFEADPPSYALAGYETSE IRGLEFPE
GEFRFGVAGAR TOVEGARKAREGRGPSTHWDYLCHHY ASTOCIIYDPDITTINHYYLYPLOFAR
LOHLGINTYSESISWTRIYPLGAGYVHEAGLAHY DAVIHSAKRYGLEPVGTVFHWDTPLS
LMLEYGAWGDTGDOIVEDF VT YATTVFERYGHEVETHE TFNEPRVFCSONSGLEPYHLT YR
EGINSTSAVEFRCTYNVLEAHGHAVEVIRDLVASGT IRAGETGFESDDNYP TEARPGHADD
EECRFEHEAFRIGIFAOPVYGHGDYPDVVEETVGDMLPALTDEDEGY IKGOGDIFAIDGY
RTDISHAARLNGIANCTRNQSDEHNWPVCEEGSDEPF AHVYPSGFAIGOSADPLSSWLVNERP
FIRDQLEF LTOTYPARGSIYFSEFGHAEDREYDROLLYO T TWDGLETOYLTDYLEQLLLA
VHEDGINLEGALTHWSEVDNWEWGLGHOOKE GEF QF VIO SDPDLTETFELSAHA YR QFGEITH
L

Seq. 1D No. 15
FP#T7 IBHT-6XHIS (BamHI-Motl)-
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ATGATGCTECATGUTGCAC TGO TAGTAGCGUTGCCATGTETTGTTT TGO GUECCCGEELT
GEAGC G TTACTTAT OO GGGAGC CAT T CTC TG T C TEAC GAGC AR TTACGRARACCCCL
AT GACACCARTCCCGC TEEAGCCARCACCGACGECTACCGETACRGCAGRRTTAGAT
GG TG TEEAACT TAGTCGARGE TCAGTACCCAG T TCAAAC TG TEEAGTGACAACTT TG
CTEA A CTECCCGATGATTAT AR CTT TEAGECAGATCCACCGAGTTATGCATTAGCAGES
TATGAAACARGCGAGAT IO EEACTGAAGT T TCCARAGGGETTTARGT T TGETET TG
GEEECAGLCATTCARGTTGARGE TGUAGCAAAAGCCGARGEECGEEECCCARGTACC TGS
GATTATCTETGTCAT A TAT G CAG A GCAG TG TARCAR TTATGATCCCGATATTACE
ACCARCCATTACTACCTGTACCCATTGGRACTT TGIGCGEC TGCARCARCCTAGECATTART
AT A TG T I T T AR T T T AT GAC GO GTATTTATCCATTGGECGOAGGCTATGTTAART
B A AT TAGO A TA T A T S TAL TCCATAC T CARGA R S TATGETCTGEAR
CCAGTGEECACCGTTITICAC TGGGATACGLCACTGTCTCTGATGC TGARATACGETEOD
ITGEC ARG TAC TG TGACCAN L TTGT TARGEACT T TG I TACCTATGECACAR I TGTGTTT
AAGCGT TATGGTAATGAAGTCAAGACGTGETTTACTTTCAATGARCCACGGETTTTCTGT
TCACARARTAGTGGTCTGCCATACAR TCTEGACGTATC CAGARGGTAT TAACAGCACCTLC
GeTGTAT T TCGT TG A TAC AR T T T TEARAG T TCATCE TCATGC TG T TARAGTGTAT
CEGEATCTACTTGOC TCCGEEAC CATTECGECAGETEARATCGLGC TTTARATCCGATEAT
AR TACCCRRTCC OGO T AGGGALC GUCGATGRCGAGGAATCAGCCARGCETCAC
GAGEC T TTTCGCATTCEEAT T TT TG G ARCC GG TTTATCGTARTGECGATTATCCAGRT
GTTGTTAR R GRAACTGTIGGAGATATGC TGCCGEoCCTGRACGGATGRAGATARRGGATAT
AT TR TG A GETATTTT TG GATTGACGOE TATC G TACCGATATTTCCCATGLG
GCTCTGAACGEEATCGLGARAT TG TAT TCGCAACCARAGTGRACCCGAR TTGGUCAGTGTGT
R A G AAGE T CAGAT OO TTT TG TCA TG TTTACCCATCC GGG TTTGC TATTGGT CAATCR
GrCGATCC A TETC T TCATGG T TAGTCARC TCAGTCCCETTTATCCGCGATCARCTGARG
TTTCTGACACAARCC TACCC T TAAGGETGETATT TATTTCTCGEAATT THET TGGETT
CARAGAC AR TATCATCSTCRAC TGO TETATCARATTRACCTGGEATGSTC TECGTALCG
CAATACCTGACGGAC TATC TGAGCCAGC TGCTC T IGGL TG TG ACARAGACGGGATTAAT
CTGCGAGECGCGC TEACGTGEAGTITIGTCGATARTTGEGAGTGEEET TTAGGGEATGC AN
AR TTCECATTTCACT T T T TAA T C AL TCAGATCCCGATC TGACACGCACGETTTARR
CTGAGCGCTCACGU TTACGO O TTTGEGOGTARTCATC TGO ACCACCACCRCCACC AT
TAR

SEQ ID NO. 16
FP#T IBHT-6XHIS

MHMLHEAAL LV ALPCVY LARPAGAV T YPGRAIPLEL TSN YETESPTAIPLEPTPTATGTAELD
ALWHNLVEARQYPVOTAERY TTLY VP DD YEFELADPPSY A LAGYETSEIAGLEFPHGEFEFGVA
GAATOVEGARKARGRGEPSTHO Y LCHHYASTOUNNYDPDI TTHHY Y LY PLOFARLOHLG IH
TYSFSISWTRIYPLGAGYVNEAGLAHY DAV IHSAKEYCLEPVGTVFHWDTPLSLMLEYGA
WODTGDOIVEDFVTY AT TVEFERY GHEVE THF TFHEPRVEFCSQNSGLEYHLTYFPEGINS TS
AVFRCTYNVLEAHGHAVEVYRDLVASGT IARGE IGFESDDNYPIPARPGHADDERESAK REH
ELFRIGIFAOPVYGHGDY PNV EETYVGOMLEPA L TDEDEGY INGEGDIFATIDGYRETDISHA
ALNGIANC IRNQSDENWEYVCEEGSDPFARVYPSGFA I GOSADPLISWLYNSAFE IRDOLE
FLTOTYPAKGGIYFSEFGHWAEDREYDRQLLYQITWDGLRTOYLTDY LEQLLLAVHEDG TH
LEGALTWS FVDNWEWGLGHOORE GFOFVIQSDPDLTRTFELSAHAYAQFGRNHLERHHHA

SEQ ID NO. 1T
FP#8 IBHT(A1-22)-6XHIS (BamHI-Notl)

ATGETTACT TAT CoGGEAGCCATTCCTC TG TCCCTGAC GAGC AR TTACGAARC CCCARGT
CCGRCAGCRRTCCCECTEERG O RACACCGACCEC TROCGETACRCGCRAGARTTRGATECS
CTETGGAACTTAGTCGAAGC TR GTACCCAGTTCAARCTGETGUAGT GACARCTTTGE TG
ACAG TGO CCGATGATTATAAGTT TGAGGCAGRTCCACCGAGTTATGCATTAGCAGGGTAT
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GAAR ARG CGAGA T TG A TCAA G TTTCC AR A GG EETTTRAGTTTGETCTTGCGEEE
GrAGCCATTCARGTTGRAGGTGCAGC ARG CGAAGEEOGEEECCCARGTACC TGEGEAT
TATCTGTGTCATCACTAT GO CAGCACGCAGTGTARCARTTATGATCCCGATATTACARTC
AR CATTACTACC TG TACCCATTGEACTTTGC OO GO C TECARCACCTAGGCATTAACACT
TARCTCETTTICRATTTCATGGACGCGTATTTATCCAT TEEGUGCAGECTATET TAATEAR
GCAGEETTAGCCCACTAT A TG CGTAATCCATAGTGCCARGAAGTATGETCTGEARTDCA
GTGGGCRCCGTITTTCACTGGGA TR GO CAC TG TCTC TGA TGO TGARAATRACGLGTGCCTGE
CAAGRTARCTGGTGACCAAATTGT TAAGEACTTTGTTACCTATGCCACARCTGTGTTTARG
T TATEE TAA TG G T ARG T e TTTAC T T T AR TR RO CACGEETTTTC TETTCA
AR TG TGETC TG CATAC AR T TGAC G TATCCAGAR GG TATTAACRGCACCTCCGCT
GTATTITCGT I GCACCTACAATGTTCTGAAARGC TCATGETCATGCTGT TARAGTGTATCGE
GATCTAGT TGO T CC GG GACCAT T GGG A TGAAL TO GG TTTAAATCCEATEATARC
TACCCAARTCCOGGCCCETCCAGGERACGCCGATGACGAGEARTCAGCCARGCGTCACGAG
CCTTTIT G CATTGEGATTTTTOC G AACCGETTTATGETAATCECCATTATCCAGATETT
GITRAAGARAACTGT T EEAGATAT G TGO CGELCCTERCGEATGARGATARAGGATACATT
AAAGETAGCGEAGATATTTTTGCGATTCGAC GGG TATCGTACCGATATTICCCATECGETT
CTGAACGEGATCGCGAR TTGTAT TG AR O L A TEACCCGAATTGGOCAGTG TGTGAR
GAAGEETCAGAT CCTTI TG TCATGT T TACCCATCOGEETTTGCTATTGETCAR TOAGTC
AT AT T T T AT S T TAG T A A S TCACCCC G T TTATCC A TCARC TGAAGTTT
CTGACARCARA T A TG TAAGGGTGETATTTATT TCTCGGARTTTGETTGEGC TGAR
GRCGCCGARTATGATCETCARC TGO TGTATCARATTACCTGEGATGETC TGO GTAC GE AR
TACCTEACGEACTATC TEAGC CAGCTGC TG TTGEC TG TECACARRGACCGEEATTAATCTC
CEAGGCECGCTEACGTEEAGT TTTGTCGATAL TTGGEAGTGEEET TTAGGGATGLARCAG
ARATTCGEA T T T A T T T T TAA TCAATCACGATCCCGATC TGACRCCGCACGTTTAARTTE
AGCGCTCACGC T TACGCCCAL TTTGG GG TAATCATCTGCACCACCACORCCACCACTAR

SEQ IDNO.18
FP#38 rBHT(A1-22)-6XHIS

MV TYPEATPLSLTEHNYETESETAIPLEFTETATC TAELDA LWHLVEAQYEVOTARVTTLYV
TVPDDYEFEADPP S AL AGYETSEIAGLEF PR GFEFGVAGE L TOVEGARKAEGRGESTWD
TLCHHYASTQUHNYDPDITTHHY Y LY PLOFARLOHLGINT T SES I SWIRI TP LGAGTYVHE
AGLAHYDAVIHSAREYGLEPVGTVFHWDTPLS LMLEYGARQDTGDOIVEDEVTYATIVEE
RIGHEVETWF TFHEFPEVEC SN GLPYHLTYPEGIHNS TEAVEFECTYNVLEAHGHAVEVYTRE
DLVASETIAAGEI GFESDDHYPIFPAREFGHADDEESAREHEAFEIGIF AQPVYGNGDYP DV
VEETVEDMLEALTOEDEGY TRGECGDIFATDEYRTDISHAALNGIANC TRNQS DENWEVCE
EGSDEFRNVIPSGRAIGUSADPLSSHLVHSAPE IRDOLEF LTOQTYPARGEIYFSEFGHAE
DAEYDRQLLYQITWDCLETOY LTD¥LSQLLLAVHEDG INLRGALTHS FVONWEWNGLGMOD
EFGEOFVHOSDEDLTRIFELSAHAYAQF GENHLHHHHEH

SEQIDNO.19
FP#9 aMF-rBHT{A1-1101-6XHIS (EcoRI-Notl)

ATCARCATTTCCTTCAATTTTTAC TECAGCTTTTATTCGCAGCATCC TCCGCATTAGCTGLT
AT AR A TAC AR A GA L GATGRAAAC GG M AR A TTCCGGCTGRARGCTETCATCGET
TACTCRGR T T TAGARGGGGATTTCGATGTTGL TGTTTTGCCAT TT TCCRACAGCACARAT
A GEETTATTGTTTATARAT A TAC TATTGCCAGCATTGO TEC T AR GAMGARGGGE TR
TCTCTCEAGRAA A CRGAGGCTEARGC TTACETRAGARTTC ATETTTCCARRGEEETTTARG
TITCSTETTGCGGGEEC ARG CATTCARAGTTGARGETGCAGC AR LA GUCCRARGGGRCEERET
AR GTAC TG AT TATC TG TG TCATC A TA TGO CAGC ACGCAG TG TARCAATTATGAT
CCCGATAT TACAACCAACCATTACTRACCTGTACCCATTGGACTTT GLGLECCTGORACAT
CTAGGCAT TARCAC T TAC TG T T T TCAAT T T A TGGACGCGTATT TATCCATTGEECGEA
GGECTATET TART ARG AGGETTAGC CCAC TATGATGCCGTRATC CATACTECCARGRAG
TATGETCTEERACCACTGEECACCET TTTTCACTGGGATACGCCACTETCTCTGATGC TG
BAATRACGETGCCTGEOARGATACTGETEACCARATTGTTARGGACTTTGTTACC TATGCC
ACAR TG T T TAAGC G T TAT GG TAR TEARGCTCARGACGTGETTTACTITCRAATGAACCA
G TT T T TG T T A AR A TS TS T T C R TACAATC TEACE TATCCASARGETATT
AR ARG TCCG TETAT T TG T TG A C TR CARTGTTCTGARAGU TCATGGETCATGLT
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GTTAAMCTGTATCGECATC TAGT TG CTCCCGGACCATTEC GECAGETCARATCGECTTT
A TCCGATGATARC TACCCA R TCCCGECCCGTCCAGGEARCGOCGATGRACGAGGALTCR
Ge ARG TCACGAG G TTTTOGCATTGEGAT TT TTGCGEARCCGETTTATGGTAATGEGEE
GATTARTCCAGATGTTGT TAR R GARRC T TTGEAGATATECTGCCGGCCCTGACGEATEAR
GATARARGGATACATTARARGGETAGC GEACGATATTTTTGCCGAT TGACGEETATCGTACCGAT
ATTTCCCATGCGEC T TR GG GATCGLGALTTGTATTCGCAACCARRGTGRACCCGRAT
TG CAGTG TG TGAAGRAGGG TCAGATCCTTTTGCTCATGTTTACCCATCCGGETTTGCT
ATTGGETCARTCRGE A TC AL TGTCTTEATGG T TAGTCARC TCAGLCCCGTTTATCCGE
AT CRAC T GAAG T T T T GAC A A R RO T A e TG TARCGE TEETATTTATTTC TCGEAL
TTITGET IGGGEC TGAA A GO GARTATCATCETCAAC TECTGTATCARATTACC TEEEAT
GETCTGCGTACGCAATACCTGACGGACTATCTGAGCCAGCTGCTGTTGGCTGTGCACAAR
GACGGGATTAATC TGO GAGGC GG TGACG TEGAGTTTTETCGATAA TTEGGAG TGGEET
TTAGGGATGCARCAGARATTCGGATTITCAGTTTGTTARTCARTCAGATCCCGATOTGRCR
CGCACGTTTAARC TEAGC G T CAC G TTACGC CC AR T T TGO GTAATCATCTGLACCAL
CACCACCRCCACTAS

SEQIDNO.20
FP#9 aMF-rBHT{A1-110}-6XHIS

MEFPSIFTAVLEAAS SALAAFYVHITTEDETAQIPAEAVIGY SDLEGDFDVAVLPESHSTH

WELLFINTTIASIAREEEGVILEERERAERYVEEF MFPEGFEFGVAGLATOVEGRAFAEGHG
PETHDYLCHHYASTOCHHYDPD I TTHH Y Y LY P LOFARLOHLGINTYSESISHTRIYPLGA

GYVHEAGLAHYDAVIRSAKEY GLEFVGTVEFHRDT PLSLMLEYGAWQD TGDOIVEDEVT YA

TTVFERYGHEVETWE TFHEPRVECSONSGLEY L TYPEGINSTSAVE RCTYNVLEAHGHA

VEVYRDLVASGT IARGEIGFRESDDHYF IFARPGHADDEESAKEHEAF RIGIFAQPVIGHG

DY POWVVEETVGDMLEPALTDEDEGY IEGEGDIFAT DGYRTRI SHAALNG IANC IRNOEDEPH

WPVCEEGSDFEAHVY PEGRAI GOSADPLASWLVHNSAPFIRDOLEFLTOTYFAEGGIYFSE

FEWAEDAEY DROLLYSITHWDGLETOY LTDY LSQL LLAVHRDG INLEGALTWSEVDHWEKWSG

LGMOOKFCFQEVHOSDFDLTRTFELSAHAY AQEGRIHLHHHEHH

Listado de secuencias

=110= Universidad Estatal de Carolina del Norte
=120= Beta-Hexosil-Transferasas y usos de |as mismas
<130= NS120089W0O

=150= 61/734,742

=151= 2012-12-07

=160= 27

<170>= version 3.5 de la Patente

=210= 1

=211= 1782

=212= ADN

=213= Arificial

=2 0=

=223= Sintético

=400= 1
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atgatgeotge
ggagoggtta
agtoogacag
gogetgtgga
gtgacagtgc
tatgaaacaa
ggggcagaoca
gattatectgt
accaaccatt
acttactegt
gaagcagggt
cocagtgggoa
tggcoaagata
aagogttatg
toacaaaata
gctgtattte
agggatctag
aactacccaa
gaggetttto
gttgttaaag
attaaaggta
gototgaaog
gaagaagggt
gocgatccac
tttctgacac
gJaagacgoog
caatacotga
ctgogaggog
cagaaattog

ctgagogeto
=210= 2

atgctgoact
cttatcoggg
caatacegot
acttagtega
ccgatgatta
gocgagattge
ttcaagttga
gtcatcacta
actacctgta
tttcaattte
tagcccacta
cogtttttea
ctggtgacca
gtaatgaagt
gtagtotges
gttgcacecta
ttgocteoegg
tococoggocog
goattgggat
aaactgttgg
goggagatat

ggatogegaa

cagatcettt
tgtctteatg
aaacctacoo
aatatgatog
cggactatet
cgctgacgtyg
gattbtocagtt

acgocttacge

ES 2742 382 T3

gotagtageg
agoccattoct
ggagecaaca
agctcagtac
taagtttgag
cggactgaag
aggtgcagea
tgocagoacg
cocecattggac
atggacgcgt
tgatgecgta
ctgggatacy
aattgttaag
caagacgtgg
atacaatotg
caatgttetg
gaccattgog
tccocagggaac
ttttgogoaa
agatatgotg
ttttgogatt
ttgtattoge
tgctcatgtt
gttagtcaac
tgoctaagggt
tocaactgotyg
gagecagotg
gagttttgte
tgttaatcaa

ccaatttggg

ctgoecatgtyg
ctgtcocctga
cogacggota
ccagttcaaa
gcagatccac
tttccaaagg
aaagcococgaag
cagtgtaaca
tttgogogee
atttatoccat
atccatagtg
coactgtote
gacttitgtta
tttactttca
asgtatccag
aaagctecatg
goaggtgaaa
googatgacg
coggtttatg
caggecctga
gacgggtate
aagcaaagtg
tacceatecg
tcagecccogt
ggtatttatt
tatcaaatta
ctgttggetyg
gataattggg
toagatoocog

cgtaatcate

39

ttgttttgge
cgagoaatta
coeggtacage
ctgotgoagt
cgagttatge
ggtttaagtt
ggoggggood
attatgatce
tgcaacacct
tgggcgcagg
ccaagaagta
tgatgotgaa
cctatgocac
atgaaccacg
aaggtattaa
gteatgetgt
teggotttaa
aggaatcagce
gtaatggoga
cggatgaaga
gtaccgatat
accogaattyg
ggtttgotat
ttatccocgega
tctoggaatt
cctgggatgg
tgcacaaaga
agtggggttt
atctgacacg

tg

gogoooggoc
cgaaacooca
agaattagat
gacaactttg
attagcaggy
tggtgttgeg
aagtacctgg
ocgatattaca
aggcattaac
ctatgttaat
tggteotggaa
atacggtgoo
aactgtgttt
ggttttotgt
cageacatec
taaagtgtat
atoccgatgat
caagcgtoac
ttatccagat
taaaggatac
ttocccatgeg
gocagtgtgt
tggtcaatea
tcaactgaag
tggttgggot
totgogtacy
agggattaat
agggatgoaa

caocgtttaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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=211= 594

=212= PRT
=213= Artificial

=220=

=223> Sintético

=400= 2

Mat Met Leu His

1

Ala Arg

Leu Thre

Pro Thr

50

Leu Val

65

Val Thr

Ala Leu

Lys Gly

Fro

Ser

35

Fro

Glu

Val

Ala

Phe
115

hla

Asn

Thr

Ala

Pro

Gly

100

Lysz

Ala

Gly

Tyr

Ala

Gln

Asp

85

Tyr

Phe

Ala

AKla

Glu

Thr

Tyr

70

hsp

Glu

Gly

Lau

Val

The

Gly

55

Fro

Tyr

Thr

Val

Lau

Thr

Fro

40

Thr

Val

Lys

Ser

Ala
120
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Val

Tyr

25

Ser

Ala

Gla

Phe

Glu

105

Gly

Ala

10

Pro

Pro

Glu

The

Glu

90

Ile

Ala

Leu

Gly

Thr

Lau

Ala

75

Ala

Ala

Ala

40

Fro

Rla

Ala

hsp

60

Ala

Asp

Gly

Ile

Cys

Ile

Ile

45

Ala

Val

Pro

Leu

Gln
125

Val

Fro

Fro

Lau

The

Bro

Lys

110

val

Val
15

Leu

Lau

Trp

The

Ser

95

Phe

Glu

Leu

Ser

Glu

Asn

Lau

a0

Tyr

Pro

Gly
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Ala

His
145

Fro

Ala

val
225

Trp

Thr

Fhe

Agn

Cys

305

Arg

Lys

Asp

Ala

Ala

1320

Hisg

Asn

Gly

Leu

val

210

Fhe

Gln

Thr

hsn

Leu

290

Thr

Azp

Ser

Glu

Gln
370

Lys

Thl'l‘

His

Ile

Gly

195

Ile

His

Asp

val

Glu

275

Thr

YL

Leu

Glu
355

Fro

Ala

Ala

Tyr

Asn

180

Ala

His

Trp

Thz

Phe

260

Pro

Tyr

Asn

Val

Asp

340

Ser

Val

Glu

Sar

Tyr

165

Thr

Gly

Ser

BAap

Gly

245

Lya

Arg

Pro

Val

Ala

325

Aan

Ala

Tyr

Gly

Thr

150

Leau

Tyr

Tyr

Ala

Thr

230

Asp

Arg

Val

Glu

Lau

310

Sar

Tyr

Lys

Gly

Arg

135

Gln

Tyr

Ser

val

Lys

215

Fro

Gln

Tyr

Pha

Gly

295

Lys

Gly

Fro

Arg

Asn
375

ES 2742 382 T3

Gly

Cys

Fro

Phe

Asn

200

Lys

Ila

Gly

Cys

280

Ile

Rla

Thr

Ile

His

360

Gly

Fro

Asn

Lau

Ser

185

Glu

Tyr

Ser

Val

Ban

265

Barc

Azn

His

Ile

Pro

345

Glu

hsp

Sar

Agn

Asp

170

Ile

Ala

Gly

Leau

Lys

250

Glu

Gln

Ser

Gly

Ala

330

Ala

Ala

Tyr

Thr

'l'yr

155

Fha

Ser

Gly

Leu

Met

235

Asp

val

hsn

Thr

His

315

Ala

Arg

Fhe

Fro

41

Trp

140

Asp

Ala

Trp

Leau

Glu

220

Lau

Phea

Lyas

Ser

Ser

300

Ala

Gly

Fro

Arg

Asp
380

hsp

Pro

Arg

Thr

Ala

205

Fro

Lys

Val

Thr

Gly

285

Ala

Val

Glu

Gly

Ile

365

Val

Tyr

Asp

Leu

Arg

130

His

Val

Tyr

Thz

Trp

270

Val

Lys

Ile

Asn

350

Gly

Val

Ile

Gln

175

Ile

Tyr

Gly

Gly

Tyr

255

Phe

Fra

Phe

Val

Gly

335

Ala

Ile

Lys

Cys

Thr

160

His

Tyx

Asp

Thr

Ala

240

Ala

Thr

Tyx

Arg

Tyr

220

Phe

FPhe

Glu
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Thz

385

Ile

Ile

Ser

His

Ser

465

Phe

Phe

Ile

Gln

Leu

545

Gln

Arg

His

Val

Lys

Ber

Asp

Val

450

Ser

Leu

Gly

The

Lau

530

Thr

Lys

The

Leu

<210= 3
=211= 2088
=212= ADN
<213= Artificial
=3 =

=223= Sintético

Gly

Gly

His

Bro

435

Tyr

Trp

Thr

Trp

Trp

515

Leu

Trp

FPhe

Phe

Asp

Ser

Ala

420

hsn

Fro

Leu

Eln

Ala

500

Asp

Lau

Ser

Gly

Lys
580

Gly
405

Ala

Trp

Ser

val

Thr

485

Glu

Gly

Ala

Phe

Fhe

565

Leu

Leu

390

hsp

Leu

Pro

Gly

Ban

470

Tyr

Rsp

Leu

val

Val

550

Gln

Ser

Fro

Ile

Asn

Val

Phe

455

Ser

Frao

Ala

Arg

His

535

Asp

Fhe

Ala

Rla

Phe

Gly

Cys

440

BRla

Bla

Glu

The

320

Lys

Asn

Val

His
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Leau

Ala

Ile

425

Glu

Ile

Pro

Lys

Tyr

505

Gln

Asp

Trp

han

Ala
585

Thr

Ile

410

Ala

Glu

Gly

Phe

Gly

430

Asp

Tyr

Gly

Glu

Gln

570

Tyr

Asp

3895

Asp

Aan

Gly

Gln

Ile

475

Gly

Arg

Leu

Ile

355

Ser

Ala

42

Glu

Gly

Cys

Ser

Ser

460

Arg

Ile

Gln

The

Asn

540

Gly

Asp

Gln

Asp

Tyr

Ile

Asp

445

Ala

Asp

Tyr

Leu

Asp

325

Leu

Leu

Fro

Phe

Lys

Arg

430

Bro

Asp

Eln

Fhe

Leu

510

Tyr

Arg

Gly

hsp

Gly
590

Gly

Thr

415

Asn

Fhe

Fro

Len

Ber

435

Tyr

Lau

Gly

Met

Lau

575

Arg

Tyr

400

Asp

Gln

Ala

Leu

Lys

480

Glu

Gln

Ser

Ala

Gln

360

Thr

Asn
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<400= 3
atgagatttce

ccagtoaaca
tactcagatt
aacgggttat
tectetogaga
cagatgatge
googgagogg
ccaagtocga
gatgogotgt
ttggtgacag
gggtatgaaa
FoggggIcayqg
tgggattateo
acaaccaacc
aacacttact
aatgaagcag
gaaccagtgg
goctggoaag
tttaagogtt
tgttcacaaa
tocogotgtat
tatogggate
gataactace
cacgaggott
gatgttgtta
tacattaaag
goggototga
tgtgaagaag
tocagocogato

aagtttotga

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
tgocatgetge
ttacttatoc
cagcaatcog
ggaacttagt
tgocogatga
caagocgagat
ccattocaagt
tgtgtcatca
attactaceot
cgttttoaat
ggttagccca
goacogtttt
atactggtga
atggtaatga
atagtggtet
ttegttgeoac
tagttgeocta
caatcoceggo
ttogoattgg
aagaaactgt
gtagoggaga
acgggatogeo
ggtcagatoo
cactgtotte

cacaaacota
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tactgecagtt
agatgaaacyg
tttegatgtt
tactactatt
tgaagctcac
actgeotagta
gggagccatt
gctggagoca
cgaagctoag
ttataagttt
tgocoggactg
tgaaggtgoa
ctatgocago
gtacoccattg
ttcatggacg
ctatgatgec
tcactgggat
ccaaattgtt
agtcaagacg
gecatacaat
ctacaatgtt
cgggaccatt
ceghocaggg
gatttttgeg
tggagatatg
tatttttgeg
gaattgtatt
ttttgotoat
atggttagtc

coctgotaag

ttattegeag
geacaaatte
gotgttttge
gocagoattg
caccaccaceo
gogetgecat
coctetgtece
acacogacgg
tacccagtto
gaggoagate
aagtttocaa
goaaaagoog
acgcagtgta
gactttgoge
cgtatttate
gtaatccata
acgcoccactgt
aaggactttyg
tggtttactt
ectgacgtate
ctgaaagcte
goggoaggtg
aacgocgatg
caacoggttt
ctgocoggooo
attgacgggt
cgoaaccaaa
gtttacocat
aactcagcoccoo

ggtggtattt

43

catcctecge
eggetgaage
catttteocaa
ctgcoctaaaga
accacgaaaa
gtgttgtttt
tgacgagcaa
ctaccggtac
aaactgotgeo
caccgagtta
aggggtttaa
2agggcIIIF
acaattatga
gootgoaaca
cattgggoge
gtgccaagaa
ctetgatget
ttacctatge
tcaatgaace
cagaaggtat
atggtcatge
aaateoggott
acgaggaate
atggtaatgg
tgacggatga
ategtaccga
gtgaccogaa
cogggtttge
agtttatcog

atttotogga

attagctget
tgteateggt
cagcacaaat
agaaggggta
cctgtatttt
ggocgogooog
ttacgaaacc
agcagaatta
agtgacaact
tgoattageoa
gtttggtgtt
cogaaghaco
tooccgatatt
cotaggeoatt
aggctatgtt
gtatggtctyg
gaaatacggt
cacaactgtyg
acgggtttte
taacagcace
tgttaaagtyg
taaatecegat
agocaagegt
cgattatoca
agataaagga
tatttoccocat
ttggocagtyg
tattggtoaa
cgatcaactyg

atttggttgy

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

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

1800



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

goctgaagaog
acgoaataceo
aatcotgogag
daacagaaat

aasctgagog
=210= 4
=211= 695
=212= PRT
=213= Artificial
=F M=

cogaatatga
tgacggacta
gegegotgac
teggatttea

ctoaggotta

=223= Sintético

=400= 4
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tegtcaactg
tctgagocag
gtggagtttt

gtttgttaat

cgoooaattt

ctgtatcaaa ttacctggga tggtcoctgogt

ctgotgttgy ctgtgoacaa agacgggatt

gtagataatt gggagtgggg tttagggatg

caatcagate cegatctgac acgcacgttt

gggogtaate atctgtaa

44

1860
1920
1980
2040

20849
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Ala

Ile

FPha
65

Ser

Pro

Ala

Ala

145

Asp

Leu

Fro

val

30

Ila

Leu

Cya

Ila

130

Ile

Ala

Phe

Ala

Ala

35

Ala

Asn

Glu

Tyr

Val

115

Pro

Bro

L

Fro

hla

20

Glu

val

Thr

Lys

Fhea

100

val

Lau

Trp

Ser

Pro

Ala

Thr

Gln

Lau

Sar

Glu

AEN

Ile

Val

Val

Pro

Ila

70

Glu

Mat

BAla

Lau

Pro

150

Ligu

Fhe

Asn

Ile

Phe

35

Ala

Ala

Mat

Thr
135

Thr

Val
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Thr

Thr

Gly

40

Ser

Sar

Glu

Liau

Pro

120

Ser

Pro

Glu

Ala

Thr

25

Tyr

Azn

Ila

Ala

His

105

BAla

Asn

Thr

Ala

WVal

10

Thr

Ser

Ser

Ala

His

30

Ala

Gly

Tyr

Ala

Gln

45

Leu

Glu

Asp

Thr

Ala

15

His

Ala

BAla

Glu

Thr

155

Tyr

Fhe

Asp

Lau

Asn

60

Lys

His

Val

The

140

Gly

Fro

Ala

Glu

Glu

45

Asn

Glu

His

Lau

Thr

125

Pro

Thr

Val

Ala

Thr

30

Gly

Gly

Glu

His

Val

110

Tyr

Ser

Ala

Gln

Ser

15

Ala

Asp

Leu

Gly

His

35

Ala

Pro

Pro

Glu

The

Sar

Gln

FPhe

Leu

Val

a0

Glu

Lau

Gly

The

Leu

1e0

Ala
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Ala

hsp

Gly

Ile
225

Trp

hsp

Ala

Trp

Leau

305

Glu

Fhe

Lys

Ser

385

Ser

Val

Fro

Lieu

210

Gln

Asp

Fro

Arg

Thr

290

Ala

Fro

Lyﬂ-

Val

Thr

370

Ely

Ala

Thr

Fro

195

Lys

Val

Tyr

Asp

Lan

275

Arg

His

Val

Tyr

Thr
355

Trp

Lau

Val

Thr

180

Ser

Fhe

Glu

Lau

Ila

260

Gln

Ile

Tyr

Gly

Gly

340

Tyr

Phe

Pro

Fhe

165

Pro

Gly

Cysa

245

Thr

His

Tyr

hsp

Thr

325

Ala

hla

Thr

Tye

405

Val

Rla

Lys

Ala

230

His

Thr

Leu

Fro

Ala

310

Val

TI‘p

Thr

Phe

Agn

330

Cys

Thr

Lau

Gly

215

Rla

His

Asn

Gly

Leu

285

Val

Fhe

Gln

Thr

Bsn

375

Lau

Thr

val

Ala

200

Phe

Lys

Tyr

His

Ile

280

Gly

Ila

His

asp

Val

360

Glu

Thr

Tyr
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Fro

185

Gly

Lys

Ala

Ala

Tyr

265

Asn

Ala

His

Trp

Thr

345

Fhe

Pro

Tye

Asn

170

hsp

Tyr

Phe

Glu

Ser

250

Tyr

Thr

Gly

Ser

Bhap

330

Gly

Lys

Arg

PES

Val
410

hap

Glu

Gly

Gly

235

Thr

Leu

Tyr

Tyr

Ala

315

Thr

Asp

Arg

Val

Glu

335

Leu

46

Tyr

Thr

val

220

Arg

Gln

Tyr

Ber

val
300

Lys

Frao

Gln

Tyr

Fhe

380

Gly

Lys

Lys

Ser

205

Ala

Gly

Cysa

Fro

Fhe

285

Asn

Lys

Leu

Ile

Gly

365

Cys

Ila

Ala

Phe

130

Glu

Gly

Fro

Asn

Lau

270

Ser

Elu

Tyr

Ser

val

350

hsn

Ser

Asn

His

175

Glu

Ile

RAla

Ser

Bsn

255

Asp

Ila

Bla

Gly

Leu

335

Lrﬂ-

Glu

Gln

Ser

Gly
415

Ala

Ala

Ala

Thr

240

Tyr

Pha

Eer

Gly

Lau

320

Met

Asp

Val

Asn

Thr

400

His
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Ala

Gly

Fro

Arg

465

Asp

Glu

GEly

Cys

Ser

545

Ser

Arg

Ile

Gln

6235

Asn

Gly

Val

Glu

Gly

450

Ile

val

Asp

Tyr

Ila

330

Asp

hla

Rsp

Tyr

Leu

610

Aep

Leu

Leau

Lys

Ile
435

Ely

Val

Lys

Arg

515

Arg

Pro

Asp

Gln

Phe

595

Leu

Tyr

Ary

Gly

Val

420

Gly

Ala

Ile

Lys

Gly

500

Thr

Asn

Phe

Fro

Leu

580

Ser

Tyr

Leu

Gly

BE0

Tyr

Phe

hsp

Phe

GElu

485

Tyr

Bap

Glno

Ala

Lazu

565

Lys

Glu

Gln

Ser

Ala

645

Gln

Arg

Lys

hsp

Ala

470

Thr

Ile

Ile

Sar

His

550

Ser

Fhe

Fhe

Ile

Eln

630

Leu

Gln

Asp

Ser

Glu

455

Gln

Val

Lys

Ser

Asp

335

val

Ser

Leu

Gly

Thr

E15

Leu

Thr

Lys

Lau

Asp

440

Glu

FPro

Gly

Gly

His

520

Fro

Tyr

Trp

Thr

Trp

&00

Trp

Leau

Trp

Fhe
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Val

425

Azp

Sar

Val

Asp

Ser

505

Ala

Asn

Pro

Lieu

Gln

585

REla

Asp

Leu

Ser

Gly
665

Ala

Agn

Ala

Tyr

Met

430

Gly

Bla

Tep

Ser

Val

570

Thr

Glu

Gly

Ala

Fhe

650

Fhe

Sar

Tyr

Lys

Gly

475

Leu

Asp

Leu

Fro

Gly

355

hsn

Tyr

Asp

Leu

Val

635

val

Gln

47

Gly

Pro

Azrg

460

Asn

Fro

Ile

Rsn

Val

540

Phe

Ser

Bro

Rla

Arg

620

His

e

Fhe

Thr

Ile

445

His

Gly

Fhe

Gly

525

Cys

Ala

Ala

Ala

Glu

805

Thr

Lysa

Asn

Val

Ila

430

Pro

Glu

Asp

Leu

Ala

510

Ile

Glua

Ile

Fro

Lysz

530

Tyr

Gln

Asp

Trp

Asn
670

Ala

Ala

Ala

Tyr

Thr

435

Ile

Ala

Glu

Gly

Fhe

575

Gly

Asp

Tyr

Gly

Glu

6855

Gln

Ala

Arg

Fhe

Frao

480

Asp

hsp

Asn

Gly

Gln

560

Ile

Gly

Arg

Leu

Ila
640

Trp

Ser
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Asp Pro Asp Leu Thr Arg Thr Phe Lys Leu Ser Ala His Ala Tyr Ala

675 680

Gln Phe Gly Arg Asn His Leu
690 695

=210= 5

=211= 2106

=212= ADN

=213= Artificial

=220=

=223> Sintético

=400= 5

ES 2742 382 T3
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atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctoctogaga
cagatgatge
Focggagegy
ccaagtooga
gatgocgetgt
ttggtgacag
gggtatgaaa
gogggggcag
tgggattate
daftaaccaatc
aacacttact
aatgaagoag
gaaccagtgg
gootggoaag
tttaagogtt
tgttcacaaa
toogotgtat
tatogggato

gataactacoc

cttoaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
tgoatgetge
ttacttateoe
cagoaatooo
ggaacttagt
tgocogatga
caagogagat
ccattcaagt
tgtgtcatca
attactacect
cgtttteaat
ggttagocococa
gocacogtttt
atactggtga
atggtaatga
atagtggtot
ttogttgeoac
tagttgoote

caatoccegge
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tactgoagtt
agatgaaacy
tttegatgtt
tactactatt
tgaagctcac
actgotagta
gggagocatt
gotggagoca
cgaagctcag
ttataagttt
tgeoeggactg
tgaaggtgcoa
ctatgeocage
gtacccattg
tteocatggacg
ctatgatgoo
tcactgggat
cocaaattgtt
agtcaagacg
gocatacaat
ctacaatgtt

ogggaccatt

cogtooaggy

ttattocgoag
goacaaatteo
gotgttttge
gocagoattg
cagcaccaco
gogotgocat
cototgtece
acaccgacgyg
tacccagtte
gaggecagate
aagtttecaa
goaaaagoog
acgcagtgta
gactttgege
cgtatttateo
gtaatcoata
acgocactgt
aaggactttyg
tggtttactt
ctgacgtate
ctgaaagcto
goggoaggtyg

aacgeoogatg

49

catocctoogo
cggotgaageo
cattttocaa
ctgoctaaaga
accacgaaaa
gtottgtttt
tgacgagcaa
ctacoggtac
aaactgctge
cacogagtta
aggggtttaa
aagggcgggyg
acaattatga
goctgoaaca
cattgggoge
gtgocaagaa
ctoctgatget
ttacctatge
tcaatgaacc
cagaaggtat
atggtcatge
aaatoggott

acgaggaatc

attagoctget
tgtocatoggt
cagcacaaat
agaaggggta
cotgtatttt
ggcgogoocyg
ttacgaaacc
agoagaatta
agtgacaact
tgeoattagea
gtttggtgtt
cocaagtace
teccegatatt
cotaggeoatt
aggctatgtt
gtatggtotg
gaaatacggt
cacaactgtyg
acgggtttte
taacagoaceo
tgttaaagtyg
taasatoogat

agoccaagogt

&0
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
T80
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
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cacgaggott
gatgttgtta
tacattaaag
goggotetga
tgtgaagaag
tcagocogateo
aagtttctga
gotgaagaoy
acgecaatacea
aatctgogag
caacagaaat
aaactgageg
cactaa

=210= 6

=211= TN
=212= PRT

ttogeoattgyg
aagaaactgt
gtagoggaga
acgggatoge
ggtcagatec
cactgtctte
cacaaaccta
cogaatatga
tgacggacta
gcgogetgac
toggattteoa

ctocaogotta

=213= Artificial

=2 20=

=223= Sintético

=400= 6

ES 2742 382 T3

gatttttgeg
tggagatatg
tatttttgog
gaattgtatt
ttttgecteat
atggttagtc
cooctgotaag
tegtoaactyg
tetgagocag
gtggagtttt
gtttgttaat

ocgoccaattt

caacoggttt
ctgooggoeo
attgacgggt
cgoaaccaaa
gtttaccecat
aactcagogog
ggtggtattt
ctgtatcaaa
ctgotgttgg
gtogataatt
caatcagatc

gggogtaate

50

atggtaatgg
tgacggatga
atcgtacoga
gtgacocogaa
ccgggttige
cgtttatceg
atttctogga
ttacctggga
ctgtgeacaa
gggagtgggg
ccgatoctgac

atctgoaceoa

cgattatoca
agataaagga
tatttcecat
ttggecagty
tattggtcoaa
cgatcaactyg
atttggttgg
tggtetgogt
agacgggatt
tttagggatg
acgcacgttt

cCaccaccac

1440
1500
1560
1620
1620
1740
1800
1860
18920
1380
2040
2100

2106
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Ile

Asn

Fro

Val

Ila

Phe

Ala

as

Ala

Asn

Glu

Tyr

Fro

Ala

20

Glu

Val

Thr

Lys

Fhe

Ser

Fro

Ala

Leu

Thr

Arg
B5

Gln

Ile

val

val

Fro

Ila

Glu

Met

Fhe

Asn

Ila

Fhe

Ala

Ala

Met
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Thr

Thr

Gly

40

Sar

Sar

Glu

Lieu

Rkla

Thr

25

Tyr

Asn

Ila

hla

His

Val

10

Thr

Ser

Sar

Ala

His

0

Ala

51

Leu

Glu

Asp

Thr

Ala

His

Ala

Phe Ala

Asp

Lau

Glu

Glu
45

Asn Asn

Lys

His

Lau

Glu

His

Lau

Ala

Thr

30

Gly

Gly

Glu

His

Val

Sar

15

Ala

Asp

Lau

Gly

His

95

Ala

Sear

Gln

FPhe

Lieu

Val

Glu

Leu
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Fro

hla

Ala

145

hsp

Ala

hsp

Gly

Ile
225

Trp

Asp

Ala

Trp

Leu

305

Glu

Cys

Ile

130

Ile

Rla

Val

Fro

Leu

210

Gln

Asp

Pro

Arg

Thr

230

Ala

Pro

Lys

Val

115

Fro

Fro

Lau

Thr

Fro

1935

Ly=s

val

Ty

Leu

275

Arg

His

wval

Tyr

100

Val

Lau

Lau

Trp

Thr

180

Sar

Fhe

Glu

Leau

Ile

260

Gln

Ile

Tyr

Gly

Gly
340

Sear

Glu

Asn

165

Leu

Tyr

Pro

Gly

Cys

245

Thr

His

Tyr

Rsp

Thre

325

Ala

Ala

Leu

Fro

150

Leu

Val

Ala

Lys

Ala

230

Hisz

Thr

Leu

Fro

Ala

3140

Val

Trp

Axg

Thr

135

Thr

Val

Thr

Lau

Gly

215

Bla

His

Bsn

Gly

Lau

285

Val

Phe

Gln

Fra

120

Ser

Fra

Glu

Val

Ala

200

Phe

Lys

Tyr

His

Ile

280

Gly

Ile

Hig

Asp
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105

hla

Asn

The

Ala

Fro

185

Gly

Lys

Ala

Ala

Tyr

265

Agn

hla

His

Tep

Thr
345

Gly

Ala

Gln

170

Asp

Tyr

Fhe

Glu

Sar
250

Tyr

Thr

Gly

Ser

Asp

330

Gly

Ala

Glu

Thr

155

Tyr

Asp

Glu

Gly

Gly

235

Thz

Leu

Tyr

Tyr

Ala

315

Thr

Asp

52

Val

Thr

140

Gly

Frao

Tyr

Thr

Val

220

Arg

Gln

Tyr

Ser

Val

300

Lys

Pro

Gln

The

125

Fro

The

Val

Lys

Sar

205

Ala

Gly

Cys

Fro

Fhe

285

Asn

Lys

Ile

110

Tyz

Sar

Ala

Gln

Fhe

190

Glu

Gly

Fro

Asn

270

Ser

Glu

Tyr

Ser

Val
350

Fro

Fro

Glu

Thr

175

Glu

Ila

Rla

Ser

Asn

255

Rsp

Ile

Rla

Gly

Lau

335

Lys

Gly

Thr

Lau

160

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

240

Tyr

Phe

Ser

Gly

Leu

320

Met

Asp
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Pha

L}" =

Sar

385

Ser

Ala

Gly

Fro

Azyg

465

hap

Glu

Gly

Ser
545

Ser

Arg

Ile

Val

Thr

370

Gly

Ala

val

Glu

Gly

450

Ila

val

hsp

Tyr

Ile

530

Asp

Ala

Asp

Tyr

The

355

Trp

Lau

val

Lys

Ile

435

Asn

Gly

Val

Lys

Arg

515

Arg

Pro

Asp

Gln

Fhe
595

Tye

Phe

Fro

Phe

Wal

420

Gly

Ala

Ila

Lya

Gly

500

Thr

Asn

Ehe

Pro

Leu

580

Sar

Ala

Thr

Arg

405

Tyr

Fhe

Bap

Fhea

Glu

485

Tyrc

Asp

Gln

Ala

Leu

565

I.]rﬂ

Glu

Ths

Fhea

hsn

330

Cys

Arg

Lys

hsp

Ala

470

Thr

Ile

Ile

Ser

Hig

550

Ser

Fhe

Fhe

The

ASnD

375

Lau

Thr

ABp

Ser

GBlu

455

Gln

val

Lys

Ser

Asp

535

val

Ser

Leu

Gly

Val

360

lu

Thr

Tyr

hsp

440

Glu

Fzo

Gly

Gly

His

520

Fro

Tyr

Trp

The

Trp
600
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Pha

Pro

Tyr

Asn

Val

425

Asp

Ser

Val

Aap

Serc

505

Ala

Asn

Bro

Leu

Gln

585

Ala

Lys

Arg

Fro

Val

410

Ala

RAEn

Ala

Tyr

Met

430

Gly

Ala

Trp

Ser

Val

570

Thr

Glu

val

Glu

335

Leu

Sar

Tyr

Lys

Gly

475

Leu

Asp

Leu

Fro

Gly

555

ABn

Ty

aAsp

53

Tyr

Phe

380

Gly

Lys

Gly

Fro

460

Asn

Pro

Ile

Asn

Val

540

Phe

Ser

Pra

Ala

Gly

365

Cys

Ila

Rla

Thr

Ile

445

His

Gly

Ala

Phe

Gly

525

Cys

Ala

Ala

Ala

Glu
605

Aan

Saer

Asn

His

Ile

430

Fro

Glu

Asp

Leu

Ala

510

Ile

Glu

Ile

Pro

Lys
590

Tyr

Glu

Gln

Ber

Gly

415

Ala

Ala

Ala

Tyr

Thr

435

Ile

Ala

Glu

Gly

Fhe

575

Gly

Asp

Val

AgnD

Thr

400

His

Ala

Arg

Fhe

Fro

480

Asp

Asp

Asn

Gly

Gln

560

Ile

Gly

Arg
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Gln Leu Leu
610

Thr Asp Tyr
625

Asn Leu Mg’

Gly Leu Gly

Asp Pro Asp
675

Gln Phe Gly
6390

=210=7

=211= 2070

=212= ADN

=213= Artificial

=23 0=

<223> Sintético

=400= T

Tyr

Leu

Gly

Met

660

Leu

Arg

Gln

Ser

Ala

645

Gln

Thr

Asn

Ile

GLln

630

L

Gln

Hisg

Thr

615

Lau

Thr

Lys

Thr

Leu
635

ES 2742 382 T3

Trp

Leu

TI‘P

FPha

Phe

680

Hig

Ser

Gly

665

Lys

Hisz

Gly Leu Arg

Ala Val

635

Phe Val

650

Pha Gln

Hig

54

Ser

Hig

620

His

HHP

Fhe

Ala

His
T00

Thr

Lys

Agn

Val

Hisg

B85

Hisg

Gln

Asp

Trp

Asn

670

Ala

Tyr Leu

Gly Ile
640

Glu Trp
655

Gln Saer

Tyr Ala
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atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aaogggttat
tetetegaga
ccatgtgtty
tococtgacga
acggctacog
gttocaaactyg
gatccaccga
cocaaaggggt
googaagggo
tgtaacaatt
gogogoctgo

tatocattgg

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
ttttggogeg
goaattacga
gtacagcaga
ctgoagtgac
gttatgeatt
ttaagtttog
ggggcccaag
atgatccocga
aacacctagg

gogoaggeta
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tactgoagtt
agatgaaacg
tttogatgtt
tactactatt
tgaagotatyg
coocggoogga
aaccocaagt
attagatgeg
aactttggtyg
agcagggtat
tgttgegggy
tacctgggat
tattacaacc
cattaacact

tgttaatgaa

ttattegoag
goacaaatteo
gotgttttge
gocagoattg
atgotgeoatyg
goggttactt
cogacagcoaa
ctgtggaact
acagtgooog
gaaacaagcg
goagecatte
tatotgtgteo
aaccattact
tacteogtttt

goagggttag

55

catoctcege
cggotgaage
cattttocaa
ctgotaaaga
ctgoactget
atcogggagae
tococogotgga
tagtogaage
atgattataa
agattgcegg
aagttgaagyg
atcactatgeo
acctgtaccc
caatttcatg

coccactatga

attagctget
tgtecatoggt
cagcacaaat
agaaggggta
agtagogetyg
cattoctotyg
gocaacacog
tcagtaccca
gtttgaggca
actgaagttt
tgoagoaaaa
cagcacgoag
attggacttt

gacgogtatt

tgoegtaate

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

800
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catagtgoca
ctgtctotga
tetgttacot
actttcaatg
tatccagaag
goctcatggte
ggtgaaatog
gatgacgagg
gtttatggta
gocotgacgy
ggatategta
casagtgacc
ccatcogggt
gooocogttta
atttatttet
caaattacet
ttggotgtgo
aattgggagt
gatocogogato
aatcatctgeo
=210=8

=211= 689
=212= PRT

=213= Artificial

=23M)=

agaagtatgg
tgotgaaata
atgocacaac
aaccacgggt
gtattaacag
atgctgttaa
gotttaaate
aatcagoccaa
atggogatta
atgaagataa
cegatattte
cgaattggoo
ttgotattgg
toogogatca
cggaatttgg
gggatggtet
acaaagacgg
ggggtttagy
tgacacgoag

acCcacCacca

=223> Sintético

=400= 8
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tctggaacca
cggtgoctgg
tgtgtttaag
tttetgttea
cacctocget

agtgtatcgg

ocgatgataac
gogtoacgag
toccagatgtt
aggatacatt
ecatgegget
agtgtgtgaa
tcaatcagoco
actgaagttt
ttgggotgaa
gogtacgoaa
gattaatotg
gatgcocaacag
gtttaaactyg

ccaccactaa

gtgggeaccg
caagatactyg
cgttatggta
caaaatagtyg
gtatttogtt
gatctagttg
tacocaateoo
gettttegeoa
gttaaagaaa
aaaggtagog
ctgaacggga
gaagggtoag
gatccactgt
ctgacacaaa
gacgeogaat
tacctgacagg
cgaggogogo
aaatteggat

agogotoacg

tttticactg
gtgaccaaat
atgaagtoaa
gtetgeocata
gcacctacaa
cctoocgggac
cggoocogtoa
ttgggatttt
ctgttggaga
gagatatttt
tegegaattg
atocottttge
cttocatggtt
coetacootge
atgatocgtea
actatctgag
tgacgtggag
tteocagtttgt

cttaggooca

ggatacgoca
tgttaaggac
gacgtggttt
caatctgacyg
tgttctgaaa
cattgoggoa
agggaacgoo
tgogoaacog
tatgoctgeocg
tgegattgac
tattegcaac
toatgtttac
agtcaactca
taagggtggt
actgotgtat
ccagetgetg
ttttgtegat
taatcaatca

atttgggogt

Met Arg Fhe Fro Ser Ile Fhe Thr Ala Val Leu Fhe Ala Ala Ser Ser

1

5

10

15

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gln

20

25

30

Ile Pro Ala Glu Ala Val Tle Gly Tye Ser Rap Leu Glu Gly Asp Phe

35

40

56

45

960
1020
1080
11440
1200
1260
1320
1380
14440
1500
1560
1620
1680
17440
1800
1860
1920
1980
2040

2070
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Asp

Fhe

65

Ser

Fro

Thr

145

Val

Lya

Serc

Ala

Gly

225

Cya

Fro

Fhe

Asn

Val

Ile

Lau

val

Tyr

Ser

130

Ala

Gln

Phe

Glu

Gly

210

Fro

Asn

Leu

Ser

Glu
290

Ala

Agn

Glu

Ala

Fro

115

Fro

GElu

The

Elu

Ile

135

Ala

Ser

Agn

Ile
275

Ala

Val

Thr

Lys

Leun

109

Gly

Thr

Leu

Ala

Ala

180

Ala

Ala

Thr

Tyr

FPhe

2680

Ser

Gly

Thr

Arg
85

Pro

Ala

Bap

Ala

165

Bap

Gly

Ile

Trp

Aap

245

Ala

Trp

Leu

Fro

Ile

Glu

Cys

Ile

Ile

Ala

150

Val

Pro

Lau

Gln

hsp

230

Pro

Arg

Thr

Ala

Pha

Ala

Ala

val

Fro

Fro

135

Leu

The

Pro

Lys

val

215

Tyr

ASpD

Leu

Arg

His
235

Sar

Ser

Glu

wal

120

Leu

Trp

Thze

Ser

Phe

200

Glu

Ile

Gln

Ile

280

Tyr
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Asn

Ile

Ala

Len

105

Ser

Glu

Aan

Lau

Tyr

185

Fro

Gly

Cys

Thr

His

265

Tyr

hAsp

Sar

Ala

Met

Ala

Leu

Fro

Lan

Val

170

Ala

Lys

Ala

Thr

250

Leu

Fro

Ala

Thr

Ala

Met

aArg

Thr

Thr

Val

155

Ths

Leu

Gly

Ala

His

235

Asn

Gly

Leu

Val

57

Asn

Ly3

Lau

Pro

S5ear

Fro

140

Glu

Val

Ala

Phe

Lys

220

Tyr

Ile

Gly

Ile
300

Asn

Glu

His

Ala

Asn

125

Thr

Ala

Fro

Gly

Lys

205

Ala

Ela

Tyr

Asn

Ala

285

His

Gly

Glu

Ala

Gly

110

Iyr

Ala

Gln

Asp

Tyr

1590

Fhe

Glu

Ser

Tyr

Thr

270

Gly

Sar

Lau

Gly

Ala

Ala

Glu

Thr

Tyr

Asp

175

Glu

Gly

Gly

Thr

Leu
255

Tyr

Tyr

Ala

Lau

WVal

g0

Lau

wal

Thr

Gly

EFro

160

Tyr

Thr

Val

Arg

Gln

240

Tyr

Ser

val

Lys
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Lys

305

Ile

Gly

Cys

Ile

385

Ala

Thr

Ile

His

Gly

465

Ala

Fhe

Gly

Cys

Ala

Tyr

Sar

Val

AED

Ber

370

Asn

Hig

Ile

Pro

Glu

450

hsp

Ala

Ile

Glu

530

Ila

Gly

Lau

Lys

Glu

355

Gln

Ser

Gly

Ala

Ala

435

Ala

Tyr

The

Ile

Ala

515

Glu

Gly

Lau

Met

hAsp

340

Val

Asn

Thr

Hig

Ala
420

Arg

Fhe

Pro

Asp

Asp

500

Asn

Gly

Gln

Glu

Lau

325

Fhe

Lys

Ser

Ser

Ala

405

Gly

Pro

Asp

Glu

485

Gly

Cys

Ser

Sar

Fro

310

Lys

Val

Thr

Gly

Ala

390

val

Glu

Gly

Ile

Val

470

Asp

Tyr

Ila

Asp

Ala

Val

Tyr

Thr

Trp

Leu

375

Val

Lye

Ile

hAsn

Gly

455

Val

Lys

Pro
535

Asp

Gly

Gly

Tyr

Fhe

360

Fra

Fhe

val

Gly

RAla

440

Ile

Lys

Gly

Thr

Asn

520

Fhe

Fro
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Thr

Ala

Ala

345

Thr

Tyx

Arg

Tyr

Fhe

425

Asp

Fhea

Glu

Tyr

Asp

505

Gln

Ala

Lau

Val

330

Thr

Fhe

Asn

Cys

Arg

410

LYB

Asp

BAla

Thr

Ila

430

Ile

Ser

His

Ser

Fha

315

Gln

Thr

Asn

Leau

Thr

395

Asp

Ser

Glu

Gln

Val

475

Lys

Ser

Asp

val

Sar

58

His

Asp

val

Glu

Thz

iB0

Tyr

Leu

Aop

Glu

Fro

460

Gly

Gly

His

Fro

Thl'.'l.‘

540

Trp

Top

Thr

Phe

Fro

265

Tyz

Asn

Val

hsp

Ser

445

Val

Asp

Sar

Ala

Asn

525

Pro

Lau

Asp

Gly

Lys

350

Arg

Fro

Val

Ala

Asn

430

Rla

Tyr

Met

Gly

Ala
510

Trp

Ser

Val

Thr

Asp

335

Arg

Val

Glu

Ser

415

TH'I'

Lys

Gly

Asp

435

Lau

Fro

Gly

Asn

Fro

320

Gln

Tyr

Phe

Gly

Lys

400

Gly

Fro

Asn

Pro

480

Ila

Asn

Val

Phe

Sar
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545

Ala

Ala

Glu

Thr

Lys

625

Asn

Val

His

Hig

Pro

Lya

Tyr

Gln

610

AsSp

Trp

Agn

Ala

<210= 9
<211= 2052
=212= ADN
=213= Artificial
=23 M=

=223> Sintético

=400= 9

Phe

Gly

Asp

555

Tyr

Gly

Glu

Gln

Tyr
675

Ile

Gly
580

Arg

Leu

Ile

Trp

Sar

660

Ala

565

Ile

Gln

Thr

ASD

Gly

645

Asp

Gln

550

Asp

Tyr

Lo

Asp

L

630

Fro

Fhe

Gln

Fhe

Tyr

615

Arg

Gly

Asp

Gly
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Liau

Ser

Tyr

600

Leu

Gly

Met

Laau

Arg
680

Lys

Elu

585

Gln

Ser

Ala

Gln

The

665

Asn

Phea

570

Fhe

Ila

Gln

Lau

Gln

650

Arg

His

555

L

Gly

Thr

Leu

Thr

835

Lys

The

Leu

59

Thr

Trp

Trp

Leu

620

Trp

Fhe

Pha

His

Gln

Ala

Asp

605

Leu

Ser

Gly

Lys

His
685

Thr

Elu

530

Gly

Ala

Fhe

670

His

Tyr

575

Asp

Lau

Val

Val

Gln

655

Sar

His

560

Fro

Ala

Arg

His

Asp

640

Fhe

Ala

His



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tetctogaga
ccatgtgttg
tcoctgacga

acggctaceog

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
ttttggegeg
gcaattacga

gtacagcaga
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tactgcagtt
agatgaaacg
tttogatgtt
tactactatt
tgaagcotatyg
cocggecgga
aaccccaagt

attagatgeg

ttattogecag
gcacaaatte
gotgttitge
goccagcattg
atgcoctgeatyg
goggttactt
cogacagcaa

ctgtggaact

60

catcctcooge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
ctgoactget
atccgggage
toccogotgga

tagtcgaage

cattecctetg

gccaacaccyg

tcagtaccca

60
120
180
240
300
360
420

480
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gttcaaactg
gatcoccacoga
ccaaaggggt
gococgaagggo
tgtaacaatt
gogegoctge
tatccattgg
catagtgoca
ctgtoctetga
tttgttacct
actttcaatg
tatccagaag
gotocatggte
ggtgaaatog
gatgacgagg
gtttatggta
goocctgacgyg
gggtatogta
caaagtgacc
ocatocogggt
gooccegttta
atttatttet
caaattacet
ttggotgtge
aattgggagt
gatccogatco
aatcatotgt
=210= 10

=211= GB3
=212=PRT

=213= Artificial

=<220=

ctgoagtgac
gttatgeoatt
ttaagtttgg
ggggcccaag
atgatcocoga
aacacctagg
gocgoaggcta
agaagtatgg
tgotgaaata
atgoccacaac
aaccacgggt
gtattaacag
atgeotgttaa
goctttaaate
aatcagccaa
atggegatta
atgaagataa
cogatattte
cgaattggoo
ttgotattgy
tocogegatoa
cggaatttgg
gggatggtot
acaaagacgg
ggggtttagy
tgacacgcac

a8

=223= Sintético
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aactttggtg
agoagggtat
tgttgcaggg
tacctgggat
tattacaaceo
cattaacact
tgttaatgaa
toctggaacca
cggtgoctgy
tgtgtttaag
tttctgttca
cacctooget
agtgtategg
cgatgataac
gcocgtocacgag
teocagatgtt
aggatacatt
coatgogget
agtgtgtgaa
tocaatcageoo
actgaagttt
ttgggctgaa
gogtacgeoaa
gattaatctg
gatgcoaacag

gtttaaactg

acagtgocog
gaaacaagoyg
goagocatte
tatctgtgte
aaccattact
tactegtttt
gcagggttag
gtgggcaccg
caagatactg
cgttatggta
caaaatagtg
gtatttogtt
gatectagttg
tacccaatec
gettttogea
gttaaagaaa
aaaggtageg
ctgaacggga
gaagggtcag
gatococaotgt
ctgacacaaa
gacgoccgaat
tacctgacgg
cgaggegoge

aaattoggat

agocgotoacg

61

atgattataa
agattgeoogg
aagttgaagg
atcactatge
acotgtacoe
caatttoatg
cocactatga
ttttteoactg
gtgaccaaat
atgaagtcaa
gtotgocata
goacctacaa
coctoogggac
cggoccgtoec
ttgggatttt
ctgttggaga
gagatatttt
togogaattg
atocctttige
cttcatggtt
cctaccotge
atgatcgtea
actatectgag
tgacgtggag
tteoagtttgt

cttacgocca

gtttgaggca
actgaagttt
tgcagcaaaa
cagoacgcag
attggactktt
gacgogtatt
tgoccgtaate
ggatacgocca
tgttaaggac
gacgtggttt
caatctgacg
tgttetgaaa
cattgoggea
agggaacgoc
tgogeocaacog
tatgetgeeg
tgogattgac
tattogoaac
toatgtttac
agtcaactoa
taagggtggt
actgctgtat
coagotgotg
ttttgtegat

taatcaatca

atttgggogt

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040

2052
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Ile

Phe

65

Ser

Leu

Thr

Fro

Thr

145

val

Lys

Ser

Ala

Gly
225

Lau

Pro

val

50

Ile

Leu

Val

Tyr

Sar

130

Ala

Gln

Fhe

Glu

Gly

210

Fro

Phe

Ala

Ala

Ala

Asn

Glu

Ala

Bro

115

Fro

Glu

Thr

Glu

Ile

135

hAla

Sar

Fro

Ala

20

Glu

Val

Lys

100

Gly

hla

Ala

180

Ala

Ala

Thr

Ser

Fro

Ala

Leu

Thr

Fro

Ala

Ala

Asp

Ala

165

Bep

Gly

Ile

Trp

Ile

val

Val

Pro

Ile

70

Glu

Cys

Ile

Ila

Ala

150

val

Fro

Leu

Gln

Asp
230

Fhe

Asn

Ile

Fhe

55

Ala

Ala

Val

Pro

Fro

135

Lau

Thre

Pro

Lys

Val

215

Tyr

Thr

Thr

Gly

Ser

Ser

Glu

Val

Leu

120

Lau

Trp

Thr

Ber

Phe

200

Glu

Lau

ES 2742 382 T3

Ala

Thr

25

Tyr

Asn

Ile

Ala

Leu

105

Ser

Glu

Asn

Tyr

185

Fro

Gly

Cys

Val

10

Thr

Ser

Ser

Ala

Met

0

Ala

Leu

Pro

Lau

Val

170

Ala

Lys

Ala

His

Leu

Glu

Asp

Thr

Ala

75

Met

Arg

Thr

The

Val

155

Thr

Leu

Gly

Ala

His
238

62

Fhe

hsp

Leu

Asn

&0

Lys

Len

Fro

Ser

Fro

140

Glu

Val

Ala

Fhe

Lys

220

Tyr

Rla

Glu

Glu

Asn

Glu

His

REla

Asn

125

Thr

Ala

Fro

Gly

Lys

205

Ala

Ala

hla

Thr

30

Gly

Gly

Glu

Ala

Gly

110

Tyr

Ala

Gln

Asp

Tyr

130

Fhe

Glu

Sar

Sar

15

Ala

Asp

Leu

Gly

Ala

95

RKla

Glu

The

Tyr

Asp

175

Glu

Gly

Gly

Thr

Sar

Gln

Fhe

Leu

Val

a0

Val

Thr

Gly

Fro
160

Tyr

Thr

Val

Arg

Gln
240
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Cys

Pro

Fha

Asn

Lys

305

Ile

Gly

Cya

Ile

385

Ala

Ile

His

Gly

465

Ala

Asn

Lau

Bar

Glu

230

Tyr

Ser

Val

hsn

Ser

370

hen

His

Ile

Fro

Glu

450

Asp

Leu

Asp

Ila

275

Ala

Gly

Laeu

Lys

Glu

355

GEln

Serc

Gly

Ala

Ala

43s

Ala

Ty

Thr

Tyr

Phe

260

Bar

Gly

Leu

Met

Asp

340

Val

Aan

Thr

Hig

Ala

420

Phe

P

Asp

hsp
245

Ala

Trp

Leu

Elu

Lizu

325

Phe

Lys

Ser

Ser

Ala

405

Gly

Pro

Arg

Rap

GElu
485

Fro

Arg

Thr

Ala

Fro

310

lys

Val

Thr

Gly

Ala

330

val

Glu

Gly

Ile

val

470

Asp

Asp

Lau

Arg

His

295

Vval

Tyr

Thr

Trp

Leu

375

Val

Lys

Ile

Agn

Gly

455

val

Lys

Ila

Gln

Ila

280

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Fhe

360

Pro

Phe

Val

Gly

Ala

440

Ile

Lys

Gly

ES 2742 382 T3

Thr

His

265

Tyr

hAsp

Thr

Ala

Ala

345

Thr

Tyr

Azyg

Tyr

FPhe

425

Asp

Phe

Glu

Tyr

Thr

250

Lau

Fro

Ala

Val

Trp

330

Thr

Fha

BAsn

Cys

Rrg

410

Lys

Asp

Ala

Thr

Ile
430

Asn

Gly

Lau

Val

Fhe

315

Gln

Thr

Leu

Thr

335

Asp

Ser

Glu

Gln

val

475

Lys

63

His

Ile

Gly

Ile

300

His

Asp

Wal

Glu

Thr

380

Tyr

Leu

Rsp

Glu

Fro

460

Gly

Gly

Tyr

Asn

Ala

285

His

Trp

The

Phe

Fro

365

Tyr

Asn

Val

Asp

Ser

445

Val

Asp

Ser

Tyr

Thr

270

Gly

Ser

Asp

Gly

Lys

350

Arg

Pro

Val

Ala

hsn

430

Ala

Tyr

Gly

Lau

255

Tyr

Tyr

Ala

Thr

Asp

335

Arg

val

Glu

Laa

Ser

415

Tyr

Lys=

Gly

L

Asp
435

Tyr

Sar

Val

Lys

Fro

320

Gln

Tyr

FPha

Gly

Lys

400

Gly

Fro

Arg

Asn

Pra

480
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FPhe Ala

Glr Ile

Cys Glu
530

Ala Ile
545

Ala Pro

Ala Lys

Glu Tyr

Thr Gln

610

Lys Asp
625

Ban Trp

val Asn

Hig Ala

=210= 11

Ile

Ala

515

Glu

Gly

FPha

Gly

Asp

395

Tyr

Gly

Glu

Gln

Tyr
675

=211= 2004
=212= ADN
=213= Artificial

=220=

=223= Sintético

=400= 11

hsp

500

hAasn

Gly

Eln

Ila

Gly
580

Arg

Ile

Trp

Ser

660

Ala

Gly

Cys

Ser

Ser

Aryg

365

Ila

Gln

Thr

Asn

Gly

645

Rep

Gln

Tyr

Ile

Asp

Ala

550

Asp

Tyr

Leau

Leu

630

Leu

Pro

Phe

Arg

Fro

535

Asp

Gln

Fhe

Tyr

E15

Arg

Gly

Asp

Gly

ES 2742 382 T3

Thr

Asn

520

Fhe

Bro

Liazmu

Ser

Tyr

&00

Leu

Gly

Met

Leu

Arg
680

Asp

505

Gln

Ala

Leu

Lys

Glu

585

Gln

Ser

Ala

E1ln

Thr

665

Asn

Ile Ser

Ser Asp

Hisg Val

Ser Ser

555

Pha Leu
570

FPhe Gly

Ila Thr

Gln Leu

Leu Thr

635

Gln Lys
650

Arg Thr

Hig Leu

64

His

Fro

Tyr

540

Trp

Thr

Trp

Irp

Leu

620

Trp

Fhe

Fhe

Ala

Asn

525

Pro

Leu

Gln

Ala

Asp

805

Leau

Ser

Gly

Lyg

Ala Leu
510

Trp Pro

Ser Gly

Val Asn

Thr Tyr
575

Glu Asp
530

Gly Lau

hla val

Phe Val

Phe Gln
655

Leu Ser
670

Asn

val

Fhe

Ser

560

Fro

hla

Arg

His

hsp

640

Fhe

Ala
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ES 2742 382 T3

atgagatttc cttcaatttt tactgecagtt ttattcgcocag catcctocoge attagotgot
ccagtcaaca ctacaacaga agatgaaacg goacaaatte cggotgaage tgtcatoggt

tactcagatt tagaagggga tittecgatgtt gotgttttge catttteoccaa cagroacaaat

65

&0
120

180
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aacgggttat
toetotagaga
acgagoaatt
accggtacag
actgctgeoag
cogagttatg
gggtttaagt
gIFegIgIee
aattatgatao
ctgoaacace
ttgggegoag
gocaagaagt
ctgatgetga
acctatgoca
aatgaaccac
gaaggtatta
ggtcatgetg
atcggottta
gaggaatcag
ggtaatggcg
acggatgaag
cgtacegata
gacccgaatt
gggtttgota
tttatccgeg
tteteggaat
acctgggatg
gtgcacaaag
gagtggggtt
gatctgacac

ctgoaccaca

tgtttataaa
aAaagagagge
aggaaacooo
cagaattaga
tgacaacttt
cattagoagg
ttggtgttge
caagtacctyg
cogatattac
taggcattaa
gotatgttaa
atggtotgga
aataocggtge
caactgtgtt
gggttttctg
acagcacctg
ttaaagtgta
aatcagatga
coaagogtoa
attatccaga
ataaaggata
tttoacatgo
ggccagtgtg
ttggtcaate
atcaactgaa
ttggttggge
gtctgeogtac
acgggattaa
tagggatgoa
goacgtttaa

ACCaAcCacca
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tactactatt
tgaagobtgtt
aagtoogaca
tgogotgtgg
ggtgacagtyg
gtatgaaaca
Fggggcagec
ggattateotyg
aaccaaccat
cacttactog
tgaagcaggyg
acdagtgggc
ctggoaagat
taagogttat
ttcacaaaat
cgotgtattt
tegggatcta
taactaccca
cgaggotttt
tgttgttaaa
cattaaaggt
ggotctgaac
tgaagaaggg
ageogatoca
gtttctgaca
tgaagacgon
goaatacctg
totgogagge
acagaaatte
actgagoget

ctaa

gocagoattg
acttatoogg
goaatoocogo
aacttagteg
coogatgatt
agogagattg
attcaagttyg
tgbcatoact
tactacctgt
ttttcaattt
ttagocooact
acogttttte
ackggtgaceo
ggtaatgaag
agtggtetge
cgttgoacct
gttgocteeg
atcceggooo
cgoattggga
gaaactgttg
agoggagata
gggatcgega
tcagatoott
ctgtcttcat
caaacctace
gaatatgato
acggactatc
gogotgacgt
ggatttoagt

cacgcttacg

66

ctgotaaaga
gagocattos
tggagocaac
aagctcagta
ataagtttga
coggactgaa
aaggtgoage
atgocagoac
acccattgga
catggacgog
atgatgoogt
actgggatac
aaattgttaa
tecaagacgtg
catacaatect
acaatgttot
ggaccattge
gtocagggaa
tttttgogea
gagatatgct
tttttgegat
attgtatteg
ttgotecatgt
ggttagtcaa
ctgctaaggg
gteaactgot
tgagoccaget
ggagttttgt
ttgttaatoa

cccaatttgg

agaaggggta
tetgtecsty
accgacgget
cccagttocaa
ggcagatcca
gtttoocaaag
Aaaagocgaa
geagtgtaac
ctttgogoge
tatttatcca
aatccatagt
gecactgtet
ggactttgtt
gtttacttte
gacgtatcca
gaaagcteoat
ggcaggtgaa
cgecgatgac
accggtttat
geeggecetyg
tgacgggtat
caaccaaagt
ttacccateco
ctocagoooog
tggtatttat
gtatcaaatt
gotgttgget
cgataattgg
atcagatooo

gogtaatecat

240
300
380
420
480
540
600
(1:4]
720
780
840
800
9E0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380

2004
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=210=12

=211= 667

<212= PRT
<213= Atificial
220>

=223= Sintético

=400= 12
Met Arg FPhe

1

Ala

Ile

Phe

65

Ser

Fro

Fro

Leu

Thr

145

Pro

Lys

Val

Leau

FPro

Val

50

Ile

Leu

Leu

130

Thr

Ser

Fhe

Glu

Rla

Ala

35

Ala

Asn

Glu

Sar

Glu

115

Asn

Lau

Tyxr

Pro

Gly
155

Fro

hla

20

Glu

Val

Thr

Lys

Lau

100

Fro

Leu

Val

Ala

Lys

180

Ala

Ser

Fro

Ala

Lau

Thr

Arg

Thr

Thr

Val

Thr

Lau

165

Gly

Ala

Ile

Val

Val

Fro

Ile

70

Glu

Sar

Fro

Glu

Val

150

BAla

Phe

Lys

Fhe

Asn

Ile

Phe

55

Ala

Ala

Asn

Thr

Ala

135

Fro

Gly

Lys

Ala

ES 2742 382 T3

Thr

Thr

Gly

40

Sear

Ser

Glu

Tyr

Ala

120

Gln

Asp

Tyr

Phe

Glu
200

Ala

Thr
25

Tyr

Asn

Ile

Ala

Glu

105

Thr

Tyr

Asp

Elu

Gly

185

Gly

WVal

Thr

Ser

Sar

Ala

Val

20

Thr

Gly

Pro

Tyr

Thr

170

Val

Arg

Leu

Glu

Asp

Thz

BAla

75

Thr

Fro

Thr

Val

Lys

155

Ser

Ala

Gly

67

Fhe

Lsp

Leu

Asn

60

Lys

Tyr

Sar

Ala

Gln

140

Fhe

Glu

Gly

Fro

Ala

Glu

Glu

45

Asn

Glu

Bro

Fro

Glu

125

Thr

Glu

Ile

Ala

Sar
2085

Ala

Thr

30

Gly

Gly

Glu

Gly

Thr

110

Lau

Ala

Ala

Ala

Ala

1380

Thr

Ser

Ala

Asp

Lau

Gly

Ala

35

Ala

Asp

Ala

Asp

Gly

175

Ile

Irp

Ser

Gln

Phe

Leu

Val

a0

Ile

Ila

Ala

Val

Fro

160

Leu

Gln

Asp
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Tyr

Asp

225

Lau

His

Val

Tyr

305

The

Trp

Lau

Val

Lys

385

Ile

Asn

Gl]r

Val

Lau

210

Ila

Gln

Ile

Tyr

Gly

290

Gly

Tyr

Fhe

Fro

Phe

370

Val

Gly

Ala

Ile

Lys
450

Cys

Thr

His

TyE

Asp

275

Thr

Ala

Thr

TyEL

355

Arg

Tyr

Phe

Asp

Phe

435

GElu

His

Thr

Leu

FPro

260

Ala

Val

Trp

The

Phe

340

Asn

Cys

Arg

Lys

Asp

420

Ala

Thr

His

Azn

Gly

245

Leu

Wal

Fhe

Eln

Thz

325

BAan

Luzu

Thr

Asp

Ser

405

Elu

Gln

Val

Tyr

His

230

Ile

Gly

Ile

His

Asp

310

Val

Glu

Thr

Tyr

Leau

380

Asp

Glu

Pro

Gly

Ala
215

Tyr

Ala

His

Trp

295

Thr

Pha

Pro

Tyr

Asn

375

Val

Ser

val

hAsp
455

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ser

280

hsp

Gly

Lys

Fro

360

Val

Rla

RAsn

Ala

Tyr
440
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Thr

Liau

Tyr

Tyr

285

Ala

The

Asp

Arg

Val

345

Glu

Leu

Ser

Tyr

Lys

425

Gl]r

Leu

Gln

Tyr

Ser

250

val

Lys

Fro

Gln

Ty

330

FPhe

Gly

Lys

Gly

Prao

410

Arg

Asn

Fro

Cys

Frao

235

Fhe

ABD

Lys

Lau

Ile

315

Gly

Cya

Ile

Ala

Thr

3395

Ile

His

G’l:r

Ala

68

Asn

220

L

Sar

Glu

Tyr

Ser

ano

Val

Asn

Ser

Asn

Hig

380

Ile

Bro

Glu

Asp

Lau
460

Asn

Asp

Ile

Ala

Gly

285

Leu

Lys

Glu

Gln

Serc

365

Gly

Ala

Ala

Ala

Tyr

445

Thr

Tyr

Fha

Sear

Gly

270

Lau

Bap

Val

Ban

350

Thr

Hisgz

Rla

Fhe
430

Pro

Rsp

Asp

Ala

Tzp

255

Leu

Glu

Leu

Fhe

Lys

335

Ser

Ser

Ala

Gly

Pro

415

Arg

.HBF

Glu

Fro

Arg

240

Thz

Ala

Fro

Lys

Val

320

The

Gly

Ala

Val

Glu

400

Gly

Ila

val

hsp
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Lys Gly
465

Arg Asn

Pro Phe

Asp Pro
530

Gln Leu
545

FPha Sar

Leu Tyr

Tyr Leu

Arg Gly

610

Gly Met
625

Gly Arg

=210= 13

Tyr

Asp

Glo

Ala

515

Leu

Lys

Glu

Gln

Ser

585

Ala

Gln

Thr

Asn

=211= 1986
=212= ADN
=213= Artificial

<220=

=223= Sintético

=400= 13

Ile

Ile

Ser

500

His

Ser

Phe

Fhe

Ile

580

Gln

Lau

Gln

Arg

His
660

Lys

Ser

485

Asp

Val

Ser

Leu

Gly

565

Leu

The

Lys

Thr
645

Gly

470

His

Pro

Tyr

Trp

Thr
550

Trp

Trp

Leu

Trp

Phe

630

Phe

His

Ser

Ala

ASD

Fro

Leu

535

Gln

Ala

Asp

Leu

Ser

615

Gly

Lys

Hig
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Gly

Ala

Trp

Sar

520

Wal

Thr

Glu

Gly

Ala

&00

Phe

Phe

Leu

Hiz

A=p

Leu

Fro

505

Gly

Ban

Tyr

Asp

Leu

585

Val

Val

Gln

Ser

His
665

Ile

Asn

430

Val

Pha

Ser

Pro

Ala

570

Arg

Hig

Asp

Phe

Ala

650

His

69

FPhe

475

Gly

Cys

Ala

Ala

Rla

555

Glu

Thr

Lys

ABn

Val

635

His

His

hla

Ile

Glu

Ila

Fro

540

Lys

Tyr

Gln

Asp

Trp

620

Asn

Ala

Ile

Ala

Glu

Gly

525

FPhe

Gly

Asp

Tyr

Gly

&05

Glu

Gln

Tyr

Asp

Asn

Gly

510

Gln

Ile

Gly

Arg

Leu

590

Ile

Trp

Ser

Ala

Gly

Cya

495

Ser

Sar

Arg

Ile

Gln

575

Thr

Asn

Gly

Gln
655

Tyr

480

Ile

RAsp

Ala

hsp

Tyr

560

Liau

Asp

Leu

Leau

Pro

640

Phe
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ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tototegaga
acgagcaatt
accggtacag
actgotgoag
cogagttatg
gggtttaagt
gggsgIggoc
aattatgatec
ctgoaacaca
ttgggoegoag
gocaagaagt
ctgatgctga
acctatgeoca
aatgaaccaac
gaaggtatta
ggtcatgotg
ateggottta
gaggaatcag
ggtaatggog
acggatgaag
cgbacagata
gaccegaatt
gggtttgcta
tttatcogog
ttoteggaat
acotgggatyg
gtgoacaaag

gagtggggtt

ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagagge
acgaaacooo
cagaattaga
tgacaacttt
cattagoagg
ttggtgttge
caagtacctg
cogatattac
taggcattaa
gotatgttaa
atggtotgga
aatacggtge
caactgtgtt
gggttttotg
acagcaccte
ttaaagtgta
aatcegatga
ccaagogtoa
attatoccaga
ataaaggata
tttocoatge
ggccagtgtyg
ttggtcaate
atcaactgaa
ttggttggge
gtotgogtae
acgggattaa

tagggatgeoa
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agatgaaacq
tttogatgtt
tactactatt
tgaagctgtt
aagtcogaca
tgogotgtgg
ggtgacagtyg
gtatgaaaca
gggggcagoo
ggattatctyg
aagcaaccat
cacttactog
tgaagcaggyg
accagtgggo
ctggcaagat
taagogttat
ttocacaaaat
cgoetgtattt
togggatcta
taactaccca
ogaggotttt
tgttgttaaa
cattaaaggt
ggotokgaas
tgaagaaggyg
agoogatoca
gtttotgaca
tgaagaogoo
goaataocotyg
totgogagge

acagaaatte

gcacaaattc
gebgttttgo
gooagoattyg
acttateegg
gcaatoocogo
aacttagteg
coogatgatt
agogagattg
attecaagttg
tgbtecatcact
tactacctgt
tttteocaattt
ttagoooact
acogttttte
actggtgace
ggtaatgaag
agtggtctge
cgttgoacoct
gttgootoeg
atceceggece
oegoattggga
gaaactgttg
agogoagata
goagatogegsa
tcagatcctt
ctgteotteat
caaacctacc
gaatatgato
aoggactato
gogcectgacgt

ggatttoagt

71

cggctgaage
cattttocaa
ctgctaaaga
gagoecattes
tggagocaac
aagctocagta
ataagtttga
ceggactgaa
aaggtgcoage
atgccagcac
acccattgga
catggacgeg
atgatgoogt
actgggatac
aaattgttaa
tcaagacgtyg
catacaatct
acaatgttet
ggaccattgo
gteoccagggaa
tttttgogoa
gagatatgect
tttttgogat
attgtattoyg
ttgcteatgt
gottagtcaa
ctgotaaggyg
gteaactgot
tgagecaget
ggagttttgt

ttgttaatca

tgtocateggt
cagcacaaat
agaaggggta
tetgtecetyg
accgacgget
coccagttcoaa
ggcagatcoca
gtttocaaag
aaaagoogaa
geagtgtaac
ctttgogoge
tatttatcea
aatccatagt
gecactgtet
ggactttgtt
gtttacttte
gacgtatceca
gaaagctoat
ggcaggtgaa
cgcegatgac
accggtttat
gococggocctg
tgacgggtat
caaccaaagt
ttacceatee
ctocagooceg
tggtatttat
gtatcaaatt
getgttggot
cgataattgg

atcagatceoe

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1520
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gatctgacac gcacgtttaa actgagogot cacgocttacg coccaatttgg gogtaatcat

ctgtaa

<210> 14

=211= 661

=212= FPRT
=<213= Artificial
=3 0=

=223= Sintético

=400= 14
Met Arg Phe Pro

1

Ala

Ile

Phe

65

Ser

Bro

Pro

Lau

Thr

145

Fro

Lys

Fro

val

50

Ile

Trp
130

Ser

Fhe

Ala

Ala

Ala

Asn

Glu

Ser

Glu

115

Asn

Liau

Tyr

Fro

hla

Glu

Val

Thr

Lys

Leu

100

Pro

Leau

Val

Ala

Lys
180

Ser

Fro

Ala

Leun

Thr

Arg

85

Thr

Thr

Val

Thr

Lau

165

Gly

Ile

Val

Val

Pro

Ile

70

Glu

Ser

Pro

Glu

Val

150

Ala

Pha

Fhe

AEn

Ila

Fhe

35

Ala

Ala

Agn

Thr

Ala

135

Fro

Gly

Lys
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Thr

Thz

Gly

Ser

Ser

Glu

Tyr

Ala

120

Gln

Asp

Tyr

Pha

Ala

The

Tyr

Ban

Ile

Ala

Glu

105

Thr

Tyr

hsp

Glu

Gly
185

Val Leu
10

Thr Glu

Ser Asp

Ser Thr

Ala BAla
75

Val Thr
90

Thr Pro

Gly Thr

Pro Val

Tyr Lys

155

Thr Ser
170

Val Ala

72

Fhe

Asp

Leau

Asgn

60

Lys

Tyr

Ser

Ala

Gln

140

Fhe

Glu

Gly

Ala

Glu

Glu

Asn

Glu

Pro

Fro

Glu

125

Thr

Glu

Ile

Ala

Ala

Thr

Gly

Gly

Elu

Gly

Thr

110

Leu

Ala

Ala

Ala

Ala
150

Ser

15

Ala

Asp

Leu

Gly

Ala

95

Ala

Asp

Ala

Asp

Gly

175

Ila

Ser

Gln

Phe

Leu

Val

80

Ile

Ile

Ala

Val

Fro

160

Leu

Gln

1380

1986
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Val

'I'Y!.‘

hsp
225

His

Val

Tyr
305

Thr

Tzp

Val

Ly=a

385

Ile

Asn

Gly

Glu

Lau

210

Ila

Gln

Ile

Tyr

Gly

230

Gly

Tyr

Pha

Fro

Fhe

370

val

Gly

Ala

Ile

Gly

185

Cys

Thr

His

Tyr

Asp

275

Thr

Ala

Ala

The

Tyr

3158

Arg

Tyr

Fhe

Asp

Fhea
435

Ala

His

Thr

Leu

Pro

260

Ala

Val

Tcp

Thr

Phe

340

Agn

Cys

Lya

Asp
420

Ala

Ala

His

hsn

Gly

245

Leu

Val

FPhe

Gln

Thr

325

han

Leu

Thr

Aap

Ser

405

Glu

Gln

Lys

ler

His

230

Ile

Gly

Ile

His

hsp

310

val

Glu

Thr

Tyr

Leu

330

Asp

Glu

Fro

Ala

Ala

215

Tyr

ABD

Ala

His

295

The

Phe

Fro

Tyr

Asn

3s

Vval

ABp

Ser

Val

Glu

200

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ser

280

Asp

Gly

Lys

Pro

360

Val

Ala

BAsn

Ala

Tyr
440
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Gly

Thr

Lau

Tyr

Tyr

285

Ala

Thr

hsp

Val

345

Glu

Leu

Ser

Tyr

Lys

425

Gly

Arg

Gln

Tyr

Ser

250

Val

Lys

Pro

Gln

Tyr

330

FPhe

Gly

Lys

Gly

Pro

410

Asn

Gly

Cys

Fro

235

Fhe

Asn

Lys

Leu

Ila

315

Gly

Cys

Ile

Ala

Thr

395

Il=

His

Gly

73

Fro

Agn

220

Lau

Ser

Glu

Tyr

Ber

300

Val

Aan

Ser

Asn

His

380

Ile

Fro

Glu

hsp

Sar

205

Asn

Asp

Ile

Ala

Gly

285

Leu

Lys

Glu

Gln

Ser

365

Gly

Ala

Ala

Tyr
445

The

T:!IFI‘

Fhe

Ser

Gly

270

Lau

Asp

Val

Asn

350

Thr

His

Ala

Arg

Fhe

430

Fro

Trp

HEP-

Ala

Trp

255

Lau

Glu

Lau

Fha

Lys

335

Bar

Ser

Ala

Gly

Fro

415

Asp

Asp

Pro

Arg

240

Thr

Ala

Fro

Lys

Val

320

Thr

Gly

Ala

Val

Glu

400

Gly

Ile

Val
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Val

Lys
465

Pro

Asp

Gln

545

Phe

Leu

Tyxr

Gly
625

Lys

450

Gly

Thr

Asn

Phe

Fro

530

Sar

Tyr

Leu

Gly

E10

Met

Leu

Glu

Tyxr

hsp

Gln

Ala

515

Lau

Lys

Glu

Gln

Ser

595

Ala

Gln

Thr

Gly Arg Asn

=210= 15
=211= 1803
=212= ADM
=213= Artificial
=2 0=

Thr

Ile

Ile

Ser

500

His

Sar

Fhe

Fhe

Ile

580

Eln

Lau

Gln

Arg

His
660

Val

Lys

Ser

485

Asp

val

Sar

Gly

5635

Leu

Thr

Lys

Thr
645

Gly

Gly

470

His

Pro

Tyr

Trp

Thr
550

Leu

Trp

Phe

630

Phe

hsp

455

Ser

Ala

Asn

Pro

Lau

535

Gln

Ala

hsp

Leu

Ser

615

Gly

Lys
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Met

Gly

Rla

Trp

Ser

520

Val

Thr

Glu

Gly

Ala

600

Fhe

Phe

Leu

Leu

hsp

Leu

Pro

505

Gly

hsn

Tyr

Asp

Leu

585

Val

Val

Gln

Ser

Fro

Ile

Asn

430

Val

Phe

Sar

Fro

Ala

570

His

hsp

Phe

Ala
650

74

Ala

Phe

a75

Gly

Cys

Ala

hla

Ala

555

Glu

Thr

Lys

ASn

Val

835

His

Leu

460

Ala

Ile

Glu

Ile

Fro

540

Lys

Tyr

Gln

Asp

Trp

620

Asn

Ala

Thr

Ile

Ala

Glu

Gly

525

Pha

Gly

Asp

Tyr

Gly

605

Glu

Gln

Tyr

Asp

Asn

Gly

510

Gln

Ila

Gly

Arg

Leu

5590

Ile

Trp

Ser

Ala

Glu

Gly

Cya

435

Ser

Ser

Ila

Glna

575

Thr

Asn

Gly

Asp

Gln
655

Asp

Tyr

480

Ile

hsp

Ala

Asp

Tyr

560

Leu

Asp

Leu

Leu

Pro

640

FPhe
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=223= Sintético
=400= 15
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atgatgotge
ggagcggtta
agtccgacag
gogotgtgga
gtgacagtge
tatgaaacaa
ggggcagoca
gattatotgt
accaacoatt
acttactogt
gaagcagggt
cocagtgggoca
tggcaagata
aagcgttatg
tcacaaaata
gotgtattte
ogggatotag
aactacccaa
gaggctttte
gttgttaaag
attaaaggta
gotcoctgaacg
gaagaagggt
gocgatocac
tttctgacac
gaagacgoog
caatacotga
ctgogaggog
cagaaattog

ctgageogoto

atgotgoact
cttatceggy
caatccoget
acttagtoga
ccgatgatta
gogagattge
ttcaagttga
gteoatecacta
actacctgta
tttocaattta
tagoccacta
cagtttttoa
ctggtgacca
gtaatgaagt
gtggtctgeoo
gttgocacckta
ttgoctecgy
tocoggocoyg
gecattgggat
aaactgttgg
gocggagatat
ggatcgogaa
cagatecottt
tgtctteatg
aaacctacog
aatatgatog
cggactatot
cgotgacgeg
gatttocagktt

acgottacge
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goctagtageg
agocattect
ggagccaaca
agetcagtac
taagtttgag
cggactgaag
aggtgcagca
tgocagoacyg
coccattggac
atggacgogt
tgatgocogta
ctgggatacg
aattgttaag
caagacgtgyg
atacaatctyg
caatgttotyg
gaccattgeg
toccagggaac
ttttgegeaa
agatatgetg
ttttgogatt
ttgtattege
tgotoatgtt
gttagtcaac
tgctaagagt
tcaactgotyg
gagoocagetyg
gagttttgto
tgttaatcaa

ccaatttggg

ctgocatgtyg
ctgtocctga
cogacggeta
ccagttcaaa
geagatccac
tttocaaagy
aaagocgaag
cagtgtaaca
tttgogogec
atttatccat
atccatagtg
cecactgteote
gactttgtta
tttactttca
acgtatocag
aaagotoatyg
geaggtgaaa
goocgatgacy
ceggtttatg
ceggdactga
gacgggtate
aaccaaagtg
taccoatcog
teagdccegt
ggtatttatt
tatcaaatta
ctgttggotyg
gataattggg
tcagatcoceg

cgtaatcate

76

tbgtttbgge
ocgagceaatta
cocggtacage
ctgotgoagt
egagttatge
ggtttaagtt
ggoggggocc
attatgatece
tgoaacacct
tgggoegoagg
cocaagaagta
tgatgctgaa
coctatgocac
atgaaccacyg
aaggtattaa
gteoatgotgt
toggetttaa
aggaatcage
gtaatggoga
cggatgaaga
gtacegatat
acccocgaattg
ggtttgetat
ttatccgoga
toctoggaatt
cctgggatgg
tgoacaaaga
agtggggttt
atctgacacyg

tgoaccacca

gogocoggoo
cgaaacccca
agaattagat
gacaactttyg
attageaggg
tggtgttgoeg
aagtacctgg
cgatattaca
aggcattaac
ctatgttaat
tggtctggaa
atacggtgoc
aactgtgttt
ggttttotgt
cagcacctoo
taaagtgtat
atcegatgat
caagoegtcac
ttatcecagat
taaaggatac
ttoceatgeg
gocagtgtgt
tggtcaatca
tcaactgaag
tggttgggot
totgegtacyg
cgggattaat
agggatgoaa
cacgtttaaa

cCaccaccac

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
200
960

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

1800
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taa

=20= 16
=211= 600
=212= PRT
=213= Arificial
=220=

=223= Sintético
=400= 16
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RAla

Leu

Fro

Leu

Val

Ala

Lys

Ala

His

145

Thr

Leu

Bro

Met

Arg

Thr
50

Val

Gly

Ala

130

His

Asn

Gly

Leu

Bro

Ser

35

Fro

Glu

Val

Ala

Ehe

115

Lys

Tyx

His

Ile

Gly
195

His

Ala

20

AN

Thr

Ala

Pro

Gly
100

Lys

Ala

Ala

Tyr

Asn

180

Ala

Ala

Gly

Tyr

Ala

Gln

Asp

Tyr

Glu

Ser

Tyr

165

Thr

Gly

Ala

Ala

Glu

Thr

Tyr

70

Asp

Glu

Gly

Gly

Thr

150

Leu

Tyr

Tyr

Lau

Val

Thr

Gly

55

Fro

Tyr

Thr

Val

Arg

135

Gln

Tyr

Ser

Val
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Lau

Thr

Fro

40

The

Val

Lys

Sar

Ala

120

Gly

Cys

Bro

Phe

Asn
200

val

Tyr

25

Ser

Ala

GEln

Fhe

Glu
105

Gly

Pro

Asn

Leu

Ser

185

Glu

Ala

10

Pro

Fro

Glu

Thr

Glu

Ila

Ala

Ser

AED

Asp

170

Ile

Ala

Leu Pro

Gly Ala

Thr Ala

Leu Asp

60

Ala Ala
5%

Ala Asp

Ala Gly

ABla Ile

Thr Trp
140

Tyr Asp
155

Phe Ala

Ser Trp

Gly Leu

78

Cys

Ile

Ile

45

Ala

Val

Pro

Lau

Gln

125

Asp

Fro

Arg

Thr

Ala
205

Val

Pro

30

Fro

Lau

Thr

Pro

Lys

110

Val

Tyr

hsp

Leu

Arg

130

His

Val

15

Leu

Leu

Trp

Thr

Ser

Fha

Glu

Leu

Ile

Gln

175

Ile

Tyr

Leu

Ser

Glu

Asn

Leu

80

Tyr

Fro

Gly

Cys

Thr

160

His

Tyr

Asp
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Ala

val
225

Trp

Thr

Phe

Asn

Cys

305

Arg

Lys

Asp

Ala

Thr

385

Ile

Ile

Ser

His

Val

210

Fhe

Gln

Thr

hsn

Leu

230

Thr

Agp

Sar

Elu

Eln

370

Val

Lys

Ser

.H.HP-

Val

Ila

His

Asp

Val

Glu

275

Thr

TyE

Leu

Asp

E1lu

355

Pro

Gly

Gly

His

Pro
435

Tyr

His

Trp

Thr

Fhe

260

Fro

Tyr

Asn

val

hap

340

Bar

Val

Asp

Sar

Ala

420

hAEn

Fro

Sar

Asp

Gly

245

Lys

Arg

Fro

val

Ala

325

Asn

Ala

Tyr

Gly
405

Ala

Trp

Sar

Ala

Thr

230

Asp

Arg

Val

Glu

Leu

310

Ser

Tyr

Lys

Gly

Lau

330

hsp

Leu

Pra

Gly

Lys

215

Fro

Gln

Tyr

FPhe

Gly

235

Lys

Gly

Fro

Asn

375

Fra

Ile

Asn

wval

Fha

Lys

Lau

Ile

Gly

Cys

280

Ile

Thr

Ile

His

360

Gly

Ala

FPhe

Gly

Cys

440

Ala
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Tyr

Sar

val

ASD

265

Ser

Asn

His

Ile

Fro

345

Glu

Asp

Lau

Ala

Ile

425

Glu

Ila

Gly

Lau

Lys

250

Glu

Gln

Ser

Gly

Ala

330

Ala

Ala

Tyr

Thr

Ile

410

Ala

Glu

Gly

Lau

Met

235

Asp

Val

Asn

Thr

Hig

315

Ala

Arg

Fhe

Fro

Asp

395

hsp

Asn

Gly

Gla

79

Glu

220

Lau

Fhe

Lys

Ser

Ser

300

Ala

Gly

Fro

Arg

Asp

3go

Glu

Gly

Cys

Ser

Sar

Fro

Lys

Val

Thr

Gly

285

Ala

Val

Glu

Gly

Ile

365

Val

Asp

Tyr

Ile

Asp

445

Ala

Val

Tyr

Thr

Trp

270

Leu

Val

Lys

Ile

Asn

350

Gly

Val

Lys

Arg

Arg

430

EFra

Asp

Gly

Gly

Tyr

255

Phe

Fro

Ehe

Val

Gly

335

Ala

Ile

Lys

Gly

Thr

415

Asn

Phe

Fro

Thr

Ala

240

Ala

Thr

Tyr

Arg

Tyr

320

Fhe

Asp

Phe

Glu

Tyx

400

hAsp

Gln

Ala

Lau
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Ser

465

Phe

Phe

Ile

Gln

Lau

345

Gln

Arg

450

Ser

Leu

Gly

Thr

Liau1

530

Thr

Lys

The

Trp

Thr

Trp

315

L

Trp

Pha

Phe

His Leu His

<210= 17
=211= 1740
=212= ADN
=213= Artificial
=23M)=

=223= Sintético

=400= 17

5585

Leu

Eln

Ala

500

Asp

Liau

Serc

Gly

Lys

580

His

val

Thr

485

Glu

Gly

Ala

Fha

Pha

565

His

Asn

470

Tyr

Asp

Leu

Val

val

550

Gln

Ser

His

455

Ser

Pro

Ala

Arg

His

535

Asp

Fhea

Ala

His

ES 2742 382 T3

Ala

Ala

Glu

Thr

220

Lys

Asn

val

Hig

His
600

Pro

Lys

Tyre

505

Eln

Asp

Trp

Asn

Ala
585

Phe

Gly

430

Asp

Tyr

Gly

Glu

Gln

570

Tyr

80

Ile
475

Gly

hrg

Ile

Trp
555

Sar

Rla

460

Arg Asp Gln

Ile

Gln

Thr

Asn

540

Gly

Asp

Gln

Tyr

Leu

Asp

525

Lau

Lau

Fro

Phe

FPhe

Leu

510

Tyr

Arg

Gly

Asp

Gly
530

Leu

Ser

435

Tyr

Leu

Gly

Mat

Lau

575

Arg

Lys

480

Glu

Gln

Ser

Ala

Gln

560

The

Asn
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atggttactt
ccgacagcaa
ctgtggaact
acagtgcoog
gaaacaagcg
gecagoecatte
tatctgtgte
aaccattact
tactogtttt
goagggttag
gtgggcacog
caagatactyg
agttatggta
cagaatagtyg
gtatttogtt
gatetagtty
tacecaatee
gottttogoa
gttaaagaaa
aaaggtagog
ctgaacggga
gaagggtcag
gatcoactgt
ctgacacaaa
gacgccgaat
tacctgacgg
cgaggcegoge
aaattoggat
agogotoacyg

<210= 18
<211= 579

atccgggage
tecegetgga
tagtcgaage
atgattataa
agattgeccgg
aagttgaagyg
atcactatge
acctgtacec
caatttecatyg
cocactatga
tttttcactg
gtgaccaaat
atgaagtecaa
gtotgocata
gocacctacaa
cotoogggac
eggocegtee
ttgggatttt
ctgttggaga
gagatatttt
tegogaattyg
atccttttge
cttoatggtt
cctaccotge
atgatcgtca
actatctgag
tgacgtggag
ttecagtttgt

cttacgeooca

ES 2742 382 T3

cattectctg
gccaacaceg
tcagtaccca
gtttgaggca
actgaagttt
tgcagcaaaa
cagcacgcag
attggacttt
gacgogtatt
tgoegtaate
ggatacgcca
tgttaaggac
gacgtggttt
caatctgacyg
tgttctgaaa
cattgeggea
agggaacgec
tgogoaacog
tatgetgoog
tgogattgac
tattcogcaac
tcatgtttac
agtcaactca
taagggtggt
actgctgtat
ccagotgotyg
ttttgtegat
taatcaatca

atttgggogt

teccctgacga
acggctaceqg
gttcaaactg
gatccaccga
ccaaaggggt
googaaggge
tgtaacaatt
gegegectge
tatcocattgg
catagtgooa
ctgtectetga
tttgttacct
actttecaatg
tatocagaag
gotoatggto
ggtgaaateg
gatgacgagg
gtttatggta
gooctgacgg
gggtategta
caaagtgace
ccatccegggt
goocogttta
atttatttet
caaattacct
ttggotgtge
aattgggagt
gatococgato

aatcatctge

81

gcaattacga
gtacagcaga
ctgcagtgac
gttatgcoatt
ttaagtttgg
ggggcocaag
atgatcccga
aacacctagg
gogoaggota
agaagtatgy
tgctgaaata
atgocacaac
aaccacgggt
gtattaacag
atgotgttaa
getttaaate
aatcagocaa
atggogatta
atgaagataa
cogatattte
cgaattggec
ttgotattgg
toogogateoa
cggaattigg
gggatggtct
acaaagacgg
ggggtttagg
tgacacgoac

accaccacca

aaccccaagt
attagatgcg
aactttggtg
agcagggtat
tgttgogggg
tacctgggat
tattacaacc
cattaacact
tgttaatgaa
totggaacca
cggtgoctgg
tgtgtttaag
tttetgttea
cacctoogot
agtgtatogg
egatgataac
gogtcacgag
tocagatgtt
aggatacatt
cocatgogget
agtgtgtgaa
tcaatcagce
actgaagttt
ttgggotgaa
gogtacgoaa
gattaatotg
gatgcaacag
gtttaaactyg

ccaccactaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
g40
200
960

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

1740
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ES 2742 382 T3

=212= PRT

=213= Artificial

<2X)=

=223> Sintético

=400= 18

Met Val Thr Tyr Pro Gly Ala Ile Pro Leu Ser Leu Thr Ser Asn Tyr
1 5 10 15

Glu Thr Pro Ser Pro Thr Ala Ile Pro Leu Glu Proe Thr Pro Thr Ala
20 25 30

Thr Gly Thr Ala Glu Leu Asp Ala Leu Trp Asn Leu Val Glu Ala Gln

82
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Tyr

Asp

65

Glu

Gly

Gly

The

145

Tyr

Tyr

Ala

Thr

Asp

225

val

Glu

Fro
50

Tyr

Thr

Val

Arg

Gln
130

Tyr

Ser

Val

Lys

BEro

210

Gln

Tyr

Fhe

Gly

35

Val

Lys

Ser

Ala

Gly

115

Cys

Fro

Fhe

Asn

Lys

195

Leu

Ila

Gly

Cys

Ile
275

Gln

Fhe

Gzlu

Gly

100

Fro

Asn

Leu

Ser

Glu

180

Tyr

Ser

Val

Asn

Ser

260

Asn

The

Glu

Ile

BS

hla

Ser

hsn

Asp

Ile

165

Ala

Gly

Lys

E1lu

245

Gln

Ser

Ala

Rla

70

Ala

Rla

Thr

Tyr

Fhe

150

Ser

Gly

Mot

RAsp

230

Val

Asn

Ala

55

Asp

Gly

Ile

Trp

Asp

135

Bla

Trp

Lau

Glu

Leu

215

Phe

Lys

Ser

Ser

ES 2742 382 T3

40

Val

Fro

Leau

Gln

Asp

120

Fro

Arg

Thr

Ala

Pro

200

Lys

Val

Thr

Gly

Ala
280

The

Fro

Lys

Val

105

Tyr

Asp

Leu

His

185

Val

Tyr

Thr

Trp

Lau

285

Val

Thz

Ser

Fhe

90

Glu

Leu

Ila

Gln

Ile

174

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Phe

250

Pro

Fhe

83

Lau

Tyr

75

Fro

Gly

Cys

Thr

His

155

Tyr

Asp

Thr

Ala

Ala

235

Thr

Tyr

Arg

Val

&0

Rla

Lys

Ala

His

The

140

Leu

Fro

Ala

Wal

Trp

220

Thr

FPhe

Agn

Cys

45

Thr

Leu

Gly

Ala

His

125

Asn

Gly

Leu

Val

Fhe

205

Gln

The

Aen

Leu

Thr
2B5

Val

Ala

Fhe

Lys

110

Tyr

His

Ile

Gly

Ile

130

His

Asp

Val

Glu

Thr

270

Tyr

Fro

Gly

Lys

95

Ala

Ala

Tyr

BAsn

Ala

175

His

Trp

Thr

Fhe

Pro

255

Tyr

Asn

Aasp

Tyr

80

FPhe

Glu

Ser

Tyr

Thr

160

Gly

Sar

Bsp

Gly

Lys

240

Arg

Pro

Val
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Sar

305

Tyr

L}" a8

Gly

Aszp

385

Lau

Pro

Gly

Asn

Tyr

465

Asp

Leu

val

Val

Lys

290

Gly

Frao

Arg

Asn

Frao

370

Ile

Asn

val

FPhe

Ser

450

Fra

Ala

Arg

His

Asp
530

Thr

Ile

His

Gly

155

Fhe

Gly

Cys

Ala

435

Ala

Glu

Thr

L:.r.u-

515

Asn

His

Ile

Pro

Glu

340

Asp

Lieu

Ala

Ila

Glu

420

Ile

Pro

Lys

Tyr

Gln

500

Asp

Trp

Gly

Ala

Ala

325

Ala

ITyr

Ile

Ala

405

Elu

Gly

Fhe

Gly

Asp
485

Tyr

Gly

Glu

His

Ala
310

Arg

Phe

Fro

Asp

hsp

380

hsn

Gly

Gln

Ile

Gly

470

Arg

Leu

Ile

Trp

Ala

2595

Gly

Fra

aArg

Asp

Glu

375

Gly

Cys

Ser

Ser

Arg

455

Ile

Gln

Thr

Asn

Gly
535

Val

Glu

Gly

Ile

Vval

ig0

Asp

Tyr

Ila

Ala

440

Asp

Tyr

Leu

Asp

Leu

320

Leu

ES 2742 382 T3

Lys

Ile

Asn

Ely

345

wal

Lys

Arg

Pro

425

Asp

Gln

Phe

Len

Tyr

505

Arg

Gly

Val

Gly

Ala

330

Ile

Lys

Gly

Thr

AsD

410

Phe

Fro

Leu

Ser

Tyr

4190

Leu

Gly

Met

Tvr

Fhe

315

Asp

Fhe

Glu

Tyr

Asp

385

Gln

Ala

Leu

Lys

Glu

475

Gln

Ser

Ala

Gln

84

Arg

300

Lys

Asp

Ala

Thr

Ile

380

Ile

Sar

Hig

Ser

Phe

460

Fhe

Ile

Gln

Leu

Gln
540

Asp

Sar

Glu

Gln

val

365

Lys

Ber

Asp

Val

Sar

445

Leu

Gly

Thr

Leu

Thr

325

Lys

Lot

IHP

Glu

Pro

350

Gly

Gly

His

Fro

TyrE

430

Tep

Thre

Trp

Trp

Leu
510

TEp

Fhe

Val

ISP

Ser

335

val

Asp

Ser

Ala

Asn

415

FPro

Lau

Gln

Ala

Aap

41395

Leu

Ser

Gly

Ala

Asn

320

Ala

Tyr

Met

Gly

Ala
400

Tzp

Ser

Val

Thr

Glu

480

Gly

Ala

Fhe

Fhe
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ES 2742 382 T3

Gln Phe Val Asn Gln Ser Asp Pro Asp Leu Thr Arg Thr Phe Lys Leu
545 550 555 560

Ser Ala His Ala Tyr Ala Gln Phe Gly Arg Asn His Leu His His His
565 570 575

Hig His His
<210= 19
=211= 1755
=212= ADN
=213= Artificial
<2=

=223 Sintético
=400= 19
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atgagattte
gocagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tototegaga
tttggtgttg
ccaagtacct
cococgatatta
ctaggcatta
ggctatgtta
tatggtetgg
aaatacggtyg
acaactgtgt
cgagttttet
aacagcacct
gttaaagtgt
aaatccgatg
gocaagegto
gattatccag
gataaaggat
atttocooatyg
tggocagtgt
attggtcaat
gatcaactga
tttggttggg
ggtctgogta
gaocgggatta
ttagggatgo
cgcacgttta

CAoCacCass

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagagge
cgggggcage
gggattatct
LEELLEETLE]
acacttactc
atgaagecagg
aaccagtggyg
cctggoaaga
ttaagogtta
gttcacaaaa
coegobgtatt
atogggatot
ataactacce
acgaggettt
atgttgttaa
acattaaagg
cggototgaa
gtgaagaagg
cagoocgatoo
agtttotgac
ctgaagacge
cgcaatacct
atoctgogagg
aacagaaatt
aactgagege

actaa

ES 2742 382 T3

tactgeoagtt
agatgaaacg
tttogatgtt
tactactatt
tgaagottac
cattcaagtt
gtgtecatcac
ttactacctg
gttttoaatt
gttagococac
caccgttttt
tactggtgac
tggtaatgaa
tagtggtotg
tegttgeoace
agttgoctoo
aatccoggec
teogeattgag
agaaactgtt
tagocggagat
ogggatogeg
gtocagatoct
actgtcttca
acaaacctac
cgaatatgat

gacggactat

cgegetgacy

oggatttocag

tcacgecttac

ttattegoag
goacaaatteo
gotgttttge
gacageatty
gtagaattca
gaaggtgoag
tatgeoccagca
tacccattgg
tcatggacge
tatgatgoog
cactgggata
caaattgtta
gtcaagacgt
ccatacaate
tacaatgtte
gggaccattyg
cgtocaggga
atttttgoge
ggagatatgo
atttttgoga
aattgtatteo
tttgectoatyg
tggttagtca
cotgotaagg
cgtocaactgo
ctgagoccagoe
tggagttttyg
tttgttaate

goccaatttg

86

catoctcege
cggotgaage
cattttocaa
ctgotaaaga
tgtttocaaa
caaaagcoga
cgoagtgtaa
actttgogeg
gtatttatce
taatocatag
cgocactgte
aggactttgt
ggtttacttt
tgacgtatee
tgaaagctea
cggoaggtga
acgocgatga
aaccggttta
tgooggooct
ttgacgggta
goaaccasaag
tttacoocato
actecagocec
gtggtattta
tgtatcaaat
tgctgttgge
togataattyg
aatcagatceo

ggcgtaatea

attagectget
tgtecatoggt
cagcacaaat
agaaggggta
ggggtttaag
agggoggggc
caattatgat
coctgoaacac
attgggcgca
tgocaagaag
toctgatgetg
tacctatgeeo
caatgaacca
agaaggtatt
tggteoatget
aatcggottt
cgaggaatca
tggtaatgge
gacggatgaa
togtaccgat
tgacoogaat
cgggtttget
gtttatcege
tttctoggaa
tacctgggat
tgtgcacaaa
ggagtggggt
cgatctgaca

toctgocaccac

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&d0
660
720
780
840
00
260

1020
10840
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1755
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=210= 20

=211= 584

=212= PRT
=213= Artificial
=3 M=

=223 Sintético

Ile

Fhe

65

Sar

Lys

Ala

His

Pro

Val

50

Ila

Gly

Ala

His

Ala

Ala

Ala

Asn

Glu

Phe

Lys

115

Tyr

Fro

Ala

20

Glu

Val

Thr

Lys

Lys

100

Ala

Ala

Sar

Pro

Ala

Thr

Arg

85

Phe

Glu

Ser

Ile

Val

val

Pro

Ila

70

Glu

Gly

Gly

Thr

Fhe

Asn

Ile

Pha

Ala

Ala

Val

Arg

Gln

Thr

Thr

Gly

Sar

Ser

Glu

Ala

Gly

120

Cys

ES 2742 382 T3

Rla

Thr
25

Tyr

Asn

Ila

Ala

Gly

105

Pro

REn

Val

10

Thr

Ser

Sar

Ala

Tyr

90

Ala

Ser

AED

Glu

Asp

Thre

Ala

75

Val

Ala

Thr

Tyr

87

Phe

Leu

Asn

60

Lys

Glu

Ile

Trp

Asp

Glu

Glu

Asn

Glu

Pha

Gln

Rsp

125

Fro

Ala

Thr

30

Gly

Gly

Glu

Mat

Val

110

Tyr

Asp

Sear

15

Ala

Asp

Lau

Gly

Pha

85

Glu

Leu

Ile

Sar

Gln

Phe

Lau

Val

a0

Pro

Gly

Cys

Thr
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Thz

145

Fro

Ala

Val

Trp

225

Thr

Fhe

Asn

Cys

Lys

Rsp

Ala

130

Asn

Gly

Val

FPhe

210

Gln

Thr

Ran

Leau

Thr

290

Asp

Sar

Glu

Gln

Val
370

His

Ile

Gly

Ile

195

His

Asp

Val

Glu

Thre

275

Tyr

Leu

Rsp

Glu

Pra

355

Gly

Tyzr

AsBn

Ala

180

His

Trp

Thr

Fhe

Fro

260

Tyr

Asn

val

Asp

Ser

340

wval

Rsp

Tyr

Thr

165

Gly

Ser

Asp

Gly

Lysa

245

Fro

Val

Ala

Asn

325

Ala

Tyr

Met

Lau
150

Tyr

Tyr

Ala

Thr

Asp

230

Arg

val

Glu

Ser
310

Tyr

Lys

Gly

i35

Tyr

Ser

Val

Lys

Bro

215

Gln

Tyr

Fhe

Gly

Lys

295

GEly

Fro

Arg

Asn

Pro
375
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Fro

Fhe

Asgn

Lys

200

Leu

Ila

Gly

Cys

Ila

280

Ala

Thr

Ile

His

Gly

360

Ala

Laaua

Ser

Glu

185

Tyr

SBer

Val

Asn

Ser

265

Asn

His

Ile

Fro

Glu

345

hsp

Lau

Asp

Ile

170

Ala

Gly

Leu

Lys

Elu

250

Eln

Sar

Gly

Ala

hla

330

Ala

Tyr

Thr

Phe

155

Ser

Gly

Leu

Met

Asp

235

Val

Asn

Thr

His

Ala

315

Arg

Phe

Pro

Asp

88

140

Ala

Trp

Leu

Glu

Lau

220

Pha

Lys

Ser

Sar

Ala

300

Gly

Fro

Arg

Asp

Glu
380

Azrg

Ala

Fro

205

Lys

Val

Thr

Gly

Ala

285

Val

Glu

Gly

Ile

val

385

hsp

Laau

His

130

Val

Tyr

Thr

Trp

Leu

270

Val

Lys

Ile

Asn

Gly
350

val

Lys

Gla

Ile

175

Ty

Gly

Gly

Tyr

Phe

255

Fro

FPhe

Val

Gly

hla

335

Ile

Ly=

Gly

His

160

Tyr

Asp

Thr

Ala

Ala

240

Thr

Tyr

Arg

Tyr

Phe

320

Asp

FPhe

Glu

Tyr
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Ile

385

Ile

Ser

His

Ser

Phe

465

Fha

Ile

Gln

Leu

Gln

545

His

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

450

Leu

Gly

Thr

Leu

The

530

Lys

Thr

Leu

<210= 21
<211= 82
=212= ADN

<213= Artificial
=2 0=

=223= Sintético

=400= 21

Gly

His

Fro

Tyr

435

Trp

Thr

Irp

Trp

Leu

515

Trp

Phe

Phe

His

Ser

Ala

Asn

420

Fro

Gln

Ala

hsp

500

Leu

Ser

Gly

Lys

Hisg
580

Gly

Ala
405

Trp

Sar

Val

Thr

Glu

485

Gly

Ala

FPhe

Leu
565

His

Asp

390

Leu

Pro

Gly

BAsn

Tyr

470

Asp

Leu

Val

Val

GEln

550

Ser

Hisg

Ila

Asn

Val

Fhe

Ser

455

Pro

Ala

Arg

Hia

Asp

535

Fhe

Ala

Hiaz

Phe

Gly

Cys

Ala

440

Ala

Ala

Glu

Thr

Lys

520

Agn

Val

Hisg

Hig

ES 2742 382 T3

Ala

Ile

Glu

425

Ile

Pro

Lys

Tyr

Eln

505

Rsp

Tcp

Ban

Ala

Ile

Ala

410

Glu

Gly

Phe

Gly

Asp

4390

Tyr

Gly

Glu

Gln

Tyr
570

Asp

385

Aan

Gly

Gln

Ile

Gly

475

Arg

Leu

Ile

Trp

Ser

555

RAla

89

Gly

Cya

Ser

Sar

460

Ile

Gln

Thr

Asn

Gly

540

Asp

Gln

Tyr

Ile

Asp

Ala

445

Tyr

Lau

Asp

Leu

525

Leu

Fro

Phe

Arg

Pro

430

Asp

Eln

Phe

Liau

Tyr

510

Arg

Gly

Gly

Thr

Asn

415

FPhe

Fro

Leu

Ser

Tyr
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ccgotogaga asagagaggc tgaagctcac caccaccacc accacgaaaa cctgtatttt

cagatgatge tgcatgetge ac
<210= 22

<211= 42

=212= ADN

=213= Artificial

=22 0=

«=223%= Sintético

=400= 22

Aaggaaaaaa gogoccgctt acagatgatt acgeoccaaat tg
<210= 23

<211= 24

=212= ADN

=213= Artificial

=220=

223> Sintético

<400= 23

atcactatge cagcacgeaqg fota 24
=210= 24

=211= 24

=212= ADN

=213= Artificial

=2 )=

<223> Sintético

=400= 24

tttaaagceg atticaccty cococ 24
<210= 25

<211= 21

=212= ADN

=213= Artificial

=22 0=

=223%= Sintético

=400= 25

gactgattce aattgacaag c 21
<210= 26

<211= 21

=212= ADN

=213= Artificial

=22 0=

223> Sintético
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REIVINDICACIONES

Un ADN aislado que codifica una proteina recombinante 3-hexosiltransferasa (rBHT) que tiene la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID NO. 12, 14 o 20, preferiblemente que tiene la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO. 12 o0 14.

El ADN aislado de la reivindicacion 1, en donde el ADN tiene al menos un 97% de identidad con la secuencia de
acido nucleico establecida en la SEQ ID NO. 11, 13 o 19, preferentemente con la secuencia de acido nucleico
establecida en la SEC ID NO NO. 11 0 13.

El ADN aislado de la reivindicacion 2, en donde el ADN tiene la secuencia de acido nucleico establecida en la SEQ
ID NO. 11, 13 0 19, preferentemente con la secuencia de acido nucleico establecida en la SEC ID NO. 11 o 13.

Una proteina recombinante 3-hexosil-transferasa enzimaticamente activa (rBHT) en donde la proteina tiene la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO. 12, 14 o 20.

La proteina rBHT enzimaticamente activa de la reivindicacion 4, en donde la proteina esta unida a la membrana o
una enzima soluble.

Un método para producir la proteina recombinante 3-hexosil-transferasa enzimaticamente activa (rBHT) en una
célula hospedera de levadura el cual comprende transformar la célula hospedera con un plasmido bajo el control
de un promotor adecuado en donde el plasmido contiene un ADN aislado que codifica una proteina rBHT de
acuerdo con la reivindicacion 1, 2 o 3.

El método de la reivindicacién 6, en donde el promotor adecuado es un promotor de alcohol oxidasa.

El método de las reivindicaciones 6 o 7, en donde la proteina rBHT enzimaticamente activa tiene una actividad
especifica de aproximadamente 8 U.mg™" a 20°C.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en donde la célula hospedera de levadura es de Pichia
pastoris.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6-9, que comprende ademas el uso de la proteina
recombinante B-hexosiltransferasa enzimaticamente activa (rBHT) producida en condiciones adecuadas para
convertir la lactosa en galacto-oligosacaridos (GOS).

El método de la reivindicacion 10, en donde la proteina rBHT enzimaticamente activa se inmoviliza sobre un soporte
solido.

El método de la reivindicacion 10 u 11, en el que las condiciones adecuadas son un reactor de tanque agitado
continuo o discontinuo, un reactor de lecho empaquetado o un reactor de membrana de ultrafiltracion.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 10-12, que comprende ademas un organismo generalmente
reconocido como seguro (GRAS) como un sistema de eliminacion de la glucosa para evitar la inhibicion competitiva
de la glucosa, preferentemente el sistema de eliminacion de la glucosa se usa simultdneamente con la proteina
rBHT enzimaticamente activa.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6-9, que comprende ademas usar la proteina recombinante
B-hexosiltransferasa (rBHT) producida en un producto o subproducto alimentario que contiene lactosa modificada,
preferentemente en donde el producto alimentario es un producto lacteo o subproducto.

El método de la reivindicacion 14, en el que el producto o subproducto alimentario es un postre para bebés, un
jugo para bebés, una merienda para bebés, una bebida de yogurt para bebés, una bebida energética, un agua
para hacer ejercicio o un calmante de sed, un postre lacteo congelado, una bebida de frutas (enriquecido con
vitaminas/minerales), un relleno de tarta de frutas, una preparacion de frutas, una féormula infantil, una bebida
sustitutiva de comidas para bebés, una gelatia mermelada, una bebida sustitutiva de comidas, una leche, una
bebida a base de leche, un sustituto de leche, un saborizante de jarabe para leche, yogur o suero de leche.
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