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DESCRIPCION
Enzimas microbianas para la reduccion de alfa-galactosa del tejido basado en colageno
Antecedentes de la invencién

Se utilizan diversos productos derivados de tejidos para regenerar, reparar o tratar de otro modo tejidos y érganos
enfermos o dafiados. Tales productos pueden incluir injertos de tejidos intactos y/o tejidos acelulares o acelulares
reconstituidos (por ejemplo, matrices acelulares de tejido de piel, intestino u otros tejidos, con o sin siembra celular),
que se pueden derivar de un donante de una especie diferente del receptor (xenoinjerto) o de un donante de la misma
especie que el receptor (aloinjerto). Por ejemplo, un material que contiene colageno puede estar hecho de tejido
porcino e implantado en un paciente humano.

En animales receptores (por ejemplo, seres humanos) que no expresan la enzima B-D-galactosil-1,4-N-acetil-D-
glucosaminida a-1,3-galactosil-transferasa (a-1,3-galactosiltransferasa; "aGT"), que cataliza la unién de o-1,3-
galactosa (Gal) en N-acetilactosamina (Galf1,4GIcNAc) para producir Gala-1 1,3GalB1,4GIcNAc-R terminal
("galactosa-alfa-1,3-galactosa", "epitopo a-gal"o" a-gal") en un sustrato aceptor, un problema importante del tejido
xenotransplantado es el rechazo hiperagudo de xenoinjertos en tales receptores que se debe en gran medida, si no
exclusivamente, a la accion de anticuerpos especificos para el epitopo a-gal en la superficie de las células en el

xenoinjerto.

El epitopo a-gal se expresa en mamiferos no primates y en monos del Nuevo Mundo (monos de América del Sur), asi
como en macromoléculas tales como los proteoglicanos de los componentes, extracelulares pero esta ausente en los
primates del Viejo Mundo (monos de Asia y Africa y simios) y seres humanos (U. Galili et al. (1988) J. Biol. Chem. 263:
17755). Los anticuerpos anti-gal se producen en seres humanos y primates como resultado de una respuesta inmune
a las estructuras de carbohidratos del epitopo a-gal en bacterias gastrointestinales. U. Galili et al. (1988) Infect. Immun.
56:1730; R. M. Hamadeh et al.(1992) J. Clin. Invest. 89:1223.

Debido a que los mamiferos no primates (por ejemplo, cerdos) producen epitopos de a-gal, el xenotrasplante de
material de tejido de estos mamiferos en primates a menudo produce el rechazo debido a la unién del anticuerpo anti-
Gal de primates a estos epitopos. La unién produce la destruccion del material tisular mediante la fijacion del
complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. U. Galili et al. (1993) Immunology Today 14:480;
M. Sandrin et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11391; H. Good et al.(1992) Transplant. Proc. 24:559; B.
H. Collins et al. (1995) J. Immunol. 154: 5500. En consecuencia, cuando los animales que producen epitopos de a-
gal se usan como fuente de tejido para el tratamiento de tejidos u érganos enfermos o dafados, la eliminacion de
epitopos de a-gal de las células y de los componentes extracelulares del material del tejido puede disminuir respuesta
inmune asociada con la unién de anticuerpos anti-gal a epitopos a-gal.

Las enzimas como las alfa-galactosidasas de los granos de café verde y Bacteroides, que eliminan sustancialmente
los epitopos a-gal de las células y de los componentes extracelulares de un material que contiene colageno, se han
identificado y utilizado para preparar productos tisulares (ver, por ejemplo, Luo, et al. al. (1999) Xenotransplantation
6(4):238-48; Patente U.S. Num.: 7.951.552). Sin embargo, los problemas de suministro han disminuido la
disponibilidad de estas enzimas, de este modo aumenta el costo y la disponibilidad de productos tisulares para tratar
a los sujetos que lo necesitan. Por consiguiente, existe una necesidad de enzimas y procedimientos adicionales para
tratar productos tisulares para reducir o controlar la respuesta inmune de los productos tisulares tras la implantacion.

El documento WO99/12555A divulga un tejido tratado enzimaticamente con a-galactosidasa para eliminar el epitopo
Gal. El documento US 7.951.552 B divulga un procedimiento para preparar un tejido no humano para xenotrasplante,
que comprende la etapa de incubar el tejido no humano con una enzima que tiene actividad de a-galactosidasa.

La presente invencion se define en las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion a los procedimientos
de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion
para su uso en un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para
diagnostico). En un aspecto, la presente descripcion proporciona procedimientos para la preparacion de una matriz de
tejido no humano para xenotrasplante. Los procedimientos pueden incluir poner en contacto una matriz de tejido que
contiene colageno con una alfa-galactosidasa de Trichoderma reesei o Clostridium cellulyticum aislada en una
cantidad y durante un tiempo suficiente para eliminar un epitopo de a-gal de la matriz de tejido, de este modo se
prepara la matriz de tejido no humano para xenotrasplante

En una realizacion, la alfa-galactosidasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de
identidad con la secuencia de aminoacidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, y 8. En otra realizacion, la alfa-galactosidasa esta codificada por una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos que tiene al menos 85% de identidad con la secuencia de
nucledtidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1, 3, 5,y 7.
En otra realizacion, |la alfa-galactosidasa esta codificada por una molécula de acido nucleico, dicha molécula de acido
nucleico que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de identidad
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con la secuencia de aminoacidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
IDNOs: 2,4,6,y8.

En una realizacion, la matriz de tejido es una matriz acelular de tejido. En otra realizacién, la matriz de tejido comprende
a matriz de tejido dérmico.

En una realizacién, la matriz de tejido se obtiene de un tejido seleccionado de fascia, tejido pericardico, duramadre,
tejido del cordon umbilical, tejido placentario, tejido valvular cardiaco, tejido de ligamentos, tejido tendinoso, tejido
arterial, tejido venoso, tejido conectivo neural, tejido vesical urinario, tejido de uréter y tejido intestinal

En una realizacion, los procedimientos de la invenciéon ademas comprenden tratar la matriz de tejido para eliminar al
menos algunas de las células y componentes celulares, por ejemplo, sustancialmente todas las células y componentes
celulares, de la matriz de tejido.

En una realizacion, los procedimientos de la invencion ademas comprenden tratar la matriz de tejido para eliminar
sustancialmente todas las células y componentes celulares antes del contacto con la matriz de tejido con la alfa-
galactosidasa.

En una realizacién, la al menos una matriz de tejido que contiene colageno incluye dos o mas matrices de tejido.

En una realizacion, los procedimientos de la invencion ademas comprenden el envasado de la matriz de tejido.
En una realizacion, los procedimientos de la invencion ademas comprenden esterilizar la matriz de tejido.

En otro aspecto de la divulgacion, la presente divulgacion proporciona una matriz de tejido preparada de acuerdo con
el procedimiento de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1J muestran matrices acelulares de tejido tefiidas para el epitopo a-gal. Las Figuras 1C-1E y 1H-1J
muestran matrices acelulares de tejido tefiidas para el epitopo a-gal después del tratamiento con las enzimas indicadas
usando los procedimientos descritos en el Ejemplo 1. Las Figuras 1A y 1F muestran matrices acelulares de tejido de
control no tratadas que consisten en dermis porcina que no se expuso a la enzima y se tifid para el epitopo a-gal, y
las Figuras 1B y 1G son controles positivos que consisten en dermis porcina tratada con alfa-galactosidasa de grano
de café verde. La presencia del epitopo a-gal esta indicada por un color gris oscuro.

Descripcion de de las realizaciones ejemplares

La presente invencion se define en las reivindicaciones. La presente invencién se basa, al menos en parte, en el
descubrimiento de alfa-galactosidasas microbianas que eliminan los residuos de galactosa unidos a alfa-1,3 terminales
del tejido animal y los procedimientos de uso de tales alfa-galactosidasas para preparar una matriz de tejido no humano
que se puede usar, por ejemplo, como un producto tisular. Como se describe en los ejemplos adjuntos a continuacién,
se ha descubierto que de la multitud de alfa-galactosidasas microbianas que se han identificado, solo las alfa-
glactosidasas de Trichoderma reesei y Clostridium cellulolyticum escinden efectivamente los epitopos a-galde tejido
no humano y, por lo tanto, por ejemplo, reducir la inmunogenicidad de las matrices de tejidos preparadas para
xenotrasplante.

Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona procedimientos para preparar tejido no humano o matrices de
tejido para implantacién en pacientes humanos.

I. Definiciones

Las definiciones de ciertos términos se definen primero a continuacion. Ademas, se debe observar que siempre que
se mencione un valor o intervalo de valores de un parametro, se considera que los valores e intervalos intermedios a
los valores mencionados también sean parte de esta invencion.

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

El término "que incluye" se usa en la presente que significa, y se usa indistintamente con la frase "que incluye,
pero sin limitacion".

El término "o" se usa en la presente que significa, y se usa indistintamente con el término "y/o", a menos que
el contexto indique claramente lo contrario.

Como se usa en la presente, el término "sujeto" se refiere a animales humanos y no humanos, por ejemplo,
sujetos veterinarios. El término "animal no humano" incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y
no mamiferos, tales como primates no humanos, ratones, conejos, ovejas, perros, gatos, caballos, vacas,
pollos, anfibios y reptiles. En una realizacion, el sujeto es un ser humano.

3
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Como se usa en la presente, "producto tisular" se refiere a cualquier tejido que contiene proteinas de matriz
extracelular. Se pueden usar diversos tejidos para producir productos tisulares, por ejemplo, para tratar a un
sujeto que lo necesite. Por ejemplo, se han producido varios productos tisulares para la regeneracion,
reparacion, aumento, refuerzo y/o tratamiento de tejidos humanos que se han dafiado o perdido debido a
diversas enfermedades y/o dafios estructurales (por ejemplo, por traumatismo, cirugia, atrofia y/o desgaste y
degeneracion a largo plazo). Tales productos pueden incluir, por ejemplo, matrices acelulares de tejido o
parcialmente descelularizadas matrices descelularizadas de tejido que se han repoblado con células exdgenas
y/o tejidos celulares.

Los tejidos se pueden seleccionare de una variedad de fuentes de tejido que incluyen piel (dermis o piel entera), fascia,
tejido pericardico, dura, tejido del cordén umbilical, tejido placentario, tejido de la vélvula cardiaca, tejido de ligamentos,
tejido adiposo, tejido tendinoso, tejido arterial, tejido venoso, tejido conectivo neural, tejido de vejiga urinaria, tejido de
uréter y tejido intestinal. Los procedimientos descritos en la presente se pueden usar para procesar cualquier tipo de
tejido colageno y para cualquier producto de matriz de tejido. Por ejemplo, se describen numerosos materiales de
andamios biolégicos en Badylak et al. (Acta Biomaterialia (2008), doi:10,1016/j.actbio,2008,09,013), y los
procedimientos de la presente divulgacién se pueden usar para tratar esos u otros productos tisulares conocidos en
la técnica.

En algunos casos, los productos tisulares se pueden proporcionar como matrices descelularizadas de tejido. Las
matrices acelulares de tejido adecuadas se describen mas adelante. En algunos casos, los procedimientos pueden
incluir el procesamiento de tejido intacto para eliminar células u otros materiales. Los tejidos se pueden descelularizar
total o parcialmente para producir matrices acelulares de tejido o materiales de tejido extracelular. Por ejemplo, varios
tejidos, tales como piel, intestino, hueso, cartilago, tejido adiposo, tejido nervioso (por ejemplo, fibras nerviosas o
duramadre), tendones, ligamentos u otros tejidos se pueden descelularizar total o parcialmente para producir
productos tisulares utiles para pacientes En algunos casos, estos productos descelularizados se pueden usar sin la
adicion de materiales celulares exdgenos (por ejemplo, células madre). En ciertos casos, estos productos
descelularizados se pueden sembrar con células de fuentes autdlogas u otras fuentes para facilitar el tratamiento. A
continuacioén se describen procedimientos adecuados para producir matrices acelulares de tejido.

Procedimientos de preparacion de productos tisulares

La presente divulgacién proporciona procedimientos para la preparacion de una matriz de tejido no humano para
xenotrasplante. Los procedimientos pueden incluir el contacto de una matriz de tejido que contiene colageno con una
alfa-galactosidasa de Trichoderma reesei o Clostridium cellulyticum en una cantidad y durante un tiempo suficiente
para eliminar un epitopo de a-gal de la matriz de tejido, de este modo se prepara la matriz de tejido no humano para
xenotrasplante. Una "cantidad y tiempo suficientes para eliminar un epitopo de a-gal de la matriz de tejido" es la
cantidad de la enzima y el tiempo que la matriz de tejido se pone en contacto con la enzima para reducir la
inmunogenicidad de la matriz de tejido preparada para el xenotrasplante. Se puede medir una respuesta inmune
usando numerosos inmunoensayos, que incluyen ensayos de activacion de monocitos, ensayos de fagocitosis y/o
ensayos de estallido oxidativo, que son facilmente conocidos por un experto en la técnica.

El término "reducir" con respecto a la inmunogenicidad de una matriz de tejido se refiere a una disminucion
estadisticamente significativa en tal nivel. La disminucidon puede ser, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al
menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos
55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 95%, o mas.

Se puede usar cualquier concentracién de enzima, tampoén, pH, temperatura y tiempo de tratamiento adecuados
siempre que sea suficiente para eliminar un epitopo de a-gal de la matriz de tejido. En algunas realizaciones, las
condiciones adecuadas para tratar una muestra de tejido como se describe en la presente pueden incluir
aproximadamente 50 U /| a aproximadamente 400 U /I de una a-galactosidasa en un tampon a un pH fisiolégicamente
aceptable (por ejemplo, aproximadamente pH 6,0 a aproximadamente pH 8,0) y la temperatura (por ejemplo,
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 40 °C), por ejemplo, aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350,
360, 370, 380, 390, o aproximadamente 400 U /I de una a-galactosidasa en, por ejemplo, un tampon fosfato, que tiene
un pH de aproximadamente 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,71,7,2,7,3,74,75,7,6,7,7,7,8,7,9, 0
aproximadamente 8,0, a aproximadamente 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C, 28 °C, 29 °C, 30
°C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, 37 °C, 38 °C, 39 °C, 0 40 °C. Los intervalos y valores intermedios a los
intervalos y valores mencionados anteriormente también se contemplan como parte de la invencion. En una realizacion
ejemplar, la muestra de tejido se trata con una a-galactosidasa a una concentracién de 300 U /I preparada en tampodn
fosfato 100 mM a pH 6,0. En otras realizaciones, la concentracion de a-galactosidasa se incrementa a 400 U /I para la
eliminacion adecuada de los epitopos de a-gal del tejido recolectado.

Las especies que pueden servir como receptores de una matriz de tejido y donantes de tejidos u 6rganos para la
produccioén de la matriz de tejido incluyen, sin limitaciéon, mamiferos, tales como primates humanos y no humanos (por
ejemplo, monos, babuinos o chimpanceés) .
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En una realizacion, los procedimientos incluyen ademas al menos descelularizacién parcial del tejido. La etapa de
descelularizacion se puede realizar antes del contacto del tejido con la galactosidasa o concomitantemente con el
contacto del tejido con la galactosidasa. El tejido puede ser un tejido dérmico.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para tratar a un sujeto con una matriz de tejido de la
presente invencion. Los procedimientos pueden incluir preparar una matriz de tejido como se describe en la presente,
identificar un sujeto mamifero que tiene un érgano o tejido que necesita reparacion o mejora; y colocar la matriz de
tejido en o sobre el 6érgano o tejido. En una realizacion, el sujeto es humano. Los procedimientos también pueden
comprender la administracion al sujeto de uno o mas agentes, por ejemplo, un factor de crecimiento celular, un factor
angiogénico, un factor de diferenciacion, una citoquina, una hormona o una quimioquina. El uno o mas agentes pueden
estar en la matriz de tejido colocada en el sujeto o se pueden inyectar o infundir en el sujeto por separado de la matriz
de tejido. El érgano o tejido del sujeto puede ser, sin limitacién, piel, hueso, cartilago, menisco, dermis, miocardio,
periostio, arteria, vena, estémago, intestino delgado, intestino grueso, diafragma, tendon, ligamento, tejido neural,
musculo estriado, musculo liso, vejiga, uretra, uréter, gingival o fascia (p. €j., fascia de la pared abdominal).

Como se usa en la presente, los términos "tratar" o "tratamiento" se refieren a un resultado beneficioso o deseado que
incluye, pero sin limitacién, alivio o mejora de uno o mas sintomas. "Tratamiento" también puede significar prolongar
la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada en ausencia de tratamiento.

Como se usa en la presente, el término "colocar" una matriz de tejido incluye, sin limitacion, ajuste, inyeccion, infusion,
vertido, envasado, estratificacion, pulverizacion y envoltura de la composicion. Ademas, colocar "sobre" un tejido u
organo receptor significa poner en contacto con el tejido u 6rgano receptor.

Las alfa-galactosidasas de T. reesei y C. cellulolyticum adecuadas para usar en los procedimientos de la presente
invencién pueden ser de origen natural (nativas) o genéticamente modificadas. Por ejemplo, se pueden obtener
enzimas adecuadas mediante, por ejemplo, fermentacion de los organismos y el uso de un esquema de purificaciéon
apropiado usando técnicas de purificacion de proteinas estandares. Por ejemplo, los sobrenadantes celulares se
pueden recolectar y concentrar (por ejemplo, por ultrafiltracion) y aplicar, por ejemplo, a una matriz de isolectroenfoque
para identificar fracciones que tienen actividad de alfa-galactosidasa. Las fracciones activas también se pueden
purificar adicionalmente usando, por ejemplo, cromatografia de intercambio i6nico y/o filtracion en gel.
Alternativamente, se pueden usar técnicas de ADN recombinante para producir una alfa-galactosidasa de T. reesei y
C. cellulolyticum que comprende la totalidad o un segmento de la proteina (un fragmento funcional de la proteina). Por
ejemplo, se pueden usar técnicas de ADN recombinante para clonar una secuencia de nucleétidos que codifica un
segmento o la proteina completa en un vector (tal como un vector de expresion) y transformar una célula para la
produccién de la proteina. Una alfa-galactosidasa de T. reesei y C. cellulolyticum que comprende la totalidad o un
segmento de la proteina también se puede sintetizar quimicamente usando técnicas de sintesis de péptidos
estandares.

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de alfa-galactosidasas de T. reesei y C. cellulolyticum se pueden hallar
en, por ejemplo, GenBank (ver, por ejemplo, www.ncbi.nlm.nih.gov) o UniProt (ver, por ejemplo,
www.uniprot.org/uniprot). En particular, T. reesei tiene tres genes (agll, aglll y agllll) que codifican proteinas que tienen
actividad alfa-galactosidasa para usar en los procedimientos de la invencién, cuyas secuencias de nucleétidos y
aminoacidos se pueden hallar, por ejemplo, en Numeros de acceso de GenBank Gl: 1580815 (SEQ ID NO:1);
Gl:74630547 (SEQ ID NO:2); Gl: 1580817 (SEQ ID NO:3); G1:74630548 (SEQ ID NO:4); GI:1580811 (SEQ ID NO:5);
y Gl:74630544 (SEQ ID NO:6). Se debe entender que cualquiera, dos o tres de las moléculas de acido nucleico o
proteinas de T. reesei se pueden usar en los procedimientos de la invencion. C. cellulolyticum tiene un gen de alfa-
galactosidasa Unico que codifica una proteina que tiene actividad de alfa-galactosidasa para usar en los
procedimientos de la invencién, cuya secuencia de nucledtidos y aminoacidos se puede hallar, por ejemplo, en los
numeros de acceso de GenBank GI: 110588919 (nucledtidos 3121-4935 de SEQ ID NO: 7); y Gl: 219998992 (SEQ
ID NO: 8).

Como se usa en la presente, los términos "molécula aislada", tal como "molécula de &cido nucleico aislada", "un
polipéptido aislado", "una proteina aislada", es una que esta separada de otras moléculas que estan presentes en la
fuente natural de la molécula. En una realizacion, una "molécula de acido nucleico aislada" esta libre de secuencias
(tales como secuencias que codifican proteinas) que flanquean naturalmente el acido nucleico (es decir, secuencias
ubicadas en los extremos 5 'y 3' del acido nucleico) en el ADN gendmico del organismo del que se deriva el acido
nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, una molécula de acido nucleico aislada puede contener menos de
aproximadamente 5 kB, 4 kB, 3 kB, 2 kB, 1 kB, 0,5 kB o 0,1 kB de secuencias de nucleétidos que flanquean
naturalmente la molécula de &cido nucleico en el ADN gendmico de la célula de la cual se deriva el acido nucleico. En
otra realizacion, una molécula "aislada" puede estar sustancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo
cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros
productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Una molécula que esta sustancialmente libre de material
celular incluye preparaciones que tienen menos de aproximadamente 30%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%,
13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, o aproximadamente 5% de moléculas heterdlogas y que retiene la actividad
de alfa-galactosidasa.
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El ARN o el ADN que codifica las alfa-galactosidasas se pueden aislar, amplificar y/o secuenciar facilmente usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, mediante el uso de sondas de oligonucleétidos que son capaces de
unirse especificamente a los genes relevantes, como se describe en, por ejemplo, Innis et al. en PCR Protocols. A
Guide to Methods and Applications, Academic (1990), and Sanger et al., Proc Natl Acad Sci USA 74:5463 (1977)).
Una molécula de acido nucleico asi amplificada se puede clonar en un vector apropiado y caracterizar por analisis de
secuencia de ADN. Ademas, los nucledtidos correspondientes a la totalidad o una porciéon de una molécula de acido
nucleico aislada para usar en los procedimientos de la invencidon se pueden preparar mediante técnicas sintéticas
estandares, por ejemplo, usando un sintetizador de ADN automatizado.

En una realizacién, una molécula de acido nucleico aislada para usar en los procedimientos de la invencién comprende
una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos complementaria con la secuencia de
nucleétidos de una molécula de acido nucleico que codifica una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum.
Una molécula de é&cido nucleico que es complementaria a una secuencia de nucleétidos dada es una que es
suficientemente complementaria con la secuencia de nucleétidos dada que se puede hibridar con la secuencia de
nucleotidos dada, de este modo se forma un duplex estable.

Ademas, una molécula de acido nucleico para usar en los procedimientos de la invencién puede comprender solo una
porcion de una secuencia de acido nucleico que codifica una alfa-galactosidasa de T. reesei o una C. cellulolyticum.
Dichas moléculas de acido nucleico se pueden usar, por ejemplo, como una sonda o cebador. La sonda/cebador
tipicamente se usa como uno o mas oligonucleétidos sustancialmente purificados. El oligonucleétido tipicamente
comprende una region de la secuencia de nucledtidos que se hibrida en condiciones rigurosas con al menos
aproximadamente 7, preferiblemente aproximadamente 15, mas preferiblemente aproximadamente 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175, 200, 250, 300, 350 o0 400 o mas nucledtidos consecutivos de una molécula de acido nucleico para usar
en los procedimientos de la invencion.

La invencion abarca ademas moléculas de acido nucleico que difieren, debido a la degeneracién del cédigo genético,
de la secuencia de nucledtidos de las moléculas de acido nucleico que codifican una proteina de alfa-galactosidasa
de T. reesei o C. cellulolyticum y, por lo tanto, codifican la misma proteina. Los expertos en la técnica apreciaran que
pueden existir polimorfismos de la secuencia de ADN que llevan a cambios en la secuencia de aminoacidos dentro de
una poblacién. Tales polimorfismos genéticos pueden existir entre individuos dentro de una poblaciéon debido a la
variacion alélica de origen natural. Un alelo es uno de un grupo de genes que se producen alternativamente en un
locus genético dado. Ademas, se apreciara que también pueden existir polimorfismos de ADN que afectan los niveles
de expresion de ARN que pueden afectar el nivel de expresion general de ese gen (por ejemplo, al afectar la regulaciéon
o degradacion).

Por consiguiente, en una realizacion una molécula de acido nucleico adecuada para usar en los procedimientos de la
invencion es al menos aproximadamente 40% idéntica, aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o aproximadamente 99%
idéntica a la secuencia de nucleétidos de una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum.

Ademas de las variantes alélicas de origen natural de una molécula de acido nucleico de la invencién que puede existir
en la poblacion, el profesional experto también apreciara que se pueden introducir cambios de secuencia por mutacién,
lo que lleva a cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada, sin alterar la actividad biologica de
la proteina codificada de este modo. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de nucleétidos que llevan a
sustituciones de aminoacidos en residuos de aminoacidos "no esenciales". Un residuo de aminoacido "no esencial"
es un residuo que puede ser alterado de la secuencia de tipo salvaje sin alterar la actividad biolégica, mientras que se
requiere un residuo de aminoacido "esencial" para la actividad bioldgica. Por ejemplo, los residuos de aminoacidos
que no estan conservados o solo semiconservados entre homoélogos de varias especies pueden no ser esenciales
para la actividad y, por lo tanto, pueden ser probables objetivos de alteracion. Alternativamente, los residuos de
aminoacidos que se conservan entre los homdlogos de diversas especies pueden ser esenciales para la actividad vy,
por lo tanto, no serian objetivos de alteracion.

Por consiguiente, otro aspecto de la invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican una variante de
proteina que contiene cambios en los residuos de aminoacidos que no son esenciales para la actividad. Dichas
variantes de proteina difieren en la secuencia de aminoacidos de las proteinas de origen natural, pero retienen la
actividad biolégica. En una realizacién, dicha proteina variante tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 40% idéntica, 50%, 60%, 70%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86 %, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de una alfa-galactosidasa
de T. reesei o C. cellulolyticum.

La identidad o similitud con respecto a la secuencia de aminoacidos original se define en la presente como el
porcentaje de residuos de aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos (es decir, el mismo residuo) o
similares (es decir, residuo de aminoacidos del mismo grupo basado en las propiedades de la cadena lateral comun,
supra) con los residuos de la molécula original, después de alinear las secuencias e introducir brechas, si es necesario,
para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia.
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Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos acidos nucleicos, las
secuencias se alinean para fines de comparacion 6ptimos (por ejemplo, se pueden introducir brechas en la secuencia
de una primera secuencia de aminoacido o acido nucleico para la alineacion 6ptima con una segunda secuencia de
aminoacidos o acido nucleico). Posteriormente se comparan los residuos de aminoacidos o nucleétidos en las
posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos correspondientes. Cuando una posicion en la primera
secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicidon correspondiente en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcidon del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
identidad = # de posiciones idénticas/# total de posiciones (por ejemplo, posiciones superpuestas) x 100). En una
realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud.

Las determinaciones del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr usando un algoritmo
matematico (ver, por ejemplo, Karlin and Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268; Karlin and Altschul
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877; Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; Altschul et al. (1997)
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; Myers and Miller, (1988) CABIOS 4:11-17; Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:2444-2448).

Se puede crear una molécula de acido nucleico aislada que codifique una variante de proteina mediante la introduccion
de una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de nucledtidos en la secuencia de nucledtidos de los acidos
nucleicos, de modo que se introducen una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de residuos de aminoacidos
en la proteina codificada. Las mutaciones se pueden introducir mediante técnicas estandares, tales como la
mutagénesis dirigida al sitio y la mutagénesis mediada por PCR. Preferiblemente, las sustituciones conservadoras de
aminoacidos se realizan en uno o mas residuos de aminoacidos no esenciales predichos. Una "sustitucion
conservadora de aminoacidos" es una en la que el residuo de aminoacido se reemplaza con un residuo de aminoacido
que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares
se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares
sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares
(por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadenas laterales beta-
ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina,
fenilalanina, triptofano, histidina). Alternativamente, las mutaciones se pueden introducir aleatoriamente a lo largo de
toda o parte de la secuencia codificadora, tal como por mutagénesis de saturacién, y las mutantes resultantes se
pueden analizar para determinar la actividad biolégica para identificar mutantes que retienen la actividad. Después de
la mutagénesis, la proteina codificada se puede expresar de forma recombinante y se puede determinar la actividad
de la proteina.

Porciones bioldgicamente activas de una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum también se incluyen dentro
del ambito de la presente invencion. Dichas porciones biolégicamente activas incluyen polipéptidos que comprenden
secuencias de aminoacidos suficientemente idénticas o derivadas de la secuencia de aminoacidos de una proteina de
alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum, que incluyen menos aminoacidos que la proteina de longitud
completa, y exhiben al menos una actividad de la proteina de longitud completa correspondiente. Tipicamente, las
porciones bioldgicamente activas comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad de la proteina de
longitud completa correspondiente. Una porcién biolégicamente activa de una proteina para usar en los procedimientos
de la invencién puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 10, 25, 50, 100 o mas aminoacidos de longitud. Mas
aun, se pueden preparar otras porciones biolégicamente activas, en las que se eliminan otras regiones de la proteina,
mediante técnicas recombinantes y se evalla para determinar una o mas de las actividades funcionales de la forma
nativa de la proteina (por ejemplo, eliminacién de epitopos de a-gal).

Otro aspecto de la divulgacion proporciona proteinas quiméricas o de fusion que comprenden una proteina de alfa-
galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum o un segmento de la misma. Como se usa en la presente, una "proteina
quimérica" o "proteina de fusion" comprende la totalidad o parte (preferiblemente una parte biolégicamente activa) de
una proteina de alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum unida operativamente a un polipéptido heterélogo
(es decir, un polipéptido diferente de la proteina de alfa-galactosidasa). Dentro de la proteina de fusion, el término
"operativamente unido" se considera que indica que la proteina de alfa-galactosidasa o un segmento de la mismay el
polipéptido heterdlogo se fusionan en el marco entre si. El polipéptido heterélogo se puede fusionar con el extremo
amino terminal o el extremo carboxilo terminal de la proteina de alfa-galactosidasa o segmento.

Las proteinas quiméricas y de fusién de la divulgaciodn se pueden producir mediante técnicas de ADN recombinante
estandares. En otro aspecto de la divulgacion, el gen de fusién se puede sintetizar mediante técnicas convencionales
que incluyen sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la amplificacion por PCR de fragmentos de
genes se puede llevar a cabo usando cebadores de anclaje que origina proyecciones complementarias entre dos
fragmentos de genes consecutivos que posteriormente se pueden aparear y amplificar para generar una secuencia
de genes quiméricos (ver, por ejemplo, Ausubel et al., supra). Mas aun, estan disponibles en el comercio muchos
vectores de expresion que ya codifican un resto de fusion (por ejemplo, un polipéptido GST). Un acido nucleico que
codifica un polipéptido de la divulgacion se puede clonar en un vector de expresion de modo que el resto de fusion
esté unido en el marco al polipéptido para usar en los procedimientos de la invencién.
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Se puede usar una secuencia sefial para facilitar la secrecién y el aislamiento de una proteina de alfa-galactosidasa
de T. reesei o C. cellulolyticum. Las secuencias sefal se caracterizan tipicamente por un nucleo de aminoacidos
hidréfobos que generalmente se escinden de la proteina madura durante la secrecién en uno o mas eventos de
escision. Tales péptidos sefial contienen sitios de procesamiento que permiten la escisién de la secuencia sefal de
las proteinas maduras a medida que pasan a través de la via secretora. Por lo tanto, la invencion se refiere a una
proteina de alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum, proteinas de fusién o segmentos de las mismas que
tienen una secuencia sefial, asi como a dichas proteinas a partir de las cuales se ha escindido proteoliticamente la
secuencia sefal (es decir, los productos de escisidn). En una realizacion, una secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia sefial se puede unir operativamente en un vector de expresion a una molécula de acido nucleico que
codifica una proteina de interés, tal como una proteina de alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum, o un
segmento de la misma. La secuencia sefal dirige la secrecion de la proteina, tal como, de un huésped eucariota en el
que se transforma el vector de expresion, y la secuencia sefial se escinde posterior o concurrentemente. La proteina
posteriormente se puede purificar faciimente del medio extracelular mediante procedimientos reconocidos en la
técnica. Alternativamente, la secuencia sefial se puede unir a la proteina de interés usando una secuencia que facilita
la purificacion, tal como con una etiqueta de polihistidina, una etiqueta de estreptococo, una etiqueta de FLAG, un
dominio GST, etc.

Las moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos, o fragmentos funcionales de los mismos, para usar en
los procedimientos de la invencidén se pueden incorporar en vectores recombinantes adecuados. Como se usa en la
presente, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al
que se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que
se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que se pueden ligar
segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacién auténoma en una
célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicaciéon
bacteriano y vectores episémicos de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episémicos)
se integran en el genoma de una célula huésped tras la introduccion en la célula huésped y, por lo tanto, se replican
junto con el genoma del huésped. Ademas, ciertos vectores, a saber, los vectores de expresion, son capaces de dirigir
la expresién de genes a los que estan operativamente unidos. En general, los vectores de expresion de utilidad en
técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de plasmidos (vectores). Sin embargo, la invencion esta
destinada a incluir otras formas de vectores de expresién, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus,
adenovirus y virus adenoasociados de replicaciéon defectuosa), que cumplen funciones equivalentes.

Los vectores recombinantes pueden comprender un acido nucleico que codifica un polipéptido en una forma adecuada
para la expresion del acido nucleico en una célula huésped. En algunas realizaciones, esto significa que los vectores
recombinantes pueden incluir una 0 mas secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la base de las células huésped
que se utilizaran para la expresion, que esta operativamente unida a la secuencia de acido nucleico para expresar (es
decir, un vector de expresion recombinante). Dentro de un vector de expresién recombinante, "unido operativamente”
significa que la secuencia de nucledtidos de interés esta unida a la) secuencia reguladora de una manera que permite
la expresion de la secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en un sistema de transcripcion/ traduccion in vitro o en una
célula huésped cuando el vector se introduce en la célula huésped. El término "secuencia reguladora" se considera
que incluye promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion (por ejemplo, sefiales de
poliadenilacion). Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel, Methods in Enzymology:
Gene Expression Technology vol,185, Academic Press, San Diego, CA (1991). Las secuencias reguladoras incluyen
las que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de células huésped y las
que dirigen la expresion de la secuencia de nucledtidos solo en ciertas células huésped (por ejemplo, secuencias
reguladoras especificas de tejido). Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion puede
depender de factores tales como la eleccion de la célula huésped para transformar, el nivel de expresion de la proteina
deseada y similares. Los vectores de expresion de la invencién se pueden introducir en células huésped para producir
de ese modo proteinas o péptidos, que incluyen proteinas o péptidos de fusion, codificados por &cidos nucleicos como
se describe en la presente..

Los vectores de expresion recombinantes se pueden disefiar para la expresion de un polipéptido, o fragmento funcional
del mismo, en células procariotas (por ejemplo, E. coli) o eucariotas (por ejemplo, células de insecto {usando vectores
de expresion de baculovirus}, células de levadura o células de mamifero). Las células huésped adecuadas se discuten
adicionalmente en Goeddel, supra, e incluyen, por ejemplo, células de E. coli, células de Bacillus, células de
Saccharomyces, células de Pichia, células NSO, células COS, células de ovario de hamster chino (CHO) o células de
mieloma. El ARN o ADN también se puede maodificar, por ejemplo, mediante la sustitucion de bases para optimizar el
uso de codones en un huésped particular o mediante la unién covalente a la secuencia codificadora de un polipéptido
heterdlogo. Tal enfoque puede ser la base para desarrollar una vacuna subunitaria. Alternativamente, el vector de
expresion recombinante se puede transcribir y traducir in vitro.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a células huésped en las que se ha introducido un vector recombinante de la
invencion. Los términos "célula huésped" y "célula huésped recombinante” se usan indistintamente en la presente. Se
entiende que dichos términos se refieren no solo a la célula presente particular sino a la progenie o la progenie
potencial de dicha célula. Debido a que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones sucesivas
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debido a mutaciones o influencias ambientales, dicha progenie, en efecto, puede no ser idéntica a la célula original,
pero aun se incluye dentro del alcance del término como como se usa en la presente.

El ADN del vector se puede introducir en células procariotas o eucariotas mediante técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Como se usa en la presente, los términos "transformacién" y "transfecciéon" se refieren
a una variedad de técnicas reconocidas en la materia para introducir acido nucleico extrafio en una célula huésped,
que incluye la coprecipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano,
lipofeccion o electroporacion. Se pueden encontrar procedimientos adecuados para transformar o transfectar células
huésped en Sambrook, et al. (supra) y otros manuales de laboratorio.

lll. Matrices acelulares de tejidoes

El término "matriz acelular de tejido", como se usa en la presente, se refiere generalmente a cualquier matriz de tejido
que esté sustancialmente libre de células y/o componentes celulares. La piel, partes de la piel (por ejemplo, dermis) y
otros tejidos tales como vasos sanguineos, valvulas cardiacas, fascia, cartilago, tejido adiposo, hueso y tejido
conectivo nervioso se pueden usar para crear matrices acelulares dentro del ambito de la presente divulgacion. Las
matrices acelulares de tejidoes se pueden analizar o evaluar para determinar si estan sustancialmente libres de células
y/o componentes celulares de varias maneras. Por ejemplo, los tejidos procesados se pueden inspeccionar con
microscopia optica para determinar si quedan células (vivas o muertas) y/o componentes celulares. Ademas, se
pueden usar ciertos ensayos para identificar la presencia de células o componentes celulares. Por ejemplo, se pueden
usar ensayos de ADN u otros acidos nucleicos para cuantificar los materiales nucleares restantes dentro de las
matrices de tejidos. En general, la ausencia de ADN restante u otros acidos nucleicos sera indicativo de una
descelularizacion completa (es decir, eliminaciéon de células y/o componentes celulares). Finalmente, se pueden usar
otros procedimientos que identifican componentes especificos de la célula (por ejemplo, antigenos de superficie) para
determinar si las matrices de tejido son acelulares. La piel, partes de la piel (por ejemplo, dermis) y otros tejidos tales
como vasos sanguineos, valvulas cardiacas, fascia, cartilago, hueso y tejido conectivo nervioso se pueden usar para
crear matrices acelulares dentro del ambito de la presente divulgacion.

En general, las etapas involucradas en la produccion de una matriz acelular de tejido incluyen la recoleccion del tejido
de un donante (por ejemplo, una fuente animal) y la eliminaciéon de células en condiciones que conserven la funcién
bioldgica y estructural. En ciertas realizaciones, el procedimiento incluye tratamiento quimico para estabilizar el tejido
y evitar la degradacion bioquimica y estructural junto con o antes de la eliminacion de células. En diversas
realizaciones, la solucion estabilizante detiene y evita la degradacién osmdética, hipdxica, autolitica y proteolitica,
protege contra la contaminacion microbiana y reduce el dafio mecanico que puede ocurrir con tejidos que contienen,
por ejemplo, componentes del musculo liso (por ejemplo, vasos sanguineos). La solucion estabilizante puede contener
un tampon apropiado, uno 0 mas antioxidantes, uno o mas agentes oncoticos, uno o mas antibidticos, uno o mas
inhibidores de la proteasa y/o uno o mas relajantes del musculo liso.

El tejido posteriormente se coloca en una solucidon de descelularizacion para eliminar células viables (por ejemplo,
células epiteliales, células endoteliales, células de musculo liso y fibroblastos) de la matriz estructural sin dafar la
integridad bioldgica y estructural de la matriz de colageno. La solucion de descelularizacion puede contener un tampon
apropiado, sal, un antibidtico, uno o mas detergentes (por ejemplo, TRITON X-100™, desoxicolato de sodio,
monooleato de polioxietilen sorbitano (20)), uno o mas agentes para evitar la reticulacion, uno o mas inhibidores de
proteasa y/o una o mas enzimas. En algunas realizaciones, la solucion de descelularizacion comprende TRITON X-
100™ 1% en medio RPMI con Gentamicina y EDTA 25 mM (acido etilendiaminotetraacético). En algunas
realizaciones, el tejido se incuba en la solucién de descelularizacidon durante la noche a 37 °C con agitacion suave a
90 rpm. En ciertas realizaciones, se pueden usar detergentes adicionales para eliminar la grasa de la muestra de
tejido. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se afiade desoxicolato de sodio 2% a la solucion de descelularizacion

Después del procedimiento de descelularizacion, la muestra de tejido se lava completamente con solucion salina. En
algunas realizaciones ejemplares, el tejido descelularizado posteriormente se trata durante la noche a temperatura
ambiente con una solucion de desoxirribonucleasa (ADNasa). En algunas realizaciones, la muestra de tejido se trata
con una solucion de ADNasa preparada en tampén de ADNasa (HEPES 20 mM (&cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-
metanosulfénico), CaClz 20 mM y MgCl2 20 mM). Opcionalmente, se puede afadir una solucién de antibidtico (por
ejemplo, gentamicina) a la soluciéon de ADNasa. Se puede usar cualquier tampén adecuado siempre que el tampdén
proporcione una actividad ADNasa adecuada.

Después de lavar completamente el tejido con solucién salina para eliminar la soluciéon de ADNasa, la muestra de
tejido se pone en contacto con una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum.

Después del tratamiento con una alfa-galactosidasa, se puede realizar un ensayo para determinar si la matriz de tejido
que contiene colageno se ha alterado de manera de reducir la respuesta inmune humana. Se pueden realizar varios
ensayos adecuados. Por ejemplo, los ensayos adecuados pueden incluir ensayos de activacién de monocitos, ensayos
de fagocitosis y ensayos de estallido oxidativo.

En algunas realizaciones, el ensayo se puede realizar en un segmento o porcion del tejido procesado, y otras porciones
del tejido se pueden usar en procedimientos médicos o quirlrgicos posteriores. En otras realizaciones, el ensayo se
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puede realizar en una o0 mas muestras de un lote de muestras multiples, y las muestras no sometidas al ensayo se
pueden seleccionar posteriormente para usar en el tratamiento de un paciente.

En algunas realizaciones, después de que se forma la matriz acelular de tejido, se siembran células viables
histocompatibles en la matriz acelular de tejido para producir un injerto que se puede remodelar adicionalmente en el
huésped. En algunas realizaciones, las células viables histocompatibles se pueden afiadir a las matrices mediante
técnicas de cocultivo de células in vitro estandar antes del trasplante, o mediante repoblacion in vivo después del
trasplante. La repoblacion in vivo puede ser mediante las propias células del receptor que migran hacia la matriz
acelular de tejido o por infusién o inyeccién de células obtenidas del receptor o células histocompatibles de otro
donante en la matriz acelular de tejido in situ. Se pueden usar varios tipos de células, que incluyen las células madre
embrionarias, células madre adultas (por ejemplo, células madre mesenquimales) y/o células neuronales. En diversas
realizaciones, las células se pueden aplicar directamente a la porcion interna de la matriz acelular de tejido justo antes
o después de la implantacién. En ciertas realizaciones, las células se pueden colocar dentro de la matriz acelular de
tejido para implantar y cultivar antes de la implantacion.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no se deben interpretar como
limitantes adicionales.

Ejemplo 1: Identificacion de alfa-galactosidasas microbianas para la eliminacién de los residuos de galactosa
alfa-1,3-unidos terminales del tejido

Las bases de datos disponibles publicamente se examinaron para identificar alfa-galactosidasas y organismos
microbianos que producen alfa-galactosidasas disponibles comercialmente.

Se compraron enzimas o se purificaron parcialmente y se analizaron para determinar la actividad de alfa-glactosidasa
en sustrato de p-nitrofenil alfa-galatctosidasa (pPNGP). Brevemente, las muestras se diluyeron en tampoén fosfato pH
6,0 o HEPES 20 mM, NaCl 1,2 M, CaCl2 20 mM, MgCl2 20 mM, pH 7,4. Posteriormente se afiadi6 pNGP a una
concentracion final de 1 mM y las muestras se incubaron a 37 °C. La actividad de la enzima se evalu6 mediante la
medicién de la absorbancia resultante a 405 nm.

Las enzimas microbianas que tienen actividad en pNGP se analizaron posteriormente para determinar su capacidad
para reducir y/o eliminar epitopos de a-gal en el tejido. Las enzimas y la fuente de alfa-galactosidasa analizadas se
listan a continuacion.

Aspergillus niger (los materiales parcialmente purificados se compraron de MarCor y Specialty Enzyme; se
analizaron muestras de tejido con concentraciones de hasta 20.000 U /1)

Ag/A
Ag/B

Ag/C (Ag/C recombinante purificado se adquirié6 en Megazyme; se analiz6 en el tejido a concentraciones de
hasta 100.000 U /I

Ag/ Desconocido

Trichoderma reesei (material purificado de MPBio que tiene actividad en el tejido a 400 U /|, y bruto y parcialmente
purificado (Q-HiTrap) de sobrenadantes de cultivo bruto)

Ag/l
Ag/ll
Ag/lll

Guar (forma recombinante purificada (E. coli) adquirida en Megazyme; analizada en tejido en
concentraciones de hasta100.000 U /1)

Phaseus
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Cellvibrio mixtus (forma recombinante E. coli) adquirida en Prozomix; analizada en tejido en
concentraciones de hasta 20.000 U /I)

Clostridium cellulyticum (forma recombinante (E. coli) adquirida en Prozomix; activa en el tejido a 4.000 U
)

Saccharomyces cerevisiae (forma recombinante adquirida en CUSABIO y una fuente patentada; analizada en
tejido en concentraciones de hasta 20.000 U /I, o 50 mg/ml)

Bacillus subtilis forma recombinante (E. coli) adquirida en Genway Biologics)

Xanthomonas manihotis (forma recombinante (E. coli) adquirida en New England BiolLabs; analizada en
tejido en concentraciones de hasta 50.000 U /I)

Escherichiacoli (forma recombinante adquirida enU.S. biological; analizada en tejido en concentraciones de
hasta 13 mg/ml)

La piel porcina se recogié de un matadero y se dividié en 1,3 mm mediante la extraccion fisica de la epidermis y la
grasa subcutanea. El tejido dérmico restante se descontaminé con acido peracético. Tras la descontaminacion, el
tejido se proceso en condiciones asépticas. El tejido dérmico se descelularizé durante 24 horas con detergentes para
eliminar las células viables. Los desechos celulares y los productos quimicos residuales se eliminan mediante lavado
en PBS. La matriz dérmica acelular porcina resultante (PADM) se almacend a 4 °C hasta su uso.

Las preparaciones enzimaticas de los microbios identificados como portadores de actividad en pNGP se analizaron
en dermis porcina en un tampon fosfato, pH 6,0 o tampon ADNasa TTM, pH 7,4 (HEPES 20 mM, NaCl 1,2 M, CaClz
20 mM, MgClz 20 mM) durante hasta 24 horas. Se prepararon secciones histolégicas y se tifieron con la lectina 1B4
que reconoce especificamente el epitopo de a-gal. De la multitud de enzimas microbianas anotadas y/o analizadas
que tienen actividad alfa-galactosidasa en pNGP, solo dos alfa-galactosidasas de T. reesei o un C. cellulolyticum
fueron efectivas para eliminar los epitopos de a-gal de los tejidos. Especificamente, las secciones de tejido tratadas
con alfa-galactosidasa parcialmente purificada y disponible comercialmente de T. reesei fueron tan efectivas como la
alfa-galactosidasa de grano de café para reducir la tincién especifica para los epitopos de a-gal en el tejido (ver, por
ejemplo, Figuras 1B -1E). Ademas, la alfa-galactosidasa de C. cellulolyticum recombinante también fue tan efectiva
como la alfa-galactosidasa de grano de café para reducir la tincién especifica para los epitopos de a-gal en el tejido,
pero demostré una mayor actividad en tampones de pH reducido (ver, por ejemplo, Figuras 1G-1J )

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> LIFECELL CORPORATION

<120> ENZIMAS MICROBIANAS PARA LA REDUCCION DE ALFA-GALACTOSA DEL TEJIDO BASADO EN
COLAGENO

<130> LIF,1164PCT
<140>

<141>

55

<150> 61/973,470
<151> 2014-04-01
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<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 1677

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 1

gacaagcgaa
gagattatcg
cgggcegega
atcgtgatgc
gcctaccact
tctgggcette
gacggtcgtg
gggctggega
actgcaactt
tttgcecgact
caagatgaat
tcaaccgecce
gccgagegcet
agcctgtgcea
tggcgcatga
aattcgttca
gtcggcaacg
atgaagtcgc

ttgctgaaga

ggccttactg
aactgcttgt
ggcctteegt
ctgatggagt
gcgatatcga
tcgacgcagg
tggacggcca
agaaggtcca
gtgctggcta
ggggcgtgga
acgtcgectg
ttgagccaaa
tcaacgccat
tetggggagt

gcggegatat

agatgaattc
gcaacctgac
cgctgctgat

ataagcatct
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caagaacgag
atcatagctg
ctggagtgge
gactggaaaa
tgaaagcaag
ctacaattat
tattgecagte
cgacttgggce
ccctgecagt
ctatctgaaa
cgececcecgac
cctecgecect
gaggaacgcc
ggccgacgtce
ttcgcecgaa
cgtcggette
ggctgctgag
cgggacggat

gctggegttt

tggcagtcta
gaacacacaa
cttgctette
gttccaagtc
tttctctegg
gtcaatattg
aacacaactc
ttgaagttgg
cttggctacg
tatgacaatt
gccgtccaaa
ccgggctacg
ctggcgaagce
ttctectggg
tggggctcceg
tggggccaca
acgcggacgce
cttgctcagt

aaccaggaca
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catcttctac
tgacccctca
tcctcetctac
tggggtggaa
ccgecgaagt
atgactgctg
gcttecectga
gcatttacag
aggacgtcga
gcaacgtccce
ccggecccaa
actggagcac
agagccgcga
gcaacgagac
tgacgcacat
acgacgcgga
actttgcgcet
tgtcgcagga

gcgtctacgg

agcggacgga
ctcgattgac
agcacacgca
ctcgtggaat
cattgtgagc
gtcgatgaaa
cggcattgat
cactgctggg
tgcegetgat
ttcagactgg
cggcacctgce
ttccaagtca
gatecgtgetce
aggcatcagc
catcaacatg
tatactcgag
gtgggeggece
gaacattgag

tcagcctgec

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

1020
1080

1140
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aatggggcgt
gtccategte
aggaggccaa
tgtggacgga
acaccgcetgt
tggatatcga
gaaggactgt
cagaaatcac

aaggtagaga
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caaccctgac
aaaggggcat
gtggtctgag
caagagcctt
tattctggtt
ctggacctet
ggctgctgte
aagccaattg

tggctgactt

tggaccttta
ctggtgctga
attccggggce
gggtgcctca
ggcaagaagt
ggttgaatge
tgcttcagat
caggattcca

gtcctgectaa

13

actatacgaa
tgatgaacac
tgtctgeggg
gctcgtacaa
gccgaaactg
ttgtcatcegt
ccagatggaa
gtcttctecag

aaaaaaaaaa

ccctgeecgag
gctggatcac
acggtatgag
gacggctgtt
gtgatggggt
ctgcatcctg
gcacccttat
ttactaggag

aaaaaaa

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1677
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Gly
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75

val
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Asp
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Val

Leu

Gln
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Ala

Trp
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Gly

400
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cacagttggc
agaaggctgg
agtcccatct
ttccacgtcg
gaagatggeg
cggcagcggce
atccggcagg
gagggcaagc
actctggtcg
atcttcccca
aacatcacca
atgctggagce
tacggctctce
ttctegetca
gtgtacactg
gccattggeg
agccccgagg
cacaacctgt
ttgctcaaca
gcgecaggagt
gtcaagcatc
aggttcccge

tecctetgate

cccggactcet
cggacgtcct
cegtgtetqg
acgacgactc
tecttceccee
gcgagttcce
cggcgggceta
cggcgcetgeg
tgcacatgta
aatacgacgc
ttgagaagct
tcaagggtga

agggtttcgg

tcacgcctac
gctecttcte
tcaaccccta
cggttgeegt
accgcaagca
gctgggaggg
ctgcegatct
ctcgagttag
agggcctgece

atctgecagtt
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gtggtggcca
cgccgtgacce
caagtcgttt
taaggacctc
catcatcggce
cgacctgggce
cacggtcagce
cggcctgeeg
tgataactac
cattgtgecge
cgccagettg
ctgggctege
gagcacgact
gacgaccgag
cgtcgaggte
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cttctectace
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ccteggette
cggcatcaag
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tggcctetgg

atcttcacga
gcgggactgg
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cccatccagg
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gacttccagt
tcgacgtttg
agctccgtgg
agcgtcaaca
agcgtcgate
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ggctattctt
tcccaaggag
gaaaagggtt
tggcegttgg
actggcgttg
agcaaattcg
gactacaacg
ctgtttgtge
ggcctgggeg
agcgacgtga

ttcgagectg
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tgcteggege
tggcctctgt
gcgacaacgt
actttggcgg
gctgggtega
ttcgcacgece
acaagtcgca
gcgacgecgg
ccgccgaccet
tcaccaacat
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caaagctcaa

aaatggtcaa

tcecetctect
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cgcggtgecac
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Arg

Asp

val
150

Tyr

Thr

Ser

Asp

Ser

230

Pro

Ala

Glu

Tyr

Glu

310

Lys

ES 2755978 T3

Gly

Thr

Phe

Gly

135

Vval

Ser

Asn

Val

Trp

215

Gln

Phe

Trp

Lys

Gln

295

Ala

Phe

Pro

Gln

120

Leu

His

Ile

Met

Asp

200

Ala

Gly

Phe

Gly

Gly

280

Leu

val

His

Gln

Ala

105

Tyr

Pro

Met

Phe

Gly

185

Leu

Phe

Ser

Phe

265

Ser

Ser

Ala

Asn

Arg

90

val

Lys

Ser

Tyr

Pro

170

Lys

Pro

Glu

Gly

Leu

250

Ser

Gln

Trp

val

Leu
330

19

Arg

His

Ser

Thr

Asp

155

Lys

Gly

Tyr

Gly

Ser

235

Ile

Gly

Pro

Phe

315

Tyr

Glu

Ile

His

Phe

140

Asn

Tyr

Asn

Glu

Lys

220

Thr

Thr

val

Leu

Leu

300

Ser

Arg

Phe

Arg

Arg

125

Gly

Tyr

Asp

Ile

Asp

205

Arg

Thr

Pro

Tyr

Thr

285

Gly

Thr

Lys

Pro

Gln

110

Val

Asp

Ser

Ala

Thr

150

Phe

Leu

Gly

Thr

Thr

270

Arg

Pro

Thr

His

Asp

95

Ala

val

Ala

Ser

Ile

175

Ile

Asp

Tyr

Thr

255

Gly

Ala

Gly

Gly

Leu
335

Leu

Ala

Glu

Gly

val

160

Val

Glu

Met

Ser
240

Thr

Ser

Ala

Glu

vVal

320

Ile



Lys

Glu

Gln

Trp

385

Ile

Gln

Arg

465

val

Ser

Pro

Phe

Ala

545

His

Gln

Ser

Gly

Glu

370

Phe

Trp

Ser

Phe

Tyr

450

Thr

Gln

Ile

Tyr

Asp

530

Ser

Ile

Phe

Lys

Leu

355

Ser

Gly

Glu

Asp

Gly

435

Met

Leu

Asp

Ser

Pro

515

Thr

Gly

Trp

Gly

Phe

340

Gly

Ala

Vval

Ala

vVal

420

Leu

Glu

Thr

Phe

Tyr

500

Gly

Leu

Gly

Thr

Thr
580

Ala

Phe

Asp

Lys

Asn

405

Thr

Trp

His

Arg

Ile

485

vVal

Leu

Ser

Gly

Ser

565

Ser

Thr

Asp

Leu

His

390

Pro

Lys

Phe

Pro

Asn

470

Ile

Lys

Asp

Ser

Arg

550

Asp

Leu

ES 2755978 T3

Gln

Tyr

Gly

375

Pro

Lys

Glu

Asp

455

Gln

Glu

Trp

Tyr

Lys

535

Phe

Asp

vVal

Met

Asn

360

Ile

Arg

Arg

Lys

Pro
440

Trp

Leu

Ser

Asp

Ala

520

Phe

Asp

Thr

Tyr

His

345

Asp

Lys

val

Phe

val

425

Glu

Ala

vVal

Asn

505

Tyr

Pro

Pro

Asp

Pro
585

20

Pro

Thr

Leu

Ser

Pro

410

Ala

Met

Ile

Leu

Ser

490

Asn

Asn

Gly

Ala

570

Pro

val

Thr

Phe

Asp

395

Gln

Asn

val

His

Asn

475

Asn

Arg

Leu

val

Val

555

val

Ser

Ile

val

380

Asn

Gly

Ser

Asn

Ala

460

val

Ile

Gly

Gly

Arg

540

Glu

Ala

Leu

Leu

365

Leu

Ala

Leu

Ser

Pro

445

Gly

Ala

Leu

Ile

Leu
525

Trp

Gln

Arg

Met

Asn

350

His

Asp

Gly

Pro

Asp

430

Asn

Ser

Leu

Ser

His

510

Tyr

Glu

Tyr

Ile

Gly
590

Ser

Leu

Asp

415

His

Ser

Tyr

Pro

Asn

495

Glu

Arg

Gly

Phe

Ala

575

Ala

Trp

Ala

Gly

Gly

400

Phe

Thr

Pro

Glu

480

Ala

Ala

val

Cys

Pro

560

Ile

His



10

val

Phe

Thr

625

Ile

Trp

Ile

Ala

Ala

705

Thr

Ser

210>5

Ser

Arg

610

Pro

Ala

Arg

Ser

Asn

690

Ser

Lys

<211> 2004

<212> ADN

Ala

595

Ala

Ala

Leu

Leu

Gln

675

Ile

Ala

Met

val

val

His

Glu

Ala

Ser

660

Asp

Asn

Lys

Asn

val
740

<213> Trichoderma reesei

<400> 5

Pro

val

Met

Glu

645

Leu

Gly

Asn

Tyr

Ile

725

Phe

Asn

Pro

630

Lys

Pro

Ser

Ala

Lys

710

Gly

Leu

ES 2755978 T3

Gly

Met

615

Glu

Val

Glu

Gln

Trp
695

Ile

Glu

Gln

600

Met

Asp

Asn

Glu

Ala

680

Pro

Asp

Gln

Lys

Thr

Gly

Asp

Pro

Ser

665

val

Val

Gly

Tyr

Gln
745

21

Gln

Gly

Lys

Ile

650

Asn

Asn

Gln
730

Thr

Ser

Ala

635

Val

Trp

Phe

Arg

Gln

715

Phe

Thr

Phe

620

Gln

Val

Pro

Tyr

Leu

700

Thr

Asn

Thr

605

Gly

Ile

Lys

Ala

Phe

685

Gln

Phe

Gly

Ser

Phe

Pro

Gly

Ala

670

Gln

Gly

Ser

Asp

Ile

Glu

Gly

Asp

655

Leu

Ile

Leu

Gly

Tyr
735

Ala

Ile

640

Met

Phe

Arg

Asp

Ala

720

Asp



gacaagccaa
gttctcattc
ggcggcaate
caggactgcg
ggaaacctgt

gacgccatca

gcaacgtggg

acaaacgatc

aggcgcaaag
ccctegeage
tgtacactcce
tcgetceagtt
tcatgcaaca
ttgcctttca
gatatagcga

ccacgaggac

ES 2755978 T3

cgttcagtta
ggcagttctg
ggggacgcte
tgaggccaac
acaggccaac
ggacattcge
caaccagtgg

cgacgttgtc

catcgcagca
cttegtectg
aacttcactc
gcaagccaag
ttgggggcct

gatctctgtce

tattgggegg

aagactcacc

22

caatgtcgee
tggtcggtea
tggagtgcta
tcgactgcaa
cgccaggaag
tgctcagegg
ctgccgaaga

cggcgeegtt

cagtgctgca
aacgcaatgc
caatgcgttt
cgacggcaag
ccagaacaac
ttcaacaact
tgcctgectac

ttgcatccag

60
120
180
240
300
360
420

480



aaccgcgact
ccactcaagg
tggaatacct
ggacagtcgg
cgacccgagt
actaccgccg
gagcttgcett
gtgccatgtc
ttgaatggga
cagtggcacg
gactttctga
gctgttcgag
tcgtggaagce
atgcgcactg
ggccagcgceg
cccctecacga
ggtgtaaacg
ctcatcattg
aagcaatcga
ggaaccggaa
cacgaggctt
accaagctgt
tcecgectgga
tctgectgge
acacgaagac

adaaaaaaaaa

<210> 6
<211> 624
<212> PRT

cttcactgce
tcatcaagac
acggcgtcca
gtctgttcta
tcaagaaggc
ttgatcagca
catggctaca
tggctcacaa
acaacgatca
attccgtegt
cgcctggcectce
cataccagaa
tttgcegeaa
atcaggatct
cgattgagaa
tctatcctga
acactattcg
gtggcgatat
ttgatgcgge
gcaacgecgc
atgtgctcat
atggaaagca
cttttaccga
tcaccgaggg
gtatagaggt

daaaaaaaaa

<213> Trichoderma reesel

<400> 6

Met Ser Pro Ser Ala Ala Val Leu Ile Pro Leu Ala Ala Ala Val Leu
5

1

ES 2755978 T3

tgagtgctac
ggccaagacg
agctctggtce
cacccagaag
tgggtacgat
tggtcgaatc
caagagggat
ccaaaccatc
gatcaactgt
cgcacaatgg
cccttccaat
ggcaatcaag
cgaaacctgg
cgacaactac
ctacaggcag
tatggatgct
ctatacggtt
ggagcaggtc
agactttttt
caagcagctc
tgtcaactac
gaaagtgaca
catatggtce
cgagtcccag
ttctagagtt

aaaa

ccacagccgg
cgaaacgggt
aacggttccce
ttcgtcgaga
ctctgcagee
atctacaaca
ttgaagctcg
ctcggcacca
gactttgact
gcttectggg
ggcgcaaacc
aagtcaggac
ctacctatct
ggcaccaaca
tacatcggtt
cttttcacgg
cagaaccact
gatgctctgg
gcaaagtatc
caggcctgga
gggccagact
gtgtcgttga
ggcaagtcca
cttctgegece

tagcgaagca

10

23

atgccaccce
tcaagtcctce
aggtcgtgee
ctcagtgtgg
ttgattcggg
ccacgcgatt
gcgtatacat
acatcaagat
tccgcaaaga
gegtggacat
tcgegtgtga
gaaaaattcg
ggagcgacct
ctttgatgge
tgcaagcgca
tcaaccccga
ggcttggage
ggctcaagct
ccatgcagce
tcggtggece
tggggaatgg
aggatcttgg
gcagagtgac
tgaaaaggac

atacacttta

tcceggegge
agcccgagge
gtcctttget
agttcttgce
ttggcaggct
caacctcccce
tacccctgge
caaggatgtc
tggtgtccag
gctcaaactg
cagttcagat
cctcgacatce
tgctgagtca
atggcaggtc
gagaaatgtc
gcatctegece
tggcgccaac
gactaccagc
tcgtaaccce
ttcggatgac
tggcttttca
tatctctgge
tgggtcctac
tcactagtga

taatccctaa

15

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2004



Leu

Pro

Cys

Gly

65

Pro

Ile
145

Gln

Ser

Leu
225

Ile

Arg

Gly

val

50

Lys

Gly

Leu

Asn

Pro

130

Gln

Asn

Ala

Gly

210

Ala

Ser

Tyr

Pro

Thr

35

Ala

Gly

Ser

Gln

115

Thr

Asn

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Arg

Gly

Asn

Vval

20

Leu

Gln

Asn

Gln

Leu
100

Trp

Arg

Pro

Phe

180

val

Phe

Pro

Trp

Thr
260

val

Asn

Phe

Leu

Asn

85

Leu

Tyr

Thr

Gly

165

Lys

Asn

Tyr

Glu

Gln
245

Thr

Gly

Phe

Glu

Phe

70

Asn

Ser

Trp

Asp

Ser

150

Gly

Ser

Gly

Thr

Phe

230

Ala

Arg

Gln

Thr

Ala

55

Met

Asp

Gly

Ala

Val

135

Ser

Pro

Ser

Ser

Gln

215

Lys

Thr

Phe

ES 2755978 T3

Thr

Leu

40

Asn

Gln

Ala

Ser

Ala

120

Val

Leu

Ala

Gln

200

Lys

Lys

Thr

Asn

Gln

25

Glu

Ala

Gln

Ile

Thr

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Arg

185

Val

Phe

Ala

Ala

Leu
265

Cys

Cys

Ser

Gln

Ile

90

Thr

Glu

Thr

Glu

val

170

Gly

Vval

Val

Gly

val

250

Pro

24

Gly

Tyr

Gln

Ala

75

Ala

Ala

Asp

His

Cys

155

Ile

Trp

Pro

Glu

Tyr
235

Asp

Glu

Gly

Asn

val

60

Asn

Phe

Thr

Ala

Pro
140

Tyr

Lys

Asn

Ser

Thr

220

Asp

Gln

Leu

Asn

Ala

45

Asp

Leu

Gln

Trp

Cys

125

Ala

Pro

Thr

Thr

Phe

205

Gln

Leu

His

Ala

Leu
30

Phe

Cys

Gly

Asp

Gly

110

Tyr

Pro

Gln

Ala

Tyr

190

Ala

Cys

Cys

Gly

Ser
270

Tyr

Gln

Asn

Ala

Ile
95

Tyr

Thr

Phe

Pro

Lys

175

Gly

Gly

Gly

Ser

Arg

255

Trp

Thr

Asp

Asp

Ser

80

Arg

Ser

Asn

Cys

Asp

160

Thr

Val

Gln

Vval

Leu

240

Ile

Leu



His

Cys

Asp

305

Arg

Ala

Ser

Asp
385

Ser

Gly

Thr

Leu
465

Ala

Lys

Leu

290

Val

Lys

Ser

Pro

Ala

370

Ile

Asp

Thr

Tyr

Ile

450

Ala

Gly

Ala

Asp

Arg

275

Ala

Leu

Asp

Trp

Ser

355

Tyr

Ser

Asn

Arg

435

Tyr

Gly

Ala

Leu

Phe

Asp

His

Asn

Gly

Gly

340

Asn

Gln

Trp

Ala

Thr

420

Gln

Pro

val

Gly

Gly

500

Phe

Leu

Asn

Gly

Val

325

Val

Gly

Lys

Lys

Glu

405

Leu

Asp

Asn

Ala

485

Leu

Ala

Lys

Gln

Asn

310

Gln

Asp

Ala

Ala

Leu

390

Ser

Met

Ile

Met

Asp

470

Asn

Lys

Lys

ES 2755978 T3

Leu

Thr

295

Asn

Gln

Asn

Ile

375

Cys

Met

Ala

Gly

Asp

455

Thr

Leu

Tyr

Gly

280

Ile

Asp

Trp

Leu

Leu

360

Lys

Arg

Arg

Trp

Leu

440

Ala

Ile

Ile

Thr

Pro

Val

Leu

Gln

His

Lys

345

Ala

Lys

Asn

Thr

Gln

425

Gln

Leu

Arg

Ile

Thr
505

25

Tyr

Gly

Ile

Asp

330

Leu

Cys

Ser

Glu

Asp

410

vVal

Ala

Phe

Tyr

Gly

490

Ser

Gln

Ile

Thr

Asn

315

Ser

Asp

Asp

Gly

Thr

395

Gln

Gly

Gln

Thr

Thr

475

Gly

Lys

Pro

Thr

Asn

300

Cys

val

Phe

Ser

Arg

380

Trp

Asp

Gln

Arg

val

460

val

Asp

Gln

Arg

Pro

285

Ile

Asp

val

Leu

Ser

365

Lys

Arg

Asn

445

Asn

Gln

Met

Ser

Asn

Gly

Lys

Phe

Thr
350

Asp

Ile

Pro

Asp

Ala

430

val

Pro

Asn

Glu

Ile

510

Pro

Val

Ile

Asp

Gln

335

Pro

Ala

Arg

Ile

Asn

415

Ile

Pro

Glu

His

Gln

495

Asp

Gly

Pro

Lys

Phe

320

Trp

Gly

Val

Leu

Trp

400

Tyr

Glu

Leu

His

Trp

480

Val

Ala

Thr



Gly

Asp

545

Gly

val

Asp

Trp

Ser

530

Asp

Asn

Ser

Ile

Leu
610

<210>7

<211> 8777

<212> ADN

515

Asn

His

Gly

Leu

Trp
595

Thr

Ala

Glu

Gly

Lys

580

Ser

Glu

Ala

Ala

Phe

565

Asp

Gly

Gly

Lys

Tyr

550

Ser

Leu

Lys

Glu

<213> Clostridium cellulolyticum

<400> 7

ES 2755978 T3

Gln

535

val

Thr

Gly

Ser

Ser
615

520

Leu

Lys

Ile

Ser

600

Gln

Gln

Ile

Leu

Ser

585

Arg

26

Ala

Val

Tyr

570

Gly

val

Leu

Trp

Asn

555

Gly

Ser

Thr

Arg

Ile

540

Tyr

Lys

Ala

Gly

Leu
620

525

Gly

Gly

Gln

Trp

Ser

605

Lys

Gly

Pro

Lys

Thr

590

Tyr

Arg

Pro

Asp

val

575

Phe

Ser

Thr

Ser

Leu

560

Thr

Thr

Ala

His



ctattgatgce
tacccgggta
tgtaaattgg
ttgatatttt
gaactcctaa
gcacttaata
tttaagaaaa
accctgattc
aacactaagt
tccgaattge
acccaatttg
atgcacaaaa
ttgacaatag
gcaacacagt

ttgtataage

actagattgt
gaactatggt
ttaaggaggc
cacttatatt
agcagttcga
aagaggttgc
cagctggett
aaggccatac
ccgacccgac
aggcttgtca
atgttgttga
tcatgtccgg
caaccaactt
caagggtatt

tgactggtaa
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gccgttttca
attttagtcc
aaacatgtta
cagtgtacaa
catggaacag
ctacttgcag
atcaacaact
catgggacat
agtaaatgca
gaataaaaac
aggaaaggcg
tcttcttgac
gggaaattgg
gggtgttgag

tggcaaccat

agaaacttct
atatatggtt
aaaactatga
atacctttat
gtaaaaataa
gcaattgatc
tatagctatt
tacatgtcgg
gatttgaaaa
ggcaatggat
tccggttcaa
atttataaat
atttacaaaa
tatggaggaa

ttaacagcag

27

gttaggtatt
taaattgtta
gtatacttct
cagcttcagce
cagatacata
caaaccgttt
atggagggtg
cacttgctca
gccgtatcega
atttgtttge
gctgggtace
ttggaggcaa
gagtaaacgc
tgaatgactg

cacataaatt

atttaaaaat
tatctgaatt
accatgctta
agcaaatgtt
ttatgtaaat
gttggtgggt
ggaaaacaat
ggcttataaa
tttgattata
aactccgget
gtggtatacc
ccaaaccgca
ttgggattct
tctctatgaa

tgacgaaaat

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

900



tcactattta
actatcccga
tcatacttaa
acagggggca
gataatgtaa
ttcaaggcaa
atcatggctt
ggatatttca
atggagaatt
gtaaacatgt
caggccaatc

gaagtgaaaa

aaagttaacg
gtgtggcaga
ctgactgaca
cttggaactg
aatgtgacta
tggcttgeeca
aaaaataccg
aggtatggta
cttgacaatc
acaattgcct
aggacaggag
acgtatactt
actatcagaa
agcaatagtt
actgacctga
gccttagtta
geggtgtege
gataactggg
gacaatttca

ggatgcaatg

acaccatcgc
aattcatcgg
aagcggcaca
acagcgaaga
ataatgaaac
cgggcgacgt
cacagaatcc
aggtattcag
tcacaaagct
atctgagtte
tgccattatc
ttaaattcag
gtactccaat
caggagatac
gccccaatac
aaagcatgac
tcaaagagac
atataaagaa
acgaggataa
tctacttcaa
cggatattga
cttcaacagt
cctggaacgg
gttceggetg
aaacggatga
cctgggttca
gtatatattt
aggtttatgg
tgaatccagg
catcatcaat
ctggtacaaa

acaaaatgtc
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tgcaggcaca
tgctttgaat
gcagttctgg
tgagegttte
ttgtaatgta
taaatatgca
ggaaaccggg
ttecccaatte
gaatgacagc
taccctgaac
agataaagta
gtcaccagca
taatgttgac
ggttgagttg
ggtagccecttt
aactcaatca
tattaatatt
caatttggtt
ccatttggta
gctgggaacg
gtcagggaac
acaaaagcac
gcctattcag
ggtaatactg
caacggaact
attgtcaggt
tgaaggaccg
caaaactacc
cagctatact
caaaatacct
gtggtctttt

ttccgtgaaa

aacgttttac
cgctacagca
gccatagttt
agggacgctg
aataatatgc
gattactatg
atggctacgt
aatcatttet
ctgtattata
tggagcgaaa
acctttacta
tggattgctg
aaggcgaatg
accctgccca
acatatggtc
cacggggtcce
aataccgeeg
caaacgcctg
ttcacaccte
tatgagggta
accacaggat
tcgggaaget
aacattacaa
gacaacactg
tectatgtea
aactatacct
gacagcggca
ttctatcaga
actgctcage
gaaggctata
agtgcagata

attttcccca

28

ccggaaaaca
ctctaggaac
tgaaagacca
gcaaactgga
tgaagctgac
agaatgcatt
acttcaaggc
ggtgctgtac
ataatggttc
agggtcttte
tcaacagtgc
caggacaaaa
gctatcttga
ccgaagtaag
ccgtagtatt
aggttttaaa
ccagtcccag
ggaagctgga
attatcaaag
aacaacccac
ggactgtgaa
atagtctget
caaaagttca
ccagtgeccece
atattgccac
taaatgttac
ccaattttta
atacttcttt
tcactgectge
cggttgagat
attcgaactt

ctctgagtca

tgccaataca
atcagaatca
tacatatgta
tgcatacagg
taaagagctg
gataaacgaa
tatgggaact
gggaacggga
cgacctgtat
actgacacag
ttcttcatca
tattacggte
cgtcagcaga
ggtatccaga
gagtgcaggt
agcaacgaaa
cattgacaat
atttacattg
atacaaggac
ggataatttg
tggtgcgggt
gcatacaggce
gaatggtaac
gataacaatg
tgctaccgga
aggtgcattg
tgtggatgat
tggcggtact
aggtatttct
ttatgatgat

tatagaagcc

agtgaagtat

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820



ggggatatta

ttgttgggty

gtgacggcaa

cctgecttttt
gccgattegt
atgaaaaaag
atggttttga
aacagttgga
accatggtaa
tggatggcaa
ccaagtggga
tacggatgtc
gaggacaagg
tgcaatatac
gcaaattgcg
cctgcaacag
aacgaatggt
gccgcacceceg
acagaggaat
ggaaatgata
atagcaatag
cttgagattt
aacaggaatt
agtgttacgg
acagcgtctg
cctgttgatg
acagaaacct
gtttacagca
gcgaccageg
acctgtcecgg

agcggggcaa

acagggacgg
ctcaggtcac
tggattttgce
gatgttccga
tctggtttta
ttegtacagt
atactggtgce
acatattcca
gctecgggtat
atcctgcaag
ttagggcttt
gtggaacaat
atgcaaagac
ctaacggaag
gaagaccaat
gtaatttatg
tcaaaggtat
gtgcatggaa
accgtacaca
taaggaccat
accaggatcc
gggtaaaacc
cggcaacatc
tcagggattt
ttccttcaca
caacaaagca
gttcggaagg
ttgtggattt
gaggcaatat
ttgccggaac

caggaaaaca

ES 2755978 T3

tactgtagat
aattgattcg
ggtatttaag
tggaattatt
gaacagtcta
cagtacaatt
atgggataac
tggagacatt
gaaggaagct
agattccaat
agctgattat
gacctgtatg
atttgcttca
tgacatgaaa
agtattcagt
gcgtactacce
tataaatgca
tgatcctgat
gatgagtatg
gtcacagaca
tgcaggagtt
actgggtacg
caatattaca
gtgggctaaa
tggaactgtt
aatagaagca
cggagaggat
cggcgatgga
tgagattaga
aggggattgg

tgatgtatac

actattgact
gtagcggetg
aagtatctge
tgattccaaa
aataacgaaa
atctttttag
ggtcttgcaa
aatgaaacta
ggctatgtat
gggaacttge
gtacatgcaa
aatattcctc
tggggaattg
accgattacc
atatgtgcat
ggggattteg
attgatggta
atgcttgaaa
tggagtatga
acaaaggata
cagggaaaaa
aatggtacaa
gttaattggt
tctgacaaag
ttgattaaga
gagagttata
gtaggcttta
gtcggaggcet
cttgacagcce
cagacttata

cttgtattta

29

ttgcactttt
atttggacgg
tgggacaaat
tttattgata
atttaggggg
gacttatgat
aaacaccacc
aaatcaaaca
acctgaatct
gggccgatce
aaggtctcaa
aaagcggaag
attaccttaa
agaaaatgca
ggggatatca
ctgataagtg
atgcacaata
tcggaaacgg
tggcttctee
ttctattgaa
gagttaaaag
ctaaggcagt
cagatatagg
gcagttttac
tttccactga
gcaatcagtc
tcgaaaacgg
tccaggcaag
ctgcegggac
ctgatgtaaa

aaggagatag

aaagcagttt
cgatgaatct
aacagagttg
tagcaaatca
gataaataga
taccgtaatt
gatgggatgg
gattgctgat
ggatgataac
tacacgattc
actagggata
caagggttat
atatgataac
gaccgctett
gagctggatg
ggataacgga
cacaagttca
tggatgtaca
ccttattgeca
taaggaagta
tgcaaatggt
tgctttattg
tgtaagtgga
gggctcatac
gccgecggea
aggaatccag
ggactatact
agtagcaagt
tttaattgga
atgtactgtc

cggatattta

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4680



ttcaacctta
ttaaattccg
ggactgggag
gcaatagatt
cagggggcag
tatctgttct
ccgcttecage
tcaacggtct
tgatggatta
gtggaaaaaa
ccaccggacc
accccggatt
tattacgctg
agaacaccat
gggtcaacga
cagacagtac
tgatttccga
ttegtgatge
gtttcaaaca
cttttagtaa
ccggcatagg
taaattcaag
ggcagtactc
atgatgccgg
atgagagtaa
cgggtacgaa
cggacaagca
cgtttaagac
gagcagctga
ccacaaatag
caacattaag

gceceggttet

attggttcac
acggacaagt
caatcgaaaa
tttecactget
cataatttag
tttgecttgte
cgcaagtacg
cacatttaag
caagtcggag
tcecgattatg
agatccctca
tcaacttgeg
gaatgccccce
attagcagca
acaaacaccg
aggttttaac
cgaagtttcc
cgtatctgte
gcttgecgaa
ttegtecttt
aggcacaaat
gaggacacat
ttttaaggaa
tcttgtecata
taccgecaggg
tcctgttaat
tgatttttca
catcaatatg
taagggagca
cagcggagtt
taacagtgga

ggatacagac
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atttactcca
agacgcgata
tacaaaactg
gaaacaattc
cgatatcctg
acaatgacta
gactttgtac
gggttcggeg
catcctgaga
acacatgtca
acaatgcgtt
gctgatgeca
ggttgggcaa
taccgtcaat
aatttaacct
aatgctgaag
gtcggttcct
gctgecatate
tcctttgaca
cgtceccaata
gggccactgg
tttatctatc
ttggtatccg
ctteggeatt
gtttggaggg
gggcgtaatg
actatcttca
gcttattcgg
tcttttaata
tatacagtaa
aaagcagagt

aagacaggtt

ggaagtgtca
gatttacagt
gcagatttgg
ttactaggca
ataggaggtt
cagcattgtt
tagacggaaa
tcctcagtgg
aatatacaga
aaattgagat
gggaaaatga
agaaggtgaa
atagcaatga
atggttatat
ggactaagca
aacgggcact
tcggggatga
actataatac
aagaggtgtg
acaatatgaa
aaatgggaaa
agccagtcat
cacgtgatcc
tcagttggtt
ctgtacctceca
gcactcccag
ttaacgatag
gaaacccctce
gtaattacat
acgtaaaacc
tcaatacgce

caatgcagga

30

atacgggtac
tattgaaaaa
atgccaacgg
taaggaccag
gaaaatgaaa
ttcagctaca
caatatcaaa
aaacagctca
attactgcaa
gggtaatgac
gacggctaat
ccccaatctt
taagatttat
gattgattac
atacgcccag
ttacaacaat
tatggtcagt
tgatgacaat
gaatagtgaa
agatccaaca
tactgttata
tgggtcctte
ttggtccggg
ttcaaaggcet
ggcgagttte
ttatatgaca
tgaatattcc
gctggaagta
gaagtacact
ttattcgatt
tcttecggtg

taccagggat

attgggtgat
gtatatttta
agatatcaat
ctttecegggg
agaaagattt
ccgatgaata
gcgggcaaca
agtgcactgt
attctgttcg
cgtaacaact
gtcaaaagac
aaagtcagca
acatggtata
gtaaaccecgg
cgtatcaaaa
attaaggtgg
gattccaccc
agcttgggaa
gcacaggcca
gtagcaggaa
aaggggtttg
tatgagggtg
tggattcact
ggctgggaaa
acaggtgcga
ctagcttcte
aaaacctaca

tgggaaacta

ggaacggttt
gttacagtta

gagggggacc

aatatattat

4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540

6600



atgctgacaa
tcacaggaac
atgccagcga
tccttecgeca
atccaatcac
catttgaaca
agggtggtga
acggcggttg
gctegggtgg
ctatcatggt
atacagatac
cttgttttga
tgctggacaa
gcggttettg
cgagccaggg
ttggagccaa
cctcagtggg
agtacggtaa
ttggggttgt
caaggataga
aaggcggaga
atttcggcga
atattgagat
gaacagggga
aacatgatgt
ttacatttag
tagatgcaat
atacgaagct
tcaaacaatt
tcaccgttce

tgagaaagaa

ctttgattat
ccaaagttat
cagaaacggt
acaggtgaat
cggcattgga
caacagtaca
aaattcacac
gtcgctacta
agtgaaaatc
tgcagacaat
tacccaaaga
caatttgaag
tctggaaatg
ggcacatgaa
aataggtgcet
caacggttct
aaccatggtt
gcatacggtt
tgcaaacata
agcagagagc
ggatgtggge
tggtgtcgga
caggcttgac
ttggcagact
ataccttgta
tgagaaaact
agatttacag
ggcagatttg
tttactgggt
atatgtgtga

aattttatgt
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tccagcaaaa
atagattcce
gcatttgaag
cagtcaagta
gataaccgtt
gagggcggta
tacttaaatg
gtaaatggaa
agtggtttta
aaggtgactg
ttgtcecggge
gttgaaacaa
tacgatttat
aacggcaaat
actattcagt
gctaagttag
tcagggaatt
tgtttgaagg
gccggtgett
tacagcaacc
tttgttgaaa
ggcttccaag
agctctaccg
tatactgatg
tttaaaggag
gtcataggga
gtattgaaaa
gatgccaacg
actattatta
agaattacaa

atatttcttg

ctgececcctgt
gaggaggctce
tgtatcttce
tggggettgg
ggatgaacta
acaattatge
gtactcctta
gttcegtgge
atacagctta
cgtatctgga
gtattgatct
tagacggtta
cttcetagttte
ccatgtacaa
attcattcac

aggtaactgt
tacaccaaaa
tgttaagtgg
cggagatacce
agtcaggaat
acggcgacta
caagagtagc
ggactttgat
caaaatgtac
atagcggata
atttgggtga
agtatctttt
gagaaattaa
gttttceggg
atataatata

tgactgtatt

31

catagcggag
aaaaagtgct
tgacgggtce
gggcacatgg
taaggcaagt
tgcaatcggt
tatactgaaa
aaatggtaat
taatgcatgg
caataccatc
ggcaagcggc
tgcaccttac
tactacaaag
ttaccaacga
tggcaccggg
tgatggaaga
ctttacgett
tactatggtt
cgttgaacaa
ccagacagaa
tactgtttac
aagtgcaacc
aggaacttgt
tgtcageggg
tttatttaat
tataaactcg
gcaactaggg
cgcaatcgat
agaagcacta
aggaggcttt

aatgctaact

gggggacaaa
ataccacgtt
agcaactata
aataatggta
gtggatgttt
gccagacagce
ttctggtttg
gtagcaagcg
cataacatct
ctttatacct
tattacaata
tactctgaaa
cttgtttacg
tcactttcca
ctggacattc
gttgttaatt
cacggtcttg
gtcgatgctg
tctgegtatt
acctgttegg
aacaatgtgg
agtggaggca
cctgttgecg
gtaacaggaa
cttaactggt
gacggacaag
gaaattggag
ttttecattac
taaggggaca

tttggtatgt

atattaccaa

6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400

8460
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tacctcaaca gacggtaatg gctgatacag
tctacaacgg attaagggga ctgaatttta
taagcaacgg ccagagtacc gggtataatg
atgactggag tatttataac acttttaata
atctggatgg aggaatcgga tggtacagga

gaaagaaggt attcatt

<210> 8

<211> 604

<212> PRT

<213> Clostridium cellulolyticum

<400> 8

gggtacttaa ggaacttaaa ggaactgaca
acgagggttg gaaattcaat aagggggatg
acagcggcetg gtcaggtgtt acactgccac

aatcctcagc agcgggtgca ggaggaggtt

aaacctttac cgtaccttcg gattatacag

32

8520
8580
8640
8700
8760

8777



Ile

Ala

Asp

Ser
65

Trp

Pro

Ala

Cys

Ala
145

Cys

Lys

Thr

Lys

Ile

Gly

Met

Thr

Lys

Met

130

Lys

Asn

Lys

val

Thr

35

Asn

Met

Ala

Arg

Gly

115

Asn

Ile

Val

Ile

20

Pro

Glu

Lys

Asn

Phe

100

Leu

Ile

Phe

Pro

Met

Pro

Thr

Glu

Pro

Pro

Lys

Pro

Ala

Asn
165
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Thr

Vval

Met

Lys

Ala

70

Ala

Ser

Leu

Gln

Ser

150

Gly

Val

Leu

Gly

Ile

55

Gly

Arg

Gly

Gly

Ser
135

Trp

Ser

Ser

Asn

Trp

40

Lys

Tyr

Asp

Ile

Ile

120

Gly

Gly

Asp

Thr

Thr

25

Asn

Gln

Vval

Ser

Arg

105

Tyr

Ser

Ile

Met

33

Ile

Gly

Ser

Ile

Tyr

Asn

Ala

Gly

Lys

Asp

Lys
170

Ile

Ala

Trp

Ala

Leu

75

Gly

Leu

Cys

Gly

Tyr

155

Thr

Phe

Trp

Asn

Asp

Asn

Asn

Ala

Arg

Tyr

140

Leu

Asp

Leu

Asp

Ile

45

Thr

Leu

Asp

Gly

125

Glu

Lys

Gly

Asn

30

Phe

Met

Asp

Arg

Tyr

110

Thr

Asp

Tyr

Gln

Leu

Gly

His

val

Asp

Ala

val

Met

Lys

Asp

Lys
175

Met

Leu

Gly

Ser

Asn

80

Asp

His

Thr

Asp

Asn

160

Met



Gln

Ala

Thr

Lys

225

Ala

Gly

Gln

Gln

305

Val

Trp

Ala

Pro

385

Pro

Ser

Thr

Trp

Thr

210

Gly

Ala

Gly

Met

Thr

290

Asp

Glu

Ala

Ser

Lys

370

Ser

val

Gly

Ala

Gly

195

Gly

Ile

Pro

Cys

Ala

275

Thr

Pro

Ile

Leu

Asp

355

Ser

His

Asp

Ile

Leu

180

Tyr

Asp

Ile

Gly

Thr

260

Ser

Lys

Ala

Trp

Leu

340

Ile

Asp

Gly

Ala

Gln
420

Ala

Gln

Ile

Asn

Ala

245

Thr

Pro

Asp

Gly

val

325

Asn

Gly

Lys

Thr

Thr

405

Thr

Asn

Ser

Ala

Ala
230

Trp

Glu

Ile

Val

310

Lys

val

Gly

Val

390

Lys

Glu
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Cys

Trp

Asp

215

Ile

Asn

Glu

Ile

Leu

295

Gln

Pro

Asn

Ser

Ser

375

Leu

Gln

Thr

Gly Arg Pro

Met

200

Lys

Asp

Asp

Tyr

Ala

280

Leu

Gly

Leu

Ser

Gly

360

Phe

Ile

Ile

Cys

185

Pro

Trp

Gly

Pro

265

Gly

Asn

Lys

Gly

Ala

345

Ser

Thr

Lys

Glu

Ser
425

Ala

Asp

Asn

Asp

250

Thr

Asn

Lys

Thr

330

Thr

Val

Gly

Ile

Ala

410

Glu

34

Ile

Thr

Asn

Ala

235

Met

Gln

Asp

Glu

Val

315

Asn

Ser

Thr

Ser

Ser

395

Glu

Gly

val

Gly

Gly

220

Gln

Leu

Met

Ile

Val

300

Lys

Gly

Asn

Val

Tyr
380

Ser

Gly

Phe

Asn

205

Asn

Tyr

Glu

Ser

Arg

285

Ile

Ser

Thr

Ile

Arg

365

Thr

Glu

Tyr

Glu

Ser

190

Leu

Glu

Thr

Ile

Met

270

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

350

Asp

Ala

Pro

Ser

Asp
430

Ile

Trp

Trp

Ser

Gly

255

Trp

Met

Ile

Asn

Lys

335

Val

Leu

Ser

Pro

Asn

415

val

Cys

Arg

Phe

Ser

240

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

320

Ala

Asn

Trp

val

Ala

400

Gln

Gly
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Phe Ile Glu Asn Gly Asp Tyr Thr Val Tyr Ser Asn Val Asp Phe Gly
435 440 445

Asp Gly Val Gly Gly Phe Gln Ala Arg Val Ala Ser Ala Thr Ser Gly
450 455 460

Gly Asn Ile Glu Ile Arg Leu Asp Ser Pro Ala Gly Thr Leu Ile Gly
465 470 475 480

Thr Cys Pro Val Ala Gly Thr Gly Asp Trp Gln Thr Tyr Thr Asp Val
485 490 495

Lys Cys Thr Val Ser Gly Ala Thr Gly Lys His Asp Val Tyr Leu Val
500 505 510

Phe Lys Gly Asp Ser Gly Tyr Leu Phe Asn Leu Asn Trp Phe Thr Phe
515 520 525

Thr Pro Gly Ser Val Asn Thr Gly Thr Leu Gly Asp Leu Asn Ser Asp
530 535 540

Gly Gln Val Asp Ala Ile Asp Leu Gln Leu Leu Lys Lys Tyr Ile Leu
545 550 555 560

Gly Leu Gly Ala Ile Glu Asn Thr Lys Leu Ala Asp Leu Asp Ala Asn
565 570 575

Gly Asp Ile Asn Ala Ile Asp Phe Ser Leu Leu Lys Gln Phe Leu Leu
580 585 590

Gly Ile Arg Thr Ser Phe Pro Gly Gln Gly Ala Ala
595 600

35
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento in vitro para preparar una matriz de tejido no humano para trasplante que comprende:

poner en contacto una matriz de tejido que contiene colageno con una alfa-galactosidasa de Trichoderma reesei
o Clostridium cellulyticum aislada en una cantidad y durante un tiempo suficientes para eliminar un epitopo de o-
gal de la matriz de tejido, de este modo se prepara la matriz de tejido para el trasplante en un paciente humano.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma
reesei aislada, y comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de identidad con la
secuencia de aminoacidos entera expuesta en la SEQ ID NO: 2.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma
reesei aislada, y comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de identidad con la
secuencia de aminoacidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
IDNO: 4vy6.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma
reesei aislada, y esta codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos que tiene al menos 85% de identidad con la secuencia de nucledtidos entera expuesta en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:1, 3,y 5.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma
reesei aislada, y esta codificada por una molécula de acido nucleico, dicha molécula de acido nucleico que
codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de identidad con
la secuencia de aminoacidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
IDNO: 2,4,y6.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Clostridium
cellulyticum aislada, y comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de identidad con la
secuencia de aminoacidos entera expuesta en la SEQ ID NO: 8.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Clostridium
cellulyticum aislada, y esta codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos que tiene al menos 85% de identidad con la secuencia de nucleétidos entera expuesta en la SEQ ID
NO: 7.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Clostridium
cellulyticum aislada, y esta codificada por una molécula de acido nucleico, dicha molécula de acido nucleico que
codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de identidad con
la secuencia de aminoacidos entera expuesta en la SEQ ID NO: 8.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la matriz de tejido es una matriz acelular
de tejido.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la matriz de tejido:
(a) comprende una matriz de tejido dérmico; o

(b) se obtiene de un tejido seleccionado de fascia, tejido pericardico, duramadre, tejido del cordén umbilical,
tejido placentario, tejido valvular cardiaco, tejido de ligamento, tejido tendinoso, tejido arterial, tejido venoso,
tejido conectivo neural, tejido vesical urinario, tejido del uréter y tejido intestinal

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que ademas comprende tratar la matriz de tejido
para eliminar al menos algunas de las células y componentes celulares de la matriz de tejido.

El procedimiento de la reivindicacién 11, en el que la matriz de tejido se trata para eliminar sustancialmente todas
las células y los componentes celulares antes de poner en contacto la matriz de tejido con la alfa-galactosidasa.

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que sustancialmente todas las células y los componentes celulares
se eliminan de la matriz de tejido.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que la al menos una matriz de tejido que
contiene colageno incluye dos o mas matrices de tejido.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, que ademas comprende envasar la matriz de
tejido; y/o, que ademas comprende esterilizar la matriz de tejido.
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