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DESCRIPCION

Procedimiento para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o derivados de zearalenona mediante un polipéptido,
asi como el uso

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o de al menos un
derivado de zearalenona con un polipéptido, asi como un aditivo que contiene un polipéptido de ese tipo y también a
un uso de un polipéptido de ese tipo.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos. Un representante importante de
las mismas es la zearalenona (ZEN), difundida por todo el mundo, anteriormente conocida como toxina F-2, que es
producida por una pluralidad de hongos del género Fusarium. Estos hongos infectan, entre otros, plantas de cultivo
tales como distintos tipos de cereales, manifestdndose la micosis del hongo por norma general antes de la cosecha,
en donde el crecimiento del hongo o bien la produccién de micotoxinas puede tener lugar antes y/o, en el caso de un
almacenamiento no apropiado, también después de la cosecha. La FAO estima que el 25% de los productos agricolas
en todo el mundo estan contaminados con micotoxinas, lo que provoca pérdidas econdémicas considerables. En un
estudio global realizado recientemente, se analizaron un total de 23.781 muestras entre enero de 2009 y diciembre de
2011, con un 81% de pruebas positivas para al menos una micotoxina y un 45% positivas para ZEN. ZEN se puede
encontrar en todas las regiones del mundo, asi como en todas las clases de cereales y alimentos para animales
analizados, como maiz, harina de soja, trigo, salvado de trigo, DDGS (granos secos de destileria con solubles) y en
mezclas de alimentos para animales ya preparados con una frecuencia de hasta el 100%.

ZEN es una lactona macrociclica, estrogénica, no esteroidea, sintetizada a través de la via metabdlica de los
policétidos, con la férmula estructural:
I Il /I'

w\/\\/

y el nombre de la nomenclatura IUPAC (2E,11S)-15,17-dihidroxi-11-metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-
1(18),2,14,16-tetraeno-7,13-diona.

Sin embargo, también se encuentran en la naturaleza una gran cantidad de derivados de ZEN, que estan formados
por modificaciones enzimaticas o quimicas de ZEN. Ejemplos de los mismos son conjugados de ZEN glucosidicos o
que contienen sulfato, que se forman en hongos, plantas o el metabolismo de mamiferos, asi como metabolitos de
ZEN, que se forman en el organismo humano o animal, entre otros. A continuacion, por derivados de ZEN se entienden
conjugados de ZEN o metabolitos de ZEN que se presentan en la naturaleza o estan preparados mediante sintesis
quimica o bioquimica, pero en especial a-zearalenol (a-ZEL; (2E,7R,11S)-7,15,17-trihidroxi-11-metil-12-
oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18),2,14,16-tetraen-13-ona), (-zearalenol (B-ZEL; (2E,7S,11S)-7,15,17-trihidroxi-11-
metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18),2,14,16-tetraen-13-ona), a-zearalanol (a-ZAL; (7R,11S)-7,15,17-trihidroxi-
11-metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18),14,16-trien-13-ona), B-zearalanol (B-ZAL; (7S,11S)-7,15,17-trihidroxi-11-
metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(14),15,17-trien-13-ona), zearalenon-14-sulfato (Z14S; [(2E,11S)-15-hidroxi-11-
metil-7,13-dioxo-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18),2,14,16-tetraen-17-illhidrogenosulfato), zearalenon-14-
glucosido (Z14G; (2E,11S)-15-hidroxi-11-metil-17-[(3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-2-
ilJoxi-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18)2,14,16-tetraeno-7,13-diona), asi como zearalanona (ZAN; (11S)-15,17-
dihidroxi-11-metil-12-oxa-biciclo[12.4.0]octadeca-1(18),14,16-trieno-7,13-diona).

ZEN, asi como los derivados de ZEN, especialmente a-ZEL, B-ZEL, Z14S, a-ZAL, B-ZAL, Z14G y ZAN, pueden
detectarse también, en virtud de su elevada estabilidad quimica y fisica, en alimentos o alimentos para animales
procesados, tales como, p. €j., pan o cerveza.

ZEN se une al receptor de estrogenos y puede causar alteraciones hormonales, por lo que es absorbida
inmediatamente después de la ingestién y se transforma en los mamiferos en los dos metabolitos estereocisoméricos
a-ZEL y B-ZEL. En este caso, p. €j., a-ZEL, pero también a-ZAL o ZAN, tienen un efecto estrogénico mucho mas fuerte
que ZEN. Los derivados de ZEN conjugados a veces tienen una estrogenicidad menor que ZEN, pero a partir de estos
derivados de ZEN se puede liberar de nuevo ZEN en el tracto digestivo.

Aunque ZEN tiene una toxicidad aguda relativamente baja y un valor de DL50 oral de hasta 20.000 mg/kg de peso
corporal, en caso de una ingesta prolongada pueden aparecer efectos tdéxicos subagudos y/o subcrénicos, como por
ejemplo, efectos teratogénicos, carcinégenos, estrogénicos e inmunosupresores en animales o seres humanos. Los
alimentos para animales contaminados con ZEN provocan trastornos del desarrollo en mamiferos, siendo los cerdos
y, especialmente los animales jovenes, extremadamente sensibles a ZEN. Concentraciones de ZEN en alimento para
animales superiores a 0,5 ppm conducen a trastornos del desarrollo, p. ej., concentraciones superiores a 1,5 ppm
pueden provocar hiperestrogenicidad en los cerdos y concentraciones de 12 ppm de ZEN se han hecho responsables
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de abortos en el ganado vacuno. Dado que la zearalenona se absorbe rapidamente a través de las membranas
mucosas, en particular a través de la mucosa gastrica pero también la oral, es necesaria una desactivacion inmediata
y, sobre todo, cuantitativa. Tan solo 30 minutos después de la administracién oral de ZEN, ésta ya se puede detectar
en la sangre. En este caso, el uso de enzimas aisladas tiene ventajas sobre los microorganismos, como una mayor
actividad especifica o un efecto mas rapido. Debido a los efectos nocivos de ZEN, en la Unién Europea existen limites
superiores de ZEN, que son vinculantes para los alimentos, asi como recomendaciones para limites superiores de
ZEN en los alimentos para animales (EC NO: 1881/2006).

La estrategia principal para reducir la contaminacion de los alimentos o piensos con ZEN, es restringir el crecimiento
de los hongos, por ejemplo, cumpliendo las "buenas practicas agricolas". Esto incluye, entre otras cosas, que las
semillas estén exentas de agentes patdgenos e infecciones con hongos, o que los productos de desecho agricolas se
eliminen a tiempo de los campos. Ademas, a través del uso de fungicidas se puede reducir el crecimiento de los
hongos en el campo. Después de la cosecha, el material cosechado se debe almacenar con una humedad residual
inferior al 15% y una temperatura baja para evitar el crecimiento de los hongos. Cualquier material contaminado por
hongos también se debe eliminar antes de continuar con el tratamiento posterior. A pesar de esta lista de medidas, .
Rodriges y K. Naehrer (2012) informaron que incluso en regiones con los mas altos estandares agricolas, como
Estados Unidos y Europa Central, en los afios 2009 a 2011 el 29% o el 39%, respectivamente, de las muestras de
maiz analizadas estaban contaminadas con ZEN.

Otras opciones para eliminar ZEN de los piensos o los alimentos son la adsorcién o la transformacion de la micotoxina.
Para ello, es necesario que la unién de la micotoxina al adsorbente sea fuerte y especifica en un intervalo amplio de
pH y se conserve estable en la zona gastrointestinal durante todo el proceso digestivo. Aunque algunos agentes de
adsorcion no bioldgicos, p. €j., el carbén activado, los silicatos o los polimeros sintéticos, como la colestiramina, se
pueden utilizar eficazmente para las aflatoxinas; su uso para otras micotoxinas esta limitado. La principal desventaja
de los agentes de adsorcién es la union inespecifica de otras moléculas, algunas de las cuales son esenciales para la
alimentacion. Los agentes de adsorcion biolégicos, p. €j., extractos de levadura o levadura también se describen en
las publicaciones, pero tienen una limitacion similar a la de los agentes de adsorcion no biolégicos.

La eliminacién de la toxicidad de ZEN mediante tratamientos fisicos y quimicos también esté limitada. Mediante un
tratamiento térmico, ZEN no puede ser desactivada de manera efectiva, no obstante, el contenido en ZEN se puede
reducir en un 83,9% mediante extrusién y tratamiento con agentes oxidantes, p. €j., durante 16 h a 80°C con una
solucién de per6xido de hidrogeno al 10%. El empleo de procedimientos de extrusion y agentes oxidantes, tales como
ozono o perdxido de hidrégeno, en la preparacién de piensos y alimentos esta limitado en virtud de los elevados
costes, la pérdida de calidad, la eficiencia parcialmente baja y la escasa especificidad.

También la biotransformacién de ZEN mediante microorganismos tales como, p. ej., cepas de Trichosporon
mycotoxinivorans, Gliocladium roseum o Bacillus subtilis 0 enzimas aisladas a partir de las mismas, tales como hidrolasas
0 peroxidasas, se ha descrito, p. €j., en E. Vekiru et al., en Appl. and Environ, Microb. 2010, 76, 7, 2353-2359.

A partir del documento EP 0 938 575 B1 se han dado a conocer propiedades para la degradacion de ZEN que poseen
bacterias del género Rhodococcus y Nocardia, especialmente R. globerulus, R. erythropolis y N. globerula.

A partir del documento WO 02/076205 se puede deducir el efecto de degradacién de ZEN a partir de enzimas aisladas
a partir de Gliocladium roseum, entre otras la hidrolasa o/B, la zearalenona hidrolasa 1 (ZHD1), que catalizan la
degradacion de ZEN mediante una triada catalitica.

A partir del documento WO 2012/113827 se extraen zonasas recombinantes, es decir, enzimas degradantes de ZEN,
que permanecen estables en el tracto gastrointestinal, en particular se describen microorganismos tales como
Thermobifidia fusca, Streptomyces exfoliatus, Acidovorans delafieldiiy Streptomyces sp.

A partir de la base de datos UniProt del 16 de noviembre de 2011, "SubName: Full=Alpha/beta hydrolase fold
containing protein {ECO:0000313|EMBL:AEM80235.1}", que se encuentra con el nimero de orden de EBI.
UNIPROT:G2P9U4, se puede deducir una secuencia proteica de una hidrolasa o/, pero sobre la que no se da ninguna
informacién sobre sus posibles usos o propiedades.

Los polipéptidos o enzimas que son capaces de hidrolizar ZEN y/o al menos un derivado de ZEN, también se pueden
denominar zonasas.

Los términos y expresiones utilizados a continuacion se han tomado de la terminologia técnica y se utilizan con los
significados convencionales, a menos que se indique lo contrario. Por tanto, el término "polinucleétido” se refiere a
cualquier tipo de material genético de cualquier longitud y secuencia, como p. ej., moléculas de ADN y ARN
monocatenario y bicatenario, incluyendo elementos reguladores, elementos estructurales, grupos de genes,
plasmidos, genomas completos y fragmentos de los mismos. El término "polipéptido" incluye proteinas, como por
ejemplo, enzimas, anticuerpos asi como polipéptidos con hasta 500 aminoacidos, como por ejemplo, inhibidores de
péptidos, dominios de proteinas, pero también polipéptidos cortos con longitudes de secuencia cortas, por ejemplo,
menos de 10 aminoacidos, tales como receptores, ligandos, hormonas peptidicas, marcadores y similares El término
"posicion" en un polinucledtido o un polipéptido se refiere a una base o un aminoacido Unico y especifico en la
secuencia del polinucle6tido o del polipéptido.
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La presente invencién tiene como objeto proporcionar un procedimiento con el que sea posible una disociacion
hidrolitica rapida y fiable de ZEN y/o de al menos un derivado de ZEN.

Para resolver esta tarea, la presente invencion se caracteriza esencialmente porque la zearalenona y/o al menos un
derivado de la zearalenona se hidroliza a través del polipéptido que es una hidrolasa con una secuencia de
aminodacidos de la secuencia ID n? 13, o una variante funcional de la misma, en donde una identidad de secuencia
entre la variante funcional y la secuencia de aminoacidos, es de al menos el 70%.

La expresion "identidad de secuencia” de acuerdo con la presente invencion, se refiere a un porcentaje de identidad de
secuencia. Para las secuencias de aminodcidos y las secuencias de nucle6tidos, la identidad de secuencia se puede
determinar visualmente, pero preferiblemente se calcula con un programa informético. La comparacion de secuencias
también se lleva a cabo dentro de segmentos de una secuencia, entendiéndose que un segmento es una secuencia
continua de la secuencia de referencia y que preferiblemente comprende una regién conservada de la secuencia.

En el presente caso, la identidad de secuencia se determin6 con la ayuda del programa NCBI BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), en particular con BLASTP para polipéptidos y BLASTN para polinucleétidos, que esta
disponible en la pagina principal del "National Center for Biotechnology Information" (NCBI;
http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este permite comparar dos 0 més secuencias entre si segun el algoritmo de Altschul et
al.,, 1997 (Nucleic Acids Res., 25:3389-3402). Para los fines de esta invencidn, se utilizaron los programas con la
version del 15 de mayo de 2013. Como ajustes del programa se utilizé la configuracién basica, pero en particular para
la comparacién de secuencias de aminodcidos: "secuencia diana maxima" = 100; "umbral esperado” = 10; "tamafo
de palabra" = 3; "matriz" = BLOSOM62; "costes por hueco" = "Existencia: 11; Extension: 1"; "ajuste informatico" =
"Ajuste de la matriz de puntuacién composicional condicional"; asi como para la comparacién de secuencias de
nucleétidos, tamafo de palabra: 11; valor esperado: 10; costes por hueco: Existencia = 5, Extension = 2; Filtro = baja
complejidad activada; puntuaciones de coincidencia/no coincidencia: 2, -3; cadena de filtro: L; m.

Las expresiones "variante funcional del polipéptido" o "variante funcional" se refieren, por un lado, a "variantes alélicas"
del polipéptido y a "fragmentos funcionales" del polipéptido, y por otro lado a una "modificacion” del polipéptido, en
donde la funcién enzimatica permanece esencialmente sin alterar. La expresion "variante alélica" se refiere a un
polipéptido que ha surgido por una o varias mutaciones de la secuencia de nucleétidos que ocurren de forma aleatoria
en la naturaleza y que provocan un cambio en la secuencia de aminoacidos, sin que ello influya en la funcién
enzimatica. Las "modificaciones" pueden ser, por ejemplo, fusiones del extremo C-terminal o N-terminal con
polipéptidos o polipéptidos mutados, en donde se pueden obtener mutaciones mediante sustitucion, insercion o
delecion de al menos un aminoacido, en particular mediante mutagénesis especifica del sitio o mutagénesis aleatoria,
recombinacion y/o cualquier otro método de modificacion genética de proteinas. Los términos sustitucion, insercion y
delecion se utilizan en el sentido habitual en la tecnologia genética y con los que esté familiarizado el experto en la
materia. La expresién "fragmento funcional" se refiere a una parte o una secuencia parcial de un polipéptido 0 una
parte o una secuencia parcial de una variante funcional del mismo, en donde se conserva esencialmente la funcién
enzimatica. Una funcién enzimatica se conserva esencialmente cuando el mecanismo de reaccion enzimatica
permanece sin cambios, es decir, la micotoxina se hidroliza en el mismo lugar y la actividad residual especifica
"variante funcional" asciende al menos al 5%, preferiblemente al menos al 10%, en particular al menos al 50%, con
respecto al polipéptido original.

Mediante la eleccién de una secuencia de aminodacidos de ese tipo, o una variante funcional de la misma, se constatd
una hidrolisis sorprendentemente rapida y completa de ZEN y/o de al menos un derivado de ZEN.

Como corresponde a un desarrollo adicional preferido de la invencion, la disociacion hidrolitica se lleva a cabo con un
polipéptido que contiene al menos un segmento de la secuencia de aminoacidos conservada o una variante funcional
de la misma, en donde la variante funcional del segmento de secuencia de aminodcidos tiene una identidad de
secuencia de al menos un 70%, preferiblemente al menos un 84%, mas preferiblemente al menos un 92% y lo mas
preferiblemente al menos un 98% y al menos un segmento de secuencia de aminoacidos conservada se selecciona a
partir del grupo de secuencias de aminoacidos +89 a +145, +223 a +228, +257 a +261, +263 a +270, de la secuencia
con la secuencia ID n® 1. A través de la presencia de al menos uno de tales segmentos de secuencia de aminoacidos
conservada, es posible proporcionar un polipéptido que, ademas de la hidrélisis rapida y completa de ZEN y/o de al
menos un derivado de ZEN, también tiene un valor de actividad particularmente elevado, en comparacion con los
polipéptidos degradadores de ZEN conocidos hasta la fecha.

Se podrian lograr resultados igualmente buenos si la variante funcional mostrase al menos una modificacion de
aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en una sustitucién, delecién e insercion de uno o varios
aminodcidos.

Dado que el polipéptido muestra una actividad especifica de al menos 0,01 U/mg, preferiblemente al menos 0,1 U/mg,
en particular al menos 1 U/mg; y/o un valor Ku de disociacion hidrolitica de ZEN de como maximo 50 pM,
preferiblemente como maximo 3,5 uM, en particular como maximo 0,5 uM; y/o posee un valor kcat de disociacion
hidrolitica de ZEN de al menos 0,05 s, preferiblemente al menos 0,6 s, en particular al menos 5 s y/o posee un
valor vmax de disociacion hidrolitica de ZEN de al menos 0,00001 uM' s, preferiblemente al menos 0,0001 pM-' s°*,
en particular al menos 0,001 pM-" s*, ZEN y/o los derivados de ZEN se pueden hidrolizar, en particular eliminar la
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toxicidad, de una manera particularmente rapida y completa.

El polipéptido se puede seleccionar de modo que sea una hidrolasa a/f adecuada para una disociacion hidrolitica sin
necesidad de oxigeno y exenta de cofactores, de la agrupacion éster de zearalenona y/o de los derivados de ZEN, que
presenta una triada de aminoacidos que cataliza la disociacién hidrolitica que consiste en serina, un aminoacido acido
seleccionado a partir de acido glutamico y acido aspartico, en particular acido aspartico, asi como histidina, y que es la
triada catalitica, por ejemplo, S128, D264 y H303, en donde el posicionamiento es con relacién a la secuencia ID n° 1.

La hidrdlisis de ZEN y de los derivados de ZEN se realiza con éxito con cada uno de los polipéptidos de secuencias ID
n® 1 a 15, en el grupo éster de la zearalenona o de sus derivados, de acuerdo con el siguiente mecanismo de reaccion:

HZEN DHZEN

A — ey | e

La hidrdlisis de ZEN para proporcionar zearalenona hidrolizada no téxica (HZEN) o a derivados de ZEN hidrolizados,
se lleva a cabo a través de los polipéptidos de acuerdo con la invencién, en particular las hidrolasas o/f. La
descarboxilacion adicional de HZEN a ZEN descarboxilada, hidrolizada (DHZEN) o a derivados de ZEN hidrolizados,
descarboxilados generalmente tiene lugar de forma espontanea.

En particular, es posible hidrolizar completamente ZEN y los derivados de ZEN por medio de la triada catalitica
mencionada anteriormente, en donde la reaccion de degradacion tiene una buena estabilidad frente al pH, en particular
a valores de pH en el intervalo acido.

Ademas, se ha encontrado que con un polipéptido que contiene en uno de los 3 aminoacidos antes de la serina y 3
aminoacidos después de la serina del segmento de secuencia que consiste en la triada catalitica mencionada
anteriormente, al menos un aminoacido polar seleccionado a partirde Y, Q, N, T, K, R, E, D y al menos un aminoéacido
no polar seleccionado a partir de F, M, L, I, V, A, G, P, se consiguen buenos resultados constantes y como minimo
también mejorar un parametro de la cinética enzimatica.

En un desarrollo adicional preferido de la invencién, el procedimiento se lleva a cabo con un polipéptido que tiene al
menos una mutacion de la secuencia de aminoacidos con respecto a la secuencia ID n® 1, en al menos una de las
siguientes posiciones 22, 23, 25, 26, 27, 29, 31, 32, 35, 37, 42, 43, 46, 51, 53, 54, 57, 60, 69, 72, 73, 78, 80, 84, 88,
95, 97, 99, 114, 118, 119, 123, 132, 141, 146, 148, 149, 154, 163, 164, 165, 169, 170, 172, 176, 180, 182, 183, 190,
191, 194, 196, 197, 198, 201, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 212, 213, 214, 216, 217, 220, 221, 222, 229, 231,
233, 238, 240, 244, 245, 246, 248, 249, 251, 254, 256, 260, 262, 263, 266, 269, 271, 277, 280, 281, 282, 283, 284,
285, 286, 287, 292, 296, 298, 302, 307, 308, 309, 311, 314, 317, 319, 321, 323, 325 y 326.

De acuerdo con un desarrollo adicional de la invencion, el procedimiento se lleva a cabo con un polipéptido que tiene
al menos una mutacién seleccionada a partir del grupo: D22A, S23Q, S23L, N25D, 126V, F27Y, F27H, S29P, R31A,
F32Y, R35K, R35Q, V37A, V42|, V43T, F46Y, S51E, S51D, D53G, N54M, N54R, L57V, L60I, S69G, P72E, V73A,
A78S, N80H, F84Y, I88L, T95S, T97A, RI9K, 1114M, 1118V, K119R, V123I, L132V, A141S, 1146V, I146L, A148G,
A149V, A154P, P163T, A164T, Y165C, Y165H, V169Il, L170R, A172G, A176M, A176V, Y180F, D182T, F183Y, 1190V,
G191S, K194T, K194E, F196Y, V197C, V197R, E198R, E198S, K201D, K201G, P204S, P204A, A205S, K206P,
A207M, M208A, Q209R, L210A, L210S, AP212, T213V, P214A, E216T, E216G, A217l, N220H, L221M, K222R,
K222Q, G229A, A231V, F233W, F233Y, F233H, A238G, H240N, H240S, D244E, R245Q, M246L, S248T, S248N,
S248G, Q249R, K251N, 1254V, 1256L, A260M, T262D, T262G, 1263T, E266D, E269H, E269N, L271V, L277E, E280A,
E280L, H281R, H281Q, A282V, Q283R, D284L, D284R, 1285L, 1286M, R287E, R287D, R292K, R292T, Q296A,
Q296E, H298V, L302S, L307Q, F308S, D309A, A311P, A314V, L317F, S319Q, S319P, S319R, S321A, S321T,
T323A, P325A, A326P en la secuencia de aminoacidos en relacién con la secuencia ID n? 1. Con un polipéptido de
ese tipo, ZEN se puede hidrolizar completamente, en particular perder la toxicidad, en poco tiempo, en donde la
actividad especifica del polipéptido es de al menos 6,00 U/mg, preferiblemente de al menos 7,00 U/mg, en particular
de al menos 8,00 U/mg. La unidad "U" o también "unidad" es una medida de la actividad catalitica absoluta y se define
por la hidrélisis de 1 uMol de ZEN por minuto a 32°C en tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8,2), en donde: por "actividad
catalitica” se entiende la conversion enzimatica de un sustrato en condiciones de reaccién definidas y por "actividad
especifica" se entiende la relacion entre la actividad catalitica y la concentracion en masa de polipéptido (masa por
unidad de volumen).

Finalmente, el polipéptido puede contener al menos una sustitucién de aminoacidos conservadora en al menos una
posicion, en donde la sustitucién de aminoacidos conservadora se selecciona a partir de sustituciones de G a A; o de
AaG,S;odeVal,LLAT,S;odelaV,L,M;odeLal,M,V;odeMal,l V;odePaA S N;odeFaY,W,H;o
deYaF, W, HodeWaY,F,H;odeRaK E,D;odeKaR,E,D;odeHaQ,N,S;odeDaN,E,K,R, Q;odeE
aQ,D,K,R,N;odeSaT,A;odeTaS,V,A;o0deCaS, T,A;odeNaD,Q,H,S;odeQakE,N,H, K, R. Endonde
la denominacién sustitucion conservadora de aminoacidos se refiere a la sustitucion de aminoacidos por otros
aminoacidos que un experto en la técnica considera conservadora, es decir, que tiene propiedades especificas
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similares. Tales propiedades especificas son, por ejemplo, el tamario, la polaridad, la hidrofobicidad, la carga o el valor
pKa del aminoacido. Por mutacién conservadora se entiende, por ejemplo, una sustitucién de un aminoacido acido
por otro aminoacido acido, un amino&cido béasico por otro aminoacido basico o un aminoacido polar por otro
aminodcido polar.

Con tales sustituciones conservadoras de aminoacidos, es posible preparar variantes polipeptidicas funcionales, cuya
actividad especifica es aproximadamente igual de fuerte que la del polipéptido original, pero preferiblemente aumenta
en al menos 0,1 U/mg.

Al llevar a cabo el procedimiento de tal manera que el polipéptido se emplea en un aditivo que contiene un adyuvante
para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona, para alimentos para animales
para cerdos, aves de corral y acuicultura, en alimentos o granos secos de destileria con solubles, tiene lugar la
conversion bioquimica de ZEN y/o de al menos un derivado de ZEN a ZEN hidrolizada y/o a un derivado de ZEN
hidrolizado. El procedimiento también se puede usar, por ejemplo, para la hidrélisis estereoselectiva de ZEN y/o de
derivados de ZEN en procesos industriales.

En un desarrollo adicional preferido de la invencién, el procedimiento se desarrolla de tal manera que los aditivos se
seleccionan al menos a partir de un vehiculo inerte asi como, dado el caso, de otros componentes como vitaminas y/o
minerales y/o enzimas y/u otros componentes para eliminar la toxicidad de las micotoxinas. De esta forma se puede
garantizar, por ejemplo, en piensos o alimentos, que las cantidades posiblemente contenidas de ZEN y/o derivados
de ZEN se hidrolizan con seguridad, en particular dejan de ser toxicas, hasta tal punto que no existe ningun efecto
nocivo sobre el organismo del sujeto que ingiere ese pienso o alimento.

Para ello, también puede estar presente un polipéptido en una preparacién enzimatica que, ademas de contener al
menos un polipéptido, también contiene al menos una enzima que esta implicada, por ejemplo, en la degradacién de
proteinas, como por ejemplo, proteasas, o que esta implicada en el metabolismo del almidén o de fibra o grasa o
glucogeno, como por ejemplo, una amilasa, celulasa o glucanasa, asi como, por ejemplo, hidrolasas, enzimas
lipoliticas, manosidasas, oxidasas, oxidorreductasas, fitasas, xilanasas y/o combinaciones de las mismas.

Otras areas de aplicacion son preparaciones enzimaticas que, ademas de al menos un polipéptido, también contienen
al menos un componente para eliminar la toxicidad de las micotoxinas, tal como una enzima que degrada micotoxinas,
como por ejemplo, alfatoxina oxidasa, ergotamina hidrolasas, ergotamina amidasas, zearalenona esterasas,
zearalenona lactonasas, ocratoxina amidasas, fumonisina carboxilesterasas, fumonisina aminotransferasas,
aminopoliol aminoxidasas, desoxinivalenol epdxido hidrolasas; y/o al menos un microorganismo que degrada
micotoxinas, como Bacillus subtilis; y/o que contienen al menos un componente que se une a las micotoxinas, por
ejemplo, paredes celulares de microbios o materiales inorganicos como bentonitas.

De acuerdo con un desarrollo adicional particularmente preferido de la invencidn, el procedimiento se lleva a cabo de
tal manera que se emplea al menos un polipéptido en el aditivo en una concentracion de como maximo 10.000 U/g,
preferiblemente como maximo 1.000 U/g, mas preferiblemente como maximo 100 U/g y lo mas preferiblemente como
maximo 10 U/g, con lo que es posible convertir rapidamente ZEN y/o derivados de ZEN en metabolitos no tdxicos o
menos téxicos, en particular HZEN y DHZEN, antes de su resorcion en el organismo de un sujeto consumidor de
pienso o alimentos contaminados, en particular un mamifero.

De acuerdo con un desarrollo adicional de la invencidn, el aditivo esta en forma encapsulada o recubierta, pudiéndose
recurrir para la encapsulacion o el recubrimiento a métodos convencionales, como se describen por ejemplo, en el
documento WO 92/12645. Mediante la encapsulacion o el recubrimiento se puede transportar el polipéptido a su lugar
de uso sin cambios, en particular sin una degradacion ni deterioro, de modo que el polipéptido solo comienza a actuar
después de que la cubierta protectora se ha disuelto, por ejemplo, en el tracto digestivo de los animales, con lo cual
se puede conseguir una degradacién todavia mas dirigida, rapida y completa de ZEN y/o de los derivados de ZEN,
también en un medio acido, rico en proteasas y anaerobio. Ademas, mediante la encapsulacion o el recubrimiento se
consigue aumentar la estabilidad térmica de los polipéptidos en el aditivo.

De acuerdo con un desarrollo adicional preferido, el procedimiento se lleva a cabo de tal manera que el polipéptido o
el aditivo se mezcla con un alimento o pienso contaminado con zearalenona y/o con al menos un derivado de
zearalenona, de manera que el alimento o el pienso contaminado entra en contacto con humedad, y el polipéptido o
el aditivo hidroliza la zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona contenidos en el pienso o el alimento
contaminado. En el caso de piensos o alimentos humedos, tales como caldos fermentados o papillas, la hidrdlisis de
la zearalenona y/o del al menos un derivado de zearalenona tiene lugar antes de la ingestion oral del pienso o el
alimento humedo. Con este procedimiento se asegura que se eliminan en gran medida los efectos nocivos de la
zearalenona y de los derivados de la zearalenona sobre los seres humanos y los animales. En este contexto, se
entiende que humedad significa la presencia de agua o de liquidos con contenido en agua, estando incluidos entre
ellos también, p. ej., la saliva u otros liquidos presentes en el tracto digestivo. Como tracto digestivo se define la
cavidad bucal, la faringe (garganta), el eséfago y el tracto gastrointestinal o equivalentes de los mismos, pudiéndose
presentar diferentes denominaciones en el caso de animales o bien pudiendo no estar presentes componentes
individuales en el tracto digestivo de animales.
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El procedimiento inventivo también se puede llevar a cabo de tal manera que el pienso o el alimento se granula antes
de la ingestion oral.

De acuerdo con un desarrollo adicional de la invencion, el procedimiento se lleva a cabo de tal manera que se hidroliza
al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, en particular al menos el 90% de la zearalenona y/o al menos un
derivado de zearalenona. De este modo se pueden evitar efectos toxicos subagudos y/o subcrénicos, tales como
efectos teratogénicos, carcindégenos, estrogénicos e inmunosupresores en animales o seres humanos.

La presente invencidon tiene como objeto ademas el uso de un aditivo que contiene al menos un polipéptido con una
secuencia de aminoacidos de la secuencia ID n? 13 o una variante funcional de las mismas, en donde una identidad
de secuencia entre la variante funcional y la secuencia de aminoacidos es de al menos el 70%, para la disociacion
hidrolitica de zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona en piensos, en particular para cerdos, aves y
acuicultura, en alimentos o en granos secos de destileria con solubles. Mediante el uso del aditivo de acuerdo con la
invencion, se consigue hidrolizar o eliminar la toxicidad de ZEN y/o de los derivados de ZEN contenidos en el alimento
0 pienso o en granos secos de destileria con solubles, en donde se produce una pérdida de toxicidad de este tipo ya
con concentraciones de polipéptido de aproximadamente 1 U/g de pienso o alimento contaminado.

La invencion se explica a continuacion con mayor detalle con ayuda de ejemplos de realizacién, asi como dibujos. En
estos, se muestra:

Fig. 1, que no forma parte de la invencion, la degradacion a lo largo del tiempo de ZEN y el aumento de los metabolitos
HZEN y DHZEN a través del polipéptido con la secuencia ID n® 1, en donde en la Fig. 1A el polipéptido no esta
marcado, en la Fig. 1B el polipéptido tiene un marcador 6xHis C-terminal y en la Fig. 1C un marcador 6xHis N-terminal,

Fig. 2, que no forma parte de la invencién, la cinética de Michaelis-Menten del polipéptido con la secuencia ID n° 1.

Ejemplo 1: Modificacion, clonacion y expresion de polinucleétidos que codifican polipéptidos que pueden disociar
hidroliticamente ZEN y/o al menos un derivado de ZEN.

Las sustituciones, inserciones o deleciones de aminodacidos se llevaron a cabo mediante una mutacién de las
secuencias de nucledtidos con una PCR, utilizando el "kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick-change" (Stratagene)
siguiendo las instrucciones. Alternativamente, se obtuvieron también secuencias de nuclettidos completas (GeneArt).
Las secuencias de nucledtidos generadas mediante mutagénesis con PCR u obtenidas en GeneArt contenian ademas
opcionalmente un marcador 6xHis C-terminal o N-terminal a nivel de aminoéacidos y se integraron mediante métodos
convencionales en vectores de expresion para una expresion en E. coli o P. pastoris, se transformaron en E. colio P.
pastorisy se expresaron en E. colio P. pastoris (J.M. Cregg, Pichia Protocols, segunda edicion, ISBN-10: 1588294293,
2007; J. Sambrook et al.. 2012, Molecular Cloning, A Laboratory Manual 42 edicion, Cold Spring Harbor), en donde
para este estudio también se podia recurrir a cualquier otra célula hospedadora adecuada.

La expresidn "vector de expresion” se refiere a una estructura artificial de ADN que es capaz de expresar un gen in
vivo o in vitro. En particular, bajo esa denominacién se entienden estructuras artificiales de ADN que son adecuadas
para transferir la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido a la célula hospedadora, con el fin de integrarla
alli en el genoma o dejarla libre en el espacio extracromosémico y expresar la secuencia de nucleétidos que codifica
el polipéptido de forma intracelular y, si es necesario, expulsar el polipéptido desde la célula.

La expresion "célula hospedadora” se refiere a todas las células que contienen o bien una secuencia de nucleétidos
que se va a expresar o bien un vector de expresion y son capaces de producir un polipéptido de acuerdo con la
invencion. En particular, se entienden células procariotas y/o eucariotas, preferentemente P. pastoris, E. coli, Bacillus
subtilis, Streptomyces, Hansenula, Trichoderma, Lactobacillus, Aspergillus, células vegetales y/o esporas de Bacillus,
Trichoderma o Aspergillus.

El lisado celular soluble en el caso de E. coli o el material sobrenadante del cultivo en el caso de P. pastoris, se
utilizaron para determinar las propiedades cataliticas de los polipéptidos. Para determinar el valor Ku, Vmax, Keat y la
actividad especifica, los polipéptidos se enriquecieron selectivamente usando métodos convencionales de forma
cromatografica sobre columnas de niquel-sefarosa. La concentracion de proteina se determind usando métodos
convencionales, ya fuera con el método BCA (Pierce BCA Protein Assay KitProd n® 23225), pero preferiblemente
fotométricamente con los coeficientes de extincion especificos para las respectivas proteinas, que se calcularon con
el programa "ProtParam" disponible en linea en http://web.expasy.org/protparam (Gasteiger E. et al.; Protein
Identification and Analysis Tools on the ExPASy Server; (In) John M. Walker (compilador): The Proteomics Protocols
Handbook, Humana Press, 2005, pp. 571-607).

Ejemplo 2: Determinacion de la identidad de secuencia asi como los segmentos de secuencias de aminoacidos
conservados

La determinacion del porcentaje de identidad de secuencia a lo largo de toda longitud de los polipéptidos con las
secuencias de aminodacidos con las secuencias ID n® 1 a 15 relativamente entre si (Tabla 1), se llevé a cabo con ayuda
del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), en particular con BLASTP que esta disponible en la pagina
principal del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI; http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Con ello es posible
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comparar dos 0 mas secuencias entre si segun el algoritmo de Altschul et al., 1997 (Nucleic Acids Res. (1997) 25:3389-
3402). Como ajustes del programa se recurrié a la configuracion basica, pero en particular a “secuencia diana max” =
100; “umbral esperado” = 10; “tamafio de la palabra” = 3; “matriz” = BLOSOM®62; “costes por hueco” = “Existencia: 11;
Extension: 1”; “ajuste computacional” = “ajuste de la matriz de puntuacién composicional condicional”.

Para determinar los segmentos de secuencias de aminoacidos conservados, se determinaron los polipéptidos con las
secuencias ID n? 1 a 6, que tenian una identidad de secuencia de al menos un 70% entre si, utilizando el programa
informatico COBALT (J.S. Papadopoulos y R. Agarwala, 2007, COBALT: constraint-based alignment tool for multiple
protein sequences, Bioinformatics 23:1073-79), utilizando los parametros convencionales, en particular los parametros
(“Penalizaciones por hueco”: -11, -1; “Penalizaciones por hueco terminal”: -5, -1; “Uso de RPS BLAST”: activado; “valor
Blast E”: 0,003; “Encontrar columnas conservadas y volver a calcular”: activado, “utilizar busqueda de agrupaciones”:
activado; “tamafno de la palabra”: 4; “distancia de posible agrupacion” 0,8; “Alfabeto”: regular; “Ajuste de la
conversacion de homologias”: 3 bits). El resultado de este analisis representa los aminoacidos conservados. Como
segmentos de secuencias de aminoacidos conservados se definieron las siguientes regiones con al menos 5
aminoacidos conservados consecutivos, a saber, en relacién con la secuencia ID n® 1, los segmentos A desde la
posicion +24 a la posicién +50, B desde la posicién +52 a la posicién +77, C desde la posiciéon +79 a la posicion +87,
D desde la posicion +89 a la posicion +145, E desde la posicion +150 a la posicion +171, F desde la posicion +177 a
la posicion +193, G desde la posicion +223 a la posicion +228, H desde la posicion +230 a la posiciéon +237, | desde
la posicién +239 a la posicion +247, J desde la posicién +249 a la posicion +255, K desde la posicién +257 a la posicion
+261, L desde la posicién +263 a la posicion +270, M desde la posicién +272 a la posicion +279, N desde la posicion
+297 a la posicién +301 y O desde la posicion +303 a la posicion +313.

Las determinaciones del porcentaje de identidad de secuencia de los polipéptidos entre si y de los segmentos de
secuencias de aminodacidos conservados de los polipéptidos individuales con respecto a los segmentos de secuencia
de aminodcidos conservados de la secuencia ID n® 1, se llevaron a cabo a modo de ejemplo, como se ha descrito
anteriormente. Los resultados se muestran en las Tablas 1y 2.
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Tabla 1: Porcentaje de identidad de secuencia de los polipéptidos entre si

SEQ SEQ SEQ SEQ SEQ SEQ SEQ
ID- ID- 1D- 1D- iD- ID- D~
Nr 1 Nr 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 Nr. 7
SEQ ID- - 70% 71% 7% 71% 71% 64%
Nr. 1
SEQ ID- 70% - 81% 83% 81% 83% 63%
Nr. 2
SEQ ID- 71% 81% - 95% 99% 92% 80%
Nr. 3
SEQ ID- 71% 83% 95% 95% 95% 60%
Nr. 4
SEQ ID- 1% 81% 99% 95% - 93% 60%
Nr. 5
SEQ 1D- 71% 83% 92% 95% 93% - 61%
Nr. 6
SEQ ID- 64% 63% 60% 60% 80% 61% -
Nr. 7
SEQ ID- 57% 54% 54% 53% 53% 53% 53%
Nr. 8
SEQ ID- 50% 50% 53% 53% 53% 55% 51%
Nr. 9
SEQ ID- 55% 52% 55% 54% 55% 53% 52%
Nr. 10
SEQ Ib- 53% 51% 53% 51% 51% 52% 54%
Nr. 11
SEQ ID- 50% 49% 50% 50% 50% 49% 51%
Nr. 12
SEQ ID- 55% 49% 51% 51% 51% 52% 54%
Nr. 13
SEQ ID- 73% 65% 69% 70% 69% 688% 80%
Nr. 14
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SEQ 1D-

Nr. 19 79% 68% 71% 1% 71% 72% 83%
SEQ |SEQ |SEQ [SEQ |SEQ |SEQ |[SEQ |SEQ
ID- ID- ID- iD- ID- 1B- ID- ID-
Nr.8 |[Nr.8 jNr. 10 |Nr.t1 [ Nr.12 [ Nr. 13 | Nr. 14 | Nr. 15

SEQ |D- 57% 50% 155% |53% [50% |55% |73% 79%

Nr. 1

SEQID- 54% 50% |52% |51% |49% |[49% |B5% |6B8%

Nr. 2

SEQ ID- 54% 53% |55% |[53% |50% |51% (69% |71%

Nr. 3

SEQ ID- 53% 53% |54% |51% |50% (51% |70% 71%

Nr. 4

SEQ ID- 53% 53% [55% (51% [50% |[51% |69% |71%

Nr. 5

SEQ ID- 53% 55% | 53% 52% | 49% 52% 168% |72%

Nr. 86

SEQ ID- 53% 51% |[52% |[54% |[51% |54% |80% 63%

Ne. 7

SEQ ID- - 50% |[49% |[51% ([49% |48% |83% |&1%

Nr. 8

SEQ ID- 50% - 51% |52% |69% 51% | 67% 51%

Nr. 9

SEQ ID- 48% 51% |- 76% | 52% |52% |63% |56%

Nr. 10

SEQID 41% 50% |76% |- 52% |51% |58% 52%

Nr. 11

SEQID 49% 62% | 52% |52% |- 49% (71% | 51%

Nr. 12

SEQID 48% 51% | 52% 51% |[48% |- 54% | 53%

Nr. 13

SEQID 83% B7% |63% [58% |71% |55% |- 72%

No. 14

SEQID 51% 51% [566% |52% |51% 53% |[72% |-

Nr. 15

10
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Tabla 2: Porcentaje de identidad de secuencia de los segmentos de secuencia de
aminoacidos conservados A a O.

Identidad de secuencia en relacion con la Secuencia ID Nr. 1

_ Segmento | Segmento |Segmento |Segmento |Segmento | Segmento
Polipéptido A 5 o D E E
SEQ ID-Nr. 1 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
SEQ ID-Nr. 2 59,6 % 76,9 % 88,9 % 87,7 % 77,3 % 76,5 %
SEQ ID-Nr. 3 63,0 % 76,9 % 77,8 % 89,5 % 86,4 % 76,5 %
SEQ ID-Nr. 4 63,0 % 80,8 % 778 % 91,2% 86,4 % 76,5 %
SEQ ID-Nr. 5 63,0 % 76,9 % 77,8 % 87,7 % 86,4 % 76,5 %
SEQ ID-Nr. 6 63,0 % 80,8 % 778 % 91,2% 86,4 % 76,5 %
SEQ ID-Nr. 7 44,7 % 69,2 % 77,8 % 78,8 % 68,2 % 64,7 %
SEQ ID-Nr. 8 40,7 % 50,0 % 66,7 % 82,5% 59,1 % 64,7 %
SEQ ID-Nr. 9 51,9 % 57,7 % 55,6 % 73,7 % 455 % 58,8 %
SEQID-Nr. 10 | 44,4 % 61,5% 77,8 % 75,4 % 47,8 % 76,5 %
SEQID-Nr. 11 | 44,4 % 50,0 % 66,7 % 71,9 % 43,5 % 58,8 %
SEQID-Nr. 12 | 51,9% 53,8 % 55,6 % 71,9 % 50,0 % 58,8 %
SEQID-Nr. 13 [ 18,5% 61,5 % 55,6 % 77,2 % 54,5 % 52,9 %
SEQID-Nr. 14 | 55,6 % 69,2 % 77,8 % 84,2 % 54,5 % 52,9 %
SEQID-Nr. 15 | 74,1 % 86,7 % 88,9 % 89,0 % 77,3 % 88,2 %
Identidad de secuencia en relacién con SEQ ID-Nr: 1
Polipéptido Segmento | Segmento | Segmento | Segmento | Segmento | Segmento
G H I J K L
SEQ ID-Nr. 1 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
SEQ ID-Nr. 2 100 % 87.5% 66,7 % 85,7 % 80,0 % 75,0 %
SEQ ID-Nr. 3 100 % 87,5% 77,8 % 57,1 % 80,0 % 75,0 %
SEQ ID-Nr. 4 100 % 87,5 % 77,8 % 57,1 % 80,0 % 75,0 %
SEQ ID-Nr. 5 100 % 87,5 % 77,8 % 57,1 % 80,0 % 75,0 %
SEQ ID-Nr. 6 100 % 75,0 % 77,8 % 85,7 % 80,0 % 87,5 %
SEQ ID-Nr. 7 100 % 87,5% 66,7 % 71,4 % 100 % 50,0 %
SEQ ID-Nr. 8 100 % 62,5 % 44,4 % 57,1 % 80,0 % 62,5 %
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SEQ ID-Nr. 9 100 % 12,5 % 44,4 % 42,9 % 60,0 % 62,5 %
SEQID-Nr. 10 | 100 % 62,5 % 55,6 % 71,4 % 80,0 % 50,0 %
SEQ ID-Nr. 11 | 100 % 50,0 % 55,6 % 57,1 % 80,0 % 50,0 %

SEQ ID-Nr. 12 | 100 % 12,5 % 22,2 % 57,1 % 80,0 % 52,5 %
SEQ ID-Nr. 13 | 100 % 50,0 % 44,4 % 57,1% 80,0 % 75,0 %
SEQID-Nr. 14 0% 8,3 % 0% 14,3 % 0% 25,0 %
SEQID-Nr. 15 | 100 % 87,5 % 100 % 85,7 % 100 % 75,0 %
Identidad de secuencia en relacién
con SEQ ID-Nr. 1
Polipéptido Segmento Segmento Segmento
M N O
SEQ ID-Nr. 1 100 % 100 % 100 %
SEQ ID-Nr. 2 87.5% 80,0 % 81,8 %
SEQ ID-Nr. 3 87,0 % 80,0 % 81,8 %
SEQ ID-Nr. 4 87,5% 80,0 % 81,8 %
SEQ ID-Nr. 5 87,5 % 80,0 % 81,8 %
SEQ ID-Nr. 6 87,5 % 80,0 % 727 %
SEQ ID-Nr. 7 75,0 % 40,0 % 36,4 %
SEQ ID-Nr. 8 75,0 % 60,0 % 54,5 %
SEQ ID-Nr. 9 62,5 % 40,0 % 54,5 %
SEQID-Nr.10 [62,5% 40,0 % 54,5 %
SEQID-Nr. 11 | 75,0% 40,0 % 54,5 %
SEQ ID-Nr. 12 | 100 % 40,0 % 54,5 %
SEQ ID-Nr. 13 | 50,0 % 40,0 % 63,6 %
SEQID-Nr. 14 |6,2% 0% 0%
SEQID-Nr. 15 | 87,5% 80,0 % 63,6 %

Ejemplo 3: Hidrélisis de ZEN mediante polipéptidos en lisados celulares

Para determinar su capacidad para degradar ZEN en los metabolitos no toxicos o menos toxicos HZEN y DHZEN, se
preparo el polipéptido con la secuencia ID n® 1, codificada por la secuencia de nucleétidos con el n® de secuencia ID
17, como tal y con un marcador 6xHis en el extremo C-terminal o N-terminal en E. coli, como se ha descrito en el
Ejemplo 1. El polipéptido con la secuencia de aminodacidos de la secuencia ID n? 13, que se codificaba con la secuencia
de nucleétidos con la secuencia ID n? 29, se marcé con 6xHis solo en los extremos C-terminales. Se recogieron 100
ml de cada cultivo de E. coli con una densidad o6ptica (DO600 nm) de 2,0-2,5 mediante centrifugacion a 4°C y se
resuspendieron en 20 ml de medio mineral Brunner (medio para microorganismos de DSMZ numero 462, 2012). Las
suspensiones celulares se lisaron mediante un tratamiento con una prensa francesa, 3 veces a 20.000 psi. Los lisados
celulares obtenidos de ese modo se utilizaron en una dilucién 1:10, 1:100 o 1:1.000, que se habia preparado en medio
mineral Brunner que incluia 0,1 mg/ml de BSA (albumina de suero bovino). Para los experimentos de degradacion de
ZEN se utilizaron 9,9 ml de medio mineral Brunner que incluia 0,1 mg/ml de BSA, 0,1 ml de lisado celular diluido y 31
pl de solucion madre de sustrato ZEN. En total, los lisados celulares se diluyeron de este modo 1:1.000, 1:10.000 o
1:100.000. Una solucion de ZEN 2,08 mM (40% en volumen de ACN + 60% en volumen de H20) servia como solucion
madre de sustrato ZEN. Para preparar esta solucion, se peso y se disolvié adecuadamente ZEN en forma cristalina
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(Biopure Standard de Romer Labs, Art. n? 001109, al menos 98% de pureza). Cada lote de degradacion se llevé a
cabo en viales de vidrio de 25 ml y se incubé a 25°C con agitaciéon a 100 rpm durante un total de 120 h. En los puntos
temporales 0; 0,5; 1; 2; 5; 24;47; 72 y 120 h se tomé en cada caso una muestra de 1 ml, los polipéptidos se inactivaron
con calor durante 10 min a 99°C y se almacenaron a -20°C. Después de la descongelacion, se separaron de las
muestras los componentes insolubles mediante centrifugacién. Se analizaron ZEN, HZEN y DHZEN mediante
LC/MS/MS. Para ello, los metabolitos se separaron cromatograficamente utilizando una columna Phenomenex Luna
C18(2) con unas dimensiones de 250 mm x 3 mm y un tamano de particula de 5 um. Una mezcla de acetonitrilo-agua
con una concentracién de acido formico de 1 ml/l servia como fase mavil. Se registr6 la sefal UV a 270 nm. La
ionizacion mediante electropulverizacion (ESI) sirvi6 como fuente de ionizacion. Se cuantificaron ZEN, HZEN y DHZEN
usando QTrap/LC/MS/MS (triple cuadrupolo, Applied Biosystems) en "modo mejorado”. Después de 24 horas como
maximo, ya no se podian detectar cantidades significativas de ZEN en ninguno de los lotes. La mayoria, mas del 80%,
de ZEN se habia convertido en HZEN o DHZEN.

En la Fig. 1, que no forma parte de la invencion, se observa a modo de ejemplo la degradacién temporal de ZEN vy el
aumento de HZEN y DHZEN para una solucién de lisado celular diluido 1:10.000, tanto para un polipéptido con SEQ
ID n® 1 sin marcar (Fig. 1A), como uno marcado con 6xHis en el extremo C-terminal (Fig. 1B) y uno marcado con 6xHis
en el extremo N-terminal (Fig. 1C). De esto se desprende claramente, 12 que la conversién de ZEN tiene lugar de
forma inmediata y completa, ya que casi no se pudo detectar ZEN en la primera muestra (0 h), que se tomé
inmediatamente después del inicio de la prueba, y 2° a través de la adicion de un marcador, C-terminal o N-terminal,
no habia pérdidas significativas de la actividad.

Ejemplo 4: Hidrélisis de derivados de ZEN mediante polipéptidos en lisados celulares

Para determinar la capacidad de los polipéptidos para transformar tanto ZEN como derivados de ZEN en metabolitos
no téxicos o0 menos téxicos, se prepararon los polipéptidos con las secuencias ID n® 1 y 13, tal y como se describe en
el Ejemplo 3, con un marcador His C-terminal y como lisados celulares en la degradacion se emplearon las respectivas
secuencias de nucleodtidos sintéticos con las secuencias ID n® 17 y 29.

Los experimentos de degradacion se llevaron a cabo como se ha descrito en el Ejemplo 3, sometiendo a ensayo cada
polipéptido con cada derivado de ZEN seleccionado a partir del grupo a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B-ZAL, Z14G, Z14S y
ZAN. Los lisados celulares se utilizaron en una dilucién total de 1:10.000. Como solucién madre de sustrato, en lugar
de una solucién de ZEN 2,08 mM (40% en volumen de ACN + 60% en volumen de H20), se utilizaron soluciones
equimolares, es decir, soluciones 2,08 mM de los derivados de ZEN. a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B-ZAL y ZAN se adquirieron
en Sigma y se utilizaron como patrones para el analisis. Z14G y Z14S se obtuvieron con una pureza de al menos el
90% de acuerdo con los procedimientos tal y como se describen en P. Krenn et al., 2007 (Micotoxin Research, 23, 4,
180-184 y M. Sulyok et al., 2007 (Anal. Bioanal. Chem., 289, 1505-1523) y se emplearon como patrones para el
andlisis. Otra diferencia con el Ejemplo 3 es que Unicamente se tom6 una muestra después de 24 h. La reduccion de
la concentracion de los derivados de ZEN durante el ensayo de degradacion se cuantific6 mediante LC/MS/MS. a-
ZEL, B-ZEL, Z14G y Z14S se midieron segun el método de M. Sulyok et al. (2010, Food Chemistry, 119, 408-416); a-
ZAL, B-ZAL y ZAN se midieron segun el método de P. Songsermaskul et al. (2011, J. of Animal Physiol. and Animal
Nutr., 97, 155-161). Sorprendentemente, se ha comprobado que después de 24 h de incubacion solo estaba presente
desde 0 a como maximo un 13% de las cantidades de partida de derivados de ZEN.

Ejemplo 5: Actividad especifica asi como parametros de cinética enzimatica de los polipéptidos y de sus variantes

La determinacion de la actividad especifica de los polipéptidos asi como de variantes de los mismos tuvo lugar
fotométricamente, presentando todos los polipéptidos empleados un marcador 6xHis C-terminal. La preparacion, el
enriquecimiento y la purificacién de los polipéptidos o bien de variantes de los mismos, se realizaron tal y como se
describe en el Ejemplo 1. La degradacién de ZEN en HZEN se midié a través de la disminucion de la adsorcion con
una longitud de onda de 315 nm. Los coeficientes de extincion molar [¢] de ZEN y HZEN se determinaron
experimentalmente y ascendian a 0,0078895 L umol' cm™" y a 0,0030857 L umol' cm'. Los coeficientes de extincion
son fuertemente dependientes del pH y, por lo tanto, la medicién de la actividad debe llevarse a cabo siempre
exactamente con el mismo valor del pH y, preferiblemente, también en la misma matriz. Las mediciones se llevaron a
cabo en una solucién tampon Tris-HCI 50 mM pH = 8,2, en cubetas de cuarzo, en un intervalo de longitudes de onda
de 200 a 2500 nm, en un fotémetro UV-VIS (Hitachi U-2001) a 32°C.

Como solucion madre de sustrato ZEN servia una solucién de ZEN 2,08 mM (40% en vol. de ACN + 60% en vol. de
H20). Para la preparacion de esta solucion, ZEN se pesé y se disolvié de manera correspondiente en forma cristalina
(Biopure Standard de Romer Labs, Art. n° 001109, al menos 98% de pureza). Las diluciones del sustrato ZEN (0,79
uM, 1,57 uM, 2,36 uM, 3,14 uM, 4,71 uM, 6,28 uM, 7,85 uM, 9,42 uM, 10,99 uM, 12,56 uM, 14,13 uM, 15,71 pM, 17,28
pM, 18,85 uM) se prepararon con Tris-HCI 50 mM pH = 8,2. Las soluciones polipeptidicas se diluyeron con tampoén
Tris-HCI 50 mM pH = 8,2, hasta tener una concentracién final de aprox. 70 ng/ml. Las diluciones de sustrato ZEN se
calentaron previamente en un bafo de agua a 32°C.

Se mezclaron 100 pl de la dilucién de sustrato ZEN respectiva con 0,2 ul de la solucion polipeptidica, y la absorcion
se midié durante 5 min, midiéndose cada una de las combinaciones a base de solucion polipeptidica - dilucion de
sustrato ZEN al menos dos veces.
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Teniendo en cuenta los coeficientes de extincion de ZEN y HZEN, a través del aumento de la absorcién a lo largo del
tiempo, se calculé la velocidad de la reaccién para cada una de las concentraciones de sustrato.

Las expresiones “valor Km” 0 “constante de Michaelis-Menten” se refieren a un parametro para describir la afinidad
enzimatica que poseen las unidades [uM] o [mM] y se calcula con ayuda del diagrama lineal de Hanes segin H.
Bisswang (2002, Enzyme Kinetics, ISBN 3-527-30343-X, pagina 19), utilizandose para ello preferiblemente la funcion
“Cinética Enzimatica, Sustrato Individual” del programa SigmaPlot 12.0. Las expresiones “constante catalitica de la
reaccion enzimatica” o el “valor keat” se refieren a un pardmetro para describir la tasa de conversién de un polipéptido
o bien una enzima, que se indica en [s]' y preferiblemente se calcula con ayuda de la funcién “Cinética Enzimatica,
Sustrato Individual” del programa SigmaPlot 12.0. La “velocidad enzimatica maxima” o el “valor vmax” se indica en las
unidades [uM/s] o [mM/s] y se determina de forma anéloga al valor Km con ayuda del diagrama lineal de Hanes,
utilizando para ello preferiblemente la funcién “Cinética Enzimatica, Sustrato Individual” del programa SigmaPlot 12.0.

Por medio de vmax ¥ la concentraciéon de enzima utilizada, se calculé la actividad especifica segun la férmula

vmax [uM/s] x 60 [s/min]
Concentracién de enzima [mg/]]

Actividad especifica [U/mg] =

en donde una unidad se define como la hidrélisis de ZEN 1 ymol por minuto a 32°C en solucién tampoén Tris-HCI 50
mM, pH = 8,2.

A continuacién, se indican los datos sin procesar para la determinacion de los parametros enzimaticos Ku, Vmax, Keat,
asi como la actividad especifica, a modo de ejemplo para el polipéptido con la secuencia ID n® 1. La Tabla 3 muestra
las velocidades de reaccion con las concentraciones de sustrato ZEN respectivas, la Fig. 2 muestra las graficas de
Michaelis-Menten respectivas y en la Tabla 4 se indican los parametros de cinética enzimatica correspondientes. La
solucién enzimatica empleada tenia una concentracion de 68 ng/l.

Tabla 3: Velocidades de reaccion del polipéptido con la SEQ ID n®: 1 con diferentes concentraciones de ZEN.

Dilucién del sustrato ZEN [uM] Medicién 1 Medicion 2
Velocidad de reaccién [uM/s] Velocidad de reaccién [uM/s]
0,79 0,0073 0,0071
1,57 0,0087 0,0082
2,36 0,0095 0,0080
3,14 0,0101 0,0073
4,71 0,0103 0,0087
6,28 0,0096 0,0088
7,85 0,0084 0,0088
9,42 0,0111 0,0087
10,99 0,0093 0,0081
12,56 0,0100 0,0086
14,13 0,0089 0,0101
15,71 0,0089 0,0090
17,28 0,0100 0,0074
18,85 0,0100 0,0085

Tabla 4: Parametros de la cinética enzimatica del polipéptido con la secuencia ID n® 1.

Vmax [UM/s] Km [uM] Keat [s7'] Actividad esp. [U/mg]
Medicion 1 2 1 2 1 2 1 2
Valor 0,00993 0,008756 0,2172 0,1898 | 5,44 | 4,79 8,76 7,73
Promedio 0,009343 0,2035 5,12 8,25
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Las actividades especificas de los polipéptidos examinados son para la secuencia ID n® 1, 8,25 U/mg, para la
secuencia ID n® 13, 6,43 U/mg.

Ejemplo 6: Degradacion de ZEN y derivados de ZEN en maiz contaminado

Para la determinacién de la capacidad de los polipéptidos para degradar ZEN y derivados de ZEN que se presentan
de forma natural en una matriz compleja y a un valor de pH bajo, se mezclé maiz contaminado a modo de ejemplo
con diferentes concentraciones de, en cada caso, uno de los polipéptidos con las secuencias ID n® 1 a 6 y se controlo
la degradacién de ZEN y derivados de ZEN.

El maiz contaminado se moli6 y se emple6 en el ensayo de degradacién, consistiendo cada lote en 1 g de maiz molido
y contaminado, 8,9 ml de tampdn acetato 100 mM, pH = 4,0 y 0,1 ml de solucion polipeptidica. Se prepararon
soluciones polipeptidicas enriquecidas y purificadas, tal y como se ha descrito en el Ejemplo 5, diluyéndose éstas
hasta una concentracién de 10 mU/ml, 100 mU/ml o bien 1.000 mU/ml. En el lote se empled, por consiguiente, de
forma absoluta 1 mU (= 1 mU/g de maiz), 10 mU (= 10 mU/g de maiz) o bien 100 mU (= 100 mU/g de maiz). Cada
lote de degradacion se llevé a cabo en 25 ml y se incub6 a 37°C con agitacion a 100 rpm. Antes de la adicién de la
enzima o bien después de incubar durante 1 hora, se tom6 en cada caso una muestra de 1 ml, el polipéptido se inactivo
térmicamente durante 10 min a 99°C y la muestra se almacend a -20 °C. Después de la descongelacion de la muestra,
los componentes no solubles se separaron mediante centrifugacion. Se midieron las concentraciones de ZEN, asi
como de los derivados de ZEN mediante LC/MS/MS tal y como se describe en M. Sulyok et al. (2007, Anal. Bioanal.
Chem., 289, 1505-1523). El contenido en ZEN y derivados de ZEN en ese maiz ascendia para ZEN a 238 ppb, para
a-ZEL a 15 ppb, para B-ZEL a 23 ppb, para Z14G a 32 ppb y para Z14S a 81 ppb. En la Tabla 5 se presenta el
porcentaje de disminucién del contenido en ZEN y derivados de ZEN en el ensayo de degradacion.

Tabla 5: Porcentaje de reduccién de ZEN y de los derivados de ZEN referido al contenido inicial del ensayo de
degradacién de diferentes polipéptidos y cantidades de polipéptidos.

Polipéptido Cantidad en el lote ZEN a-ZEL B-ZEL 714G Z14S
SEQID Nr. 1 0,1 muU 83% = 80% 70% 78% 80 %
1mu 96% =80 % 76 % = 80% 92%

10 mU 97% = 80% = 85% =280 % 94%

SEQIDNr. 2 0,1 muU 87% = 80% 73% = 80% 84%
1 mU 97% =80 % 78 % = 80% 90%

10 mU 99% = 80% =85 % = 80% 96%

SEQID Nr. 3 0,1 muU 79% 79% 67% 73% 75%
1muU 85 % = 80% 72 % 79% 82 %

10 mU 92% = 80% 78% = 80% 88%

SEQID Nr. 4 0,1 muU 82% 78% 65 % 76 % 80 %
1muU 89 % = 80% 73 % =280 % 86 %

10 mU 93% = 80% 82 % = 80% 91 %

SEQIDNr. 5 0,1 mu 79% 76 % 66 % 78 % 80 %
1 mU 83 % = 80% 73 % = 80% 81 %

10 mU 91 % = 80% 79 % 280 % 86%

SEQIDNr. 6 0,1 muU 93 % = 80% 75 % =280 % 90%
1muU 95 % = 80% 82 % = 80% 92 %

10 mU 98 % =80 % = 85% =280 % 96 %

Ejemplo 7: Aditivos que contienen polipéptido para la disociacién hidrolitica de ZEN y/o de derivados de ZEN

Para la preparacion de los aditivos para la disociacion hidrolitica de ZEN, se purificaron a modo de ejemplo materiales
sobrenadantes de la fermentacién de polipéptidos expresados mediante P. pastoris con las secuencias IDn®1,2,6y
13, mediante microfiltracion y ultrafiltracién (limite de exclusién: 10 kDa) en condiciones convencionales y se
concentraron hasta tener una concentracion de sustancia seca de aproximadamente 9% en peso. A continuacion,
esas soluciones con contenido en polipéptidos se continuaron elaborando con un secador de pulverizacion (Mini B290
de Buchi), asimismo en condiciones convencionales, para formar polvos secos. Esos cuatro polvos se denominaron
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sucesivamente Z1, Z2, Z6 y Z13. Z1, Z2, Z6 o bien Z13 se mezclaron, ademas, con bentonita con un tamafo medio
de grano de aprox. 1 um, en una relaciéon de 1% en peso de aditivo Z1, Z2, Z6 o bien Z13 y 99% en peso de bentonita,
en un agitador rotatorio Los aditivos, asi contenidos, se denominaron aditivo Z1.B, Z2.B, Z6.B y Z13.B. Ademas, Z1,
Z2, 76 y Z13 se mezclaron con bentonita y un concentrado de elementos traza y vitaminas en una relacién de 0,1%
en peso de aditivo Z1, Z2, Z6 o bien Z13, 0,9% en peso de concentrado de elementos traza y vitaminas y 99% en
peso de bentonita en un agitador rotario. Los aditivos, asi contenidos, se denominaron aditivo Z1.BVS, Z2.BVS,
Z6.BVS y Z13.BVS. En 100 g de los aditivos Z1.BVS, Z2.BVS, Z6.BVS y Z13.BVS estaban contenidos 200 mg de
sulfato de hierro, 50 mg de sulfato de cobre, 130 mg de éxido de estafo, 130 mg de 6xido de manganeso, 2,55 mg de
carbonato de calcio, 160 mg de vitamina E, 6,5 mg de vitamina K3, 6,5 mg de vitamina B1, 14 mg de vitamina B2, 15
mg de vitamina B6, 0,15 mg de vitamina B12, 150 mg de &cido nicotinico, 30 mg de acido pantoténico y 5,3 mg de
acido folico.

Los aditivos se extrajeron en un tampoén Tris-HCI 50 mM pH = 8,2 durante 30 minutos y se continuaron diluyendo en
el mismo tampdn, de modo que la concentracién final de polipéptido era de aprox. 70 ng/ml.

A continuacion, se determiné el efecto degradante de la zearalenona de esas soluciones, tal y como se ha descrito en
el Ejemplo 5. Las correspondientes actividades eran para Z1 8,230 U/g, para Z2 9,310 U/g, para Z6 9,214 U/g, para
Z1.B 83 U/g, para Z2.B 92 U/g, para Z2.C 90 U/g, para Z13.B 57 U/g, para Z1.BVS 8 U/g, para Z2.BVS 9 U/g, para
Z6.BVS 9 U/g y para Z13.BVS 6 U/g.

La capacidad para degradar los derivados de ZEN, a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B-ZAL, Z14G, Z14S y ZAN mediante los
aditivos Z1, Z2, 76, Z13, Z1.B, Z2.B, Z6.B, Z13.B, Z1.BVS, Z2.BVS, Z6.BVS y Z13.BVS, se llev6 a cabo tal como se
ha descrito en el Ejemplo 4, pero en lugar de 100 pl de un lisado celular, se emplearon 100 pl de una solucion
polipeptidica con una concentracién de polipéptido de aprox. 70 ng/ml. Después de incubar durante 6 horas, solo
estaba presente como maximo un 15% de la cantidad de partida en forma de un derivado de ZEN no hidrolizado.

* UM significa micromolar y se corresponde con la unidad pMol/l
Listado de secuencias
<110> Erber Aktiengesellschaft

<120> Procedimiento para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o derivados de zearalenona mediante un
polinucleétido, asi como el uso

<130> P05341PCT

<150> EP 3 039 134
<151> 06-07-2016

<160> 69
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 328

<212> PRT

<213> Rhodococcus erythropolis

<400> 1
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<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor

<400> 3

Gly

Ala

Tyxr

val

100

Leu

Ala

Cys

Arg

Cys

180

Ala

Arg

Leu

Asp

Gln

260

Asp

Pro

Tyr

val

Ser

val

Ala

Leu

Gly

Thr

165

Arg

Asp

Ala

Leu

Ile

245

Ala

Tyr

Pro

Glu

Asp

70

Leu

Lys

Ala

Cys

His

150

Tyxr

Ala

Glu

Fhe

Thr

230

Asp

Ala

Ala

Arg

Glu

55

Leu

Asp

Aryg

Trp

Glu

135

Ser

Leu

Ala

Ile

Trp

215

Gln

Pro

Arg

Ser

Tyr
295

Ala

Arg

Asn

Pro

Leu

120

Asp

Ile

Gly

Asp

Pro

200

Glu

val

Asp

Ala

val

280

val

ES 2 843204 T3

Met

Gly

Phe

val

105

Ser

Ala

Arg

Asp

Ala

185

Gln

Gly

Lys

Thr

Arg

263

Pro

Glu

Gly

Gln

Gly

Ile

Ala

Pro

Gln

Gln

170

Ser

His

Thr

Thr

Gly

250

Leu

Asp

Ile

Leu

Gly

15

Asn

val

Tyr

Phe

Ala
155

Tzp

Ser

Met

val

Pro

235

His

Leu

Ala

Phe

Leu

60

Arg

Asp

Ala

Ser

Phe

140

Ala

Ser

Ser

Arg

Ala

220

val

Leu

Met

Leu

Thr
300

19

Ala

Ser

Leu

Gly

Met

125

Ala

Gly

Val

Pro

Glu

205

Leu

Leu

Val

Glu

His

285

Gln

Glu

Ser

Val

Asn

110

Pr¢

Ser

Pro

Gly

Met

180

Tyr

His

Leu

Gly

Ser

270

Met

Trp

Asn

Trp

Arg

Ser

Gly

Glu

Met

Asp

175

Ala

Asp

Cys

Thr

Ala

255

Ala

Met

Ala

Phe

Ala

Phe

Ser

Gln

Leu

Phe

160

Trp

Arg

Pro

Pro

His

240

Len

Gly

His

Ala



Met

Pro

Ala

Gly

Phe

65

Thr

Phe

Ser

Gln

Leu

145

Phe

Trp

Arg

val

Glu

Gly

Ser

50

His

Pro

Ile

Gly

Ile

130

Val

Glu

Glu

Ser

Thr

Gln

Asp

35

Trp

Val

Lys

Ala

Gly

115

Arg

Pro

Leu

Gly

Phe
195

Ser

Gln

20

Pro

Trp

Tyr

Arg

Leu

100

val

Gly

aAla

Phe

Phe

180

Val

Pro

Val

Gly

Ser

Ala

Tyr

85

Val

Leu

Val

His

Arg

165

Arg

Ala

Ala

Asp

Arg

Tyr

vVal

70

Ser

Val

Ala

Leu

Gly

150

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

Pro

Glu

55

Asp

Leu

Arg

Ala

Cys

135

His

Tyr

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

40

Glu

Leu

Asp

Arg

Trp

120

Glu

Ser

Leu

Ala

Ile
200

ES 2 843204 T3

Asp

Glu

25

val

Ala

Arg

Asn

Pro

105

Leu

Asp

Val

Gly

Asp

185

Pro

Val

10

Ile

Leu

Met

Gly

FPhe

30

Val

Ser

Pro

Arg

Asp

170

Ala

Gln

His

Thr

Leu

Gly

Gln

75

Gly

Val

Ala

Pro

Gln

155

Gln

Ser

His

val

Met

Ile

Leu

60

Gly

Asn

vVal

Tyr

Phe

140

Gly

Trp

Ala

Leu

20

Pro

Asn

Pro

45

Leu

Arg

Asp

Ala

Ser

125

Phe

Ala

Ser

Ser

Lys
205

His

Tyr

30

Glu

Ala

Ser

Leu

Gly

110

Met

Ala

Gly

val

Pro

190

Glu

Ala

15

Ala

Gln

Glu

Ser

val

95

Asn

Pro

Ser

Pro

Gly

175

Met

Tyr

Tyr

Glu

Thr

His

Trp

Arg

Ser

Gly

Glu

Val

160

Asp

Ala

Asp



Pro

Pro

225

His

Leu

Gly

His

Ala
305

Glu

210

His

His

Ser

val

Gln

290

Ala

<210> 4

<211> 309

Trp

Glu

Met

Asp

Lys

275

Ser

Leu

<212> PRT
<213> Streptomyces rapamycinicus

<400> 4
Met Val Thr Ser

1

Pro

Ala

Gly

Phe

65

Thr

Phe

Glu

Gly

Ser

50

His

Pro

Ile

Gln

Asp

35

Trp

Val

Lys

Ala

Ala

Arg

Arg

Glu

260

val

Agp

Ala

Gln
20

Pro

Trp

Tyr

Arg

Leu
100

Arg

Met

Gly

245

Gln

Asp

Pro

Pro

Ala

Leu

230

Thr

Ala

Tyr

Ala

Phe

215

Asn

Asp

Ala

Glu

Arg
295

Pro Ala Leu

5

Val

Asp

Ser

Ala

Tyr

85

val

Asp

Arg

Tyr

val

70

Ser

val

Leu

Pro

Glu

55

Asp

Leu

Lys

Tyr

Arg

Pro

Gln

Ser

280

Tyr

Arg

Gly

Ala

40

Glu

Leu

Asp

Arg

ES 2 843204 T3

Glu

Val

Glu

val

265

Val

Ala

Asp

Glu

25

val

Ala

Arg

Asn

Pro
105

Gly

Asn

Thr

250

Arg

Pro

Glu

Val

10

Ile

Leu

Met

Gly

Phe

20

val

Thr

Thr

235

Gly

Arg

Asp

Ile

His

Thr

Leu

Gly

Gln

75

Gly

val

Vval

220

Pro

Asn

Leu

Ala

Leu
300

val

Met

Ile

Leu

60

Gly

Asn

val

21

Gly

val

Leu

Met

Ser

285

Thr

Pro

Asn

Pro

45

Leu

Arg

Asp

Ala

Leu

Leu

Leu

Glu

270

Hisg

Pro

His

Tyr

30

Glu

Ala

Ser

Leu

Gly
110

Asn

Leu

Gly

255

Ser

Met

Trp

Ala

15

Ala

Gln

Glu

Ser

val

95

Asn

Cys

Thr

240

Ala

Ala

Met

Thr

Tyr

Glu

Thr

His

Trp

80

Arg

Ser



Ser Gly Gly Vval Leu Ala
115

Gln Leu Arg Gly Val Leu
130

Leu Val Pro Ala His Gly
145 150

Phe Glu Leu Phe Arg Thr
165

Trp Glu Gly Phe Cys Arg
180

Arg Ser FPhe Val Ala Asp
195

Pro Glu Trp Ala Arg Ala
210

Pro His Glu Arg Met Leu
225 230

His His Met Arg Gly Thr
245

Leu Ser Asp Glu Gln Ala
260

Gly Val Arg Val Asp Tyr
275

His Gln Ser Asp Pro Ala
290

Ala Ala Leu Ala Pro
305

<210>5

<211> 309

<212> PRT

<213> Streptomyces lividans

<400> 5

Ala

Cys

135

His

Tyr

Ala

Gly

Phe

215

Gly

Asp

Ala

Glu

Arg
295

Trp

120

Glu

Ser

Leu

Ala

Ile

200

His

Arg

Pro

Gln

Ser

280

Tyr

ES 2 843204 T3

Leu

Asp

Val

Gly

Gly

185

Pro

Glu

Val

Glu

Ala

265

val

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

170

Ala

Gln

Gly

Asn

Thr

250

Arg

Pro

Glu

Ala

Pro

Gln

155

Gln

Ser

His

Thr

Thr

235

Gly

Leu

Asp

Ile

Tyr

Phe

140

Gly

Trp

Ala

Leu

val

220

Pro

Asn

Leu

Ala

Phe
300

Ser

125

Phe

Ala

Ser

Ser

Lys

205

Gly

val

Leu

Met

Ser

285

Thr

Met

Ala

Gly

Val

Pro

190

Glu

Leu

Leu

Leu

Glu

270

His

Arg

Pro

Ser

Pro

Ser

175

Met

Tyr

Asn

Leu

Gly

255

Ser

Met

Trp

Gly

Glu

Val

160

Asp

Ala

Asp

Cys

Thr

240

Ala

aAla

Met

Ala

Met Val Thr Ser Pro Ala Leu Arg Asp Val His Val Pro His Ala Tyr

1 5

10

22

15



ES 2 843204 T3

Pro Glu Gln Gln Val Asp Leu Gly Glu Ile Thr Met Asn Tyr Ala Glu
20 25 30

Ala Gly Asp Pro Gly Arg Pro Ala Val Leu leu Ile Pro Glu Gln Thr
35 40 45

Gly Ser Trp Trp Ser Tyr Glu Glu Ala Met Gly Leu Leu Ala Glu His

Phe His Val Tyr Ala Val Asp Leu Arg Gly Gln Gly Arg Ser Ser Trp
65 70 75 80

Thr Pro Lys Arg Tyr Ser Leu Asp Asn Phe Gly Asn Asp Leu Val Arg
85 30 95

Phe Met Ala Leu Val Val Arg Arg Pro Val Val Val Ala Gly Asn Ser
100 105 110

Ser Gly Gly Val Leu Ala Ala Trp Leu Ser Ala Tyr Ser Met Pro Gly
115 120 125

Gln Ile Arg Gly Val Leu Cys Glu Asp Pro Pro Phe Phe Ala Ser Glu
130 135 1490

Leu Val Pro Ala Hig Gly Hig Ser Val Arg Gln Gly Ala Gly Pro Val
145 150 155 160

Phe Glu Leu Phe Arg Thr Tyr Leu Gly Asp Gln Trp Ser Vval Gly Asp
165 170 175

Trp Glu Gly Phe Arg Ser Ala Ala Gly Ala Ser Ala Ser Pro Met ala
180 185 1390

Arg Ser Phe Val Ala Asp Thr Ile Pro Gln His Leu Lys Glu Tyr Asp
195 200 205

Pro Glu Trp Ala Arg Ala Phe Tyr Glu Gly Thr Val Gly Leu Asn Cys
210 215 220

Pro His Glu Arg Met Leu Asn Arg Val Asn Thr Pro Val Leu Leu Thr
225 230 235 240

His His Met Arg Gly Thr Asp Pro Glu Thr Gly Asn Leu Leu Gly Ala
245 250 255

Leu Ser Asp Glu Gln Ala Ala Gln Ala Arg Arg Leu Met Glu Ser Ala
260 265 270

Gly Val Lys Val Asp Tyr Glu Ser Val Pro Asp Ala Ser His Met Met
275 280 285

His Gln Ser Asp Prec Ala Arg Tyr Ala Glu Ile Leu Thr Pro Trp Ala
290 295 300

Ala Ala Leu Ala Pro
305

23



<210>6
<211> 309
<212> PRT

<213> Streptomyces coelicoflavus

<400> 6
Met Val Thr
1

Pro Glu Gln

Ala Gly Asp
35

Gly Ser Trp
50

Phe His Val
65

Thr Pro Lys

Phe Ile Ala

Ser Gly Gly
115

Gln Leu Arg
130

Leu Val Pro
145

Phe Glu Leu

Ser

Gln

20

Pro

Trp

Tyr

Arg

Leu

100

Val

Gly

aAla

Phe

Pro Ala Leu

5

Val

Asp

Ser

Ala

Tyr

85

Val

Leu

val

His

Arg
165

Asp

Arg

Tyr

val

70

Ser

val

Ala

Leu

Gly

150

Thr

Leu

Pro

Glu

55

Asp

Leu

Lys

Ala

Cys

135

His

Tyr

Arg

Gly

Ala

40

Glu

Leu

Asp

Arg

Trp

120

Glu

Ser

Leu

ES 2 843204 T3

Asp

Glu

25

val

Ala

Arg

Asn

Pro

105

Leu

Asp

Val

Gly

Val

10

Ile

Leu

Met

Gly

Phe

val

Ser

Pro

Arg

Asp
170

His

Thr

Leu

Gly

Gln

75

Gly

Val

Ala

Pro

Gln

155

Gln

val

Met

Ile

Leu

60

Gly

Asn

Val

Tyr

Phe

140

Gly

Trp

24

Pro

Asn

Pro

45

Leu

Arg

Asp

Ala

Ser

125

Phe

Ala

Ser

His

Tyr

30

Glu

Ser

Ser

Leu

Gly

110

Met

Ala

Gly

val

Ala

15

Ala

Gln

Glu

Ser

Val

Asn

Pro

Ser

Pro

Gly
175

Tyr

Glu

Thr

His

Trp

80

Arg

Ser

Gly

Glu

Val

160

Asp



Trp Glu Gly Phe Cys Arg
180

Arg Ser Phe Val Ala Asp
195

Pro Glu Trp Ala Arg Val
210

Pro His Glu Arg Met Leu
225 230

His His Met Arg Gly Ile
245

Leu Ser Asp Glu Gln Ala
260

Gly Val Thr Val Asp Tyr
275

His Gln Ser Ala Pr¢ Ala
290

Ala Ala Leu Ala Pro
305

<210>7

<211> 300

<212> PRT

<213> Rhodococcus triatome

<400>7
Met Pro His Asp Tyr Glu
1 3

Leu Asn Tyr Ala Glu Ala
20

Tle Pro Ser Gln Ser Glu
35

Leu Leu Ala Glu Asp Tyr
50

Gly Arg Ser Thr Trp Thr
65 70

Ala

Gly

Phe

215

Gly

Asp

Leu

Glu

Arg
295

Glu

Gly

Ser

His

55

Pro

Ala

Ile

200

Tyr

Gln

Pro

Arg

Ser

280

Tyr

Lys

Ser

Trp

40

Val

Gly

ES 2 843204 T3

Gly

185

Pro

Glu

val

Glu

Ala

265

Val

Val

Leu

Pro

25

Trp

Phe

Arg

Ala

Gln

Gly

Lys

Thr

250

Arg

Pro

Glu

val

10

Asp

Gly

Ala

Tyr

Ser

His

Thr

Thr

235

Gly

Arg

Asp

Ile

Asp

Lys

Tyr

Val

Ser
75

Ala

Leu

val

220

Pro

Asn

Leu

Ala

Phe
300

Leu

Pro

Glu

Asp

60

Leu

25

Ser

Gln

205

Gly

val

Leu

Met

Ser

285

Thr

Gly

Ala

Glu

45

Met

Asp

Pro

190

Glu

Leu

Leu

Leu

Asp

270

His

Arg

Glu

Leu

30

Ala

Arg

Asn

Met

Tyr

Ser

Leu

Gly

255

Ser

Met

Trp

Ile

15

Leu

Met

Gly

Phe

Ala

Agp

Cys

Thr

240

Ala

Ala

Met

Ala

Asp

Leu

Gly

Gln

Gly
80



Asn Asp

Val Ser

Phe Ser

Phe Phe
130

Ala Ala
145

Trp Ser

Glu val

Asn Leu

Thr val
210

Val Pro
225

Ser Gly

Glu Ile

Glu Ala

Ile Leu
290

<210>8
<211> 307

Leu

Gly

Leu

115

Ala

Gly

val

Pro

Leu

195

Ala

Met

Leu

Ile

Pro

275

Asn

<212> PRT
<213> Hirschia baltica

<400> 8

val

Asn

100

Pro

Ser

His

Gly

Met

180

Glu

Gln

Leu

Val

Arg

260

His

Asn

Arg

85

Ser

Gly

Glu

Ile

Asp

165

Leu

Tyr

Thr

val

Gly

245

Gly

Ile

Trp

Phe

Ser

Gln

Leu

Phe

150

Tyr

Arg

Asp

Cys

Thr

230

Ala

Thr

Leu

vVal

Ile

Gly

Val

Asp

135

Val

Ala

Gln

Pro

Pro

215

His

Met

Gly

His

Glu
295

Asp

Gly

Arg

120

Pro

Asn

Gly

Val

Glu

200

His

His

Ser

Val

Gln

280

Lys

ES 2 843204 T3

Leu

val

105

Ala

Lys

Trp

Phe

Pro

185

Trp

Asp

Ala

Asp

Gln

265

Leu

Leu

val

30

val

Ala

Val

Arg

Leu

170

Leu

Ala

Tyr

Arg

Leu

250

Val

Ala

Pro

Ile

ala

Leu

Gly

Asp

155

Lys

Pro

Arg

Met

Met

235

Gln

Asp

Pro

Pro

Gly

Ala

Ala

His

140

Tyr

Ala

Glu

Ala

Leu

220

Ile

val

val

Lys

Val
300

26

Arg

Trp

Glu

125

Thr

Leu

Met

Thr

Phe

205

Ser

Asp

Gln

Val

Glu
285

Thr

Leu

110

Asp

Ile

Gly

Lys

Ala

190

Tyr

Gln

Glu

Lys

Asp

270

Tyr

val

95

Ala

Ala

Arg

Asp

Ser

175

Pro

Glu

val

Ala

Ala

255

Leu

Val

Ile

Ala

Pro

Gln

Gln

160

Ser

Gln

Gly

Lys

Thr

240

Ala

Pro

Glu



Met

val

val

Gly

Ala

65

Tyr

val

Leu

Tle

Tyr

145

Ser

Lys

Gln

Gly

Thr

225

Arg

Ile

Asp

Ser

Phe

50

Ile

Ser

Ile

Ala

His

130

Gly

Lys

Ala

Val

Arg

210

Leu

Phe

Gln

Leu

Pro

35

Glu

Asp

Leu

Lys

Ala

115

Cys

His

Phe

Ala

Glu

195

Ala

Leu

Glu

Asn

Gly

20

Ala

Ala

Leu

Asn

Arg

100

Trp

Glu

Ala

Leu

Gln

180

Gln

Phe

Ser

Asp

Asn

Glu

Leu

Ala

Arg

Leu

85

Pro

Leu

Asp

Ile

Gly

165

Ala

Pro

Ile

Asp

Pro

Lys

Ile

Leu

Ile

Gly

Met

Val

Ser

Ala

Gln

150

Asp

Lys

Pro

Glu

Ile

230

Gln

Thr

Lys

Leu

Glu

55

Gln

Gly

Ile

Ala

Pro

135

Gln

Gln

Asp

Gln

Gly

215

Lys

Thr

Ala

Met

Ile

40

Lys

Gly

Asn

val

Tyr

120

Fhe

aAla

Trp

Thr

His

200

Lys

Thr

Gly

ES 2 843204 T3

Pro

Asn

25

Pro

Leu

Lys

Asp

Ser

105

Ala

Phe

Ala

Ser

His

185

Leu

Phe

Pro

Leu

Tyr

10

Tyr

Gly

Glu

Ser

Leu

80

Gly

Met

Thr

Gly

Ile

170

Pro

Lys

Asn

Met

Leu

Lys

Ile

Gln

Ser

Thr

75

Val

Asn

Pro

Ala

Pro

155

Asn

Ala

Glu

Leu

Leu

235

Ile

Tyr

val

Thr

Asn

60

Gln

Arg

Ser

Asn

Glu

140

Ile

Asn

Asn

Tyr

Asn

220

Tyr

Gly

27

Lys

Ala

Glu

45

Phe

Thr

Phe

Ser

Gln

125

Lys

Phe

Trp

Lys

Asp

205

Ser

Thr

Ala

Glu

Gly

Ser

Gln

EFro

Ile

Gly

110

Ile

Ala

Ser

Glu

Met

190

Pro

Fro

His

Thr

Lys
15

Ala

Trp

val

Gly

Ser

95

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

175

Ile

Glu

His

His

Ser

Leu

Asp

Trp

Phe

Arg

Leu

Leu

Ala

Leu

Met

160

Leu

Ser

Trp

His

Met

240

Asp



245

Phe Gln Ala Ser Lys Ile Lys

260

Phe Glu Leu Ile Asp Ala Pro

275

Asp Pro Gln Arg Phe Val Asp

290

Asn Leu Gln

305

<210>9

<211> 321

<212> PRT
<213> Nocardia brasiliensis

<400>9
Met Gly Ile Ser Glu Ala

1

Lys

Val

Gln

Asn

65

Thr

Glu

Asn

Pro

Ser

Phe

Ala

Gly

Asp

Trp

Arg

Ser

Gly

130

Gln

Glu

Ala

35

Glu

Phe

Thr

Phe

Ser

115

Gln

Ala

Glu

20

Gly

Ser

Arg

Fro

Ile

100

Gly

Ile

Ala

5

Gln

Asp

Trp

Val

Gly

85

Asp

Gly

Arg

Pro

Leu

Pro

Trp

Phe

70

Arg

Leu

val

Gly

Pro

295

Ala

Val

Thr

Gly

Ala

Tyr

val

Ile

Ala

135

Tyr

Glu

Asp

280

Ile

Asp

Asp

Ser

40

Tyr

Ile

Asn

Ile

Ala

120

Met

Gly

ES 2 843204 T3

Ile
265

Ala

Leu

Arg

Leu

25

Pro

Glu

Asp

Leu

Gly

105

Ala

Leu

Pro

250

Ala Leu Lys

Phe His Ser

Thr Ser Trp

Ala

10

Gly

Ala

Asn

Leu

Asn

30

Arg

Trp

Glu

Gly

Asp

Glu

Leu

Ala

Arg

15

Thr

Pro

Leu

Asp

Ile

300

Thr

Ile

Leu

Ile

60

Gly

Trp

Thr

Ala

Pro

140

Met

28

Thr

Met

285

Ile

Phe

Leu

45

Thr

Gln

Gly

Leu

Ala

125

Pro

Gln

Gly
270

His

Glu

val

Met

30

Ile

Leu

Gly

Asn

val

110

Tyr

Leu

Thr

255

Asn

Glu

Arg

Ala

15

Asn

Pro

Leu

Arg

Asp

95

Ala

Ala

Phe

Leu

Ser

Ala

Leu

His

Tyr

Ala

Ala

Ser

80

Val

Gly

Lys

Ala

Gly



145

Pro Ile

Gly Asgp

Phe Leu

Gly Ala
210

Trp Ala
225

Ala Thr

Phe His

Asp Ile

Pro Vval
290

Glu Pro
305

Asp

<210> 10

<211> 319

Phe

Trp

His

195

Ala

Gln

Met

Leu

Gln

275

Thr

Glu

<212> PRT
<213> Mycobacterium vaccae

<400> 10

val

Asp

180

Pro

aAla

Ala

Leu

Thr

260

Ala

FPhe

Arg

Leu

165

Gly

Gly

Thr

Trp

Ala

245

Asp

Gln

Thr

Tyr

150

Trp

Met

Ile

Pro

Ala

230

Gln

Pro

Gln

Ala

Phe
310

ES 2 843204 T3

155

Ala Lys Trp Leu Gly
170

Val Ala Ala Ala Pro
185

Ala Phe Leu Phe Gly
200

Pro Gln His Leu Lys
215

Thr Asp Val Ala Asn
235

Asn Arg Val Pro Val
250

Asp Thr Gly Gln Leu
265

Ala Arg Arg Leu Leu
280

Leu Asp Ala Pro His
295

Glu Val Leu Thr Glu
315

Pro

Arg

Asp

Glu

220

Ala

Leu

Met

Ala

Thr
300

Trp

Gln

Glu

Gly

205

Tyr

Gly

Leu

Gly

Ala

285

Met

Ala

Met Gly Arg Tyr Ala Gly Val Phe Gly Pro His Ala Pro

1

Tyr Val Gly His Ala Tyr Pro Glu

20

5

Arg Leu Asn Tyr Ala Val

10

25

Gln Leu Phe Asp Thr

Trp

Leu

190

Thr

Asp

Cys

Thr

Ala

270

Thr

His

Ser

Glu

Ser

175

Pro

Gly

Pro

Asp

His

255

Met

Gly

Asp

Ala

Ser
15

160

val

Glu

Glu

Glu

His

240

His

Thr

Gln

Pro

Leu
320

Thr

Gly Glu Val

30

Ala Gly Asp Ala Ser Ala Ser Pro Leu Leu

29



ES 2 843204 T3

35 40 45

Leu Ile Pro Gly Gln Thr Glu Ser Trp Trp Gly Tyr Glu Pro Ala Met
50 55 60

Gly Leu Leu Ala Glu His Phe His Val His Ala Val Asp Leu Arg Gly

Gln Gly Arg Ser Thr Arg Thr Pro Arg Arg Tyr Thr Leu Asp Asn Ile

Gly Asn Asp Leu Val Arg Phe Leu Asp Gly Val Ile Gly Arg Pro Ala
100 105 110

Phe Val Ser Gly Leu Ser Ser Gly Gly Leu Leu Ser Ala Trp Leu Ser
11% 120 125

Ala Phe Ala Glu Pro Gly Gln Val Leu Ala Ala Cys Tyr Glu Asp Pro
130 135 140

Pro Phe Phe Ser Ser Glu Leu Asp Pro Val Ile Gly Pro Gly Leu Met
145 150 155 160

Ser Thr vVal Gly Pro Leu Phe Ala Leu Tyr Val Lys Tyr Leu Gly Asp
165 170 175

Gln Trp Ser Ile Gly Asp Trp Asp Gly Phe Val Ala Gly Ala Pro Gln
180 185 190

Glu Leu Ala Gly Trp Gln Ala His Val Ala Leu Ala Gly Gly Thr Ala
195 200 205

Glu Pre Preo Gln His Leu Lys Glu Tyr Asp Pro Glu Trp Gly Arg Ala
210 215 220

Phe val Gly Gly Thr Phe Thr Thr Gly Cys Pro His Gln Val Met Leu
225 230 235 240

Ser Gln Val Lys Val Pro Val Leu Phe Thr His His Phe Arg Met Leu
245 250 255

Asp Asp Glu Ser Gly Ser Leu Ile Gly Ala Ala Thr Asp Asp Gln Ala
260 265 270

Ala Arg Val Val Glu Leu Val Glu Asn Ser Gly Ala Pro Leu Thr Tyr
275 280 285

Arg Ser Phe Pro Met Met Gly Hig Ser Met His Ala Gln Asp Pro Ala
290 295 300

Leu Phe Ala Gly Thr Leu Val Asp Trp Phe Thr Ala Ala Arg Ser
305 310 315

<210> 11

<211> 319

<212> PRT

<213> Mycobacterium gilvum

30



<400> 11

Met

Tyr

Gln

Leu

Pro

&5

Gln

Gly

Phe

Ala

Pro

145

Asp

Gln

Gly

val

Leu

Ile

50

Leu

Gly

Asn

val

Phe

130

Phe

Ser

Trp

Arg

Glu

Asn

35

Pro

Leu

Arg

Asp

Ser

115

Ala

Phe

Ile

Ser

Tyr

His

20

Tyr

Gly

Ala

Ser

Leu

100

Gly

Lys

Ser

Gly

Val
180

Ala

Gly

val

Gln

Arg

Thr

val

Leu

Pro

Ser

Pro

165

Gly

Gly

Tyr

Val

Ser

His

70

Arg

Arg

Ser

Gly

Glu

150

Leu

Asp

Val

Pro

Ala

Glu

55

Phe

Thr

Phe

Ser

Gln

135

Thr

Phe

Trp

Phe

Glu

Gly

40

Ser

His

Pro

Leu

Gly

120

Val

Ala

Gly

Asp

ES 2 843204 T3

Gly

Arg

25

Asp

Trp

val

Gly

Asp

105

Gly

Vval

Pro

Met

Gly
185

Pro

10

Leu

Ala

Trp

His

Arg

Gly

Leu

Ala

Ile

Trp

170

Phe

His

Phe

Ala

Gly

Ala

15

Tyr

val

Ala

Ala

val

155

Ala

Val

Ala

Asp

Ala

Tyr

60

val

Thr

Ile

Ser

Cys

140

Gly

Arg

Ala

31

Pro

Thr

Pro

45

Glu

Asp

Leu

Gly

Ala

125

Trp

Pro

Tyr

Ala

Glu

Gly

30

Pro

Ala

Leu

Asp

Arg

110

Trp

Glu

Pro

Leu

Val
130

Ala

15

Glu

Leu

Ala

Arg

Asn

Pro

Leu

Asp

Ile

Gly

175

Pro

Thr

val

Leu

Ile

Gly

80

val

Ala

Ser

Pro

Thr

160

Asp

Thr



Glu Leu

Asp Pro
210

Phe Tle
225

Ser Lys

Asp Glu

Gly Arg

Arg Ser
290

Leu Phe
305

<210> 12

<211> 322

Ala

195

Pro

Thr

val

Gly

val

275

FPhe

Ser

<212> PRT
<213> Gordonia effusa

<400> 12
Met Pro
1

Asp Phe

val val

Gln Gly
50

Lys His
65

Thr Trp

Lys

Lys

Gln

35

Glu

Fhe

Thr

Asp

Gln

Gly

Lys

Ser

260

Thr

Pro

Glu

Ser

Glu

20

Gly

Ser

Gln

Pro

Trp

Asn

Thr

val

245

Gly

Gln

Met

Thr

Glu

5

hsn

Asn

Trp

val

Gly
85

Gln

Leu

Phe

230

Pro

Gly

Leu

Met

Leu
310

Ala

Ile

Lys

Trp

Phe

70

Arg

Ala

Arg

215

Ala

val

Leu

Ala

Ala

295

val

Ala

Val

Lys

Gly

55

Ala

Tyr

His

200

Glu

Ala

Leu

Ile

Lys

280

His

Glu

Asgp

Asp

Ser

40

Tyr

Ile

Thr

ES 2 843204 T3

Val

Tyr

Ser

Tyr

Gly

265

Ser

Ser

Trp

Arg

Leu

25

Pro

Glu

Asp

Leu

Ala

Asp

Cys

Thr

250

Ala

Gly

Met

Phe

Ala

10

Gly

Ala

Ala

Leu

Asp
20

Leu

Pro

Pro

235

His

Cys

Gly

His

Ser
315

Asp

Glu

Leu

Ala

Arg

Ile

Vval

Glu

220

His

His

Ser

Arg

Gly

300

Arg

Ser

Ile

Leu

Ile

60

Gly

Phe

32

val

205

Trp

His

Phe

Asp

Ser

285

Gln

Phe

Phe

Arg

Leu

45

Pro

Gln

Gly

Gly

Gly

val

Arg

Tle

270

val

Asp

Thr

val

Met

Ile

Leu

Gly

Asn

Thr

Lys

Met

Met

255

Gln

Thr

Pro

Gly

Ser

15

Asn

Pro

Leu

Arg

Asp
95

Ala

Ala

Leu

240

Ile

Ala

Tyr

Ala

His

Tyr

Ala

Ala

Thr

80

Val



Val Arg Phe Ile Asp
100

Asn Ser Ser Gly Gly
115

Pro Gly Gln Val Arg
130

Ser Glu Ile Arg Pro
145

Pro Met Phe Ala Ala
165

Gly Asp Trp Asp Gly
180

Asp Leu Leu Pro Gly
195

Gly Ala Ala Pro Thr
210

Trp Gly Ala Ser Trp
225

Glu Ala vVal Ile Ser
245

Phe Arg Gln Ile Asn
260

Asp Leu Gln Ala Ala
275

Gln Glu Val Thr Tyr
290

Pro Gln Pro Glu Arg
305

Leu Gly

<210> 13

<211> 328

<212> PRT

<213> Togninia minima

<400> 13

Leu

Leu

Ala

Pro

150

Trp

Met

Ile

Pro

Ala

230

Gln

Glu

Gln

val

Tyr
310

Val

Ile

Val

135

Tyr

Ala

val

Gly

Pro

215

Ser

val

Glu

Val

Ser

295

Thr

Ile

Gly

120

Met

Gly

Lys

Lys

Phe

200

Gln

Gly

Arg

Thr

Arg

280

Leu

Asp

ES 2 843204 T3

Gly

105

Ala

Leu

Pro

Trp

Ala

185

Met

His

Phe

val

Gly

265

His

Asp

Val

Arg

Trp

Glu

Gly

Leu

170

Leu

Leu

Leu

Ala

Pro

250

His

Ile

Ala

Leu

Glu

Leu

Asp

Ile

155

Gly

Pro

Gly

Lys

Asn

235

val

Leu

Ile

Pro

Leu
315

Thr

Ala

Pro

140

Trp

Pro

Asp

Asp

Glu

220

Thr

Leu

Met

Glu

His

300

Asp

33

Leu

Ala

125

Pro

Gln

Gln

Glu

Gly

205

Tyr

Gly

Leu

Gly

Glu

285

Thr

Trp

Ile

110

Phe

Leu

Gly

Trp

Leu

190

Glu

Asp

Cys

Thr

Ala

270

val

Met

Val

Ala

Ala

Phe

Leu

Ser

175

Pro

Ser

Pro

Glu

His

255

Leu

Ala

His

Lys

Gly

Lys

Ala

Gly

160

Ile

Glu

Asp

Glu

His

240

His

Ser

Gly

Glu

Lys
320



Met

val

Leu

Gly

Asn

Val

Phe

Leu

Thr

Gln

145

Glu

Pro

His

Met

Ala
225

Asn

Pro

Leu

Gln

50

Asp

Ser

Ala

Phe

val

130

Trp

Ile

Thr

Gly

Leu

210

Ile

Tyr

Gly

Lys

35

Ser

Leu

Gly

Lys

Ala

115

Ala

Thr

Pro

Gly

Phe

195

Thr

Asp

Ala

Gln

20

Asp

Thr

Val

Leu

Pro

100

Ser

Gly

Ile

Ala

Leu

180

Val

His

Pro

Thr

Ser

Asp

Trp

Lys

Ser

85

Gly

Gln

Pro

Gly

Trp

165

Asp

Ser

val

Tyr

Ala

Glu

Tyr

Thr

Phe

Ser

Gln

Ser

Phe

Asp

150

Ile

Leu

Gly

Lys

Thr
230

Gly

Ser

Gln

Pro

55

Ile

Gly

Ile

Lys

Phe

135

Gln

Leu

Thr

Thr

val
215

Ser

Trp

val

40

Gly

Asp

Gly

Arg

Pro

120

Asn

Ala

Gln

Leu

Val

200

Pro

Asn
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Ser

25

Phe

Arg

Ile

Val

Ala

105

Ala

Leu

Gly

Tyr

Asn

185

Asp

val

Leu

Asp

10

Gly

Ala

Tyr

Val

Val

30

Ala

Ile

Trp

Met

Leu

170

Glu

Ala

Leu

Ile

Lys

Tyr

val

Ser

Ile

Ser

Val

Gly

Tyr

Val

155

Gly

Tyr

Thr

Phe

Gly
235

Pro

Glu

Asp

Leu

Lys

Ala

Tyr

Gln

Lys

140

Ala

Asn

Asp

Cys

Thr

220

Ser

34

Ala

Met

Met

45

Asp

Arg

Trp

Glu

Ser

125

Trp

Ala

Thr

Pro

Asp

205

His

val

Leu

Ala

30

Arg

Thr

Pro

Leu

Asp

110

val

Leu

Met

Thr

Glu

190

His

His

Ser

Leu

15

Met

Gly

Phe

Val

Ser

95

Pro

Met

Gly

Pro

Ser

175

Trp

Glu

Ser

Asp

Leu

Trp

Gln

Gly

Val

Ala

Pro

Gln

Ala

Lys

160

Gly

Gly

Ala

Arg

Thr
240



Gln val

Phe Thr

Asp Pro

Gly Ile
290

Ser Ala
305

Thr Ser

<210> 14
<211> 280

Ser

Leu

Ala

275

Gly

Gln

Ala

<212> PRT
<213> Actinosynnema mirum

<400> 14
Met Thr
1

Val Asp

Asp Arg

Ser Tyr

50

Ala val

65

Tyr Ser

Val val

Leu Ala

Tyr

Lys

260

Thr

Ser

val

Pro

Ala

245

Asn

Tyr

Ala

Ser

Ser
325

Gln

Phe

val

Vval

Ala

310

Thr

Val val Asp Pro

Leu

Pro

35

Glu

Asp

Leu

Arg

Ala
115

Gly

20

Ala

Arg

Leu

Asp

Arg

100

Trp

5

Glu

Leu

Val

Arg

Asp

85

Pro

Ser

val

val

Met

Gly

70

Phe

Ala

Ser

Gly

Pro

Ser

Ile

295

Ala

Gly

Pro

val

Pro

Pro

55

Arg

Gly

Val

Ala

Leu

Leu

Ala

280

Pro

Ser

His

Ala

Leu

Val

40

Leu

Gly

Asn

Val

Tyr
120
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Ile

Ala

265

Ile

Gly

Thr

Pro

Asn

25

Pro

Pro

Arg

Asp

Ala

105

Ala

Thr

250

Ser

Thr

Pro

Ala

Arg

10

His

Glu

Ala

Ser

Leu

30

Gly

Met

Thr

His

Thr

val

Pro
315

Asp

Ala

Gln

Arg

Thr

75

Val

Asn

Prec

Asn

Asp

Trp

Lys

300

Pro

Phe

Glu

Gly

Asp

60

Arg

Arg

Ser

Gly

35

Gly

Met

Met

285

val

Ser

Pro

Ala

Gly

45

Phe

Thr

Phe

Ser

Gln
125

Asn

His

270

Ala

Ala

Cys

Glu

Gly

30

Ser

His

Pro

Leu

Gly

110

val

Gln

255

Asn

Ser

Ser

Thr

Leu

15

Ser

Trp

val

Arg

Ala

95

Gly

Arg

Ser

Ser

Leu

Ala

Ser

320

Leu

Pro

Trp

Phe

Arg

80

Leu

Val

Ala



Vval Leu
130

Cys Gly
145

Ser Thr

His Gly

Val Ala

Ala Arg
210

Gly Gly
225

Gly Ser

Arg Gln

Ile Arg

<210> 15
<211> 326

Leu

Pro

His

Gly

Arg

195

Gly

Arg

Trp

Ala
275

<212> PRT
<213> Kutzneria albida

<400> 15

Glu

Gly

Leu

val

180

Arg

Arg

Glu

Thr

260

Asp

Asp

Val

Gly

165

Pro

Ala

Pro

Arg

Ser

245

Ala

Vval

Met Ser Val Pro Vval

1

5

Ala Phe Pro Glu Lys

20

Ala Glu Ala Gly Thr

35

Gln Thr Gly Ser Trp

50

Pro

Arg

150

Asp

Arg

Ala

Ala

Thr

230

Gly

Gly

Arg

Thr

Gln

Pro

Trp

Pro

135

Gln

Gln

Leu

Ala

Gly

215

Gly

Thr

Gly

Thr

Pro

Ile

Asp

Ser
55

Leu

Ala

Trp

Gly

Thr

200

val

Thr

Gly

Ala

Arg
280

Ser

Asp

Lys

40

Tyr
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Phe

Ala

Gly

Leu

185

Asp

Gly

Thr

Arg

Arg
265

Ala

Leu

25

Pro

Glu

Ser

Gly

Gly

170

Ala

Ala

Gly

Thr

Cys

250

Gly

Arg

10

Gly

Ala

Pro

Ser

Pro

155

Gly

Ala

Arg

Ala

val

235

Arg

Pro

Asn

Glu

Leu

Ala

Glu

140

Leu

Arg

Ala

Gly

Ala

220

Leu

Lys

Pro

Vval

Vval

Leu

Met
60

36

Leu

Phe

Pro

Ala

Arg

205

Arg

Ser

Pro

Pro

Phe

Vval

Leu

45

Gly

Thr

Glu

Gly

Ala

190

Pro

Arg

Gly

Phe

Pro
270

val

Leu

30

Leu

Leu

Pro

Leu

Arg

175

val

Gly

Gly

Leu

Arg

255

Arg

Pro

15

Asn

Pro

Leu

val

Leu

160

Val

Arg

Ala

Arg

Thr

240

Leu

Gln

His

Tyr

Glu

Ala



Glu

65

Thr

Val

Cys

Pro

Ser

145

Pro

Gly

Met

Glu

Leu

225

Leu

Leu

Arg

His

ala
305

Ala

His

Trp

Arg

Ser

Gly

130

Glu

val

Asp

Met

Tyx

210

His

Ile

Gly

Ala

Ala

290

Trp

Ala

<210> 16

<211> 987
<212> ADN
<213> Rhodococcus erythropolis

<220>
<221> caracteristica_misc

Phe

Thr

Phe

Ser

115

Gln

Len

Phe

Trp

Ser

1585

Asp

Cys

Thr

Ala

Ala

275

Met

Ala

Ser

His

Pro

Ile

100

Gly

Ile

Thr

Glu

Ala

180

Leu

Pro

Pro

Hisg

Leu

260

Gly

His

Ala

Ala

val

Gly

85

Ala

Gly

Arg

Pro

Leu

165

Gly

Phe

Glu

His

His

245

Ser

val

Thr

Lys

His
328

Phe Ala
70

Arg Tyr

Leu Ala

VvVal Leu

Gly Ala
135

Ala His
150

Tyr Arg

Leu Val

Lys Met

Trp Ala
215

Asp Arg
230

Ala Arg

Glu Leu

Pro Val

Thr Glu
295

Leu Pro
310

val

val

Ser

Ile

Ala

120

Leu

Gly

Asp

Ala

Pro

200

Arg

Met

Thr

Gln

Asp

280

BPro

Pro

Asp

Leu

Arg

105

Ala

Cys

His

Tyr

Ala

185

Gly

val

Leu

Thr

Ala

265

Tyr

Ala

val
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Leu

Asp

30

Arg

Trp

Glu

Gly

Leu

170

Ala

Glu

Fhe

Ser

Asp

250

Glu

Gln

Arg

Ala

Arg

15

Asn

Pro

Leu

Asp

Val

155

Gly

Gln

Pro

Phe

Gln

235

Pro

Arg

Ser

Tyr

Asp
315

Gly

Phe

Val

Ser

Ala

140

Arg

Asp

Ala

Pro

Glu

220

val

Glu

Ala

Phe

Ala

300

Thr

37

Gln

Gly

Val

Ala

125

Pro

Gln

Gln

Ser

Gln

205

Gly

Lys

Thr

Gln

Pro

285

Ala

Ser

Gly

Asn

Val

110

Tyr

Leu

Gly

Trp

Pro

130

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

270

Asp

Val

Pro

Arg

Asp

95

Ala

Ala

Phe

Ala

Ser

175

Ala

Leu

val

Pro

Glu

255

Ile

Ala

Leu

Ser

Ser

80

Leu

Gly

Leu

Ala

Gly

160

val

Lys

Arg

Gly

val

240

Phe

Ile

Ala

Thr

Ala
320



10

ES 2 843204 T3

<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 1

<400> 16
atggccgaag

ccegattege
gaagtggtga
ccegagcaga
tttecatgtet
tacagecctgg
cckgtegteg
gcgatgceeg
ttggtcceeg
cgggacttcc
aaagcegtege
ctcaaggaat
tgecccacacg
cggacgatcg
catgcgcagg
gogcttcaca

tcegcaacac

<210> 17
<211> 987
<212> ADN

aaggaactag
ggaacatett
tgaacttege
cegggtegtyg
ttgecegtcega
acaacttcgg
tggcagggaa
gocagatooeg
catacggtca
tcggggacca
cggcaaagge
acgaccegga
acaggatgect
accccgagac
acatcattcg
tgatgcatct

tgcctgegaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF era un codon optimizado y por tanto se diferencia de la secuencia de ADN que se produce de forma

natural

<400> 17

gtcecgaagca
tgtetegecac
ggaggcgggce
gtggagttac
tatcegtggg
caatgatctg
cteoctogggg
tgcageattg
cteggttetg
gtggtcgatt
tatgcaatta
atgggggcge
ctogeaagte
gggcgagetg
gtctgeggge
gttegatcec

cgactag

gcggatgctyg
cgatttoegg
teteoggaca
gagccagtga
caaggtcogca
gtgecgtttea
gggctgctgyg
tgtgaggacg
caggcggcgg
ggggactgga
tttecgacce
gcattetteg
aagacaccaa
ttgggegege
gttcegggtgg

gctcgttacg

ccacacaagc
aaaggcaggt
acecggeact
tgggtcttct
gtacctggac
tegetctggt
ccgectgget
cacegttett
gtocggeatt
aagggttcgt
cggatgagge
aagggactgt
ttctcatecac
tetcegacet
actatcagtc

cggagatctt

gagacagcta
cgatcteggt
gcetactocte
ggcagagaac
gccacggcega
catcaagcge
ctoggegtac
tgoegtoeggag
cgagttgtac
tgaggcagcc
gocgeagaat
ggcactgecac
tcaccacgeg
tcaggcagag
gcaccocgac

gacatcctgg

atggcagaag aaggcacccg tagcgaagca gcagatgcag caacccaggc acgtcagctg

38

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987
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ccggatagec
gaagttgtta
ceggaacaga
tttecatgttt
tatagcctgg
caggttgttg
gcaatgcctg
ctggttoctg
cgtgattttc
aaagcaagte
ctgaaagaat
tgtccgeatg
cgtaccatecg
catgcacagqg
gcactgcaca
agegcaaccec
<210> 18

<211> 927
<212> DNA

gtaacatttt
tgaattttgc
ceggtagttg
ttgcagttga
ataattttgg
ttgcaggtaa
gtcagattcg
cetatggtea
tgggtgatca
cggctaaage
atgatccgga
atcgtatget
atccggaaac
atattatteg
tgatgcacct

tgcctgecaaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 2

<400> 18
atggcagatc

gatctgggtg
ctgctgattce
gcagaaaact
ccgaaacgtt
gttaaacgtc

agcgcatata

cggcacagcy
aaattaccat
cggaacagac
ttcatgttta
atagcctgga
cggttattgt

geatgeotgg

tgttagccat
agaagcaggt
gtggtettat
tattegtggt
taatgatctg
tagecageggt
tgcagcactg
tagegttetg
gtggtcaatt
aatgcagcetg
atggggtcgt
gagcecaggtt
cggtgaactyg
tagtgeeggt
gtttgatceg

tgattaa

tgatgtttat
gaattatgcc
cggtagttgg
tgcagttgat
taattttggt
tgcaggtaat

tcaggttegt

ES 2 843204 T3

cgtttteocgg
agtcecggata
gaaccggtta
cagggtcogta
gtgcgtttta
ggectgotgy
tgtgaagatg
caggcagcag
ggtgattgga
ttteoecgacac
gecattttttg
aaaaccccga
ctgggtgcac
gttogtgttyg

gcacgttatg

gttceogeatyg
gaagccggtyg
tggggttatg
ctgcgtggte
aatgatctgg
agcageggtg

ggtgcactgt

aacgtcaggt
atccggeatt
tgggtctget
gcacctggac
ttgcectggt
ctgeatgget
caccgttttt
gtooggcoatt
aaggttttgt
cggatgaagce
aaggcaccgt
ttetgattac
tgagtgatct
attatcagag

cagaaattct

catatccgga
aacctgatat
aagaagcaat
agggtcgtag
tgegttttat
gtgttctgge

gtgaagatge

39

tgatctgggt
actgctgetg
ggcagaaaac
accgegtegt
tattaaacgt
gagagecetat
tgcaagecgaa
tgaactgtat
tgaagcagca
accgcagaat
tgecactgecat
ccatcatgca
gcaggccgaa
ccateetgat

gaccagttgg

aaaacaggca
gcctgecagtt
gggtctgctg
cagctgggea
tgcecctggtt
agcatggctg

accgtttttt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987

60

120

180

240

300

360

420
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15

20

gcaagcgaac
gaactgttte
cgktgcageag
cagcacatgc
ctgcattgtc
cacatgcgcg
gceagacogtyg
ccggatgeac
cagtgggcag

<210> 19
<211>930
<212> DNA

tggttaccac
gtacctatet
atgcaagcag
gtgaatatga
cgcatgaaca
atattgatcc
cacgtctget
tgcacatgat

caaccctgge

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 3

<400> 19
atggttacca

gttgatctgg
gttctgctga
ctggcagaac
accgcgaaac
gttgttcgte
ctgagcgeat
tttgcaageg
tttgaactgt
cgtagegeag
ccgeagecate
ggtctgaatt
catcacatge
caggcagcac

gttcoeggatg

gtccggeact

gtgaaattac
tcccocggaaca
attttcatgt
gttatagcct
gtcecggttgt
atagcatgcec
aactggttcc
ttcgtaccta
cagatgcaag
tgaaagaata
gteccgeatga
gtggcacega
aggtgecgteg

caagccacat

ctgtggtcat
gggcgatcag
cageccgatyg
tccggaatgg
gctgctgace
tgataccggt
gatggaaagt
gcaccagttt

agcataa

gcgtgatgtt
catgaattat
gaccggtagt
ttatgcagtt
ggataatttt
tgttgcaggt
tggtcagatt
ggcacatggt
tctgggegat
cgcaageceg
tgatccggaa
acgtatgetg
tecggaaace
tetgatggaa

gatgcaccag

ES 2 843204 T3

agecattegtc
tggtcagttyg
geacgttatt
gcacgtgcat
caggttaaaa
catctggttg
goeeggtgtta

gatccgecte

catgtteocege
gocgaagecg
tggtggtett
gatctgegtg
ggtaatgatc
aatagcageg
cgtggtgtge
catagcgttc
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgtyg
aatcgtgtta
ggtaatctge
agtgeeggty

agegatecgg

accecgtgga cegecageact ggcaccgtaa

<210> 20
<211> 930
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

aggcagcagg
gtgattggac
ttgttgcaga
tttgggaagg
caccggtget
gtgccctgag
aagttgatta

gttatgttga

atgcatatcc
gtgatceggg
atgaagaagc
gtcagggteg
tggtgcgttt
gtggtgttct
tgtgtgaaga
gtecagggtge
ttggtgattyg
getttgttge
cattttatga
atacaccggt
tgggtgcact
ttaaagttga

cacgttatge

40

tcegatgttt
cggetattgt
tgaaattecg
caccgttgeca
gctgacacat
tgatgaacag
tgcaagegtt

aatctttacce

ggaacagcag
tegtecggea
aatgggtctg
tagcagectgg
tattgecectg
ggcagcatgg
tccgectttt
aggteccggtt
ggaaggtttt
agataccatt
aggcaccgtt
gctgetgace
gagtgatgaa
ttatgaaage

agaaattctg

480
540
600
660
720
780
840
900

927

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

900

830
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15

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 4

<400> 20
atggttacca

gttgatctgg
gttcotgetga
ctggcagaac
accccgaaac
gttgttaaac
ctgagcgcat
tttgcaageg
tttgaactgt
tgtegtgeag
ccgcagcatc
ggtctgaatt
catcatatgc
caggcagcac
gttoaggatg
accegttgag

<210> 21
<211>930
<212> DNA

gtccggeact

gtgaaattac
tceccggaaca
attttcatgt
gttatagccet
gtceggttgt
atagcatgece
aactggttcc
ttcgtaccta
ceggtgeaag
tgaaagaata
gtccgeatga
gtggcaccga
aggcacgtct
caagccatat

cagcageact

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO : 5

<400> 21

gcgtgatgtt
catgaattat
gaccggtagt
ttatgcagtt
ggataatttt
tgttgcaggt
tggtcagctg
ggcacatggt
tctgggegat
cgcaagcocog
tgatccggaa
acgtatgctg
tccggaaacce
gctgatggaa
gatgcaccag

ggcaccgtaa

ES 2 843204 T3

catgttecege
gccgaagccg
tggtggtcat
gatctgegtg
ggtaatgatc
aatagcagecg
cgtggtgtge
catagegtte
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgtyg
ggtcgtgtta
ggtaatctge
agtgceggtg

agecgatacegg

atgcatatcc
gtgatcctga
atgaagaagc
gteagggteg
tggtgcgttt
gtggtgttet
tgtgtgaaga
gteagggtge
ttagcgattg
gotttgttge
catttcatga
atacaccggt
tgggtgcact
ttecgtgttga

cacgttatge

41

ggaacagcag
tcgteceggea
aatgggtctg
tagcagetgg
tattgceetg
ggcagcatgg
tcecgectttt
aggteccggtt
ggaaggtttt
agatggtatt
aggcaccgtt
gctgetgace
gagtgatgaa
ttatgaaagc

agaaatecttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

930
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atggttacca
gttgatctgg
gttctgctga
ctggcagaac
accccgaaac
gttgttegte
ctgagcgcat
tttgcaagcg
tttgaactgt
cgtagcgeag
ccgcagcatce
ggtctgaatt
catcacatgc
caggcagcac
gttecggatg
accccgtggg
<210> 22

<211> 930
<212> DNA

gtccggeact
gtgaaattac
tecccggaaca
attttcatgt
gttatagect
gtccggttgt
atagcatgce
aactggttcc
ttegtaccta
ceggtgeaag
tgaaagaata
gtccgecatga
gtggcaccga
aggcacgtcg
caagccacat

cagcagecct

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO : 6

<400> 22
atggttacca

gttgatctgyg
gttctgectga
ctgagcgaac
accccgaaac

gttgttaaac

gtccggeact
gtgaaattac
tcccggaaca
attttcatgt

gttatagcct

gtcecggttgt

gocgtgatgtt
catgaattat
gaccggtagt
ttatgecagtt
ggataatttt
tgttgcaggt
tggtcagatt
ggcacatggt
totgggegat
cgcaagcoog
tgatcecggaa
acgtatgctyg
tccggaaace
tctgatggaa
gatgcaccag

ggcaccgtaa

gcgtgatgtt
catgaattat
gaccggtagt
ttatgcagtt
ggataatttt

tgttgcaggt

ES 2 843204 T3

catgtteoecge
gccgaagecg
tggtggtett
gatctgegtg
ggtaatgatc
aatagcageg
cgtggtgtge
catagegttc
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgtg
aatcgtgtta
ggtaatctge
agtgccggtyg

agegatcegg

catgtteoecge
gocgaagacy
tggtggtctt
gatctgcgtg
ggtaatgatc

aatagcageg

atgcatatcce
gtgatccoggg
atgaagaagc
gtcagggteg
tggtgegttt
gtggtgttet
tgtgtgaaga
gtcagggtgce
ttggtgattg
gcetttgttge
cattttatga
atacaccggt
tgggtgcact
ttaaagttga

cacgttatgce

atgcatatcce
gtgatcetga
atgaagaagc
gtcagggtcg
tggtgcgttt

gtggtgttet

42

ggaacagcag
tegtecggea
aatgggtctg
tagcagetgg
tatggcactg
ggcagcatgg
tccgectttt
aggtccggtt
ggaaggtttt
agataccatt
aggcaccgtt
gctgectgace
gagtgatgaa
ttatgaaagc

agaaattctg

ggaacagcag
tagtocggea
aatgggtctg
tagcagectgg
tattgccctg

ggcageatgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

930

60

120

180

240

300

360
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15

ctgagcgeat
tttgcaageg
tttgaactgt
tgtcgtgecag
cegeageate
ggtctgagct
catcacatgc
caggcectge
gttccggatg
accegttgag

<210> 23
<211>903
<212> DNA

atagcatgcc
aactggttce
ttcgtaccta
ccggtgcaag
tgcaagaata
gtccgcatga
gtggtatcga
gtgcacgtcg
caagccacat

cagcagecct

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO : 7

<400> 23

atgeccgcacy
gaagcaggta
tggggctatg
atgegtggte
aatgatctgg
agcagcggtyg
goagcactgg
accattcgte
tggtcagttg
ctgcgtcagg
tgggcacgtg
agccaggtta
agcggtcetgg
ggcaccggty
ctggcaccga

taa

<210> 24
<211> 924
<212> DNA

attatgaaga
gtccggataa
aagaagcaat
agggtcegtag
tgecgetttat
gtgttgttge
cagaagatge
aggcagcagg
gtgattatgc
ttcecgetgee
cattttatga
aagtgcctat
ttggtgcaat
ttcaggttga

aagaatatgt

<213> Secuencia Atrtificial

tggtcagctyg
ggcacatggt
totgggegat
cgcaagceceg
tgatcceggaa
acgtatgctg
tccggaaacc
totgatggat
gatgcaccag

ggcaccgtaa

aaaactggtt
accggcactg
gggtctgetg
cacctggaca
cgatctggtt
agcatggctg
adegtttttt
tcatattttt
aggttttctg
ggaaaccgca
aggcaccgtt
gctggttace
gagcgatctg
tgttgttgat

ggaaattctg

ES 2 843204 T3

cgtggtgtge
catagegtte
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgty
ggtcaggtta
ggtaatctgc
agtgceggty

agcgcaccgg

gatctgggeg
ctgctgattc
gccgaagatt
cegggtegtt
attggtecgta
gcagcattta
goaagegaac
gttaactgge
aaagcaatga
ccgcagaatec
gcacagacct
catcatgecac
caggttcaga
ctgcecggaag

aataactggg

tgtgtgaaga
gtcagggtge
ttggtgattg
getttgttge
ttttttatga
aaacaccggt
tgggtgcact
ttaccgttga

cacgttatgt

aaatcgatct
cgagccagag
atcatgtttt
atagectgga
cegttattgt
gcctgectgg
tggaccegaa
gtgattatct
aaagcagcga
tgctggaata
gtccgcatga
gtatgattga
aagcagcaga
caccgcatat

tggaaaaact

43

tcocegeetttt
aggtaecggtt
ggaaggtttt
agatggtatt
aggcacegtt
gctgctgacc
gagtgatgaa
ttatgaaagc

tgaaatcttt

gaattatgeca
cgaaagttgg
tgcagttgat
taattttggt
tageggtaat
tcaggttegt
agtgggtcat
gggtgatcag
agttccgatg
tgatccggaa
ttatatgctg
tgaagcaacc
aattattegt
tctgecatcag

gcctcooggtt

420

430

540

600

660

720

780

840

900

930

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

903
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15

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 8

<400> 24
atgatccaga

gaaatcaaaa
ccgggtcaga
tttcaggtgt
tatagectga
ccggttattg
gcaatgccga
aaagcaccgc
agcaaatttce
gcaaaagata
ctgaaagaat
agtccgecatce
cgttttgaag
aaaatcaaag
gcatttcata
attgaacgte

<210> 25
<211> 966
<212> DNA

acaataaaac
tgaactatat
ccgaaagttg
ttgcaattga
atctgatggg
ttagcggtaa
atcagattcg
tgtatggtca
tgggtgatca
cccatcoegge
atgatccgga
ataccctget
atccgcagac
aaattgccct
gtatgcatga

tgaatctgea

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 9

<400> 25

cgcaccgtat
tgttgeeggt
gtggggtttt
tetgegtggt
taatgatctg
tagcageggt
tgcaattcat
tgcaattcag
gtggtcaatt
aaacaaaatg
atggggtcgt
gagcgacatt
aggtctgectyg
gaaaaccggc
agccgatceg

gtaa

ES 2 843204 T3

aaatacaaag
gcagatgtta
gaagcagcaa
cagggtaaaa
gttcgtttta
ggtctgetgg
tgtgaagatg
caggcagcag
aacaattggg
attagccagg
gcatttattg
aaaacceccga
attggtgcaa
aatagcttcg

cagcgttttg

aaaaactggt
gtecggeact
ttgagaaact
gcacccagac
ttagcctggt
cagcatgget
caccgttttt
gtccgatttt
aaggteotgaa
ttgaacagcce
aaggcaaatt
tgctgtatac
ccagcgattt
aactgattga

ttgatattct

44

tgatctggge
gotgetgatt
ggaaagcaac
accegggtegt
tattaaacgt
gagcgectat
taccgcagaa
tagcctgatg
agcagcacag
toecgoageat
taacctgaac
ccatcacatg
tcaggcaagc
tgcaccggat

gaccagetgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

924
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atgggtatta
cagctggttyg
ceggeactge
accctgetgg
acctggacac
gatctggtta
gcatggctgg
cctctgtttg
ccgatttttg
ggtatggttg
ctgtttggtg
tatgatcegg
gcaaccatge
gatccggata
cgtetgetgg
atgcatgatc
gattaa

<210> 26
<211> 960
<212> DNA

gcgaagcagc
atctgggtga
tgctgattec
caaatgattt
cgggtagtta
ttggtcgtce
cagcctatge
caagccaggce
ttetgtagge
cageggcace
atggcaccgg
aatgggcaca
tggcacagaa
caggccagct
cagcaaccgg

ctgaacctga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 10

<400> 26

agatcgtgca
aattcgtatg
ggcacagggt
togtgttttt
taatctgaat
gaccctggtt
aaaaccgggt
agcaccgccet
aaaatggetyg
goegtgaactyg
tgaaggtgca
ggcatgggca
tegtgttceeg
gatgggtgca
tcagccecggtt

acgttatttt

ES 2 843204 T3

gatacctttg
aattatgttg
gaaagttggt
gcaattgatc
acctggggta
gcaggtaata
cagattegtg
tatggtccgg
ggtecegeagt
ccggaattte
geoageaacce
accgatgttg
gttctgetga
atgaccgata
acctttaceg

gaagttctga

ttgcacataa
cagcceggtga
ggggttatga
tgcgtggtea
atgatgtgga
gcagcggtgg
gtgcaatgect
gtattatgeca
ggtcagttgg
tgcatcoggy
ctcocegeagea
caaatgcagg
cccatecattt
ttcaggcaca
cactggatge

ccgaatgggce

atttgaagaa
tccgaccagt
aaatgcaatt
gggtegtage
acgctttatt
tgttattgca
ggaagatccg
gaccctgggt
tgattgggat
tategeattt
tctgaaagaa
ttgtgatcat
tecatctgace
gcaggcacgt
accgcatace

aagtgcactg

atgggtcgtt atgccggtgt ttttggtceg catgecacegg aaagcaccta tgttggtcat

gcatatcocgg aacaactgtt tgataccggt gaagttcocgte tgaattatge agttgeocggt

gatgcaageg caagtceget gcoctgetgatt ccgggtcaga ccgaaagttg gtggggttat

45

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

966

60

120

180
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gaaccggcaa
cagggtcgta
gtgcgtttte
ggtctgetga
tatgaagatc
agcaccgttg
ggtgattggg
gttgcactgg
tggggtcgtg
agccaggtta
ggtagcctga
aatagtggtg
caagatccgg

<210> 27
<211> 960
<212> DNA

tgggtctget
gcacccgtac
tggatggtgt
gegeatgget
cgectttttt
gtcocogetgtt
atggttttgt
caggcggtac
catttgttgg
aagttccggt
ttggtgcagc
cacecgetgac

cactgtttge

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 11

<400> 27
atgggtcgtt

ggttatcecgg
gatgcagcag
gaagcagcaa
cagggtcgta
gtgegtttte
ggtctggcaa
tgggaagatc
gatagcattg
ggtgattggg
gttgcactgg
tggggtaaag
agcaaagtta
ggtggtctga
tcaggtggtce

caagatccgg

atgccggtgt
aacgtctgtt
caccgectet
tteccgetget
gcacccogtac
tggatggtgt
gecgecatgget
cgoctttttt
gteegetgtt
atggttttgt
ttgttggcac
catttattac
aagttceggt
ttggtgcatg
gtagecgttac

cactgtttag

ggcagaacat
accgcgtcgt
tattggtcgt
gagcgecttt
tagcagegaa
tgcactgtat
tgcaggcogea
agcagaacog
tggcaccttt
tctgtttace
aaccgatgat
ctatcgtage

aggcaccctg

ttttggtceg
tgataccggt
gectgetgatt
ggcacgtcat
adcgggtoge
tattggtegt
gagcgcattt
tagcagcgaa
tggtatgtgg
tgccgecagtt
cgcagatcct
cggcaccttt
tetgtatace
tagcgatatt
ctatagtage

cgaaacectg

ES 2 843204 T3

tttcatgttc
tataccctgg
ccggeatttg
gcagaaccgyg
ctggaccecgg
gttaaatatc
cogcaagaac
cctcageate
accaccggtt
catcattttec
caggcagcac
tttecgatga

gttgattggt

catgcaccgg
gaagtgcagc
cecgggteaga
tttecatgtte
tataccctgg
ceggeatttg
gcaaaaccgg
accgcaccga
gcacgttate
ccgaccgaac
ccgcagaate
gcagcaagct
catcacttte
caggcaggtc
tttocogatga

gttgaatggt

atgcagttga
ataatattgg
ttageggtet
gtcaggttet
tgattggtec
tgggtgatca
tggcaggttyg
tgaaagaata
gtccgcatca
gtatgctgga
gtgttgttga
tgggtcatag

ttacecgecage

aagcaaccta
tgaattatgt
gcgaaagttg
atgcagttga
ataatgttygg
ttageggtet
gtcaggttgt
ttgttggtce
tgggtgatca
tggcagattg
tgcgtgaata
gtccgcatca
gcatgattga
gtgttaccca
tggcacatag

ttagcegttt

46

tctgegtggt
taatgatctg
gagcageggt
ggcagcatgt
gggtctgatg
gtggtcaatt
gcaggcacat
tgatccggaa
ggttatgctg
tgatgaaagc
actggttgaa
tatgcatgeca

acgtagetaa

tgttgaacat
tgttgceggt
gtggggttat
tctgegtggt
taatgatctg
gagcageggt
tgcagcatgt
gcctattace
gtggtcagtt
gcaggcacat
tgatccggaa
tgttatgctg
tgaaggtagt
gctggcaaaa
catgeatggt

taccggttaa

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960
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15

20

<210> 28
<211> 969
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 12

<400> 28
atgcoccgaaaa

aacattgtgg
ceggeactge
ccgetgetgg
acctggacac
gatctggtta
gcatggetgg
cctctgtttg
cegatgtttyg
ggtatggtta
atgetgggtg
tatgatcegg
gaagcagtta
aatgaagaaa
catatcattg
accatgcatg
ctgggttaa

<210> 29
<211> 987
<212> DNA

gogaagcage
atctgggega
tgctgattee
caaaacattt
cgggtcgtta
ttggtcgtga
cagcatttge
caagcgaaat
cagcatggge
aagcactgce
atggtgaaag
aatggggtge
ttagececaggt
ccggtecatcet
aagaagttgc

aaccgcagec

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 13

<400> 29

agatcgtgca
aatccgeatg
ggcacagggt
tecaggttttt
taccctggat
aaccctgatt
aaaaccgggt
tegtcegect
aaaatggetg
ggatgaactg
tgatggtgea
aagctgggea
gegtgtteceg
gatgggtgca
aggtcaagag

ggaacgttat
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gatagectttg
aattatgttg
gaaagttggt
gcaattgatc
atttttggta
gcaggtaata
caggttcgtg
tatggteccgg
ggtecgeagt
ccggaagatc
geaccgacoc
agceggtttty
gttctgetga
ctgagcgatce
gttacctatg

accgatgttc

ttagocatga
ttcagggcaa
ggggttatga
tgegtggtca
atgatgtggt
gcagcggtgyg
cagttatget
gtatttggca
ggtcaattgg
tgetgectgg
cteocgeoagea
ccaataccgg
ccocatcattt
tgcaggcagce
ttagcctgga

tgctggattg

47

tttcaaagaa
caaaaaaagt
agcageaatt
gggtegtacce
gcgctttatc
tctgattggt
ggaagatccg
gggtctgggt
tgattgggat
tattggtttt
tctgaaagaa
ttgtgaacat
tegtecagatt
acaggttegt
tgcaccgeat

ggttaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

969
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atgaattatg
agegaaagtt
tttgcagttg
gatacctttg
gttagcggtc
ggtcagattc
gcaattggte
tggctgggty
gaaattccgg
gatctgacac
gatgcaacct
catcatagece
caggttaget
aactttccge
attaccacct
gttgcaagcg
accagcgcac

<210> 30
<211> 843
<212> DNA

caaccgeagg
ggtggggtta
atatgcgtgg
gtaatgatct
tgagcagcgg
gtgcagcagt
agagtgttat
cacagtggac
catggattct
tgaatgaata
gtgatcatga
gtgcaattga
atgcacaggg
tggcaagcca
ggatggcaag
caagcgcaca

cgagcacegg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ORF se optimizé en codones y, por tanto, difiere de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 14

<400> 30

tagcagegat
tgaaatggca
tcagggtcag
ggtgaaattc
tggtgttgtg
ttatgaagat
gcagaccgtt
cattggtgat
gcagtatctg
tgatccggaa
agcaatgetg
toecgtatace
tetgattace
tgatatgcat
cctgggtatt
ggttagcgca

tcattaa
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aaaccggcac
atgtggetge
agtacctgga
ategatatcg
agegcatgge
ccgectetgt
gecaggtoegt
caggcaggta
ggtaatacca
tggggtcatg
acccatgtta
ggtaatctga
accaatggca
aattctgatc
ggtagtgcag

gcaagcaccg

tgctgctggt
tgaaagatga
cacegggteg
tgattaaacyg
tgagcgcatt
ttgcaagcca
tttttaacct
tggttgecage
ccagtggtece
gttttgttag
aagtteeggt
ttggtagegt
atcagagett
cggcaaccta
ttattccggg

caccgcctag

48

tcegggteag
ttatcaggtt
ttatageectg
tceggttgtt
tgcaaaacct
gagcaaaccg
gtggtataaa
aatgccgaaa
gaccggtetg
tggcacegtt
totgtttace
tagegatacc
taccctgaaa
tgttagcgea
tccggttaaa

ctgtaccagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

987



10

atgaccgttg
gaagttgtte
ccggaacagg
tttcatgttt
tatagcctgg
ccggeagttg
gcaatgcetg
ctgacaccgg
ageaccacate
cegegtetgg
gatgcacgtg
cgtcgeggte
ggtagccgta
geaggeggty
taa

<210> 31
<211> 981
<212> DNA

ttgatccgece
tgaatcatge
gtggtagttg
ttgcagttga
atgattttgg
ttgcaggtaa
gtcaggttcg
tttgtggtce
tgggegatca
gtaetggeage
gtcgeectgg
gcggtggteg
ccagcggcac

ceegtggtece

<213> Artifical Sequence

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia artificial de ADN codifica el polipéptido con SEQ ID NO: 15

<400> 31
atgagcgttc

aaacaaattg
coggeattac
ggtctgetgg
acctggacac
gcactggcaa
gcatggctga
ccogetgtttyg
ccggtttttg

ggtctggttg

cggttaccce
atctgggtga
tgctgctgee
cagaacattt
cgggtegtta
ttcgtcgtece
gcgectatge
caagcgaact
aactgtatcg

cagcagcaca

tgcaccgogt
agaagcaggt
gtggtcttat
tctgegtggt
taatgatctg
tagcageggt
tgecagttctg
gggtgttegt
gtggggtyggt
cgecagcagea
tgcagcacgt
tgaacgcacc
cggtcgttgt

tcoctecgeet

gagcgcacgt
agtggttctg
ggaacagacc
tcatgttttt
tagcctggat
ggttgttgtt
actgcectggt
gacaccggca
tgattatctg

ggcaagteeg
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gattttcegg
agtccggate
gaacgtgtta
cgtggtcegta
gttcgtttte
ggtgttctgg
ctggaagatc
caggcagcag
ggtcegteegg
gttegtgttg
ggacgtcctg
ggtacaacca
cgtaaaccgt

cgtcagatte

aatgtttttg
aattatgcag
ggtagttggt
gcagttgatc
aattttggta
gcaggttgta
cagattegtg
catggtcatg
ggcgatcagt

gcaaaaatga

aactgctggt
gteeggeact
tgcecgetgece
gcaccecgtac
tggcecctggt
cagcatggte
cgectetgtt
gtccgetgtt
gtegtgttea
cacgtegtge
cocggtgttgg
ccgttctgag
ttcgtetgeg

gcgcagatgt

ttcecgecatge
aagcaggtac
ggtcttatga
tgcgtggtea
atgatctggt
gcageggtgyg
gtgcactgtyg
gtgttogtca

ggtcagttgg

tgagectgtt

49

tgatctgggt
ggttecggty
tgcacgegat
accgcegtegt
tgttcegeegt
aagcgcctat
tagcagogaa
tgaactgctg
tggtggegtt
agcagcaacce
tggtgcaget
cggtctgacc
tcagtggtgy

togtaccegt

atttccagag
accggataaa
accggcaatg
gggtcegtage
gcgttttatt
tgttctggea
tgaagatgca
gggtgcaggt
tgattgggca

taaaatgcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ggtgaaccge
ggcaccgttg
ctgattaccc
agcgaactge
tatcagagct
geagttoetga
gcagcaaqgeqg

<210> 32
<11>7
<212> PRT

ctcagaatct
gtctgcattg
atcatgcacg
aggcagaacqg
ttcecggatge
cegeatggge

cacatgttta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> resto de aminoéacido

<220>

<221> PEPTIDO

<2225 (1)..(7)
<4005 32

gcgtgaatat
tccgcatgat
taccaccgat
tgcacaggcc
agcacatgca
agcaaaactyg

a

Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly

1

<210> 33
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> resto de aminoéacido

<220>

<221> PEPTIDO

<2225 (1)..(7)
<400> 33

Arg Thr Ile Asp Pro Glu Thr

1

<210> 34
<11>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> resto de aminoéacido

<220>

<221> PEPTIDO

<2225 (1)..(7)
<400> 34

Asp Ala Leu His Met Met His

1

<210> 35
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> resto de aminoéacido

ES 2 843204 T3

gatccggaat
cgtatgctga
ccggaaaccg
attattegtg
atgcatacca

cctaoggttg

gggcacgtgt
gccaggttaa
gtgaatttct
cagceggtgt
cagaaccgge

cagataccag

50

tttttttgaa
aacaccggtt
gggtgcactg
tceggttgat
acgttatgca

acecgtoagea

660

720

780

840

300

960

981
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<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 35
Ala Gly &sp Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 36

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 36
Ala Gly &sp Ser Ser Leu Gly
1 5

<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 37
Ala Gly Gln Ser Ser Gly Gly

1 5

<210> 38

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 38
Ala Gly His Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 39

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)
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<400> 39
Ala Gly Ser Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 40

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 40
Ser Gly Asn Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 41

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 41
Ser Gly Asp Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 42

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 42
Ser Gly Gln Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 43

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 43

Ser Gly His Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 44

<11>7

52
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 44
Ser Gly Ser Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 45

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 45
Arg Thr Ile Asp Pro Glu Thr
1 5

<210> 46

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 46
Arg Asp Ile Asp Pro Asp Thr
1 5

<210> 47

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 47
Arg Gly Thr Asp Pro Glu Thr
1 5

<210> 48

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido
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<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 48
Arg Gly Ile Asp Pro Glu Thr
1 5

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 49
Asp Ala Leu His Met Met His
1 5

<210> 50

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 50
Asp Ala Ser His Met Met His
1 5

<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 51
Val val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly Leu Leu
1 5 10

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 52

54



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 843204 T3

Ile val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly val Leu
1 5 10

<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 53
His Ala Arg Thr Ile Asp Pro Glu Thr Gly Glu
1 5 10

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 54
His Met Arg Asp Ile Asp Pro Asp Thr Gly His
1 5 10

<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 55
His Met Arg Gly Thr Asp Pro Glu Thr Gly Asn
1 5 10

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 56
His Pro Asp Ala Leu His Met Met His Leu Phe
1 5 10

<210> 57
<211> 11
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 57
Val Pro Asp Ala Leu His Met Met His Gln Phe

1 5 10

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 58
Val Pro Asp Ala Ser His Met Met His Gln Ser
1 5 10

<210> 59

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 59

Ile Lys Arg Pro Val Val Val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly Leu Leu

1 5 190

Ala Ala Trp Leu Ser
20

<210> 60

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 60

Val Lys Arg Pro Val Ile Val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly Val Leu

1 5 10

Ala Ala Trp Leu Ser
20
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<210> 61

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 61
Val Arg Arg Pro Val Val Val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly Val Leu
1 3 10 15

Ala Ala Trp Leu Ser
20

<210> 62

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 62
Val Lys Arg Pro Val Val Val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly Val Leu
1 3 10 15

Ala Ala Trp Leu Ser
20

<210> 63

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 63
Ile Leu Ile Thr Hisg His Ala Arg Thr Ile Asp Pro Glu Thr Gly Glu
1 ] 10 15

Leu Leu Gly Ala Leu
20

<210> 64

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
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<2225 (1)..(21)

<400> 64
Val Leu Leu Thr His His Met Arg Asp Ile Asp Pro Asp Thr Gly His
1 3 10 15

Leu Val Gly Ala Leu
20

<210> 65

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 65
Val Leu Leu Thr His His Met Arg Gly Thr Asp Pro Glu Thr Gly Asn
1 3 10 15

Leu Leu Gly Ala Leu
20

<210> 66

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 66
Val Leu Leu Thr His His Pro Asp Ala Leu Hig Met Met His Leu Phe
1 G 10 15

Leu Leu Gly Ala Leu
20

<210> 67

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 67
Val Asp Tyr Gln Ser His Pro Asp Ala Leu Hig Met Met His Leu Phe
1 5 10 15

Asp Pro Ala Arg Tyr
20

<210> 68
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<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> resto de aminoéacido

<220> ]
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 68
Val Asp Tyr Ala Ser Val Pro Asp Ala Leu His Met Met His Gln Phe
1 3 10 15

Agp Pro Pro Arg Tyr
20

<210> 69

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 69

val Asp Tyr Glu Ser Val Prc Asp Ala Ser His Met Met His Gln Ser
1 5 10 15

Ala Pro Ala Arg Tycr
20
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona por medio
de un polipéptido que disocia hidroliticamente, caracterizado porque se hidroliza la zearalenona y/o al menos un
derivado de zearalenona mediante el polipéptido, que es una hidrolasa con una secuencia de aminoacidos de la
secuencia ID n® 13 o una variante funcional de la misma, en donde hay una identidad de secuencia de al menos el
70% entre la variante funcional y la secuencia de aminoacidos.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el polipéptido contiene al menos un segmento de
secuencia de aminoacidos conservado o una variante funcional del mismo, en donde la variante funcional del
segmento de secuencia de aminodcidos tiene una identidad de secuencia de al menos un 70%, preferiblemente al
menos un 84%, mas preferiblemente al menos un 92% y lo mas preferiblemente al menos un 98%, y el al menos un
segmento de secuencia de aminoacidos conservado se selecciona a partir del grupo de secuencias de aminoacidos
+89 a +145, +223 a +228, +257 a +261, +263 a +270 de la secuencia con la secuencia ID n? 1.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el polipéptido tiene al menos una mutacién de la
secuencia de aminoacidos con respecto a la secuencia ID n® 1 en al menos una de las siguientes posiciones
seleccionadas a partir del grupo: 22, 23, 25, 26, 27, 29, 31, 32, 35, 37, 42, 43, 46, 51, 53, 54, 57, 60, 69, 72, 73, 78,
80, 84, 88, 95, 97,99, 114, 118, 119, 123, 132, 141, 146, 148, 149, 154, 163, 164, 165, 169, 170, 172, 176, 180, 182,
183, 190, 191, 194, 196, 197, 198, 201, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 212, 213, 214, 216, 217, 220, 221, 222,
229, 231, 233, 238, 240, 244, 245, 246, 248, 249, 251, 254, 256, 260, 262, 263, 266, 269, 271, 277, 280, 281, 282,
283, 284, 285, 286, 287, 292, 296, 298, 302, 307, 308, 309, 311, 314, 317, 319, 321, 323, 325 y 326.

4. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1, 2 o 3, caracterizado porque el polipéptido tiene al menos una
mutacién de la secuencia de aminoacidos con respecto a la secuencia ID n® 1 seleccionada a partir del grupo D22A,
S23Q, S23L, N25D, 126V, F27Y, F27H, S29P, R31A, F32Y, R35K, R35Q, V37A, V42I, V43T, F46Y, S51E, S51D,
D53G, N54M, N54R, L57V, L60I, S69G, P72E, V73A, A78S, N8OH, F84Y, 188L, T95S, T97A, R99K, 1114M, 1118V,
K119R, V123I, L132V, A141S, 1146V, 1146L, A148G, A149V, A154P, P163T, A164T, Y165C, Y165H, V169I, L170R,
A172G, A176M, A176V, Y180F, D182T, F183Y, 1190V, G191S, K194T, K194E, F196Y, V197C, V197R, E198R,
E198S, K201D, K201G, P204S, P204A, A205S, K206P, A207M, M208A, Q209R, L210A, L210S, AP212, T213V,
P214A, E216T, E216G, A2171, N220H, L221M, K222R, K222Q, G229A, A231V, F233W, F233Y, F233H, A238G,
H240N, H240S, D244E, R245Q, M246L, S248T, S248N, S248G, Q249R, K251N, 1254V, 1256L, A260M, T262D,
T262G, 1263T, E266D, E269H, E269N, L271V, L277E, E280A, E280L, H281R, H281Q, A282V, Q283R, D284L,
D284R, 1285L, 1286M, R287E, R287D, R292K, R292T, Q296A, Q296E, H298V, L302S, L307Q, F308S, D309A, A311P,
A314V, L317F, S319Q, S319P, S319R, S321A, S321T, T323A, P325A, A326P.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el polipéptido se utiliza en un aditivo
que contiene un adyuvante que disocia la zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona para piensos para
cerdos, aves de corral y acuicultura, en alimentos o en granos secos de destileria con solubles.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado porque los adyuvantes contenidos en el aditivo se
seleccionan a partir de al menos un vehiculo inerte, asi como ingredientes adicionales opcionales, tales como
vitaminas y/o minerales y/o enzimas y/u otros componentes para eliminar la toxicidad de las micotoxinas.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 5 o 6, caracterizado porque el polipéptido esta contenido en el aditivo en una
concentracion de como maximo 10.000 U/g, preferiblemente como maximo 1000 U/g, méas preferiblemente como
maximo 100 U/g y lo més preferiblemente como méaximo 10 U/g.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 5, 6 o 7, caracterizado porque el aditivo se emplea en forma encapsulada o
recubierta.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el polipéptido o el aditivo se mezcla
con un producto alimenticio o pienso contaminado con zearalenona y/o con al menos un derivado de zearalenona,
porque el producto alimenticio o el pienso contaminado se pone en contacto con humedad y porque el polipéptido o el
aditivo hidroliza la zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona presente en el producto alimenticio o el
pienso contaminado.

10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se hidroliza al menos el 70%,
preferiblemente al menos el 80%, en particular al menos el 90% de la zearalenona y/o de al menos un derivado de
zearalenona.

11. Uso de un aditivo que contiene al menos un polipéptido con una secuencia de aminoacidos de la secuencia ID n®
13 o una variante funcional de la misma, en donde una identidad de secuencia entre la variante funcional y la secuencia
de aminoacidos es de al menos el 70%, para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o al menos un derivado de
zearalenona en piensos, en particular para cerdos, aves y acuicultura, en alimentos o en granos secos de destileria
con solubles.
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Fig. 1A

Fig. 1B

Fig. 1C
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