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ES 2281078 T3

DESCRIPCION

Procedimiento de tratamiento de tejidos que contienen celulosa usando composiciones de la enzima celulolasa
truncada.

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para tratar con celulasa tejidos que contienen algodén
y tejidos con celulosa que no contienen algoddn. En particular, el procedimiento de la presente invencién se refiere a
poner en contacto tejidos que contienen algoddn y tejidos que no contienen algodén con una composicién que contiene
una composicion de celulasa que comprende uno o mas enzimas celulasa truncados.

Estado de la técnica

Durante su fabricacién o poco después, los tejidos que contienen algodén pueden tratarse con celulasa para propor-
cionar al tejido propiedades deseables. Por ejemplo, en la industria textil, la celulasa ha sido utilizada para mejorar el
tacto y/o la apariencia de tejidos que contienen algoddn, para eliminar fibras superficiales de los tejidos que contienen
algodon, para proporcionar la apariencia de lavado a la piedra a tejanos y similares que contienen algodén.

En particular, las solicitudes de patente japonesas 58-36217 y 58-54032 asi como también Ohishi et al., “Reforma-
tion of Cotton Fabric by Cellulase” y el articulo de JTN en Diciembre de 1988 “What’s New - Weight Loss Treatment
to Soften the Touch of Cotton Fabric” describen que el tratamiento con celulasa de telas que contienen algodén pro-
porciona un tacto mejorado a la tela. Generalmente se cree que este tratamiento con celulasa elimina la borrilla y/o las
fibras superficiales del algodén reduciendo el peso de la tela. La combinacién de estos efectos proporciona un tacto
mejorado a la tela.

Adicionalmente, en el campo de la técnica era conocido el tratamiento de telas con una solucién de celulasa, bajo
condiciones de agitacién y en cascada, por ejemplo mediante la utilizacién de un chorro, con el propédsito de eliminar
las fibras e hilos rotos habituales en estas telas tejidas.

Las prendas de vestir confeccionadas con telas de celulosa, como los tejanos de algodén, tienen una textura rigida
debido a la presencia de composiciones de apresto utilizadas para facilitar la fabricacién, el manejo y el conjuntado de
articulos de confeccién y normalmente la apariencia es de un tefiido reciente e intenso. Una caracteristica deseable de
la ropa tejana tefiida con indigo es la modificacién de los hilos tefiidos con hilos blancos, lo que proporciona al tejano
una apariencia de blanco sobre azul.

Después de un periodo largo de uso y lavado, en los articulos de confeccion, en particular los tejanos, se pueden
desarrollar variaciones en la profundidad o la densidad del color, en forma de aclarado, localizadas en las piezas y
las costuras de la prenda de vestir. Adicionalmente, a menudo puede aparecer un desgaste general de las prendas de
vestir, asi como fruncidos y algunas arrugas en las piezas de tela. Adicionalmente, después del lavado, se elimina
sustancialmente el apresto de la tela resultando en una sensacién mds suave. En los ultimos afios, la apariencia de
usado o “lavado a la piedra” se ha convertido en muy deseable para una parte sustancial del piblico.

Los procedimientos anteriores para proporcionar esa apariencia de usado incluian el lavado a la piedra de una
pieza de vestir en un bafio de grandes dimensiones con piedras piedra pdmez con un tamafio de particula de apro-
ximadamente 1 a 10 pulgadas y con particulas de piedra pémez mds pequefias generadas por la naturaleza abrasiva
del procedimiento. Normalmente, la prenda de vestir se voltea con la piedra pémez mientras estd himeda durante un
periodo suficiente como para que la piedra pémez desgaste la tela para provocar zonas desgastadas de color mas claro
localizadas en las piezas de tela y zonas mds claras similares en las costuras. Adicionalmente la piedra pémez suaviza
la tela y provoca una superficie con pelusa parecida a la producida por el uso y el lavado de la tela durante un periodo
largo. Este procedimiento genera el efecto deseado de contraste de blanco sobre azul descrito arriba.

El uso de las piedras pémez tiene varias desventajas, incluyendo los dafios por sobrecarga de los motores de
las maquinas, el dafio mecdnico en los mecanismos de transporte y en los tambores de lavado, problemas con la
eliminacién al medio de la arena que se produce y gastos elevados de costura asociados con la eliminacién manual de
las piedras que quedan en los bolsillos de las prendas.

En vista de los problemas asociados con las piedras pdmez en el lavado a la piedra, se utilizan las soluciones de
celulasa como un sustituto de las piedras pémez bajo condiciones de agitacion y en cascada, es decir, en una maquina
de lavado de tambor rotatorio, para generar una apariencia de “lavado a la piedra” a los tejanos (Patente US 4832864).
El documento EP-A-0307564 también describe el uso de la celulosa para proporcionar una apariencia de tela lavada a
la piedra.

Las celulasas son enzimas que hidrolizan celulosa (enlaces 5-1,4-D-glucano) y proporcionan glucosa, celobio-
sa, celooligosacdridos, y similares como productos principales. Las celulasas las producen varios microorganismos
y comprenden varias clasificaciones enzimadticas diferentes que incluyen aquellas identificadas como exo-celobiohi-
drolasas (en inglés exo-cellobiohydrolases, CBH), endoglucanasas (EG) y S-glucosidasas (BG) (Schulein, M, 1988
Methods in Enzymology 160: 235-242).
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Los enzimas incluidos en estas clases pueden separarse en componentes individuales. Por ejemplo, la celulosa
producida por los hongos filamentosos, Trichoderma longibrachiatum, en adelante T. longibrachiatum, consiste en al
menos dos componentes CBH, es decir CBHI y CBHII, y al menos cuatro componentes EG, es decir, los componentes
EGIL, EGIL EGIIl y EGV (Saloheimo, A. et al. 1993 in Proceedings of the second TRICEL symposium on Trichoder-
ma reesei Cellulases and Other Hydrolases, Espoo, Finland, ed. por P. Suominen & T. Reinikainen. Foundation for
Biotechnical and Industrial Fermentation Research 8:139-146), y al menos una S-glucosidasa. Los genes que codifican
estos componentes se denominan cbhl, cbh2, egll, egl2, egl3, y egl5 respectivamente.

El sistema completo de celulasa que comprende los componentes CBH, EG y BG actda sinérgicamente en la con-
version de celulosa cristalina a glucosa. Las dos exo-celobiohidrolasas y las cuatro endoglucanasas conocidas actiian
conjuntamente para hidrolizar la celulosa a celo-oligosacdridos pequefios. Los oligosacdridos (principalmente celo-
biosas) se hidrolizan a glucosa mediante las principales S-glucosidasas (con una hidrélisis adicional de componentes
menores de las S-glucosidasas).

Un problema con el uso de composiciones completas de celulasa de microorganismos Trichoderma sp. y de otras
fuentes fungicas para el lavado a la piedra de la ropa tejana tefiida es la eliminacién incompleta del colorante provocada
por la redeposicion o el retefiido de parte del tinte que vuelve a tefiir la ropa durante el procedimiento de lavado a la
piedra. En el caso de telas tejanas, esto causa la recoloracién de los hilos azules y la coloracién de los hilos blancos,
resultando en menos contraste entre los hilo azules y los blancos y los puntos de abrasion (es decir, una apariencia de
azul sobre azul en vez del blanco sobre azul preferido). Ver, American Dyestuff Reporter, Sept. 1990, pp. 24-28. Esta
redeposicion es inaceptable para parte de los usuarios.

Son preferidas las celulasas de Trichoderma a causa de su actividad superior sobre las telas tejanas, incluso aunque
provoquen el retefiido. Adicionalmente, las celulasas con un alto nivel de pureza pueden ser beneficiosas en la presente
invencién. La alta actividad especifica o un alto nivel de pureza resultan en un nivel de abrasién mas elevado con un
procesamiento significativamente mas corto y por lo tanto es preferible para los fabricantes de ropa tejana.

Los intentos de reducir la cantidad del tinte que se redeposita incluyen la adicién de productos quimicos adiciona-
les, como surfactantes, proteasas u otros agentes, en el lavado de celulasa para ayudar a dispersar el tinte desprendido.
Adicionalmente, los fabricantes utilizan una celulasa completa menos activa, conjuntamente con lavados extra. Atdn
asi, esto resulta en costes adicionales y en tiempos de procesado mayores. Otro procedimiento incluye el uso de un
agente suave del tipo lejia o un agente para la eliminacién del tinte. Este procedimiento afecta al tono final de la
prenda e incrementa el tiempo de procesamiento. Finalmente, para el fabricante la utilizacién conjunta de enzimas y
piedras comporta todos los problemas que causa la utilizacion s6lo de piedras. Por lo tanto, es deseable encontrar un
procedimiento para prevenir la redeposicion del colorante durante el lavado a la piedra con celulasas.

El andlisis de proteinas de las celobiohidrolasas (CBHI y CBHII) y de las principales endoglucanasas (EGI y
EGII) de T. longibrachiatum muestra que existe una organizacién bifuncional en forma de un dominio del centro
catalitico y un dominio de unién para celulosa més pequeiio separados por un conector o una regién bisagra flexible
de aminodcidos rica en prolina y hidroxiaminoécidos. A partir de T. longibrachiatum se han aislado genes para las
dos celobiohidrolasas, CBHI y CBHII (Shoemaker, S et al 1983 Bio/Technology 1, 691-696, Teeri, T et al 1983,
Bio/Technology 1, 696-699 y Teeri, T. et al, 1987, Gene 51, 43-52) y para dos de las endoglucanasas principales, EGI
y EGII (Penttila, M. et al 1986, Gene 45, 253-263, Van Arsdell, J.N/ et al 1987 Bio/Technology 5, 60-64 y Saloheimo,
M. et al 1988, Gene 63, 11-21) y se ha confirmado la estructura del dominio proteico.

En las celulasas bacterianas se encuentra una organizacién bifuncional de enzimas celulasa similar. Se han estudia-
do extensivamente el dominio de unién celulasa (CBD) y el centro catalitico de la endoglucanasa A de Cellulomonas
fimi (C. fimi Cen A) (Ong E. et al 1989, Trends Biotechnol. 7:239-243, Pilz et al 1990, Biochem J. 271:277-280 y
Warren et al 1987, Proteins 1:335-341). Se han clonado los fragmentos génicos que codifican el CBD y el CBD con
el conector, expresado en E. coli y han demostrado tener nuevos efectos sobre las fibras de celulosa (Gilkes, N.R. e?
al 1991, Microbiol. Rev. 55:305-315 y Din, N ez al 1991, Bio/Technology 9:1096-1099). Por ejemplo, el CBD aislado
a partir de C. fimi Cen A expresado genéticamente en E. coli rompe la estructura de las fibras de celulosa y libera
pequeiias particulas pero no tiene una actividad hidrolitica detectable. EIl CBD ademas tiene un amplio espectro de
aplicaciones en la purificacién de proteinas y en la inmovilizacién enzimadtica. Por otro lado, el dominio catalitico de
C. fimi Cen A aislado a partir de la celulasa escindida por proteasa no rompe la estructura fibrosa de la celulosa y en
vez de ello suaviza la superficie de la fibra.

Utilizando este procedimiento bioquimico se han separado proteoliticamente y se han purificado los dominios del
centro CBHI de Trichoderma longibrachiatum obteniendo solamente cantidades del orden de miligramos (Offord D.,
et al 1991, Applied Biochem. and Biotech. 28/29:377-386). Se han llevado a cabo estudios similares para el andlisis
de los dominios de centro y de unién de CBHI, CBHII, EGI y EGII aislados a partir de T. longibrachiatum después de
protedlisis bioquimica, pero sélo se recuperd proteina suficiente para un andlisis estructural y funcional (Tomme, P et
al, 1988, Eur.J. Biochem 170:575-581 y Ajo, S, 1991 FEBS 291:45-49). Por lo tanto, en el estado de la técnica no se
han reconocido las posibles mejoras en el procesado textil que proporciona el uso de regiones de dominios de centros
celulasa o de unién de celulasa.
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Resumen de la invencion

Uno de los objetos de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para el tratamiento de telas que
contienen celulosa que tiene como resultado una redeposicion reducida y un nivel equivalente de abrasion de la tela
tratada en comparacién con los procedimientos conocidos en la técnica anterior.

De acuerdo con la presente invencidn se proporciona un procedimiento como el definido en la reivindicacion 1
para el tratamiento de telas que contienen celulosa con una composicién de celulasa. La composicién de celulasa
comprende un enzima truncado que comprende un centro catalitico de tipo CBH que carece de un dominio de unién
celulasa. Preferiblemente, el centro truncado de celulasa comprende un centro CBHI o CBHII. Més preferiblemente,
la concentracion de celulasa es de aproximadamente 0,1 a 1000 ppm, mds preferiblemente de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 250 ppm.

A causa de la actividad de redeposicion sorprendentemente reducida de las composiciones de enzima celulasa
truncada de acuerdo con la presente invencion, las telas que contienen celulosa podrian mejorarse de una manera
sorprendente en cuanto al lavado a la piedra con una composicién apropiada que contenga el enzima truncado.

Una ventaja de la presente invencion es que se emplea una composicién de celulasa que comprende un enzima con
centro truncado de celulasa en combinacién con una celulasa no truncada del tipo EG que comprende un dominio de
unidn a celulosa y un centro catalitico, que le otorgan caracteristicas deseables a las telas que contienen celulosa.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1(a)-1(b) muestra el ADN gendémico y la secuencia de aminodcidos del CBHI derivado a partir de
Trichoderma longibrachiatum. La secuencia de sefializacién comienza en el par de bases 210 y acaba en el par de
bases 260 (Seq ID No. 25). El dominio del centro catalitico comienza en el par de bases 261 hasta el par de bases 671
del primer ex6n, el par de bases 739 hasta el par de bases 1434 del segundo exon, y el par de bases 1498 hasta el par de
bases 713 del tercer exén (Seq ID No. 9). La secuencia del conector comienza en el par de bases 714 y acaba en el par
de bases 1785 (Seq ID No. 17). El dominio de unién comienza en el par de bases 1786 y acaba en el par de bases 1888
(Seq ID No. 1). Las secuencias Seq ID Nos. 26, 10, 18 y 2 representan la secuencia de aminodcidos de la secuencia de
seflalizacién CBHI, el dominio del centro catalitico, la regién del conector y el dominio de unién, respectivamente.

La figura 2(a)-2(b) muestra el ADN gendmico y la secuencia de aminodcidos del CBHII derivado a partir de
Trichoderma longibrachiatum. La secuencia de sefializacién comienza en el par de bases 614 y acaba en el par de
bases 685 (Seq ID No. 27). El dominio de unién de celulosa comienza en el par de bases 686 hasta el par de bases 707
del ex6n niimero uno, el par de bases 755 hasta el par de bases 851 del exén nimero dos (Seq ID No. 3). La secuencia
del conector comienza en el par de bases 852 y acaba en el par de bases 980 (Seq ID No. 19). El dominio del centro
catalitico comienza en el par de bases 981 hasta el par 1141 del exén nimero dos, el par de bases 1199 hasta el par
de bases 1445 del exén nimero tres, y el par de bases 1536 hasta el par de bases 2221 del exén nimero cuatro (Seq
ID No. 11). Las secuencias Seq ID Nos. 28, 4, 20 y 12 representan la secuencia de aminodcidos de la secuencia de
sefalizacién CBHII, el dominio de unién, la regidn del conector y el dominio del centro catalitico, respectivamente.

La figura 3 muestra el ADN gendémico y la secuencia de aminodcidos del EGI. La secuencia de sefializacién
comienza en el par de bases 113 y acaba en el par de bases 178 (Seq ID No. 29). El dominio del centro catalitico
comienza en el par de bases 179 hasta el par de bases 882 del primer exdn, y el par de bases 963 hasta el par de bases
1379 del segundo ex6n (Seq ID No. 13). La secuencia del conector comienza en el par de bases 1380 y acaba en el
par de bases 1460 (Seq ID No. 21). El dominio de unién de la celulosa comienza en el par de bases 1461 y acaba en el
par de bases 1616 (Seq ID No. 5). Las secuencias Seq ID Nos. 30, 14, 22 y 6 representan la secuencia de aminodcidos
de la secuencia de sefializacion EGI, el dominio del centro catalitico, la regién del conector y el dominio de unin,
respectivamente.

La figura 4 muestra el ADN gendmico y la secuencia de aminodcidos del EGII. La secuencia de sefializacién
comienza en el par de bases 262 y acaba en el par de bases 324 (Seq ID No. 31). El dominio de unién de celulosa
comienza en el par de bases 325 y acaba en el par de bases 432 (Seq ID No. 7). La secuencia del conector comienza en
el par de bases 433 y acaba en el par de bases 534 (Seq No. 23). El dominio del centro catalitico comienza en el par de
bases 535 hasta el par 590 del ex6én nimero uno, el par de bases 765 hasta el par de bases 1689 del ex6én nimero dos
(Seq ID No. 15). Las secuencias Seq ID Nos. 32, 8, 24 y 16 representan la secuencia de aminodcidos de la secuencia
de sefializacion EGI, el dominio de unidn, la regién del conector y el dominio del centro catalitico, respectivamente.

La figura 5 muestra el ADN gendémico y la secuencia de aminodcidos del EGIII. La secuencia de sefializacién
comienza en el par de bases 151 y acaba en el par de bases 198 (Seq No. 35). El dominio del centro catalitico comienza
en el par de bases 199 hasta el par 557 del exén niimero uno, el par de bases 613 hasta el par de bases 833 del ex6n
nimero dos y el par de bases 900 hasta el par de bases 973 del exén nimero tres (Seq ID No. 33). Las secuencias
Seq ID Nos. 36 y 34 representan la secuencia de aminodcidos de la secuencia de sefializacién EGIII y el dominio del
centro catalitico, respectivamente.

La Figura 6 ilustra la construccion del vector de expresién del dominio del centro EGI (Seq ID No. 37).
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La Figura 7 ilustra la construccién del plasmido de expresion pTEX (Seq ID No. 39-41).
La Figura 8 ilustra la construccién del vector de expresion del dominio del centro CBHI (Seq ID No. 38).
La Figura 9 ilustra la construccién del vector de expresion del dominio del centro CBHII (Seq ID No. 39).

La Figura 10 ilustra los resultados de abrasién/redeposicion que se obtienen y compara el centro EGI con EGI y el
centro EGII con EGII.

LaFigura 11 ilustra la mejora en los resultados de abrasién/redeposicién de ropa tejana tratada con EGIII afiadiendo
CBHI.

Descripcion detallada de la invencion

I. Definiciones

“Tela que contiene algoddn” significa telas cosidas o sin coser hechas con algodén puro o mezclas de algodén que
incluyen telas de algodén tejidas, telas de algodén de punto, telas de algodén tejanas, hilos de algodén y similares.
Cuando se emplean mezclas de algodon, la cantidad de algodén en la tela deberia ser de aproximadamente al menos
el 40 por ciento en peso de algodon; preferiblemente, mds de aproximadamente el 60 por ciento en peso de algodén;
y mas preferiblemente, mds de aproximadamente el 75 por ciento en peso de algodén. Cuando se emplea en forma
de mezclas, el otro material que se emplea en la tela puede incluir una o més fibras distintas al algodén incluyendo
fibras sintéticas como las fibras de poliamida (por ejemplo nylon 6 y nylon 66), fibras acrilicas (por ejemplo, fibras
de poliacrilonitrilo), y fibras de poliéster (por ejemplo, tereftalato de polietileno), fibras de alcohol polivinilico (por
ejemplo, Vinylon), fibras de cloruro de polivinilo, fibras de cloruro de polivinilideno, fibras de poliuretano, fibras de
poliurea y fibras de aramida.

“Tela que contiene celulosa” significa cualquier tela celuldsica que contiene o no contiene algodén o mezcla que
contiene o no contiene algodoén incluyendo celuldsicos naturales y celulésicos fabricados por el hombre (como yute,
lino, ramié, rayén, TENCEL™). Entre las telas del titulo fabricadas por el hombre que contienen celulosa se incluyen
telas regeneradas que son conocidas en la técnica anterior como el ray6n. Otras telas fabricadas por el hombre que
contienen celulosa incluyen fibras de celulosa modificadas quimicamente (por ejemplo, celulosa derivada con acetato)
y fibras de celulosa hilada en solvente (por ejemplo, lyocell). Por supuesto, la definicién de tela que contiene celulosa
incluye cualquier prenda o hilo hecho con tales materiales. De manera similar, “tela que contiene celulosa” incluye
fibras textiles fabricadas de tales materiales.

“Composicion de lavado a la piedra” significa una formulacién para uso en telas lavadas a la piedra que contienen
celulosa. Las composiciones de lavado a la piedra se utilizan para modificar las telas que contienen celulosa antes
de ponerlas para la venta al ptblico, es decir, durante el proceso de fabricacion, a diferencia de las composiciones
detergentes que se suponen para el lavado de prendas sucias.

“Lavado a la piedra” se refiere al tratamiento de una tela de color que contiene celulasa con una solucién de
celulasa en condiciones de agitacidn y en cascada, es decir, en una maquina de lavado de tambor rotatorio, que aporta
una apariencia de “lavado a la piedra” a la ropa tejana. En la patente US 4832864 se describen procedimientos para
proporcionar una apariencia de tela lavada a la piedra. Generalmente, las técnicas de lavado a la piedra se aplican a la
ropa tejana tefiida.

“Celulasa de redeposicion” se refiere a las celulasas que, al utilizarlas en el lavado a la piedra enzimadtico o en
otros tratamientos de telas que contienen celulosa que utilizan soluciones de celulasa, provocan la redeposicion del
tinte sobre el sustrato. Este efecto a menudo se denomina “backstaining”. Dicho “backstaining” de la tela conlleva un
lavado a la piedra incompleto debido a que en vez del contraste de azul sobre blanco deseado, la redeposicién provoca
una coloracioén azul sobre azul. Las celulasas de redeposicion incluyen aquellas derivadas de microorganismos tales
como el microorganismo fungico Trichoderma sp. y similares. En particular, EGI, EGII, CGHI y CBHII son conocidos
por mostrar un comportamiento de redeposicion significativo en su estado no truncado.

“Agente activo de superficie o surfactante” se refiere a surfactantes anidnicos, no idnicos y amfoliticos conocidos
por su uso en composiciones detergentes.

“Medio de lavado” se refiere a una solucién acuosa de lavado preparada mediante la adicién al agua de la canti-
dad necesaria de una composicion detergente. El medio de lavado generalmente contiene una cantidad de detergente
efectiva para la limpieza.

“Enzimas celuloliticos” o “Enzimas celulasa” se refieren a exoglucanasas fingicas o exo-celobiohidrolasas, en-
doglucanasas, y S-glucosidasas. Estos tres tipos diferentes de enzimas celulasa actiian sinérgicamente para convertir
celulosa y sus derivados en glucosa. El andlisis de los genes que codifican CBHI, CBHII, EGI, EGIl y EGV en Tricho-
derma longibrachiatum muestran una estructura del dominio que comprende una regiéon o dominio de centro catalitico
(CCD), una region bisagra o conector (utilizado de manera equivalente en el presente documento) y una regién o
dominio de unién de celulosa (CBD).
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En el presente documento, a una composicién de celulasa producida por una fuente natural y que comprende uno o
mads tipos de celobiohidrolasa y endoglucanasas donde cada uno de estos componentes se encuentra en la proporcién
producida por la fuente, se le denomina ocasionalmente como “Sistema completo de celulasa” o como “composicién
completa de celulasa” para distinguirla de las clasificaciones y los componentes de la celulasa aislados a partir de
ella, de las composiciones incompletas de celulasa producidas por bacterias y algunos hongos, de una composicién
de celulasa que se obtiene a partir de un microorganismo genéticamente modificado de tal manera que se potencie la
produccion, que se disminuya la produccion, o que no produzca uno o mas de los tipos de celobiohidrolasa y/o tipos
de endoglucanasa que son componentes de la celulasa, o de una composicién enzimatica de celulasa truncada, como
se define en el presente documento.

La presente invencidon contempla especificamente la aplicabilidad de las celulasas que contienen regiones de do-
minios de centro y de unién como se define en las reivindicaciones. Por ejemplo, las celulasas bacterianas de Ther-
monospora sp., Cellulomonas sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Streptomyces sp. son conocidas por tener regién de
dominio de unién y region del centro.

Para el uso en la presente invencion se prefieren las celulasas fingicas. Mds preferiblemente, las celulasas fingicas
derivan de Trichoderma sp., incluyendo Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii,
Penicillium sp., Humicola. sp., incluyendo Humicola insolens, Aspergillus sp., y Fumarium sp. Tal como se utiliza
en el presente documento, el término “Trichoderma” o “Trichoderma sp.” se refiere a cualquier cepa que haya sido
clasificada previamente como Trichoderma o que esté clasificada como Trichoderma. Mas preferiblemente, la celulasa
deriva de Trichoderma longibrachiatum o Trichoderma viride.

“Celulasa fiingica” se refiere a una composicién enzimatica que proviene de fuentes fiingicas o de microorganismos
genéticamente modificados para incorporar o expresar todo o parte de los genes celulasa obtenidos de una fuente
fingica. Los hongos capaces de producir celulasas ttiles en la preparacién de las composiciones de celulasa descritas
en el presente documento se describen en la patente GB 2094826A.

Generalmente, la mayoria de las celulasas fungicas presentan su actividad éptima a pH 4cido o neutro, aunque
se conocen algunas celulasas flingicas que poseen una actividad significativa en condiciones neutras o ligeramente
alcalinas, es decir, por ejemplo, la celulasa derivada a partir de Humicola Insolens es conocida por ser activa en
condiciones de neutras a ligeramente alcalinas.

Se conoce que las celulasas fungicas estan comprendidas en varias clasificaciones enzimadticas con diferente espe-
cificidad respecto al sustrato, diferentes patrones de accién enzimética, y similares. Adicionalmente, los componentes
enzimdticos de cada clasificacién pueden mostrar diferentes pesos moleculares, diferentes grados de glicosilacion,
diferentes puntos isoeléctricos, diferente especificidad respecto al sustrato, etc. Por ejemplo, las celulasas fingicas
pueden contener clasificaciones de celulasa que incluyan componentes tipo endoglucanasa (en adelante “Tipo EG”),
componentes tipo exo-celobiohidrolasa (en adelante “Tipo CBH”), componentes tipo 3-glucosidasa (en adelante “Ti-
po BG”), etc. Por otro lado, mientras que en la literatura se afirma que las celulasas bacterianas contienen poco o
ningtn componente del tipo CBH, hay unos pocos casos en los que se ha descrito que los componentes del tipo CBH
derivados de las celulasas bacterianas poseen actividad exo-celobiohidrolasa.

En la técnica se conocen los procedimientos de fermentacidn para el cultivo de hongos y para la produccién de
celulasa. Por ejemplo, los sistemas de celulasa se pueden producir tanto mediante cultivo sélido como por cultivo su-
mergido, incluyendo procedimientos discontinuos, alimentados (“fed-batch”), y continuos. La recoleccién y la purifi-
cacion de los sistemas de celulasa a partir del caldo de cultivo también pueden llevarse a cabo mediante procedimientos
conocidos en la técnica.

“Componentes del tipo endoglucanasa” o “tipo EG” se refiere a componentes de la celulasa flingica o una com-
binacién de componentes que muestran propiedades activas en el textil parecidas a los componentes endoglucanasa
de Trichoderma longibrachiatum (anteriormente clasificada como Trichoderma reesei). A este respecto, los compo-
nentes endoglucanasa de Trichoderma longzbrachzatum (por eJemplo EGI, EGII, EGIII, y EGV, tanto solos como en
combinacion) son conocidos por proporcionar un tacto y apariencia mejorados mas suavidad, mejora en el color, y/o
una apariencia de lavado a la piedra a las telas tejanas (en comparacién con las caracteristicas de la tela previas al
tratamiento) cuando se afiaden estos componentes al medio de tratamiento textil y la tela se trata con dicho medio.

De acuerdo con lo anterior, los componentes del tipo endoglucanasa son aquellos componentes celulasa que pro-
porcionan mejoras especificas a las telas que contienen celulosa, tales como un tacto y apariencia mejoradas, mas
suavidad, mejora en el color, y/o una apariencia de lavado a la piedra (en comparacién con la tela antes del tratamien-
to) cuando estos componentes se afaden a un medio utilizado para tratar las telas. Ciertos componentes del tipo EG,
incluyendo EGI, EGII y EGIII, pueden proporcionar una menor pérdida de resistencia a las telas tejanas en compara-
cién con la pérdida de resistencia propia del tratamiento con composiciones similares de celulasa que adicionalmente
contienen componentes del tipo CBH 1.

Tal como se definen en el presente documento, los componentes del tipo endoglucanasa pueden no incluir a los
componentes clasificados tradicionalmente como endoglucanasas utilizando pruebas de actividad tales como la capa-
cidad del componente (a) para hidrolizar derivados solubles de celulosa tales como la carboximetilcelulosa (CMC),
por tanto reduciendo la viscosidad de las soluciones que contienen CMC, (b) para hidrolizar facilmente formas hidra-
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tadas de celulosa tales como celulosa hinchada con dcido fosférico (por ejemplo, celulosa Walseth) e hidrolizar menos
facilmente las formas de celulosa mds cristalinas (por ejemplo, Avicel, Solkafloc, etc.). Por otro lado, se cree que no
todos los componentes endoglucanasa, tal como se definen mediante dichas pruebas de actividad, proporcionardn una
o més de las mejoras a las telas que contienen celulosa, incluyendo la reduccién de la pérdida de resistencia. Conse-
cuentemente, para los objetivos del presente documento, es apropiado definir los componentes del tipo endoglucanasa
como aquellos componentes de celulasa fingica que poseen propiedades de modificacién de textiles similares a los
componentes endoglucanasa de Trichoderma longibrachiatum.

Generalmente, los diferentes componentes tienen diferentes propiedades, tales como el punto isoeléctrico, el peso
molecular, el grado de glicosilacion, la especificidad de sustrato y los patrones de accidn enzimadtica. Los diferentes
puntos isoeléctricos de los componentes permiten su separaciéon mediante técnicas tales como la cromatografia de
intercambio i6nico. De hecho, en la técnica se conoce el aislamiento de componentes de diferentes fuentes. Ver,
por ejemplo, Bjork et al., patente US 5120463; Schulein et al., solicitud internacional WO 89/09259; Wood et al.,
Biochemistry and Genetics of Cellulose Degradation, pp. 31-52 (1988); Wood et al., Carbohydrate Research, Vol.
190, pp. 279-297 (1989); Schulein, Methods in Enzymology, Vol. 160, pp. 234-242 (1988); y similares.

El término “EGI” se refiere a un componente del tipo endoglucanasa normalmente derivado de, o que incorpora
las caracteristicas identificativas de aquellos que derivan de EGI de Trichoderma sp. Asi, EGI se refiere a una en-
doglucanasa derivada de Trichoderma sp. caracterizada por un pH 6ptimo de aproximadamente 4,0 a 6,0, un punto
isoeléctrico (pl) a partir de aproximadamente 4,5 a 4,7, y un peso molecular de aproximadamente 47 a 49 Kdaltons.
Preferiblemente, EGI deriva de Trichoderma longibrachiatum o de Trichoderma viride. E1 EGI que deriva de Tricho-
derma longibrachiatum tiene un pH 6ptimo de aproximadamente 5,0, un punto isoeléctrico (pI) de aproximadamente
4,7 y un peso molecular de aproximadamente 47 a 49 Kdaltons. La celulasa EGI derivada de Trichoderma viride tiene
un pH 6ptimo de aproximadamente 5,0, un punto isoeléctrico (pI) de aproximadamente 5,3 y un peso molecular de
aproximadamente 50 Kdaltons.

El término “EGII”, tal como se define en el presente documento, se refiere a un componente del tipo endoglu-
canasa normalmente derivado de, o que incorpora las caracteristicas identificativas de aquellos que derivan de EGII
de Trichoderma sp. A modo de aclaracién, se indica que algunos autores habian utilizado la nomenclatura “EGIII”
para referirse a EGIL, aunque la nomenclatura actual utiliza el término EGIIL. En cualquier caso, la proteina EGII de-
finida en el presente documento es sustancialmente diferente a la proteina EGIII en su peso molecular y en sus pl
y pH 6ptimos. El término “celulasa EGII” se refiere a un componente endoglucanasa derivado de Trichoderma spp.
caracterizado por un pH 6ptimo de aproximadamente 4,0 a 6,0, un punto isoeléctrico (pl) a partir de aproximadamente
5.5, y un peso molecular de aproximadamente 48 Kdaltons. Preferiblemente, la celulasa EGII deriva de Trichoderma
longibrachiatum o de Trichoderma viride.

El término “celulasa EGIII”, tal como se define en el presente documento, se refiere a un componente del tipo
endoglucanasa normalmente derivado de, o que incorpora las caracteristicas identificativas de aquellos que derivan
de EGIII de Trichoderma sp. Asi, EGIII se refiere a una endoglucanasa derivada de Trichoderma spp. caracterizada
por un pH éptimo de aproximadamente 5,0 a 7,0, un punto isoeléctrico (pl) a partir de aproximadamente 7,2 a 8,0, y
un peso molecular de aproximadamente 23 a 28 Kdaltons. Preferiblemente, la celulasa EGIII deriva de Trichoderma
longibrachiatum o de Trichoderma viride. Asi, la celulasa EGIII derivada de Trichoderma sp. tiene un pH éptimo de
aproximadamente 5,5 a 6,0, un punto isoeléctrico (pI) de aproximadamente 7,4, y un peso molecular de aproximada-
mente 25 a 28 Kdaltons. La celulasa EGIII derivada de Trichoderma viride tiene un pH 6ptimo de aproximadamente
5,5, un punto isoeléctrico (pI) de aproximadamente 7,7, y un peso molecular de aproximadamente 23,5 Kdaltons.

El término “celulasa EGV”, tal como se define en el presente documento, se refiere a un componente del tipo
endoglucanasa, normalmente derivado de, o que incorpora las caracteristicas identificativas de aquellos que derivan de
la EGV de Trichoderma sp. Asi, EGV se refiere al componente endoglucanasa derivado de Trichoderma spp. carac-
terizado por Saloheimo et al., Molecular Microbiology 13(2):219-228 (1994); y Proceedings of the Second TRICEL
Symposium on Trichoderma reesei Cellulases and other Hydrolases, Esppo Finland 1993, ed. P. Suominen & J.T.
Reinikainen. Foundation for Biotechnical and Industrial Fermentation Research 8, pp. 139-146 (1993).

“Componentes del tipo exocelobiohidrolasa” o “tipo CBH” son componentes de celulasa fingica que muestran
propiedades textiles activas parecidas a las de los componentes celulasa CBH I y/o CBH Il de Trichoderma longibra-
chiatum. A este respecto, cuando los componentes CBH I y CBH II de Trichoderma longibrachiatum se utilizan en
ausencia de componentes celulasa de tipo EG (como se define arriba), no proporcionan ninguna mejora en el tacto,
apariencia, suavidad, mejora del color y/o apariencia de lavado a la piedra de las telas tejanas. Adicionalmente, cuando
se usan en combinacién con algunos componentes del tipo EG, en una proporcién de aproximadamente 2,5:1 de CBH
I respecto a los componentes EG, el componente CBH I de Trichoderma longibrachiatum proporciona una pérdida de
resistencia mejorada a las telas tejanas.

En consecuencia, los componentes de tipo CBH I y los componentes de tipo CBH 1II se refieren a componentes
de celulasa fiingica que muestran propiedades de actividad textil similares a las de los componentes CBH I y CBH
Il de Trichoderma longibrachiatum, respectivamente. Como se muestra arriba, para los componentes del tipo CBH 1,
esto incluye la propiedad de incrementar la pérdida de resistencia en telas tejanas tratadas con CBH I en presencia de
componentes del tipo EG.
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Los componentes del tipo Exo-celobiohidrolasa que se definen en el presente documento pueden no incluir compo-
nentes tradicionalmente clasificados como exo-celobiohidrolasas utilizando pruebas de actividad como las utilizadas
para caracterizar CBH I y CBH II de Trichoderma longibrachiatum. Por ejemplo, los componentes del tipo exo-ce-
lobiohidrolasa (a) se inhiben competitivamente por la celobiosa (Ki aproximadamente 1 mM); (b) son incapaces de
hidrolizar celulosas sustituidas a cualquier nivel significativo, tal como carboximetilcelulosa, y (c) hidroliza celulosa
hinchada con acido fosférico y en menor medida celulosa altamente cristalina. Por otro lado, se cree que algunos
componentes de la celulasa que se han caracterizado como componentes del tipo CBH mediante estos ensayos de
actividad, cuando se utilizan solos en la composicién de celulasa proporcionaran un tacto, apariencia, suavidad, color,
y/o una apariencia de lavado a la piedra mejorados a las telas que contienen celulosa. En consecuencia, para finalidad
de la presente invencion, se cree mas apropiado definir tales celobiohidrolasas como componentes del tipo EG ya que
estos componentes poseen propiedades funcionales en usos textiles similares a aquellas que poseen los componentes
endoglucanasa de Trichoderma longibrachiatum.

En general, las composiciones de celulasa que comprenden la variedad de componentes de una composicién com-
pleta de celulasa (“‘celulasa completa”) pueden obtenerse mediante técnicas de purificacién basadas en sus caracte-
risticas y propiedades conocidas. Especificamente, los componentes sustancialmente puros pueden purificarse a partir
de la celulasa completa mediante técnicas de separacion reconocidas presentes en el estado de la técnica, incluyendo
cromatografia de intercambio idnico a un pH apropiado, cromatografia de afinidad, de exclusién por tamafios y simi-
lares. Por ejemplo, en la cromatografia de intercambio idnico (normalmente cromatografia de intercambio aniénico),
es posible separar los componentes de la celulasa mediante la elucién con gradiente de pH, o con un gradiente de sal, o
con ambos gradientes de pH y sal. Después de la purificacion, la cantidad que se precisa de los componentes deseados
puede recombinarse.

El término “celulasa truncada”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una proteina que com-
prende un centro catalitico truncado de celulasa o un dominio de unién truncado para celulosa de exo-celobiohidrolasa
o de endoglucanasa, por ejemplo, del tipo EGI, EGII, EGV, CBHI, CBHII, o sus derivados. Tal como se indica arriba,
se cree que muchos enzimas celulasa son bifuncionales ya que contienen dominios que estan dirigidos a la actividad
catalitica o a la hidrolitica respecto al sustrato de celulosa, y también a la actividad no catalitica de unién a celulosa.
Asi, una celulasa truncada es una celulasa que, en su forma intacta, contiene un centro y un dominio de unién pero
que se trata de manera que carezca de uno u otro de los dominios.

Se cree que el centro catalitico y el dominio de unién para celulosa de un enzima celulasa actian juntos de forma
sinérgica para provocar la hidrélisis efectiva y a menudo perjudicial de las fibras de celulosa en una tela que contiene
celulosa. Ademas, se cree que la actividad catalitica de la celulasa y la actividad de unién con celulosa son especificas
de dominios estructurales distintos. Por ejemplo, tal como se indica arriba, es sabido que muchos de los enzimas
celulasa, incluyendo celulasas de, por ejemplo, T. longibrachiatum y Humicola insolens, incorporan una subunidad
de dominio del centro catalitico que estd unida a través de una regién de un conector a una subunidad de dominio de
unio6n de celulosa.

Un “derivado truncado de celulasa” incluye un centro de celulasa truncada o un dominio de unién truncado de
celulosa, tal como se define en el presente documento, donde puede haber una adicién o delecién de uno o mas
aminodcidos en uno o en ambos de los extremos C y N-terminales de la celulasa truncada, o una sustitucién, inserto o
delecién de uno o mds aminodcidos en uno o mds de sitios a lo largo de la celulasa truncada. Los derivados incluyen
mutantes que preservan su cardcter de centro truncado de celulasa o de dominio de unién truncado de celulosa, tal
como se define a continuacién. El término “derivado de una celulasa truncada” incluye dominios de centros o de unién
de los enzimas exoglucanasa o endoglucanasa que tienen unidos uno o mas aminodacidos de la regién del conector.

Un derivado truncado de celulasa también se refiere a una proteina sustancialmente similar en su estructura y en
su actividad bioldgica a un centro de celulasa truncada o una proteina de dominio truncado de unién de celulosa, pero
que ha sido genéticamente modificado para contener una secuencia de aminodcidos modificada. Asi, dado que las dos
proteinas tienen una actividad sustancialmente similar, se consideran “derivados” incluso si la estructura primaria de
una de las protefnas no tiene una secuencia de aminodcidos idéntica a la que se encuentra en la otra.

Se contempla que un derivado truncado de celulasa puede derivar de un fragmento de ADN que codifica un cen-
tro catalitico truncado o un dominio truncado de unién de celulosa que ademads contiene una adicién de uno o mas
nucledtidos, internamente o en el extremo 5’ 0 3° del fragmento de ADN, la delecién de uno o mas nucleétidos, inter-
namente o en el extremo 5’ o0 3’ del fragmento de ADN o la sustitucién de uno o mas nucleétidos, internamente o en
el extremo 5’ o 3’ del fragmento de ADN donde que mantiene la actividad funcional del dominio truncado de unién
de celulosa o del dominio del centro catalitico (derivado de celulasa truncada). Un fragmento de ADN que codifica un
centro catalitico de celulasa o un dominio de unién de celulosa ademds puede incluir una secuencia de ADN conector
o bisagra o uno de sus fragmentos unido al extremo 5’ 0 3’ de la secuencia de ADN del centro catalitico o del dominio
de unién, manteniendo la actividad funcional del dominio truncado de unién de celulosa o del dominio del centro
celulasa (derivado de celulasa truncada) codificados.

El término “centro celulasa truncado” o “regién celulasa truncado” en el presente documento se refiere a un pép-
tido que comprende el dominio de centro catalitico de exo-celobiohidrolasa o endoglucanasa, por ejemplo, del tipo
EGI, del tipo EGII, del tipo EGYV, del tipo CBHI, del tipo CBHII, o uno de sus derivados que es capaz de escindir
enzimdticamente polimeros de celulosa, incluyendo, pero estar limitado a, la pulpa o a la celulosa hinchada con 4cido
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fosférico. Sin embargo, un centro truncado de celulasa no presentard una actividad de unién de celulosa atribuible a
un dominio de unién de celulosa. Un centro truncado de celulasa se distingue de una celulasa no truncada que presen-
ta, en su forma intacta, una baja actividad de unién con celulosa. Un centro truncado de celulasa puede incluir otros
elementos que no presenten actividad de unién con celulosa atribuible a un dominio de unién de celulosa. Por ejem-
plo, especificamente se contempla la presencia de un conector o bisagra. De manera similar, también se contempla
especificamente la unioén covalente de otra entidad enzimatica al centro truncado de celulasa.

La capacidad (o actividad) de una proteina que contiene un centro catalitico truncado o sus derivados puede deter-
minarse mediante los procedimientos conocidos en la técnica. (Ver, Wood, T.M. et al en Methods in Enzymology, Vol.
160, Editores: Wood, W.A. and Kellogg, S.T., Academic Press, pp. 87-116, 1988). Por ejemplo, tales actividades pue-
den determinarse mediante la hidrdlisis de celulosa hinchada con dcido fosférico y/o oligosacaridos solubles seguidos
de la cuantificacion de los azucares reductores liberados. En este caso, los productos de tipo aztcar soluble, libera-
dos por la accién de los dominios de los centros celulasa CBH o EG o sus derivados, pueden detectarse mediante el
analisis HPLC o mediante la utilizacién de ensayos colorimétricos para la medicién de azicares reductores. Se espera
que estos dominios cataliticos o sus derivados mantengan al menos un 10% de la actividad mostrada por el enzima
intacto cuando se ensaya cada uno de ellos bajo condiciones similares y se dosifican en base a cantidades similares de
proteina de dominio catalitico.

El término “dominio truncado de unién de celulosa” en el presente documento se refiere a un péptido o un grupo de
péptidos relacionados que presentan actividad de unidn con celulosa de una exo-celobiohidrolasa o una endoglucanasa,
por ejemplo, del tipo EGI, del tipo EGII, del tipo EGV, del tipo CBHI, o del tipo CBHII, o sus derivados que se
enlazan no covalentemente a un polisacdrido, por ejemplo la celulosa. Se cree que los dominios de unién celulosa
unen el enzima a la celulosa y funcionan independientemente del centro catalitico del enzima celulasa. Un dominio
truncado de unién a celulosa no presentard la actividad hidrolitica significativa atribuible a un centro catalitico. Un
dominio de unién truncado de celulosa se distingue de una celulasa no truncada en que, en su forma intacta, no tiene
un centro catalitico celulasa. Un dominio truncado de unién de celulosa puede incluir otros elementos que no incluyan
actividad de escision de celulosa atribuible a un centro catalitico celulasa. Por ejemplo, se contempla especificamente
la presencia de un conector o una bisagra. De manera similar, también se contempla especificamente la unién covalente
de otro elemento enzimadtico al dominio de unién truncado de celulosa.

La capacidad (o actividad) de un dominio truncado de unién de celulosa o sus derivados como se describen en la
presente invencion pueden determinarse mediante ensayos de unién de celulosa utilizando sustratos de celulosa como
por ejemplo avicel, pulpa o algoddn. Se espera que estos nuevos dominios truncados de unién de celulosa o sus deriva-
dos mantengan al menos un 10% de la afinidad de enlace en comparacion con la mostrada por el enzima no truncado
cuando se ensaya cada uno de ellos en condiciones similares y se dosifican en base a cantidades similares de proteina
de dominio de unién. La cantidad de dominio de unién no enlazado puede cuantificarse mediante analisis directo de
proteinas, mediante procedimientos cromatograficos, o posiblemente mediante procedimientos inmunolégicos.

También pueden ser apropiados para la presente invencion otros procedimientos conocidos en la técnica que miden
la actividad catalitica y/o de unién de la celulasa mediante las propiedades fisicas o quimicas de sustancias concretas
tratadas. Por ejemplo, en los procedimientos que miden las propiedades fisicas de un sustrato tratado, se analiza
el sustrato por la modificacién de la forma, textura, superficie, o propiedades estructurales, por la modificacién de la
capacidad de mojado, por ejemplo por la capacidad del sustrato de absorber agua, o por la modificacion de la hinchado.
Otros pardmetros que pueden determinar la actividad incluyen la medida del cambio de las propiedades quimicas de
sustratos solidos tratados. Por ejemplo, las propiedades de difusion de tintes o productos quimicos pueden examinarse
después del tratamiento de un sustrato sélido con la proteina truncada de unién de celulasa o con sus derivados
descritos en la presente invencion. Los sustratos apropiados para la evaluacion de la actividad incluyen Avicel, rayon,
fibras de pulpa, algodén o fibras de ramie, papel, kraft o pulpa de madera molida. (ver también, Wood, T.M. et al en
“Methods in Enzymology”, Vol. 160, Editores: Wood, W.A. and Kellogg, S.T., Academic Press, pp. 87-116, (1988)).

Ademas del centro truncado de celulasa, las celulasas naturales que carecen del dominio de unién poseen las
ventajas de los centros cataliticos truncados descritos en el presente documento. Por ejemplo, se cree que la celulasa
bacteriana que deriva de Erwinia carotovora no tiene dominio de unién, (Ver, por ejemplo, Saarilahti, ef al. Gene, Vol.
90, pp. 9-14 (1990)). De manera similar, se cree que la celulasa bacteriana que deriva de Clostridium thermocellum
tampoco tiene dominio de unién, (Ver, por ejemplo, Gilkes, et al., Microbiological Reviews, pp. 303-315 (1991)). Asi,
la utilizacién de las celulasas de origen natural sin dominios de unién a niveles equivalentes de abrasion respecto a las
celulasas conocidas proporcionara un retefiido reducido.

“Componentes B-Glucosidasa (BG)” se refiere a componentes de una composicion completa de celulasa que mues-
tran actividad BG; tanto es asi que tales componentes actuardn en el extremo no reductor de la celobiosa y otros ce-
looligosacdridos solubles (“celobiosa”) y dan glucosa como tnico producto. Los componentes BG no se absorben ni
reaccionan con polimeros de celulosa. Ademds, tales componentes BG se inhiben competitivamente por la glucosa (Ki
aproximadamente 1 mM). Mientras que en un sentido estricto, los componentes BG exactamente no son celulasas de-
bido a que no degradan celulosa, tales componentes BG se incluyen en la definicidn del sistema celulasa ya que estos
enzimas facilitan la degradacion general de la celulosa mediante la degradacién adicional de los productos inhibidores
de la degradacioén de la celulosa (particularmente celobiosa) producidos por la accién combinada de los componentes
de tipo CBH y de tipo EG.
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Los procedimientos para incrementar o reducir la cantidad de los componentes BG en las composiciones de celu-
lasa se describen en W092/10581, la cual se incorpora en su totalidad por referencia al presente documento.

“Region de conector o bisagra” se refiere a una regién peptidica corta que une distintos centros cataliticos y
dominios de unién de celulosa estructuralmente diferentes de una celulasa. Por ejemplo, en las celulasas de T. longi-
brachiatum estos dominios se enlazan mediante un péptido rico en Ser, Thr y Pro.

“Secuencia de sefalizacién” se refiere a una secuencia de aminoacidos unida al fragmento N-terminal de una
proteina que facilita la secrecion de la forma madura de la proteina fuera de la célula. Esta definicién de una secuencia
de sefializacién es una definicién funcional. La forma madura de la proteina extracelular carece de la secuencia de
seflalizacion que se escinde durante el proceso de secrecion.

“Célula hospedadora” se refiere a una célula que actiia como hospedador para un vector recombinante de ADN
segun la presente invencion.

“Constructo de ADN o vector” (utilizado indistintamente en el presente documento) se refiere a una secuencia de
nucledtido que comprende uno o mds fragmentos de ADN o fragmentos variantes de ADN que codifican cualquiera
de las nuevas celulasas truncadas o sus derivados descritos arriba.

“Funcionalmente unido a” significa que una region reguladora, como es un promotor, un terminador, una sefial de
secrecion o una region de potenciador estd unida a un gen estructural y controla la expresion de dicho gen.

“Tampo6n” se refiere a los reactivos acido/base conocidos en la técnica por estabilizar las soluciones de celulasa
contra cambios de pH no deseados durante el tratamiento con celulasa de la tela que contiene celulosa. En relacién
a esto, en la técnica se conoce que la actividad de la celulasa es dependiente del pH. Por ejemplo, una composicién
de celulasa especifica que muestra actividad celulolitica en un intervalo definido de pH, con una actividad celulolitica
Optima que se encuentra generalmente en una pequefia porcién de este intervalo definido. El intervalo de pH especifico
para la actividad celulolitica variard para cada composicion de celulasa. Como se indica arriba, mientras la mayoria
de las celulasas mostrardn actividad celulolitica en un pH entre 4cido y neutro, hay algunas composiciones de celulasa
que muestran actividad celulolitica en un medio de pH alcalino.

Durante el tratamiento con celulasa de la tela que contiene celulosa, es posible que el pH de la solucién inicial
de celulasa pueda estar fuera del intervalo necesario para la actividad celulasa. Ademads es posible que el pH cambie
durante el tratamiento de la tela que contiene celulosa, por ejemplo, mediante la generacidn de un producto de reaccién
que altera el pH de la soluciéon. En ambas situaciones, el pH una solucién de celulasa sin tamponar puede estar fuera
del intervalo necesario para la actividad celulolitica. Cuando esto ocurre, también se da una reduccion o un cese de la
actividad celulolitica en la solucién de celulasa.

En vista de lo anterior, el pH de la solucién de celulasa deberia mantenerse dentro del intervalo necesario para
la actividad celulolitica. Uno de las medios de cumplir esto es simplemente mediante la monitorizacién del pH del
sistema y el ajuste del pH cuando sea necesario afiadiendo un 4cido o una base. Sin embargo, en una realizacién
preferida, el pH del sistema preferiblemente se mantiene en el intervalo de pH deseado mediante la utilizacién de un
tampoén en la solucidn celulasa. En general, se emplea una cantidad suficiente de tampén para mantener el pH de la
solucién en el intervalo donde la celulasa utilizada muestra actividad. En la medida en que las diferentes composiciones
de celulasa tienen diferentes intervalos de pH en los que muestran actividad celulasa, el tampdn especifico que se
utiliza se selecciona en relacién con la composicién de celulasa especifica que se utiliza. El tampén o los tampones
seleccionados para su utilizacién con la composicion celulasa empleada pueden determinarse facilmente por el experto
en la materia teniendo en cuenta el intervalo de pH y el pH 6ptimo para la composicién de celulasa empleada asi como
el pH de la solucién de celulasa. Preferiblemente, el tampdn utilizado es uno que sea compatible con la composicién
de celulasa y que mantendra el pH de la solucién de celulasa entre el intervalo de pH necesario para una actividad
optima. Los tampones apropiados incluyen citrato sédico, acetato de amonio, acetato de sodio, fosfato de disodio, y
cualquier otro tamp6n conocido en la técnica.

II. Preparacion de enzimas celulasa truncados

La presente invencién se refiere a la utilizacién de celulasas truncadas y derivados de celulasas truncadas. Estos
enzimas estdn preparados preferiblemente mediante procedimientos recombinantes. Adicionalmente, las proteinas
celulasa truncadas para la utilizacioén en la presente invencién pueden obtenerse por otros medios conocidos en la
técnica como por ejemplo la escisién quimica o la proteolisis de la proteina celulasa completa.

Un procedimiento preferido para la preparacién de celulasa truncada de acuerdo con la presente invencién com-
prende obtener una célula hospedadora Trichoderma sp. modificada en la que se han perdido una o varias de las
actividades celulasa. La célula modificada Trichoderma sp. se transforma con un constructo de ADN que comprende
al menos un fragmento de ADN que codifica una porcién o toda la region del centro o de unién de una exo-celobiohi-
drolasa o una endoglucanasa, por ejemplo, EGI, EGII, EGV, CBHI o CBHII unidas funcionalmente a un promotor. A
continuacidn, la célula hospedadora transformada se cultiva en condiciones apropiadas para la expresion de la proteina
deseada. A continuacion, el producto proteico deseado se purifica hasta una homogeneidad sustancial.
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Preferiblemente, el microorganismo que se transforma comprende una cepa derivada de Trichoderma sp. Mas
preferiblemente, la cepa comprende una cepa de 7. longibrachiatum que sobreproduce celulasa. Por ejemplo, se conoce
que RL-P37, descrita por Sheir-Neiss et al. en Appl. Microbiol. Biotechnology, 20 (1984) pp. 46-53, secreta cantidades
elevadas de enzimas celulasa. Los equivalentes funcionales de RL-P37 incluyen la cepa RUT-C30 de Trichoderma
longibrachiatum (depositada bajo el nimero de deposito ATCC No. 56765) y los nimeros de depdsito ATCC 58351,
58352,y 58353.

Aun mas preferiblemente, a las cepas de Trichoderma de células hospedadoras se les ha delecionado uno o mas
genes celulasa antes de la introduccién de un constructo de ADN o un pldsmido que contiene el fragmento de ADN
que codifica la proteina truncada de celulasa. Tales cepas pueden prepararse mediante el procedimiento descrito en
la patente US 5246853 y WO 92/06209. Los procedimientos de identificacion y de la subsiguiente purificaciéon se
simplifican mediante la expresion de una celulasa truncada en un microorganismo hospedador que ha perdido uno o
mads de los genes celulasa. Cualquiera de los genes de Trichoderma sp. clonados pueden ser delecionados, por ejemplo,
los genes cbhl, cbh2, egll y egl3.

La delecién de los genes puede realizarse mediante la insercién de una forma del gen que se desea delecionar o des-
truir en un pldsmido, mediante procedimientos conocidos en la técnica. Un plasmido de delecién apropiado en general
tendrd un tnico sitio de restriccién enzimatico para permitir que pueda eliminarse el fragmento de ADN homélogo
de Trichoderma sp. en forma de un tinico fragmento lineal. A continuacidn se corta el pldsmido de delecion en un(os)
sitio(s) de restriccion enzimdtica apropiados, internamente a la region de codificacion, y se reemplaza la secuencia
de codificacion del gen o una de sus partes con un marcador selectivo. Las secuencias de ADN adyacentes al locus
del gen a delecionar o destruir, preferiblemente entre aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,0 kb, permanecen a
cada lado del gen marcador selectivo.

Un marcador selectivo puede escogerse de manera que se permita la deteccién del hongo transformado. Sera
apropiado cualquier gen marcador que se exprese en el microorganismo seleccionado. Por ejemplo, con Trichoderma
sp., el marcador selectivo se escoge de manera que la presencia del marcador selectivo en los transformantes no afecte
significativamente a sus propiedades. Tal marcador selectivo puede ser un gen que codifica un producto que pueda
ensayarse. Por ejemplo, puede utilizarse una copia funcional de un gen de Trichoderma sp. si el hecho de carecer de
él lleva a la cepa hospedadora a mostrar un fenotipo auxotréfico.

En una realizacién preferida, se transforma una cepa pyr4* derivada de Trichodenna sp. de manera que uno o mas
genes celulasa se reemplazan por genes pyr4, proporcionando asi un marcador selectivo. Puede obtenerse una cepa
derivada de pyr4* sometiendo cepas de Trichoderma sp. a dcido fluoroorético (FOA). El gen pyr4 codifica la oritidina-
5’-monofosfato decarboxilasa, un enzima necesario para la biosintesis de la uridina. Las cepas con el gen pyr4 intacto
crecen en un medio sin uridina pero son sensibles al acido fluoroorotico. Es posible seleccionar cepas derivadas de
pyr4* que carezcan del enzima funcional de la oritidina-5’-monofosfato decarboxilasa y que requieran uridina para el
crecimiento mediante la seleccion de la resistencia al FOA. Utilizando la técnica de selecciéon FOA también es posible
obtener cepas que precisen uridina y que carezcan de la orotato pirofosforibosil transferasa funcional. Es posible
transformar estas células con una copia funcional del gen que codifica este enzima (Berges y Barreau, 1991, Curr.
Genet. 19 pp.359-365). La seleccion de las cepas derivadas se lleva a cabo con facilidad mediante la utilizacion de la
técnica de la resistencia a FOA comentada arriba, y asi, se prefiere la utilizacién del gen pyr4 como marcador selectivo.

Para transformar el pyr4 de Trichoderma sp. de manera que carezca de la capacidad de expresar uno o mas genes
celulasa, a continuacién se afsla del plasmido de delecién un solo fragmento de ADN que comprende un gen celu-
lasa delecionado o destruido y se usa para transformar un hospedador pvr~ Trichoderma apropiado. A continuacion,
se identifican y se seleccionan los transformantes en base a su capacidad de expresar el producto del gen pyr4 y asi
cumplir con la auxotrofia de uridina de la cepa hospedadora. A continuacién se llevan a cabo andlisis de transfe-
rencia Sourthern sobre los transformantes resultantes para identificar y confirmar una situacién de doble cruce sobre
el acontecimiento de integracion que sustituye con los marcadores selectivos pyr4 a una parte o a toda la regién de
codificacion del gen a delecionar.

Aunque los vectores plasmidos especificos descritos arriba estan relacionados con la preparacién de transformantes
pyr~, la presente invencion no estd limitada a estos vectores. Varios genes se pueden delecionar y sustituirse en la
cepa Trichoderma sp. utilizando las técnicas de arriba. Adicionalmente, puede utilizarse cualquier marcador selectivo
disponible, tal como se describe arriba. De hecho, cualquiera de los genes de Trichoderma sp. que ha sido clonado e
identificado puede delecionarse del genoma utilizando la estrategia descrita arriba.

Como se indica arriba, las cepas hospedadoras utilizadas son derivados de Trichoderma sp. que carecen del gen
0 genes o tienen un gen o genes no funcionales correspondientes al marcador selectivo escogido. Por ejemplo, si se
elige el marcador selectivo de pyr4, en el procedimiento de transformacién se utiliza un derivado de la cepa especifica
de pyr como recipiente. De manera similar, pueden utilizarse los marcadores selectivos que comprenden los genes
Trichoderma sp. equivalentes a los genes argB*, trpC*, niaD* de Aspergillus nidulans. En tal caso la correspondiente
cepa recipiente debe ser un derivado de la cepa como por ejemplo argB*, trpC*, niaD*, respectivamente.

A continuacién se prepara el ADN que codifica la proteina celulasa truncada para la insercién en el organismo
apropiado. Segun la presente invencién, el ADN que codifica un enzima celulasa truncado comprende ADN que
codifica una proteina que corresponde a la regién del centro catalitico del enzima celulasa. Por lo tanto, el ADN puede
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derivar de cualquier fuente microbiana que sea conocida por producir celulasa, en la que el gen sea identificado y
aislado. En una realizacién preferida, el ADN codifica una proteina celulasa truncada derivada de Trichoderma sp.,
y mas preferiblemente de Trichoderma longibrachiatum. Asi, el ADN puede codificar una proteina del centro EGI,
EGII, CBHI o CBHII. Preferiblemente, el fragmento de ADN del gen o la variante del fragmento de ADN codifica
los dominios del centro o de unién de una celulasa Trichoderma sp. o sus derivados que adicionalmente mantiene la
actividad funcional del dominio truncado del centro o de unidn, respectivamente. Ademas, el fragmento de ADN o
su variante que comprende la secuencia de las regiones de los dominios del centro o de unién puede tener unido un
conector, o una secuencia de ADN de una regién bisagra o uno de sus fragmentos donde la celulasa truncada codificada
aun conserva el centro celulasa y la actividad del dominio de unién, respectivamente.

El fragmento de ADN o la variante del fragmento de ADN que codifica la celulasa truncada o su derivado puede
estar unida funcionalmente a una secuencia promotor flingica, por ejemplo, el promotor del gen cbhl o egll. Tam-
bién se contempla que en la cepa pueda recombinarse mds de una copia de ADN que codifica una celulasa trunca-
da.

El ADN que codifica la proteina celulasa truncada puede prepararse mediante la construccién de un vector de
expresion que porta el ADN que codifica la celulasa truncada. El vector de expresidon que porta insertado el frag-
mento de ADN que codifica la celulasa truncada puede ser cualquier vector con la capacidad de replicarse de manera
auténoma en un organismo hospedador dado, generalmente un pldsmido. En realizaciones preferidas de la invencion,
se contemplan dos tipos de vectores de expresion para obtener la expresion de los genes o sus truncamientos. Los
primeros contienen secuencias de ADN en las que el promotor, la regién de codificacién del gen, y la secuencia de
terminacion provienen del gen a expresar. El truncamiento del gen se obtiene mediante la delecion de las secuencias de
ADN no deseadas (que codifican dominios no deseados) para dejar el dominio a expresar bajo el control de su propias
secuencias reguladoras de transcripcién y traduccién. El vector también contiene un marcador selectivo que permite
la seleccidn de la integracion en el hospedador de miiltiples copias de las nuevas secuencias génicas.

Por ejemplo, el pEGIA3’pyr contiene el dominio del centro celulasa EGI bajo el control del promotor, terminador
y secuencias de sefalizacion de EGI. Se ha delecionado el extremo 3’ de la regién de codificacién de EGI que contiene
el dominio de unién de celulosa. El pldsmido también contiene el gen pyr4 para la seleccion.

El segundo tipo de vectores de expresion estd preensamblado y contiene secuencias necesarias para la transcripcion
de alto nivel y un marcador selectivo. La invencién contempla que la region de codificacién para un gen o una de sus
partes puede insertarse en este vector de expresion de uso general de manera que esté bajo el control transcripcional
de las secuencias del promotor y del terminador de los casetes de expresion.

Por ejemplo, el PTEX es un vector de expresion de uso general. Los genes o una de sus partes pueden insertarse
en el sentido 3’ (“Downstream’) del promotor fuerte CBHI. Los ejemplos que se describen en el presente documento
se incluyen entre los que muestran que el dominio del centro catalitico celulasa y el dominio de unién se expresan
mediante este sistema.

En el vector, la secuencia de ADN que codifica la celulasa truncada o otra de las nuevas proteinas de la presente
invencién puede estar unida operativamente a secuencias de transcripcién o traduccién, es decir, a una secuencia
de promotor y sefalizacién apropiada en marco de lectura con el gen estructural. El promotor puede ser cualquier
secuencia de ADN que muestra actividad transcripcional en la célula hospedadora y que puede derivar de genes que
codifican proteinas homologas o heterélogas en la célula hospedadora. El péptido de sefializacion permite la expresion
extracelular de la celulasa truncada o sus derivados. Preferiblemente, la secuencia de sefializacién de ADN es la
secuencia de sefializacion asociada naturalmente con el gen truncado a expresar, sin embargo la sefial de sefalizacién
de cualquier exocelobiohidrolasa o endoglucanasa esta incluida en la presente invencion.

Los procedimientos utilizados para unir las secuencias de ADN que codifican las celulasas truncadas, sus derivados
u otras nuevas celulasas de la presente invencién con el promotor, y la insercién en los vectores apropiados que
contienen la informacién necesaria para la replicacion en la célula hospedadora son conocidos en la técnica.

El vector de ADN o constructo descrito arriba puede introducirse en la célula hospedadora de acuerdo con técni-
cas conocidas tales como la transformacion, la transfeccién, la microinyeccién, la microporacién, el bombardeo con
particulas (“biolistic bombardment”) y similares.

En la técnica de transformacion preferida se debe tener en cuenta que la permeabilidad de la pared celular de
Trichoderma sp. es muy baja. Por lo tanto, la captacién de la secuencia de ADN deseada, del gen o del fragmento
del gen en el mejor de los casos es minima. Hay varios procedimientos para incrementar la permeabilidad de la pared
celular de las cepas derivadas de Trichoderma sp. (es decir, que carecen de un gen que corresponde al marcador
selectivo utilizado) previamente al proceso de transformacion.

El procedimiento preferido en la presente invencidn para preparar Trichoderma sp. para la transformacién implica
la preparacion de protoplastos a partir de micelio flingico. El micelio puede obtenerse a partir de esporas vegetales
germinadas. El micelio se trata con un enzima que digiere la pared celular obteniendo protoplastos. A continuacion, los
protoplastos se protegen mediante la presencia de un estabilizante osmético en el medio de suspension. Estos estabili-
zantes incluyen sorbitol, manitol, cloruro de potasio, sulfato de magnesio y similares. Normalmente la concentracién
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de estos estabilizantes varia entre 0,8 M y 1,2 M. Preferiblemente se utiliza una solucién 1,2 M de sorbitol en el medio
de suspension.

La captacién del ADN en la cepa hospedadora de Trichoderma sp. es dependiente de la concentracion del i6n
calcio. Generalmente, en la solucién de captacion se utilizan entre aproximadamente 10 mM de CaCl, y 50 mM de
CaCl,. A parte de la necesidad del ion calcio en la solucién de captacidn, en el sistema tampén generalmente se
incluyen otros elementos como son tampén TE (Tris 10 Mm, pH 7,4; EDTA 1 Mm) o MOPS 10 Mm, tamp6n pH
6,0 (dcido morfolinopropanosulfénico) y polietilenglicol (PEG). Se cree que el polietilenglicol actia fusionando las
membranas celulares permitiendo asi que el contenido del medio se libere en el citoplasma de la cepa de Trichoderma
sp. y el plasmido de ADN se transfiera al niicleo. Frecuentemente, esta fusion deja multiples copias del ADN plasmido
integradas conjuntamente en el cromosoma hospedador.

Generalmente, en la transformacion se utiliza una suspension que contiene los protoplastos de Trichoderma sp. o
las células que se ha sometido a un tratamiento de permeabilidad con una densidad de 10® a 10°/ml, preferiblemente
2 x 10%/ml. Estos protoplastos o células se afiaden a la solucion de recogida, junto con el marcador selectivo que
contiene regiones adyacentes sustancialmente homologas a cada lado de dicho marcador para formar una mezcla de
transformacion. Generalmente, a la solucién de recogida se le afiade una concentracién alta de PEG. En la suspen-
sién de protoplastos se puede afiadir de 0,1 a 1 volumen de PEG 4000 al 25%. Sin embargo, es preferible afadir
aproximadamente 0,25 volimenes a la suspensién de protoplastos. Los aditivos como, por ejemplo, dimetilsulféxido,
heparina, espermidina, cloruro de potasio y similares también pueden afadirse a la solucién de recogida y contribuir a
la transformacion.

Generalmente, a continuacién se incuba la mezcla a aproximadamente 0°C durante un periodo entre 10 y 30 mi-
nutos. A continuacion, se aflade PEG adicional a la mezcla para mejorar mas la recogida del gen o secuencia de ADN
deseada. E1 PEG 4000 al 25% generalmente se afiade en volimenes de 5 a 15 veces el volumen de la mezcla de trans-
formacion; sin embargo, también pueden ser apropiados otros volimenes mayores y menores. Preferiblemente el PEG
4000 al 25% es alrededor de 10 veces el volumen de la mezcla de transformacién. Después de que se afiada el PEG, la
mezcla de transformacion se incuba a temperatura ambiente antes de la adicién de una solucién de sorbitol y CaCl,. A
continuacidn, la solucién de protoplasto se afiade a alicuotas licuadas de un medio de crecimiento. Este medio de cre-
cimiento sélo permite el crecimiento de transformantes. En la presente invencion puede utilizarse cualquier medio de
crecimiento que sea apropiado para el crecimiento de los transformantes deseados. Sin embargo, si se seleccionan los
transformantes Pyr, es preferible utilizar un medio de crecimiento que no contenga uridina. Las subsecuentes colonias
se transfieren y purifican en un medio de crecimiento empobrecido en uridina.

En esta fase, los transformantes estables se distinguieron de los transformantes inestables por su crecimiento mas
rapido y por la formacién de colonias circulares con un contorno suave, en vez de irregular, en medio de cultivo sélido
sin uridina. Adicionalmente, en algunos casos ademds se realizé un ensayo de estabilidad mediante el cultivo de los
transformantes en un medio sélido no selectivo (es decir, que contiene uridina), recogiendo las esporas de este medio
de cultivo y determinando el porcentaje de estas esporas que germinardn y crecerdn en el medio selectivo que carece
de uridina.

En una realizacién particular del procedimiento descrito arriba, las celulasas truncadas o sus derivados se recuperan
de la célula hospedadora en su forma activa como resultado del adecuado procesamiento post traduccional de la nueva
celulasa truncada o su derivado.

Las celulasas truncadas se recuperan del medio mediante técnicas convencionales que incluyen separaciones de
las células del medio mediante centrifugacion, filtracion, y precipitacion de proteinas en el sobrenadante o el filtrado
con una sal, por ejemplo, sulfato de amonio. Adicionalmente, pueden utilizarse procedimientos de cromatografia tales
como la cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad. Como alternativa, se puede aislar el producto
proteico secretado y purificarse mediante la unién con un sustrato de polisacdrido o una matriz de anticuerpos. Los
anticuerpos (monoclonales o policlonales) pueden modificarse contra los péptidos del centro celulasa o del dominio
de unidn, o se pueden preparar péptidos sintéticos a partir de porciones del dominio de centro o del dominio de unién
y utilizarlos para preparar anticuerpos policlonales.

El ADN transformado en la célula hospedadora puede comprender realizaciones adicionales. Por ejemplo, se
contemplan enzimas celulasa que combinan una regién de un centro derivado de una fuente microbiana homdloga
o heter6loga.

II1. Procedimientos De Tratamiento De Telas Que Contienen Celulosa Utilizando Los Enzimas Celulasa Truncados

Tal como se indica arriba, la presente invencion estd relacionada con procedimientos de tratamiento de telas que
contienen celulosa con un enzima celulasa truncado. El uso de la celulasa truncada de la presente invencidn propor-
ciona el resultado nuevo y sorprendente de producir un nivel relativamente bajo de redeposicién del tinte mientras
mantiene un nivel equivalente de abrasién comparado con el tratamiento con celulasa conocido en el estado de la téc-
nica. Debido a que el nivel de abrasion actia como indicador de la calidad y efectividad de las técnicas particulares de
tratamiento con celulasa, por ejemplo, el lavado a la piedra o la lavanderia, el uso de la presente invencién proporciona
una composicion de tratamiento textil de calidad sorprendentemente alta. En el contexto de la lavanderia, por abrasién
se toma como el aclarado del color, eliminacién de borrilla o biopulido.
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La presente invencién especificamente contempla el uso de centros celulasa truncados, solos o en combinacién con
componentes celulasa adicionales, para conseguir una abrasidn excelente con una redeposicion reducida en compa-
racién con la celulasa no truncada. Adicionalmente, los enzimas celulasa naturales que carecen de dominio de unién
se incluyen en el alcance de la proteccion. También se contempla que los procedimientos de la presente invencidn
proporcionaran mejoras adicionales a las telas tratadas que contienen celulosa, incluyendo mejoras en el tacto y/o
apariencia de la tela.

A. Metodologia para el lavado a la piedra con composiciones de celulasa truncada

Segtn la presente invencién, la composicién de celulasa truncada se utiliza como se define en la reivindicacién
1 como una composicién para lavado a la piedra. Preferiblemente, la composicién para el lavado a la piedra com-
prende una solucién acuosa que contiene una cantidad efectiva de una celulosa truncada junto con otros ingredientes
opcionales que incluyen, por ejemplo, un tampdn, un surfactante, y un agente de erosion.

Una cantidad efectiva de composicion de enzima celulasa truncado es una concentracién de enzima celulasa trun-
cado suficiente para el objeto al que se la destina. Asi, una “cantidad efectiva” de celulasa truncada en la composicién
de lavado a la piedra segin la presente invencion es aquella cantidad que proporciona el tratamiento deseado, por ejem-
plo el lavado a la piedra. La cantidad de celulasa truncada empleada también es dependiente del equipo empleado, los
pardmetros del proceso utilizados (la temperatura de la solucion de tratamiento de celulasa truncada, el tiempo de ex-
posicién a la solucién de celulasa, y similares), y la actividad celulasa (por ejemplo, una solucién particular requerird
una menor concentracion de celulasa cuando se utilice una composicién mads activa de celulasa que cuando se utilice
una composicion menos activa de celulasa). El experto en la materia puede determinar ficilmente la concentracién
exacta de celulasa truncada basandose en los factores indicados arriba y en el resultado deseado. Preferiblemente, la
composicion de celulasa truncada estd presente en una concentracién de 1-1000 ppm, mas preferiblemente 10-400
ppm y mds preferiblemente 20-100 ppm de proteina total.

Opcionalmente, en la composicién para el lavado a la piedra se utiliza un tampén de manera que la concentracion
del tampon es tal que es suficiente para mantener el pH de la solucién dentro del intervalo donde la celulasa truncada
utilizada muestra su actividad que, a su vez, depende de la naturaleza de la celulasa truncada que se utiliza. La con-
centracion de tampén exacta que se utiliza dependera de varios factores que el experto en la materia tendrd en cuenta
facilmente. Por ejemplo, en una realizacién preferida, tanto el tampén como la concentracién de tampén se seleccio-
nan de manera que se mantenga el pH de la solucién final de celulasa truncada dentro del intervalo de pH necesario
para la actividad 6ptima de la celulasa. Preferiblemente, la concentracién del tampén es aproximadamente 0,001 N o
mayor. Los tampones apropiados incluyen, por ejemplo, citrato y acetato.

Ademds de la celulasa truncada y el tampdn, la composicion para el lavado a la piedra opcionalmente puede incluir
un surfactante. Preferiblemente, el surfactante esta presente en los medios de lavado diluidos en una concentracién
mayor que 100 ppm, preferiblemente entre aproximadamente 200-15.000 ppm. Los surfactantes apropiados incluyen
cualquier surfactante compatible con la celulasa y la tela, por ejemplo surfactantes aniénicos, no iénicos y amfoliticos.
Los emulsionantes aniénicos apropiados para su utilizacién en la presente invencién incluyen sulfonatos de alquilben-
ceno; sulfatos de alquilo o éter de alquenilo con grupos alquilo o alquenilo lineales o ramificados; sulfatos de alquilo o
alquenilo; sulfonatos de oleofina; alcanosulfonatos y similares. Los contraiones apropiados para los surfactantes anié-
nicos incluyen iones metdlicos alcalinos como el sodio y el potasio; iones metalicos alcalinotérreos como el calcio y
el magnesio; el ion amonio; y alcanolaminas con 1 a 3 grupos alcanol de 2 6 3 carbonos. Los surfactantes amfoliti-
cos incluyen sulfonatos de sales de amonio cuaternarias, y surfactantes amfoliticos de tipo betaina. Tales surfactantes
amfoliticos tienen grupos cargados positiva y negativamente en la misma molécula. Los surfactantes no iénicos gene-
ralmente comprenden tanto éteres de polioxialquileno como alcanolamidas de 4cidos grasos superiores o sus aductos
de oxido de alquileno, y monoésteres de glicerina y 4cidos grasos. Como es conocido en la técnica, también pueden
utilizarse mezclas de surfactantes.

En una realizacion preferida, una composicién para el lavado a la piedra concentrada puede prepararse para su
utilizacién en los procedimientos descritos en la presente invencién. Tales concentrados contendrian cantidades con-
centradas de la composicién de celulasa truncada descrita arriba, tampoén y surfactante, preferiblemente en solucién
acuosa. Cuando se formula de esta manera, el concentrado para el lavado a la piedra puede diluirse facilmente con
agua de manera que se preparan composiciones para el lavado a la piedra segtn la presente invencidn rapidamente
y con precisidon y que tienen la concentracién necesaria de estos aditivos. Preferiblemente, tales concentrados com-
prenderan de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 por ciento en peso de una composicién fingica de celulasa
descrita arriba (proteina); de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 80% en peso de tampdn; de aproximadamente
0 a aproximadamente 50% en peso de surfactante; completado con agua. Cuando se formulan concentrados acuosos,
estos concentrados pueden estar diluidos para llegar a la concentracién necesaria de los componentes en la solucién
de celulasa truncada tal como se indica arriba. Como resulta facilmente evidente, tales concentrados para el lavado a
la piedra permitirdn tanto la formulacién sencilla de las soluciones de celulasa truncada como el transporte de la con-
centracion al lugar donde se utilizara. El concentrado para el lavado a la piedra puede estar en cualquiera de las formas
reconocidas en la técnica, por ejemplo, liquido, emulsidn, gel, o pasta. Tales formas son conocidas por el experto en
la materia.

Cuando se utiliza un concentrado s6lido para el lavado a la piedra, la composicién de celulasa puede ser granulos,
polvo, aglomerado o un disco sélido. Cuando se utilizan granulos, los granulos preferiblemente se formulan de manera
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que contengan un agente protector de la celulasa. Ver, por ejemplo W091/17235 titulada “GRANULES AND AN
ENZYME PROTECTING AGENT AND DETERGENT COMPOSITIONS CONTAINING SUCH GRANULES”.
De la misma manera, los granulos pueden formularse de manera que contengan materiales para reducir la velocidad
de disolucién de los granulos en el medio de lavado. Tales materiales y granulos se describen en la patente US 5254283.

Con la composicion para el lavado a la piedra de la presente invencién pueden afiadirse o utilizarse otros materiales
seglin se desee, incluyendo piedras, piedra pomez, agentes de relleno, disolventes, activadores enzimadticos, y otros
agentes anti-redeposicion.

La tela que contiene celulosa se pone en contacto con la composicion para el lavado a la piedra que contiene una
cantidad efectiva de la composicién del enzima celulasa truncado mediante la mezcla de la composicion de tratamiento
con la composicion de lavado a la piedra, y de esta manera se pone en contacto la tela con enzima celulasa truncado.
Por ejemplo, si la composicién de tratamiento es una solucioén acuosa, la tela se puede empapar directamente en la
solucién. De manera similar, cuando la composicién es un concentrado, el concentrado se diluye en un bafio de agua
con la tela que contiene celulosa. Cuando la composicion para el lavado a la piedra estd en forma sélida, por ejemplo
en un gel de prelavado o en una barra sélida, la composicién para el lavado a la piedra puede ponerse en contacto
mediante la aplicacién directa de la composicién a la tela o a la solucién de lavado.

La tela que contiene celulosa se incuba en la solucién para el lavado a la piedra en condiciones efectivas para
permitir la accién enzimatica y proporcionar una apariencia de lavado a la piedra a la tela que contiene celulosa. Por
ejemplo, durante el lavado a la piedra, el pH, la relacién de disolucién de lavado, la temperatura y el tiempo de re-
accion pueden ajustarse para optimizar las condiciones en las cuales actda la composicién para el lavado a la piedra.
“Condiciones efectivas” se refiere necesariamente al pH, la relacién de disolucién de lavado, y la temperatura que
permiten al enzima celulasa truncado reaccionar eficientemente con la tela que contiene celulosa. Las condiciones
de reaccion para el centro truncado de celulasa, y por tanto las condiciones efectivas para las composiciones para
el lavado a la piedra, son sustancialmente similares a procedimientos conocidos en la técnica que se utilizan con las
correspondientes celulasas no truncadas. Por lo tanto, las condiciones efectivas para el tratamiento de telas que contie-
nen celulosa con una composicidn para el lavado a la piedra que comprende centros del tipo CBHI son sustancialmente
similares a aquellas conocidas en el estado de la técnica anterior que utilizan composiciones de celulasa CBHI natural.
Por lo tanto, optimizar las condiciones para el uso de composiciones para el lavado a la piedra se encuentra entre los
conocimientos del experto en la materia.

Las proporciones de la solucién de lavado durante el lavado a la piedra, es decir, la proporcidn en peso de la
solucién de la composicion para el lavado a la piedra (es decir, la solucién de lavado) respecto al peso de la tela
utilizado en la presente invencidn, generalmente es una cantidad suficiente para conseguir el efecto de lavado a la
piedra deseado en la tela tejana y es depende del procedimiento utilizado. Preferiblemente, las proporciones del licor
son aproximadamente 4:1 a aproximadamente 50:1, mds preferiblemente de 5:1 a aproximadamente 20:1, y més
preferiblemente de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 15:1.

Las temperaturas de reaccién durante el lavado a la piedra con las presentes composiciones para el lavado a la
piedra se rigen mediante dos factores en competicion. Primero, las temperaturas altas generalmente corresponden a
cinéticas de reaccién mejoradas, es decir, a reacciones mds rapidas, que permiten unos tiempos de reaccién reducidos
en comparacion con los tiempos de reaccién necesarios a temperaturas inferiores. Por lo tanto, las temperaturas de
reaccion generalmente son al menos de aproximadamente 10°C o superiores. Segundo, la celulasa es una proteina que
pierde su actividad por encima de una temperatura dada la cual depende de la naturaleza de la celulosa utilizada. Asi,
si se permite que la temperatura de reaccién aumente demasiado, entonces se pierde la actividad celulolitica como
resultado de la desnaturalizacién de la celulasa. Como resultado, generalmente las temperaturas miximas de reaccién
utilizadas en la presente invencién son aproximadamente 65°C. En vista de lo anterior, las temperaturas de reaccién
generalmente son de aproximadamente 30°C a aproximadamente 65°C; preferiblemente, de aproximadamente 35°C a
aproximadamente 60°C; y mds preferiblemente, de aproximadamente 35°C a aproximadamente 55°C.

Los tiempos de reaccion son dependientes de las condiciones especificas en las que se lleva a cabo el lavado a la
piedra. Por ejemplo, el pH, la temperatura y la concentracion de la celulasa truncada afectaran al tiempo éptimo de
reaccion. Generalmente, los tiempos de reaccion son de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 5 horas, y
preferiblemente de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 3 horas y, mas preferiblemente, de aproximada-
mente 20 minutos a aproximadamente 1 hora.

Las telas que contienen celulosa tratadas con el procedimiento del lavado a la piedra definido en la reivindicacién
1 que utiliza composiciones de celulasa muestra una redeposicién del tinte reducida en comparacién con las mismas
telas que contienen celulosa tratadas de la misma manera con una composicioén de celulasa no truncada.

Los siguientes ejemplos especificos se proporcionan con el objetivo de ilustrar adicionalmente la presente inven-
cién y sus ventajas y no con la intencién de que supongan ningtn tipo de limitacién del alcance de la proteccién.
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Ejemplos
Ejemplo 1

Clonacion y Expresion de los dominios del centro EGI utilizando su propio promotor, terminador y secuencia de
sefializacion

Parte 1
Clonacion

El gen egll completo utilizado en la construccién del plasmido de expresion del dominio del centro EGI,
PEG1A3’pyr, se preparé a partir del plasmido PUC218:: EGI. (ver Fig. 6) La regién de terminacién 3’ de egll se
uni6 en PUC218 (Korman, D. et al Curr Genet 17:203-212, 1990) en forma de un fragmento BsmI-EcoRI de 300
pb con un conector sintético disefiado para reemplazar el intrén 3’ y el dominio de unién celulosa por un codén de
parada y continda con las secuencias del terminador egll. El plasmido resultante, PEG1T, se digiri6 con HindIIl y
Bsml y se aisl6 el fragmento del vector del producto digerido mediante electroforesis en gel de agarosa seguido de
electroelucién. De PUC218::EG1 se aislaron la secuencia del promotor del gen egll y el dominio del centro de egl en
forma de un fragmento HindIII-Sstl de 2,3 kb y se uni6 al mismo fragmento conector sintético y el PEG1T digerido
en HindIII-Bsml para formar el PEG1A3’.

El resultado neto de estas operaciones es el reemplazo del intrén 3’ y del dominio de unién de celulosa de egll

por los nucleétidos sintéticos de 53 y 55 pb. Estos colocan un codén TAG de stop después de la serina 415 y después
continda con el terminador egl1 hasta el sitio Bsml.

A continuacion, el marcador selectivo de 7. longibrachiatum, pyr4, se preparé a partir de un clon previo de p219M

(Smith e al 1991), en forma de un fragmento EcoRI-HindIII de 1,6 kb. Este se incorporé en el pldsmido de expresién
final, PEG1A3’pyr, en una ligacién de tipo “three way” con el plasmido PUC18 digerido con EcoRI y desfosforilado
utilizando fosfatasa alcalina de ternero y un fragmento HindIII-EcoRI que contiene el dominio del centro egl de
PEGIA3’.

Parte 2
Transformacion y Expresion

Se realiz6 una preparacién a gran escala de ADN de PEG1A3’pyr y de ésta se aisl6 el fragmento de EcoRI que
contiene el dominio del centro egll y el gen pyr4 mediante electroforesis preparativa en gel. El fragmento aislado se
transformé en la versién auxotrofa respecto uridina de la cadena tetradelecionada, 1A52 pyrl3 (descrita en EP-A-0
580 719), y se identificaron los transformantes estables.

Para seleccionar cuales de los transformantes expresaban el dominio del centro egll, se cultivaron en frascos de
agitacion en las condiciones que favorecen la induccién de los genes celulasa (Vogels + 1% lactosa). Después de 4-
5 dias de cultivo, se concentrd la proteina de los sobrenadantes y 1) se hicieron correr en geles SDS poliacrilamida
previamente a la deteccion del dominio del centro egll mediante andlisis Western utilizando anticuerpos policlona-
les EGI o 2) los sobrenadantes concentrados se ensayaron directamente utilizando carboximetilcelulosa RBB como
sustrato especifico para endoglucanasa y se compararon los resultados con la cepa parental 1A52 como control. Los
transformantes candidatos se identificaron por la posibilidad de producir una proteina con el dominio del centro EGI
truncado. Se aislé el ADN gendémico y el ARNm total de estas cepas continuando el cultivo en Vogels + lactosa 1%
y se llevaron a cabo experimentos de transferencia Northern y Southern utilizando un fragmento aislado de ADN que
solo contenia el dominio del centro egll. Estos experimentos demostraron que los transformantes pueden aislarse con
una copia del casete de expresioén del dominio del centro egll integrado en el genoma de 1A52 y que estos mismos
transformantes produjeron ARNm del dominio del centro egll.

A continuacién se cultivé un transformante utilizando un medio apropiado, conocido en el estado de la técnica,
para la produccién de celulasa en Trichoderma que se suplement6 con lactosa (Warzymoda, M. er al 1984 Patente
FR 2555603) en un fermentador de 14L. Se concentr6 el caldo resultante y las proteinas que contenia se separaron
mediante electroforesis en gel de SDS poliacrilamida y la proteina del dominio del centro Egll se identific6 mediante
analisis Western. (ver Ejemplo 3). A continuacién se estimé que la concentracién de proteina del sobrenadante de la
fermentacién era de aproximadamente 5-6 g/L de los cuales aproximadamente el 1,7-4,4 g/L eran dominios del centro
EGI basdndose en la actividad CMCasa. Este valor estd basado en la media de las varias fermentaciones del centro
EGI que se llevaron a cabo.

Cualquier otro dominio de celulasa o sus derivados puede prepararse de manera similar mediante procedimientos
similares a los descritos arriba.
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Ejemplo 2

Purificacion de los centros cataliticos EGI y EGII
Parte 1
Centro catalitico EGI

El centro EGI se purificé de la siguiente manera. El caldo concentrado (UF) se diluy6 a 14 mg/ml en acetato de Na
23 mM pH 5,0. Se afiadieron doscientos gramos de gel de celulosa avicel (FMC Bioproducts, Tipo PH-101) al caldo de
centro EGI diluido y se mezclaron a temperatura ambiente durante cuarenta y cinco minutos. El avicel se elimin6 del
caldo mediante centrifugacion, resultando en una solucién enriquecida de centros EGI. A esta solucién se le cambid
el tamp6n por TES 10 mM pH 7,5 mediante un concentrador celular con agitacién Amicon con una membrana PM
10 (membranas de ultrafiltracién diaflo, Amicon Cat # 13132MEM 5468A). A continuacién, se cargé la muestra de
centro EGI en una columna de intercambio anidénico (Q-Sefarosa fast flow, Pharmacia Cat # 17-0510-01) y se eluy6
en un gradiente de sal de 0 a 0,5 M en NaCl en TES 10 mM a pH 7,5. Las fracciones que contienen el centro EGI se
combinaron y se concentraron utilizando el concentrador celular con agitacién Amicon mencionado arriba.

Parte 2
Centro catalitico EGII

El centro EGII se purificé de la siguiente manera. El caldo concentrado (UF) se filtré utilizando tierra de diatomeas.
Se afiadi6 sulfato de amonio al caldo hasta una concentracién final de 1M (NH,),SO, y a continuacién esta mezcla
se cargd en una columna hidrofébica (fenil-sefarosa fast flow, Pharmacia, Cat # 17-0965-01). La columna se lavé
con sulfato de amonio 0,75 M antes de la elucidn del centro EGII con sulfato de amonio 0,5 M. Las fracciones
que contienen el centro se juntaron y se concentraron utilizando una membrana de ultrafiltracién de flujo tangencial
(Filtron Minisette Ultrafiltration System, cat #FS018K01) con una membrana Omega 10K Membrane (Filtron, cat#
FS010K75). Se afiadieron 100 gramos de gel de celulosa avicel (FMC Bioproducts, Tipo PH-101) por cada gramo de
centro concentrado EGII y se mezclé durante 40 minutos. El avicel se eliminé mediante centrifugacion resultando en
una solucién enriquecida de centro EGII.

Ejemplo 3

Clonacion y Expresion de los dominios del centro CBHII utilizando el promotor, terminador y secuencia de sefializa-
cion de CBHI a partir de CBHII

Parte 1

Construccion del pldsmido de expresion PTEX de T. longibrachiatum de funcion general

El plasmido PTEX se construy6 segtin los procedimientos de Sambrook et al. (1989), supra, y se ilustra en la Fig.
7. Este plasmido se ha designado como un vector de expresiéon multiuso para su utilizacion en el hongo filamentoso
Trichoderma longibrachiatum. El casete de expresion tiene varias caracteristicas unicas que lo hacen ttil para esta
funcién. La transcripcion estd regulada utilizando el promotor fuerte del gen CBH 1 y las secuencias de terminacién
para T. longibrachiatum. Entre el promotor CBHI y el terminador estdn las dianas de restriccién Pmel y Sstl que
se utilizan para insertar el gen a expresar. El gen marcador selectivo de 7. longibranchiatum pyr4 se insertd en el
terminador CBHI y se puede escindir todo el casete de expresion (promotor CBHI -sitios de insercién-terminador
CBHI-gen pyr4-terminador CBHI) utilizando la diana de restriccion tnica Notl o las dianas de restriccion tnicas Notl
y Nhel.

Este vector se basa en el vector bacteriano, pSL1180 (Pharmacia Inc., Piscataway, Nueva Jersey), que es un vector
del tipo PUC con un sitio amplio de clonacién multiple. El experto en la materia serd capaz de construir este vector
basdndose en el diagrama de flujo ilustrado en la Fig.7 (ver también US-A-5650322 para la construccién del plasmido
de expresion PTEX).

Podria ser posible construir plasmidos similares a las celulasas truncadas PTEX o a sus derivados descritos en la
presente invencion que contengan cualquier otro trozo de secuencia de ADN reemplazando el gen de celulasa truncada.

Parte 2
Clonacion

El gen completo cbh2 utilizado en la construccién del pldsmido de expresién del dominio del centro CBHII, el
centro PTEX CBHII, se obtuvo a partir del plasmido PUC219::CBHII (Korman, D. et al, 1990, Curr Genet 17:203-
212). El dominio de unién a celulosa, localizado en el extremo 5 del gen cbh2, estd dispuesto convenientemente
entre una diana de restriccién Xbal y una SnaBI. Para utilizar la diana Xbal se destruy6 una diana Xbal adicional
en el policonector. E1 PUC219::CBHII se digiri6 parcialmente con Xbal de tal manera que la mayoria del producto
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fue lineal. Las terminaciones Xbal se complementaron utilizando ADN polimerasa T4 y se unieron entre ellas en
condiciones que favorecian la unién del plasmido con él mismo. Esto tuvo el efecto de destruir el sitio truncado, que
en el 50% de los pldsmidos correspondia a la diana Xbal en el policonector. Dicho plasmido se identificd y se digirié
con Xbal y SnaBI para liberar el dominio de unién para celulosa. Se aislé el vector-dominio del centro CBHII y se
uni6 con los siguientes oligonucledtidos sintéticos diseflados para unirse al sitio Xbal con el sitio SnaBI en el sitio de
sefalizacion de la escision peptidasa y el punto de escisién de papaina en el dominio del conector.

Xbal SnaBI

S° CTA GAG CGG TCG GGA ACC GCT AC 3 (SEQ ID NO:42)
B TC CTC GCC AGC CCT TGG CGA TG 5°
Leu Glu Glu Arg Ser Gly Thr Ala Thr (SEQ ID NO:413)

El plasmido resultante, pUCDCBD CBHII, se digiri6 con Nhel y se incub6 con ADN polimerasa T4 y dNTPs
para conseguir los extremos romos. A continuacién el ADN plasmido romo lineal se digirié con BgIII y se aisl6 el
fragmento BgIII Nhe (romo) que contenia la secuencia de sefalizacién CBHII y el dominio del centro.

El pldsmido final de expresion se modificé mediante la digestion del pldsmido de expresion de uso general, pTEX
(descrito en US-A-5650322, y en la parte 3 a continuacién), con SstIl y Pmel y uniendo el fragmento CBHII Nhel
(romo)-Balll de pUCDCBD CBHII en el sentido 3’ del promotor cbhl utilizando un oligonucleétido sintético con la
secuencia CGTAG para complementar el extremo BgIII con el extremo Sstll. La construccién del vector de expresion
pTEC del centro CBHII resultante se ilustra en la Fig. 9.

El pldsmido de expresion del centro pTEX-CBHI se prepar6é de manera similar al del centro pTEX-CBHII descrito
arriba. Su construccion se ejemplifica en la Fig. 8.

Parte 3

Transformacion y Expresion

Se realiz6 una preparacion a gran escala de ADN de centro Ptex CBHII y de ésta se aisl6 el fragmento Notl que
contiene el dominio del centro CBHII bajo el control de los elementos transcripcionales cbhl y se aisl6 el gen pyrd

mediante electroforesis preparativa en gel. El fragmento aislado se transformé en la versién auxotrofa respecto uridina
de la cadena tetradelecionada, 1A52 pyrl3, y se identificaron los transformantes estables.

Para seleccionar cuales de los transformantes expresaban el dominio del centro cbh2, se aislé el ADN genémico de
las cepas continuando el crecimiento en Vogels + glucosa 1% y se realizaron experimentos de transferencia Southern
utilizando un fragmento aislado de ADN que sélo contenia el dominio del centro cbh2. Se aislaron los transformantes
que tenfan una copia del casete de expresion del dominio del centro cbh2 integrada en el genoma de 1A52. E1 ARNm
total se aislé a partir de dos cepas continuando su cultivo 1 dia en Vogels + lactosa 1%. El ARNm se someti6 a andlisis
Northern utilizando la region de codificacién de cbh2 como sonda. Se identificaron los transformantes que expresan
el ARNm del dominio del centro cbh2.

Se cultivaron dos transformantes en fermentadores 14L en las mismas condiciones descritas arriba, en el Ejem-
plo 1. El caldo resultante se concentrd y las proteinas que contenia se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS y se identificé la proteina del dominio del centro CBHII mediante andlisis Western. Uno de los
transformantes, #15, produjo una proteina con el tamafio y la reactividad correspondiente a los anticuerpos policlonales
CBHIL

A continuacién se estimé que, después de la purificacién, la concentracién de proteina del sobrenadante de la
fermentacién era de 10 g/L de los cuales aproximadamente el 30-50% eran dominios del centro CBHII (Ver Ejemplo
4).

Cualquier nueva proteina del dominio del centro truncado de celulasa o sus derivados se puede obtener utilizando
los procedimientos descritos arriba.

Ejemplo 4

Purificacion de los centros cataliticos CBHI y CBHII
Parte 1
Centro catalitico CBHI

El centro CBHI se purificé de la siguiente manera a partir del caldo de cultivo. El caldo de cultivo concentrado
y ultrafiltrado (UF) de los centros CBHI se filtré utilizando tierra de diatomeas y se diluy6é en TES 10 mM pH 6,8
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hasta una conductividad de 1,5 mOhm. A continuacién, los centros CBHI diluidos se cargaron en una columna de
intercambio aniénico (Q-Sefarosa fast flow, Pharmacia cat # 17-0510-01), equilibrada en TES 10 mM pH 6,8. El
centro CBHI se separé de la mayoria de las otras proteinas del caldo de cultivo utilizando un gradiente de elucién de 0
a IM NaCl en TES 10 mM pH 6,8. A continuacion, las fracciones que contenian el centro CBHI se concentraron en un
concentrador celular con agitacién Amicon con una membrana PM 10 (membranas de ultrafiltracién diaflo, Amicon
Cat # 13132MEM 5468A). En esta etapa se concentrd el centro, y adicionalmente se provoco la separacién del centro
y las proteinas de menor peso molecular. La pureza del centro CBHI fue de mas del 85% en las fracciones resultantes.
Se comprob6 la secuencia de la fraccién mas pura para comprobar que correspondia al centro CBHI.

Parte 2
Centro catalitico CBHII

Se espera que el centro catalitico CBHII se purifique de manera similar a la de la celulasa CBHII ya que poseen
propiedades bioquimicas similares. El pl tedrico del centro CBHII estd menos de media unidad de pH por debajo
del de CBHII. Adicionalmente, el peso molecular del centro catalitico CBHII es aproximadamente el 80% del peso
molecular de CBHII. Por lo tanto, el protocolo de purificacién propuesto a continuacion se basa en el procedimiento
de purificacién utilizado para CBHII. El caldo de cultivo del centro CBHII, ultrafiltrado (UF) y tratado con tierra
de diatomeas, se diluye en TES 10 mM pH 6,8 hasta una conductividad de <0,7 mOhm. A continuacién se carga el
centro CBHII diluido en una columna de intercambio aniénico (Q-Sefarosa fast flow, Pharmacia, cat # 17 0510-01),
equilibrada con TES 10 mM pH 6,8. Para eluir el centro CBHII a través de la columna se utiliza un gradiente salino
de 0a 1M de NaClen TES 10 mM a pH 6,8.

A continuacién, se cambia el tamp6n de las fracciones que contienen el centro CBHII a un tampén de succinato
de sodio 2 mM vy se cargan en una columna de intercambio catiénico (SP-Sephadex C-50). A continuacién, el centro
CBHII se eluye con un gradiente salino de 0 a 100 mM de NaCl.

Ejemplo 5
Lavado a la piedra con enzima celulasa truncado

Este ejemplo demuestra que el uso de los centros cataliticos truncados de celulasa, y en particular con centros
cataliticos endoglucanasa truncados, resulta sorprendentemente en una redeposicién del tinte reducida en la tela que
contiene celulosa (tejana) durante el lavado a la piedra con un nivel de abrasion equivalente a la celulasa no truncada.
Adicionalmente, la combinacién de centros cataliticos truncados del tipo CBH y de celulasa no truncada de tipo EG ha
resultado en unas caracteristicas de retefiido mejoradas en comparacién con combinaciones no truncadas con niveles de
abrasion equivalentes. La ropa tejana es ropa de algodon tefiida. Los procedimientos para proporcionar una apariencia
de lavado a la piedra a las telas tejanas se describen en la patente US 4832864 y US-A-5650322.

Los centros cataliticos truncados de celulasa y los componentes de celulasa se purificaron para su utilizacién en
este ejemplo como se indica a continuacién:

a) El componente EGIII de celulasa se purificé segtin el procedimiento descrito en la patente US 5328841.
b) El centro catalitico truncado EGI de celulasa se purificé mediante el procedimiento del Ejemplo 2.

¢) El centro catalitico EGII truncado de celulasa se purificé mediante el procedimiento del Ejemplo 2.

d) El centro catalitico truncado CBHI de celulasa se preparé segtin el procedimiento del Ejemplo 4.

e) El componente EGI de celulasa se purificé para su utilizacion en aplicaciones relacionadas con el lavado a la
piedra de la siguiente manera. El caldo de cultivo concentrado (UF) se diluy6 en tampdn de acetato de sodio 25 mM
pH 5.0 hasta una concentracién de proteina de 7 mg/ml. Se afiadieron 450 gramos de gel de celulosa avicel (FMC
Bioproducts, Tipo PH-101) al caldo diluido y se mezclaron a temperatura ambiente durante treinta minutos. El avicel
se elimind del caldo de cultivo mediante centrifugacién resultando en un centro catalitico EGI enriquecido.

f) El componente EGII de celulasa se purific para su utilizacién en aplicaciones relacionadas con el lavado a
la piedra de la siguiente manera. El caldo concentrado (UF) se filtr6 a través de tierra de diatomeas y se le cam-
bi6 el tampdn a tampdn citrato-fosfato pH 7,0, 0,4 mOhm mediante una unidad de ultrafiltracién (Filtron Minisette
Ultrafiltration System, cat # FSO18K01) con una membrana Omega 10K Membrane (Filtron, cat# FS010K75). A con-
tinuacién, este material se cargé en una columna de intercambio aniénico (Q-Sepharosa fast flow, Pharmacia, cat.
#17-0510-01) equilibradas en el tampén de citrato-fosfato de arriba. El EGII se recogi6 a la salida de la columna y
se sometié a intercambio de resinas en citrato de sodio a pH 3,25, 0,5 mOhms utilizando la unidad de ultrafiltracién
mencionada arriba. A continuacion este material se cargé en una columna de intercambio catiénico (SP-Spherodex
LS, IBF Biotechnics, cat #262041). A continuacién se eluyé el EGII a través de la columna con un gradiente lineal
de pH 3,25 a 5,4. Las fracciones que contenian EGII se juntaron y se utilizaron en las aplicaciones para el lavado a la
piedra.
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a) el componente CBH I de celulasa se purifico segin el procedimiento descrito en el Ejemplo 15 de la solicitud
de patente US 07/954113.

Se probé la capacidad de estos dominios truncados de centro catalitico celulasa y de los componentes celulasa,
solos 0 en combinacién, para proporcionar una apariencia de lavado a la piedra a la ropa tejana tejida. Especificamente,
las telas tejanas lavadas a la piedra se prepararon mediante una lavadora y una secadora industriales en las siguientes
condiciones:

Tampén Citrato/fosfato a pH 5
Volumen total 38 L
120-135°F

Seis pares de pantalones tejanos con un peso equivalente de grava, 1 hora de tiempo de programa, 15-30 ppm de
EGI, EGII, EGIII; 50 ppm de CBHI y de centro catalitico CBHI; y 30-70 ppm de centro catalitico EGI y de centro
catalitico EGII.

Un post-lavado con detergente incluyé 90 gramos de detergente AATCC sin abrillantador en el caso de CBHI,
centro catalitico CBHI, EGIII mds CBHI y EGIII mds centro catalitico CBHI.

Las telas se evaluaron por su apariencia de lavado a la piedra (abrasién) y también por la redeposicion del tinte en
la tela mediante cinco piezas de tela de prueba. Las telas se ordenaron utilizando una escala que consiste en cintas de
tela tejana que presentan incrementos en los niveles de abrasion o redeposicion. Las escalas se numeran de 1-10; 1
representa los tejanos con la menor cantidad de abrasion o redeposicién (tejano “desize”), y 10 representa un tejano
muy desgastado o retefiido. La apariencia de los tejanos tratados se comparé directamente con las cintas de tela tejana
de la escala y se les dio un nimero en funcién de la cinta de la escala que mejor les correspondia. Los resultados de la
evaluacion se muestran en las Figs. 10y 11.

Como se muestra en la Fig.10, el centro catalitico truncado EGI y el centro catalitico EGII truncado proporcionan
ventajas significativas en abrasidn y redeposicion reducida sobre sus homélogos en estado natural no modificados.

Como se muestra en la Fig. 11, la adicién del componente CBHI de celulasa a EGIII resulté en una ligera mejora
del lavado a la piedra pero en un gran incremento del retefiido (redeposicion) del tinte en la tela. Sin embargo, la
adicién de centros cataliticos truncados CBHI a la solucién de EGIII mejord los resultados, con un incremento en la
abrasién y un descenso en la redeposicion. Asi, la adicién de centros cataliticos CBHI truncados a la celulasa EGIII
disminuy®6 la redeposicion a un nivel inferior al de EGIII en solitario.

Estos resultados son inesperados y sorprendentes.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para proporcionar apariencia de lavado a la piedra a telas tefiidas que contienen celulosa utilizan-
do celulasa, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto dicha tela que contiene celulosa con una composicién de tratamiento que comprende celulasa
no truncada del tipo EG que comprende un dominio de unién a celulasa y un centro catalitico, y una celulasa truncada
que comprende un centro catalitico truncado de tipo CBH que carece de un dominio de unién a celulasa; y

(b) incubar dicha tela que contiene celulosa en contacto con dicha composicién de tratamiento en las condiciones
que confieran dicha apariencia de lavada a la piedra a dicha tela.

2. Procedimiento segtn la reivindicacion 1, donde dicho centro catalitico truncado del tipo CBH es un centro del
tipo CBHI.

3. Procedimiento segin la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, donde la celulasa no truncada de tipo EG es EGIIL.

4. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha tela tefiida que contiene celulosa
comprende una tela que contiene algodén.

5. Procedimiento segtin la reivindicacién 4, donde dicha tela que contiene algodén comprende tela tejana tefiida.
6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha composicién de tratamiento
comprende la celulasa truncada en una concentracion de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1000 ppm de

proteina total.

7. Procedimiento segtin la reivindicacién 6, donde dicha composicién de tratamiento comprende la celulasa trun-
cada en una concentracién de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 500 ppm.

8. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha celulasa truncada deriva de un
microorganismo que es un hongo o una bacteria.

9. Procedimiento segiin la reivindicacién 8, donde dicho hongo es Trichoderma sp.
10. Procedimiento segtin la reivindicacién 9, donde dicho Trichoderma sp. es Trichoderma longibrachiatum.

11. Procedimiento segin la reivindicacién 1, que comprende la etapa adicional de tratar dicha tela con piedra
pémez previamente, posteriormente o simultineamente a dicha etapa de tratamiento.

12. Procedimiento segun la reivindicacién 11, donde dicho centro catalitico truncado de tipo CBH esta presente en
una concentraciéon de aproximadamente 10 a aproximadamente 400 ppm de proteina total.

13. Procedimiento segtin la reivindicacién 12, donde dicho centro catalitico de tipo CBH estd presente en una
concentracion de aproximadamente 20 a aproximadamente 100 ppm de proteina total.
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AAGCTTAGCCAAGAACAATAGCCGATAAAGATAGCCTCATTAAACGGAAT
% " A - A e e A A e 4. 50

GAGCTAGTAGGCAAAGTCAGCGAATGTGTATATATAAAGGTTCGAGGTCC
A A s re A e 'l e L '00

GTGCCTCCCTCATGCTCTCCCCATCTACTCATCAACTCAGATCCTCCAGG

150

AGACTTGTACACCATNTTTTGAGGCACAGAAACCCAATAGTCAACCGCGG
- A A A N A A 3 2 200

ACTGGCATCATGTATCGGAAGTTGGCCGTCATCTCGGCCTTCTTGGCCAC

250

Met Tyr Arg Lys Leu Ala Val lle Ser Alo Phe Leu Ala Thr

AGCTCGTGCTCAGTCGGCCTGCACTCTCCAATCGGAGACTCACCCGCCTC
A o A - A e i A 1 300

Alg Arg Ala Gin Ser Ala Cys Thr Leu Gin Ser Glu Thr His Pro Pro

TGACATGGCAGAAATGCTCGTr IGGTGGCACTTGCACTCAACAGACAGGC
- * * * ) - . - 350

.eu Thr Trp GIn Lys Cys Ser Ser Gly Gly Thr Cys Thr Gin Gin Thr Gly
TCCGTGGTCATCGACGCCAACTGGCGCTGGACTCACGCTACGAACAGCAG

A i ——— A " N . A A " 1 qoo
Ser Val Vol lle Asp Ala Asn Trp Arg Trp Thr His Alo Thr Asn Ser Ser

CACGAACTGCTACGATGGCAACACTTGGAGCTCGACCCTATGTCCTGACA
- - : - . . . . ~- 450

Thr Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Thr Trp Ser Ser Thr Leu Cys Pro Asp

ACGAGACCTGCGCGAAGAACTGCTGTCTGGACGGTGCCGCCTACGCGTCC
* . * . * ) * * * 500

\sn Glu Thr Cys Alo Lys Asn Cys Cys Leu Asp Gly Alo Ala Tyr Alo Ser
ACGTACGGAGTTACCACGAGCGGTAACAGCCTCTCCATTGGCTTTGTCAC

A " 1 " Jl A A A L 550
Thr Tyr Gly Voi Thr Thr Ser Gly Asn Ser Leu Ser ‘lle Gly Phe Vol Thr

CCAGTCTGCGCAGAAGAACGTTGGCGCTCGCCTTTACCTTATGGCGAGCG
A A " SN A 1 A e 600

Gin Ser Alo Gin Lys Asn Val Gly Alc Arg Leu Tyr Leu Met Alo Ser
ACACGACCTACCAGGAATTCALCCTGCTTGGCAACGAGTTCTCTTTCGAT
A A A A A A A P { e ' 650
\sp Thr Thr Tyr Gin Glu Phe Thr Leu Leu Gly Asn Glu Phe Ser Phe Asp

GTTGATGTTTCGCAGCTGCCGTAAGTGACTTACCATGAACCCCTGACGTA
i P — i " A S S A I 700

Vol Asp Vol Ser Gin Leu Pro—

TCTTCTTGTGGGCTCCCAGCTGACTGGCCAATTTAAGGTGCGGCTTGAAC ;
" A " — . A J. " A, — L 50

Cys Gly Leu Asn

GGAGCTCTCTACTTCGTGTCCATGGACGCGGATGGTGGCGTGAGCAAGTA
* — * . * * + — 800

Gly Ala Leu Tyr Phe Vol Ser Met Asp Alo Asp Gly Gly Vol Ser Lys Tyr

FIG._1A
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TCCCACCAACACCGCTGGCGCCAAGTACGGCACGGGGTACTGTGACAGCC
* : — B ! * * * - 850

Pro Thr Asn Thr Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser
AGTGTCCCCGCGATCTGAAGTTCATCAATGGCCAGGCCAACGTTGAGGGC
. A —tun A N A A " Y goo
Gin Cys Pro Arg Asp Leu Lys Phe lle Asn Gly Gin Ala Asn Val Glu Gly
TGGGAGCCGTCATCCAACAACGCAAACACGGGCATTGGAGGACACGGAAG

850

Trp Glu Pro Ser Ser Asn Asn Ala Asn Thr Gly lle Gly Gly His Gly Ser

CTGCTGCTCTGAGATGGATATCTGGGAGGCCAACTCCATCTCCGAGGCTC
A A e '3 - re 4 A 1000

Cys Cys Ser Glu Met Asp lle Trp Glu Alo Asn Ser lle Ser Glu Alo
TTACCCCCCACCCTTGCACGACTGTCGGCCAGGAGATCTGCGAGGGTGAT
A § A —dea - i A A N 1 ‘050
-eu Thr Pro His Pro Cys Thr Thr Val Gly Gin Glu lle Cys Glu Gly Asp
GGGTGCGGCGGAACTTACTCCGATAACAGATATGGCGGCACTTGCGATCC
s A P w— - A A A e . 1 100
Gly Cys Gty Gly Thr Tyr Ser Asp Asn Arg Tyr Gly Gly Thr Cys Asp Pro
CGATGGCTGCGACTGGAACCCATACCGCCTGGGCAACACCAGCTTCTACG
- s - - — N - : - ~~ 1150
Asp Gly Cys Asp Trp Asn Pro Tyr Arg Leu Gly Asn Thr Ser Phe Tyr
GCCCTGGCTCAAGCTTTACCCTCGATACCACCAAGAAATTGACCGTTGTC
A n * : - : - + 1200
sly Pro Gly Ser Ser Phe Thr Leu Asp Thr Thr Lys Lys Leu Thr Val Vol
ACCCAGTTCGAGACGTCGGGTGCCATCAACCGATACTATGTCCAGAATGG
- * - t - : . : ~ 1250
Thr Gin Phe Glu Thr Ser Gly Alo lle Asn Arg Tyr Tyr Vol Gin Asn Gly

CGTCACTTTCCAGCAGCCCAACGCCGAGCTTGGTAGITACTCTGGCAACG
t - * * y - ! * + 1300

Val Thr Phe Gin GIn Pro Asn Alo Glu Leu Gly Ser Tyr Ser Gly Asn
AGCTCAACGATGATTACTGCACAGCTGAGGAGGCAGAATTCGGCGGATCC
A A - i A A A A o lsso

3lu Leu Asn Asp Asp Tyr Cys Thr Alo Glu Glu Alo Glu Phe Gly Gly Ser
TCTTTCTCAGACAAGGGCGGCCTGACTCAGTTCAAGAAGGCTACCTCTGG
s I A A A A A A L ‘uoo

Ser Phe Ser Asp Lys Gly Gly Leu Thr Gin Phe Lys Lys Alo Thr Ser Gly

CGGCATGGTTCTGGTCATGAGTCTIGTGGGATGATGTGAGTTTIGATGGACA
a A P A A A A - i ]uso

Gly Met Vol Leu Vol Met Ser Leu Trp Asp Asp
AACATCCGCGTTGACAAAGAGTCAAGCAGCTGACTGAGATGTTACAGTAC

-~ 1500

Tyr

TACGCCAACATGCTGTYGGC TGLACTCCACCTACCCGACAAACGAGACCTC
N g N e - 1 N A A lsso

Tyr Alo Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser Thr Tyr Pro Thr Asn Glu Thr Ser
FIG._1B
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CTCCACACCCGGTGCLGTGCOLGGAAGC TGCTCCACCAGCTICCEGTGTCL
n . A A A A A A |Gm

Ser Thr Pro Gly Ao Yol Ag Gl Ser Cys Ser Thr Ser Ser Gly Wt
CTCCTCAGGYCGAATCTICAGTCTYCCCAACLCCAAGGTCACLTTCTCCAAL .
4 A i L A 16 0
Pro Mla Gn ¥ol Glu Ser Gin Ser Pro Asn Ao Lys Yol The Phe Sar Asn
ATCAAGTTCGGACCCATTGGCAGCACCGGCAACCCTAGCGGCEELAACCC
A 2 A - . e A I?oo
lie Lys Phe Gly Pro lle Gly Ser Thr Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asn Pro

TCCCGGCCLAAACTCGTGGCALCACCACCACCCCCCGLCCAGCCACTACEA
! * . : “ 1750

Pro Gly Gy &sn Arg Gly Thr Thr Thr The &g Arg Pro Ao The Thr
CTGGAAGCTCTCCCGGACCTACLCAGTCTCACTACGGCCAGTCEEEEEET

Ttr Gy Ser Ser Pro Cly Pro The Gin Ser He&s Tyr Gly Gin Cys Gy Gly

ATTGGCTACACCGGCCLCALGGTCTGLGCCAGLGGLACAACTTELCAGET
- . — . . + - ~ 1850

Ite Gly Tyr Sar Cly Pro Thc Vol Cys & Ser Gly Yinr Thr Cys Gin Yol

CCTGAACCCTTACTACTCTCAGTIGLCTGTAAAGCTCCETGCGARAGCCTS g
re A P A e A L ] Do

Leuv Asn Pro Tyr Fwr Sar Gin Cys Leu

ACGCACCOGCTAGATTCTIGEIGAGCCLGTATLATGACCGCGECORGAGCT
. -— . - : - : 1850

ACATGECCCCGGGTGATTTATTTITTTITTIGTATCTACTTCTGACCCYTTIC

AAATATACGGTCAACTCATCYTTCACTGGAGATGCGGCCTGCTIGGTATY

GCOATCITCTCAGCTTGGCARATTGTCCCTTTLGAARACACAAAACGATT

CCTTAGTAGCCATCCATTTTAAGATAACLGGAATAGAAGAAAGAGGAAATT

ARAARARLALAALAAACARACATCECGTTCATAACCCGTAGAATCECCEE

TCTICGIGVATCICABTACCE ea_samss
* e 2221

FIG._1C
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GAATTCTAGGLTACGTATGLGAGGCACGLGGATLTAGGGLAGACTGSGC A

L4

TIGCATAGCTATGGTGTAGTAGAACTCCLGTCAACGGECTATTCTCACCTA

GACTYTCCCCTTCGAACTGACAAGTTGTTATATTIGCCTGTGTACCAAGES

CTAATGTGGACAGCATTAATGCCAGAGY TCATTAGCCTCAAGTAGAGCLT

ATTTCCYCGCCGEAAAGTCATCTCTCTYTATTGCATYTCTIGCCTTCCACTA

ACTCAGGGIGLACCCCAACACTACACGCAACATATCACATTTATTAGCCE

TGCAACAAGCCTATTCTACGAAAAATGL TACACFCLACATGTT1AAAGGCG

CATTCAACCAGLCTTCTTITAT IGGGTAAT&TACAGCCACCCGGGGAT GAAG

CTCATTAGLCGLCACTLAAGGUYATACAATGTTGCCAACTCTCLGEGELTY

TATCCTGTGCTCCCCGRAATACCACATCGTGATGATGCTTCAGCGLACGGAR

GTCACAGACACCGCCTLTATALAAGEGGGALIGTGACCCTIGYATSAGGLS

CAACATGGTCTLACAGLAGCTCACCTGRAGAGCCTTCTAAGATCACCCTC

TGTGTATTECACCAYGAYTCTCCCCATYLTCACCACCCTRGL TACGCTGE

Met lie Yol Gly lie Leu The Thr Lew Alo Thr Leou
CCALALTCGCACCTAGTGTGLCTCTAGAGGAGCGGLAAGCTTGCTLAAGL

A Thr Leu Ao dlg S5er Vol Pro Leu Chu Glu Arg Gin M3 Cys Sev Ser
CTCTGGTAATTAIGTGAACCCTCTCAAGAGACCCAAATACTGAGATATGT

Yol Trpr
CAAGGGGCLAATCTCGTCGCLAGAATTGGTCEGGTLLCACTTGCICTLCT

— Gly Cin Cys Gty Gly Gin Asn Trp Ser Gly Pro Thr Cy= Cys Al
TCCGGAAGCACATGCGTICTACTCCAALCGACTAYYACTCLCAGTGTCTTLC

Ser Gly Ser Tte Cys ¥al Tyr Ser Asn Asp Tyr Tyr Ser Gin {ys Leu Pro

CGGCGLTGCAAGC ICAACCTCOTCCACGCGLGLEGLGTCCACGALTICTC

Gly Ak dlo Sar Ser Sev Ser Ser The Arg Ma Mo Ser Thr T Ser
GACTATCCCCLALAACATCCCOGTCEAGCTLLGCGALGCCTCCACLTGGT

krg Vol Ser Pro Thr Thr Ser drg Ser Ser Ser &ia Thr Pro Fro Pro Gy

FIG._2A

25

50
100

150

250
300
350
400
450

550
600

650

700

750

800

850

300

950



ES 2281078 T3

TCTACTACTACCAGAGTAC C TCCAGTCGGATCGGGAACLGLTACGTATTC

——— 1000
Ser Thr The Thr Arg Vol Pro Pro ol Gly Sev Gty The Ao Thr Tyr Ser
AGGCAACCLYTYIGTIGGGGTCACTICCTTGGGCCAATGCATATTACGECY
- e . . - - — + 1050

Cly Asn Pro Phe Vol Gly Vo! Thr Pro Trp Alo asn Al Tyr Tyr Ao
CIGAAGTTAGCAGCCYLGCTATTCCTIAGCTTGACTGGAGCCATCGCCACT
= - : * - * A + 1100
Ser Cw Yol Ser Ser Leu No lie Pro Ser Lew Thr Gly Alo Met At Tnr
CC‘GCAGCM‘;CTCTCGCAhAGGTTCCCTC’!’TTTM’CTGCCTGTAG-G'CCT

1150

4o Alp Ao Ao Yol Al Lys Val Pro Ser Phe Het Trp Leg——————o

CCCLCAACCAAGGCAATCTGTTACTGAAGGCTCATCATTICACTRLAGAGA
. 3 i i - _ 12m

Asp

TACTCTTGACAAGACCCCTCTCATGEAGCAAACCTTGGCCGACATCCGCA a5
- - - - = . - 1250

The Lew Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gin Thr Leu Alo Asp lie Arg
CCOCCAACAAGAATGGLGOTAACTATCCCGGACAGTTTGTGLTCATAGAL
'S R P— ok ' Py Iwo
Th~ Ak Asn Lys Azn Gly Gly Asn Tyr Alo Gly Gin Pre Yol Val fle asp
TTGLCGGATLGLGATTGCGLTGLCCTTIGLCTLGAATGGCGAATALTCTAT

1350

Lev Pro Asp arg Asp Cys Alo Aka Leu Alg Ser fgn Gly G Tyr Ser lle

TGLCGATGGETGGLGYCGECAAATATAAGAALTATATCGALACCATTCSTIC
- = e A 4 4 1400

Lo Asp Gy Gly Vol &lo Lys Tyr Lys Asn Tyr lie Asp Thre lle Arg

AAATTGTCCTGOAATATTCCGATATCCGGACCCTCCTGGTTATTGGTATE
i e e A A - ek ]qw

Gin He Yol Yol G Vyr Ser Asp lie Ang Thr Lou Leu Yol lie

AGTTTAARCACCEGLCYCCCCCECCCCTTCCLTYCLTYTCCCGLCAGC AT 1500

CYTGYCGTFGYGCTAACTATTGTYCCCTCTTCCAGAGCCTGACTLTCYTG 1550

~%W Pro Asp Ser Lov
CCAACCTIGCYGACCAACCTCGETACTLCARAGTIGIGLC A:}‘IGC ICAGICj

1600

Al Asn Leu Vol Thr 4en Lew Gly Thr Pro Lys [ys Ma Asn Alo Gin Ser
GLCTACCITGACTGCATCAACTACGLLGTCACACACLTGAACCTTCLALA ;
i ey - oy o e & - ‘6 O
Ao Tyr Lev Gu Cys e asn Tyr Mg Vol T Gin Lew Ash Leu Pro Agn

TGTTGCGAIGTATITGGACGCTOGCCATGCAGRATGGCYTGGLTGGCLCGE %0
i rhn o L 1 —a ‘ D

Yol A Met lyr Leu Asp Ak Gy M3 A Gly Trp Lew Gy Srp Pro

FIG._.2B
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CAAACCAAGACCCGGCCGCTCAGCTATTTGCAAATGTTTACAAGAATGCA
4 - = . . + . L 17250
Aka Asn G Agp Pro Alo Alo Gin Leu Phe Ao Asn Yol Tyr Lys Asn Alo
TCCTCTCCGAGAGL TCTTCGCGEATTIGGCAACCAATGTCGCCAALTALAA
g * > * - + 1800
Sor Ser Pro Ang Ao Leu arg Gly Leu 4lg Trv Asn Vol Alo Asn Tyr Asn

CGGGTGGAACATTACCAGLCCCCCATCGTACACGCAAGGCAACGCTSGTCY
. ' — * + 1850

Gly Trp Aen lle The Ser Pro Pro Ser Tyr The Glin Gly Asn Ag Yol

ACAACGACAAGCTGTACATCCACGCTATTGGACCTICTTCTYIGCCAATCAC
— * * * ~ 1900

hyr Aan Glu Lys Lew Tyr Jle His &0 lle Gly Pro Lesu Ley Alo Apn Mg

GGCTGGTCCAACGLCTTCTTICATCACTGATCAAGGTCGATCGGCARAGLA
. et y : - 1950

Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Agp Gln Glty Arg Ser Gly Lys Gin

CCCTACCGCACAGCAACAGTGGGGAGACTOLTGLAATCTGATEGGLALLG
= : * > - ~ 2000

Pro Thr Gty Gin G GIn Vrp Cly Asp Trp Cys Asn Yal [le Oy Tne
GATTTIGGTATTICGCCCATCCOCARACAC TGGGGACTCGTTLCTLGATTCC
- EEE— e . - : ~- 2050
Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Alo Azn Thr Gly Asp Ser Leu Leu Asp Ser
TTTIGTLYGGCTCAAGCLAGGCGELCGAGTGTGALGLLALCACLCGALAGL AL
4 - n . . — » 2100
Phe Yol Trp ¥Yal Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gy Thr Sar Asp Ser Ser

TOCGCCACGATTICACTLCCACTOTGCGCTCLCAGATGCCTTGLAACCGG
* . : - 4+ 2150

Alg Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Alo Lew Pro Mp Alg Leu Gin Pro
CGCCTCAAGCTGGTGLYTGGTTCCAAGCCTACTTTICTRCAGCTTICTCACA

2200

Alo Pro Cin Ma Ciy Ao Trp Phe Cin Ma Tyr Pha Vo Gin Lew Leu Tivr

AACGCAAACCCATCGTTICCTGTAAGGLTTICGTGACCGGOCTICARACAA
= ; - - + 2250

Asn Ag Asn Pro Ser Phe Loy

TGAYGIGLGATGG! ?TGGTICCCGG”GG[}GG&GTCTTETCTACTTTGG 2300

TIGTCTGTICGCAGGTCOGTAGACCGLCAAATGAGCAACTYGATGOGATTICTTG

2350

CCAGCGATACTATAATTCACATEGATGGTCTTIGCCATCACTACCTAGTE
' o A 3 'S 2“00

AGAGAGACAGAACATCTATCCAZAATGICGAGTGICTATTAGACATALCTC 2460
A A . A A A q

CGAGAATARAGT L AACTETGTLTGTLATC YABAGATCSATICEGLAGYICG
. - . - -4 2500

AGTACGLGTATAALAACTCCGAGTACCAGCARAAGCACETCGTCALAGGAG .
. . . : - 2550

CAGGCTTIGC ARl TCCGCO..ACCTTGCT TGAMIGAGGATACALGGEGTGL

FIG._2C
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AACATGGCTGTALTGATCCATCGCAACCAAAATTYICTGTYTTATAGATCAA

GETGGTAGATTCCAATTACTCCACCTCTYGCCCTICTCCATGACATLTAA

CYCCACGTAGGAAACCATACCCAAATIGCCTACAGCYGCGGAGCATGALE

CTATGGCGATCACTCTGOTCATCTTAACCACCCTIGIGCTLTIGACGTTAAY

CCACAATAGAAAGCCGCGGT TGCAATGCAAATGATGATGCLTTYGLAGAA

ATGG@TlGCTCGCTGACTG%TACC‘GTAAEAACTYTGCYTGCCCGTCTAQ

CGCTGTTGATTGCTATTCATCACAACCTCGTCTCCCTCCTTTERGTTEAGE

TCTTTCLATGGCTYTCCAAACGTTAATAGCGCGTTTTTCTCCACARAGTA

TTCATATECACCCGCTTITGGCTGTATTGCGYGAGCTACCAGCAGLLCAA

TTGGCGAAGICTTGACCCLCACTCCCATACAATAATTICATIGCGCATTTG

ATGCGATTTTYGAGCGGCT§T7TCAGGCGACA'TYCGCCGCCTTTATTTG

CYCCATTATATCATCGATGGCATGTCCAATAGCCCCGETGATAGTCTIGTC

CAATATCGLTCYCOTCGATAACCCATECGGCACCAGATCATAATGATYCLG

CAGCACAACCTCOTATGTGLGTAGCAGAAGAACTGAGCGAGATCTTCLAG

CGCGTAACTCTGCATATCCCATIGOCCTCLYGLCACATLTCATTTTCCTY

CGGTTTCTTTIYCVGTTGAGY TCTTGYATYTGLCTCAMAGYAASATGGTLT

ATG&CG&GACACATTGGTGGTAAG&A&#ALITTCACC'CE’CTTAGTGC&

CCACTCACTCTCALAATCTATATGLAAATGTGTCGTGTAACACLCTTICGL

ATGRGLCGCTCACCGTACCCTACCATYTCGCCCCACTEATGAIAGLAGAAG

ACACATATTAATYCGELAATGCYACCRAAGTLTGLAGGLCTATGCT TAAAT

ARACGCTTCLCACAGAAGCLGACAGITTATTGITACTALTYACTATACYG

TATTATYGTTOLTCACATAAGCCGGTGAACCATTIGGTTCACALGACCCCY

GACGAGGTAAATTACTCYCTCLTAGGGCTGLLAAGGTAGGTULCAACCLEC

GTATCCTCGGTCCAGGGIGCCGAGCTYCTTTGATCCYICCCTLTTTLETAA

FIG._2D
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AGCCCAGTAGCGTGITYGAAT(!GTTC&CA&TCTClCCleAACAC&GTCC

GACACTAGGTAGGTACGTTGTAATAGCAACTCAAACATGTAATTICGTTTC

AAGGCAGGAACATTTTATAAACTTCCCTGCGATTTAATCAATAAAGATCC

TAGTCCAATCGTATACTACCTACCTAGCTAAGGTAGGTAGGTAGTTCGTG

GG&ACCTGGTCCCTAATTCACGCAkCCCAgTTTG?GCTCTTCGC?TGGCC

GTCGTYGAAGGTARAGCAGTTGTACCCATCACCTAACTCAACCGACACCE

TTGATCTGCTCAAGGCAGTTTIC
- A 4123

FIG._2E
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TGTETTGAAATCCAACTTATAAACACAACAACCGLAAACTTTIGTCITGTG

CCATCAGATTGTTGCCAAGCACCGTCLCCCCLLCCTATCTTIACTLCTTCT
A 3 A . I ‘OO

1GTIGICCCARAATCGCGLCCTICAGTTACACTIGCCGTTGALCALGECLAT
- . 4 . L 150
hat A Pro Ser Yo! Thr Leu Pro Lew The Tne Alg ie

CCTGGLCATTIGCLCCECYLCTCGCCGLCCAGCAACCGLETACCAGCALCC
* * + * - + 200

50

Leu Mo [le A0 Arg Leu Yol Mo MO Gin G Pro Gy Thr Ser The
CCEAGGTUCATCCCAAGY TGACAACCTACAAGTIGTACAAAGTCCGGGGGE
- - * - - 280
Fro Glu Yol Hs Pro Lys beu The Thr Tyr Lys Cya Thr Lys See Gly Gly

TGCGTGGCC?AGGACACCT(EGGTCGTCCTEC&CIGGMCYAC CGCTGGAT

3Q0

Cys Vot Ao Cin Asp Thr Ser Yal Val Leu 4sp Trp Asn Tyr Arg Trp Mot

GCACGACGCAAALTACAACTCGTGCACCGTCAALGCLLGCGTCAACACCA
A i A 'y L i Bm

His Asp #0 Agn Ty Asn Ser Cys Thr Yol Asn Gy Gly Yol Asn Thr
CeCTCTCCCCTGACGAGGCOACCTGTGRL AAGAACTGCTTLATCCAGGSGL
- 4 - — . 4 *> 8O0
Thr Loy Cys Pro Azp G Ala Thr Cys Gly Lys Asn Cys Phe [le Gh Gly
GTCGALTACGCLGCCTCGOGCETCACGACCTCGGGLCAGCAGCCTLACCAT
A P A o 4 N 4 'y uso
Yal Asp Tyr 4lo Ak Ser Giy Yo Thw The Ser Cly Ser Ser Leu Thr Het

GAACCAGTACATGLCCCACCAGCTCTGCLGGCTACAGCAGCGYICTCTCLTL o
. N " A A A 50

&en Gin Yyr Met Pro Ser Ser Ser Gly Giy Tyr Ser Ser Val Ser Pro
GGCTGTATCTCCTGGAEI(!GlCGGFGlGl"J«CGTGATGCTGAACCTCA&C 550
Arg Leu Tyr Leu Leu ASp Ser Asp Gly Bu Tyr Vol Mat Leu Lys Leu Asn

GGCIAGCAGLTGAGCTICGACCTCGACCTCTLTICLICTCLCCTILTGCAGA

€00

Gty GIn Glu Leu Ser Phe Asp Val Asp Leu Ser Mo Leu Pro Cys Gry Gl
GAACGGCTCGCICTACCTGTCTCAGATGGALGAGAALGGGGGCGCLAACE

~ G50
Asn Gly Sev Lou Tyr Lew Ser Gin Het 4sp Bu A2n Gly Gty Alo Agn
AG'lh'AACiCCCCCGGTGC[AACT&CGGG#GCGGCIRCTGCGATGCICA(‘I 200

Gn Tyr dsn Ihr Ao Cly Na Asn Tyr Gly Ser Gly Tyr Cyg Asp & GiIn
TGLCCCCTCLAGACATGGAGGAACGGCACCTITLCAACAL TAGLCACCAGEC

y u— p— - A re -l 750
Cys Pro Val Gin Thr Yrp Arg don Gly Thr Leu Asn Thr Sar Hg Gn Cly

CTTCTGCTGLAACGAGATGLAIATCCTGGARELCAATTCGAGCGLGAATG 800

Prwe Cys Cys Asn Ghy Mat Asp lle Lev Glu Gly Aszn Ser 4rg Mo Azn

FIG._3A
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CCYTGACCCLTCACTCTYGCACGCLCACGGLCTCLLACTCYGCCCGETTGE
* = . . - + 850
Ma Leu The Pro His Ser Cys The Mo Thr Ala Cys Asp Ser Ala Gly Cys

CCCTTCAACCCCTATGGLAGCGGCTACAAAACGTGAGCCTCATGCCACTA
- Y . re 4 e 900

Gty Phe Asn Pro Tyr Gly Ser Gly Fyr Lys Ser
CYACCCCTYTTCCTGGCGCTCTCGLGRTTTITCCATGCTIGACATGGTTTICE
re Y  — 4 e L ‘gw

AGCTACTACGGCCCCGCACATACCGTTGACACCTCCAABACLTTCACCAT
. A= a * * + 1000

=~ Tyr Tyr Gly Pro Gy Asp Thr Val Asp Thr Scr Lys Thr Phe The e

CATCACCCAGTTCAACACGGACAACGGCTCGCCCTCGGECAACCTTGTGA
~ : ~ ‘ - 1050

fle Thr Gin Pho Asn The A=p Asn Gly Ser Pro Ser Gly Asn Leu Yol
GCATCACCCGCAAGTACCAGCAAAACGGCGTCGACATCLCCAGCCLCCAG
* — . - — -— + 1100
Ser lle The Arg Lys Tyr Gn Gin Asn Gly Yol Asp lle Pro Ser Ao Gin
LCCOGCGGCGACACCATCTCGTCCTGCLCGTCCGLCTCAGCLTACGGLGE
. 'y e g e A ' ]50
Pro Gty Gly Asp Thr lie Ser Ser Cys Pro Ser Ao Ser Als Fyr Gly Gly
CCTCGCCACLCATGLGCAAGGCCCTGAGCAGCGGLATGOTGLTCGTGYITCA

1200

Leu Ala The Mat Gly Lys Ao Lew Ser Ser Gly Met Yoi Lev Yod Phe
GCATTTCGAACGACAACAGCCAGTACATOAACTGGLTCGACAGEGGCAAC
A e - + - — — 1250

Ser llg Trp Asn Asp Asn Ser Gin Tyr Mot Asn Irp Leu Agp S Gly Agn

CCCCGCCCCTGLAGCAGUALCGAGGGCAACCCATCCAACATLECTGRC CAA
A —- - - A = 1300
Alka Oy Pro Lys Ser Ser Thr Glu Gly 48n Pro Ser Asn [l» Leuv Alc Asn

CAACCCCAACACCCACGTCGICTTCTCCAACATCCGLIGGGGAGALCATTG

1350

Asn Pro Azn Thr His Yol Yol Pne Ser Asn lle Arg Trp Ghy Asp lle

CCTCTALTACGAACTCGACTGCGCCLCCGLCCLCGCLTGLGTC CAGCA[E 1400

Gly Ser Thr Thr Asn Ser Thr Ao Pro Pro Pro Pro Pro Alo Ser Ser Thr

ACCTTTITLGACYACACLCCACCACCTCGACGACTICGAGCAGCCCGAGLTS .
. b - - — “~ 1450

re Phe Sor Ine Thr Pro Arg Sev Ser Thr Trr Ser Ser Ser Pro Ser Cys
CACGCAGACTICACYGGGGGLAGTGCOLTICGCATTGCLTACAGCGGLTERCA 540
. A e . I
Thr Gin Trw Hiz Trp Gly Gin Cys Oy Cly lle Cly Tyr Ser Gy {ys
ACACCTGCACGTCGGGCK‘&CGTCCCACTATAGCAM:G&C'GT’CGTﬂ

1550

Lys Thr Cya thr Ser Gly Thr Thr Cys GIn Hyr Ser Asn asp

FIG._3B
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CCCCATGCCTGACGGGAGTGATTTTGAGATGCTAACCGCTAAAATACAGA

“ 1800
Tyr
CTACTCCCAATGCCTYTAGAGCGTTGACTTGCCYCIGGTCTIGTCCAGALG
b - - : —~ - -~ s — - 1650
Tyr Ser Gin CysLeu -
GGOGLACGATAGAATGCGGGCACGCAGGGA
et - +» 1680
FIG._3C
FIG..3A |
| :
« FIG._38 |

FIG._3
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TGCCATTTCTGACCYGGATAGGYTTTCCTATGGTCATTICCTATAAGAGAC

e - &0
ACGCTCTTTCGTCGGCCCGTAGATATCAGATTGGYATTCAGTCGCACAGA
I — A i — oy 3 A 'y e bl ol A 100

CGAAGGTGA?TTGATCCT CCAACATGAGTTCTATGAGCCLCCCCCCTIGEE

150

CCCCCCCGTICACCTTGACCTGLAATGAGAATCCLACCTTT TACAAGAGE
L - pu - A, ] e | 2@

ATCAAGAAGTATTAATGGCGL TGAATAGCCYCTGCTCGATAATATCTCCC
* = * * * 250

CCTCATCCACAATGAACAAGTCCGTGGL TCCATTGCTGCTTGCAGLOTCL

300

ot Asn Lys Sar YOI AlIg Pro Lev Lav Lew Mo Alo Ser
ATACTATATGGCGGLGCLGICGCACAGLAGACTGTCTGGGGECAGTRTGRE
A e vy . 3 v a— A A 350

lle Lou Tyr Gly Gly Ala Val MNa Gln @n Thr Val Trp Gly Gin Cys Gly

AGGTATIGGTTGLACCGGACCTACGAATTETIGCTCCTEGCTCAGCTIGT Y
A I A A 5 — A | “w

Gly lle Ghy Trp Ser Gly Pro Thr Asn Cys Alo Pro Gly Ser Alo Cys
CGACCCTCAATCCTTATTATGEGCAATGTATTCCGGGAGCCACTACTATL
-4 - - o . 4 - —- 450
wr Thr Leu Asn Pro Tyr Tyr Mo Gin (ys lie Pro Gty Alo Thr Trr e
ACCACTTCGACCCCGCCACCATCLGLTCCAACCALCACCACCAGGRLTAL

500

The Thr Ser T Arg Pro Pro Ser Gly Fro Ihe Ty Thr Thr Ag dlo Tir

CTCAAC ﬂ.AGCTCA‘lCAACYCCACCCACGAQC TCIGGGLTICCGATTTGLCG 550

Ser Thr Sar Sar Ser Thr Pro Pro Thr Ser Ser Cly Vol Arg Phe Ao
GCCTTAACATCCCGGGTITTCACTYIGGITGTACCACAGAGTGAGTACLC
e e e 'y e - Gm
iy Yol Asn [be Alg Gly Phe Asp Phw Gly Cys Thr Thr agg———————

TTIGTTTICLTGGTGTTGCTIGGL YGGTTGGG{EGGGTH ALAGC GAAGCGGAE 850

GCAAGAACACCGCCCGTCCGCCACCATCAAGATGTGGLTGGTAAGCGGCG 160
P Y . 4 i A 0

GIGTTS 1GTACAACTACETGACAGC\C&CTC&EGJ\U«TG!«GAATTkATG? 750

ASCTCTTCTTACAGTGGCACTTGCOTTACCTCGAAGGTTTATCCTCLGTT 800

Gy The {ys Yol Thr 5@ Lys Wi Tyr Pro Pro Lev

GAAGAACTTCACCGGC TCAAACALCTACCCCGAIGLLATCGOLCAGATGE 350

Lys 4sn Phe Thr Gly Ser Asn Asn Tyr Pro Aso Gly lle Gly Gin tet

FIG._4A
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ACCACTTICGTCAACGAGGACGGGATGALTATTTITCLOLTTACCTOTCGCA
4 - » — A » < 900
Gn Ha Pre Yol Asn Ghs Asp Gl Het The lie PhckgLeuFro Yol Gly
TGGCAGTALCTCGTLAACAACAATTTGEGCGGCAATCTTEATICLACGAG
5 3 A y— > " il L P b 950
Trp O Tyr Lew VWOl Asn Asn Azn Leu Oy Gly Asn Leu Asp Ser Thr Ser

CATTTCCAAGTAYGCATCAGCTTGTITCAGCGCTCLCLYGTCICIGGGEGCATY
- h A — = 100C

lle Ser Lys Tyr Asp Gin Leu Vol Gin Gly Cys beo Ser Leu Gly Alg
ACTGCATCOTCCACATCCACAATTATGCTCCGATSGAACGGTIGLGGATCATT
—~ — : - - 1050
Wyr Cys fle Vol Azp lle N Asa Tyr Mo Mg Tep Asn Gly Gly ile lie
GBYCAGGGCGLCCCTACTAATGCTCAATTCACGAGCCTTTLGGTCGLAGTT
A e oy ol pa—— - . L A I '00
Gly Gin Cly Cly Pro Thr Acn Alo Cin Pre Thre Sar Leu Trp Ser Gin Leau
GGCATCAAAGTACCCATCTCAGTCOAGGLTICTOSTTICLGCATCATGAAYG

1150

g Ser Lys Tyr Alg Ser GIn Ser &g Yot Trp Pre Gly lle Met dsn
AGCCCCACGACGTGAALVATCAACACCTGGGC TGCCACGGTCCAAGAGETT

1200

Glu Pro Hig Asp Yol Aw lle Asn The Trp Alo Alo T Yol G G Val

G1AACCGCAATCCGLARLGLTGETGCTACGICGCAATTCATCICTITGLE 0
- . . . . -+ 12

Yol Thr Ak Tle &rg Asn Na Gly Ao Thr Ser Gin Phe lle Ser Leu Pro
TGGAAATGATTGGCAATCTGCIGEGGUTTITCATATCCGATGGCAGTGLAG
. ‘ * S * 1300
Bty Asn Azp Trp Gén Ser Alo Gly Mg Fhe lle Ser Asp Gly Ser Alo
CCGCCCTGTCTCAAGTCACGAACCCGGATGGETCAACAALGAATCTGATT

1350

Alg Alo Leu Ser Cin Yol The Aon Pro Asp Gly Ser Tiv Thr &sn Lou lle
TITGACGYGCACAAATACTYGGACTCAGACAACTCECGGTALCTICACCGCCSA

A J A A A 'qco
Pre A8p Vol His Lys Tyr Lev Asp Ser Agp Asn Ser Gly Thr Hs Alg Glu

ATGTACTACAAATAACATTIGACGOCGCCTTITTLTLCGCTTGCCACTIGGL
i . — ' - 1450

Cys Thr Thre 4sn Asa lle Asp Gly Alo Pre Sar Pro Leu Ao The Tep
TCCGACAGAACAATCGCCAGGCTIATCLTGACAGAAACLGGTGGTGGLAAL
A . — - * 1500

Leu Arg GIn Asn Asn Arg Gin Ao lie Leu Tor Glu Thr Gly Gly Gty Asn
GITCAGTCLTIGCATACAACACATCTGECACCAAATCCAATATLTCAACCA

1530

vol Gdn Ser Cys '@ GIn 45p Mat Cys GIn Gin lle Gin Tyr Leu Agn Gin
GAACTCACATGTCTIATCTIGGCTATGTYGLATTGRGGTLCCCGATCATYITG
. i _— ' " A 'em

Asn Sar Asp Vo! Tyr Leu Gly Tyr ¥al Cly Trp Gy 25 Cly Ser Phe

FIG._4B
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ATAGCACGTATGTCCTGACGGAAACACCGACTAGCAGTGGTAACTCATGE
‘ : : — - * 1650

Asp Ser The Jyr Vgl Leu Thr Glu Thr Pro Thr Ser Ser Gly Asn Ser Trp

ACGGACACATCCTTGGICAGCTCEYGTCTCGCAAGAAAGTAGCACTCTGA
- 4 * - . + 1700

Thr Asp Thr Ser Leu Yoi Ser Ser Cys Leu Alo Arg Lys

GCVYGAATGCAGAAGCCTCGCCAACGTTIGTATCTCGCTATCAAACATART
ol A A I Y ]750

AGETACTCTATGAGGCYGICTGTICTCGATTVCAGLTYTATATAGTTTCA

. -~ 1800
TCAAACAGCTALATATICCCTCTIGTIGGCCACGLAAAAAAAAAAARAAAAA
a . : — - 1849
- ;
 FIG._4A |
| )
' FIG._48 |

FIG._4
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CGCTGETCTGGATGRAAACGCTCTTCGCCAAATCGTGATCGATTCATACTCG
} : SEE— * * ~ 50

CATCTATAAGATGGCACAGATCGACTCTTCATTCACAGACATCCGTCAGE
. A a A 5 A ' ]m

CCTCAAGCCGTTTGCAAGTCCACAAACACAAGCACAAGCATAGCGTCGE A
- Aa A N ekt 2 . e N L ISO

ATGAAGTTCCTTCAAGTCCTCCCTGCCLTCATACCGOLCGLCCTGRLCCA
= ~ ! - : - 4 - 200

Het Lys Phe Lev Gin Yol Leu Pro Alg Leu lle Pro Alg Alo Leu Aa Gin

AACCAGCTGYGACCAGTGCCCAACCTTICACTGGCAACGGLC TACACAGTCA
- - a e A A M — X » 250

Trr Ser Cys Asp GIn Tng Mo Thr Phe Thr Gly Asn Gy Fyr Thr Vol

GCAACAACCTTTGGGSAGCATCAGCLGGCTCTGGATTTGGLCTGCGTGALG
* . = * * . ~ ~ 300

Ser Asn Asn Loy Trp Gly Alg Ser Alo Gly Ser Gly Fhe Gty Cys Wal Thr

GCGGTATCGCTCAGLGGCGGGGLECTCCTGGLACGCACALTCGCAGTIGETC
A e " X, ke A . A 350

Aa Vo! Ser Leu Ser Gty Gly Mo Ser Trp His Alo Asp Trp Gin Trp Ser

CGGCGGCCAGAACAACGTCAAGTCGTACCAGAACTCTCACATTGCCATIC
e -y S - e 'Y Y qw

Gly Gy Gn Asn Asn Wl Lyg Ser Ty GIn A2n Ser Gin 1o Al i@

{CCAGAAGAGGACCGTCAACAGCATCAGCAGCATGLCLACCACTGCCAGC
A " A '8 e 5. 'Y uw

Pro Gin Lys Arg Tiv Vol Asn Ser lig Sar Ser Met Pro The Thr &a Ser

TCGAGCTACAGCGGGAGLAACATCCGCGCTAATGTTGCGTATGACTTILTY
A ' . i 1S _ 3 500

Trp Ser Tye Ser Gty Ser dsn lle Arg Alo A=n Vol Alo Fyr Asp Leu Phe

CACCGCAGCCAACCCGAATCATCICACGTALTCLGGGAGACTAC GAACTC{t 550

Thr Ala Alo Asn Pro Asn tes VWb Thr Tyr Ser Gly 4sp Tyr Glu Leu

TGAVLTGG TAAGC CATAAGAAGTGACCCICLCTTGA TACTITCGACT&AC{: 500

Het lig Fp

FIG._5A
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ACATGTCYTGAGGCTTCGCAAATACGGCGATATTGGLCCGATTGGETCCY

650

Leu Gly Lys Wyr Gly asp lle Gy Pro lla Gly Ser

CACAGGGAACAGTCAACGTCGGYGGCCAGAGLTGGACGLTCTACTATGEE
- b - e r's e e 700

Ser Gin Gly Thr Yal Asn Yal Gly Gly Gin Ser Trp Tne Leu Tyr Tyr Gly

TACAACGCACCCATGLAAGTCTATTCCTTTCTGCCCLAGACCAACACTAC

750
Tyr &sn Gly Alg Het Gin Yol Tyr Ser Phe Yol Alo Gin Thr Asn Thw Thr

CAACTACAGLGGAGATGTCAAGAACTTCTTICAAT TATCTCCGAGACAATA
- e ¢ 1 P A 'y - ” ] 600

Asn Tyr Ser Gly Asp Vol Lys Asn Fhe Phe Asn Tyr Leu Arg ASp Asn

AMGGATACAACGCTGCAGCCCAATATGTTICTTAGTAAGTCACCCTCACTG
A - e ' A e e 850

Lys Gly & dsn Ala Ao Giy Gin Tyr Yal Leu Ser

TGACYCGGCTGACTTTCTTGCAACGTTTGLTAACAAAACCTTCOTATAGG

CTACCAATTTGGTACCGAGCCCTTCACGGGLCAGTGRAACTLTCAACGTLS
e S '8 e e 4 - 4 950

Tyr 6n Pre Gty The Glu Pro Pre The Gly Ser Gy The Lew Asn Vot

CATCCTCCACCGCATCTATCAACTAAAACCTCGAAALGTGAGATGTGGTG 00
b - a— e - . — i '0

Mg Ser Trp The Alg Ser llg Asn** *

CCCATACGTTATTGAGCGAGGGAAAAAAAGCATIGGA TC(JI ATTGAAGATG 1050

FIG._5B
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- - - .

FIG._6

FIG._6A

- A M AR - -

- Digerir con Bsml y EcoRI.

- Aislar el fragmento de 300 pb Bsmi/EcoRl.

- Digerir pUC218 con Ssti y EcoRl.

- Unir el fragmento pUC218 Sstl/EcoRI y Baml/EcoRI con

los siguientes oligonucledtidos sintéticos.
os siguientes olig intético (SEQ. ID NO:37)

COTAGAGCGTTUACTTGCCTOICETCTCI CCAGACOOGGGAL GATAZAATGOG
TCQAGCATOTCCCAAL TGARC BOAMCAC CACGACAGETCTCOOCCCTECTATO MIAC
Ssiu Bsmi

Ssi
ScalSimal
EcoR)

- Digerir pEg1T con Hindlll y Bsml y aislar el fragmento del vector.
- Digerir pUC218::EG1 con Hindlll y Sstl y Aislar el fragmento EG1 de 2.3 kb.
- Unir pEg1T Hindlll/Bsml y 2,3 Kb HindllI/Sstl con los siguientes oligonucleétidos sintéticos.

COTAGAGCGTIGACTICCCTCYCU TC TG TCCAGACCCOLGACCATAGAARTCOC
TCGACCATSYCCCAAC TGAACGGALACCAGACAGCTCTGCCCCC TECTATCT TAC

Satf l Bgm]

38
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El conector reemplaza ADN entre
los siting Sst/Rsml

Scal’'Smal
€EcoR

EcoRl

- Digerir p219M con EcoRI y HINDII.

- Aislar el fragmento génico de 1,6 kb EcoRI/HINDIII pyr4.

- Digerir pUC218 con EcoRI Sst! y desfosforilar los extremos con fosfatasa alcalina de
ternero.

- Aislar el fragmento Hindlll/EcoRI EG1 de pEG1A3".

- Unir pUC218/EcoRl, el fragmento génico EcoRI/HINDII pyr4 y el fragmento Hindlll/EcoRlI
EG1.

EcoRl
Hindl11

FIG._68B
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Hind{l

* Digestién parcial con Xbal. Aislar el fragmento del vector lineal. Complementar los

extremos con ADN Polimerasa T4 y dNTPs y unir los extremos romos. Esto resulté en la

destruccion del sitio complementado.

* Seleccionar un plasmido en el cual se ha destruido el sitio Xbal del policonector.

* Digerir el plasmido con e! sitio Xbal destruido con Xbal y SnaBlI.

* Aislar el fragmento del vector y unirlo con los siguientes oligonucleétidos sintéticos.
$'CTA GAG GAG CCGC TCC O3A ACC GOT AC 3°

3 TC CTC 6CC AGC CCF TGO CGA TG §°
Xbal SnaBl

» Esto reemplaza efectivamente el CBD con un conector que se une a la sefial peptidasa con el
punto de escision de papaina en el dominio del conector de la proteina CBHII.

* Terminador
SnaBl C.RHI
. Bollt ccrverme, Nhel
Nott
Bgilt Nhal pyré
Boal
EcoRl Terminador ¥ ) . Notl
Bgm CBHI ‘ P~ e
. (R
Hindil Pmel * romotor CBHI
Digerir pUCACBD CBHI! con Nhel Ssill
Conseguir extremos Nhel romos utilizando ADN polimerasa T4 y Digerir con Sstll y Pmel y aislar el
dNTPs fragmento del vector.

Digerir con Bglll y aislar el Nhel (romo)-fragmento del dominio del

centro Bglll cbh2

Unir entre ellos con el oligonucleétido CGTAG
para unir el extremo Bglll con el extremo Sstll.

Terminador cbhi N!nl
Bgill pUC1180

FIG._9

4 pTEXCBHIIcore B

Terminador Promotor
chhi Centro cbh2 cbhl
NhgliunliPmal BglivSsil
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

()
(ii)
(iii)
(iv)

)

(vi)

(vii)

(ix)

SOLICITANTE: GENENCOR INTERNATIONAL. INC.

TITULO DE LA INVENCION: Nuevos enzimas celulasa y sistemas para su expresion

NUMERO DE SECUENCIAS: 43

DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) DIRECCION: Genencor International
(B) CALLE: 180 Kimball Way
(C) CIUDAD: South San Francisco
(D) ESTADO: CA
(E) PAIS: EE.UU.
(F) CODIGO POSTAL: 94080

FORMATO LEGIBLE PARA ORDENADOR:
(A) MEDIO: Disco magnético
(B) ORDENADOR: Compatible IBM PC
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA: Patentin Release #1.0, Version #1.25

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

INFORMACION AGENTE/ABOGADO

(A) NOMBRE: Christopher L. Stone

(B) NUMERO DE REGISTRO: 36,696

(C) NUMERO DE CASO/EXPEDIENTE: GC226-2.PCT
INFORMACION DE TELECOMUNICACION:

(A) TELEFONO: (415) 742.7555
(B) TELEFAX: (415) 742-7217

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 1

®

(i)
(ix)

(xi)

CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 96 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal
TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..96

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 1
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GGC CAG TGC GGC GGTATT GGC TACAGC GGC CCC ACG GTC TGC GCC AGC

Gly Gin Cys Gly Gly lle Gly Tyr Ser Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser
1 5 10 15

GGC ACA ACT TGC CAG GTC CTG AAC CCT TAC TAC TCT CAG YGC CTG TA
Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser Gin Cys Leu
20 25 30

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 2

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 31 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 2

Gly GIn Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser
1 5 10 15

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

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 3

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 166 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: unir (1..20. 70..166)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 3

CAAGCT TGC TCAAGC GTC TG GTAATTATGT GAACCCTCTC AAGAGACCCA
Gin Ala Cys Ser SerVal Trp
1 5

AATACTGAGA TATGTCAAG G GGC CAATGY GGT GGC CAG AAT TGG TCG GGT
Gly Gin Cys Gly Gly Gin Asn Trp Ser Gly
10 15

CCGACTTGC TGT GCT TCC GGA AGC ACA TGC GTC TAC TCC AAC GAC TAT
Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp Tyr
20 25 30

TAC TCC CAG TGTCIT CCC 166
Tyr See GiIn Cys Leu Pro
a5

438

50

100

148
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(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 4

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 39 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 4

10

Gln Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly Gln Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser
1 5 10 15

15 Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu Pro
35

20
(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 5

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
25 (A) LONGITUD: 159 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: unir (1..82. 140..159)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 5

30

35

40 CAC TGG GGG CAG TGC GGT GGC ATT GGG TAC AGC GGG TGC AAG ACG TGC 48
His Trp Gly Gin Cys Gly Gly lle Gly Tyr Ser Gly Cys Lys Thr Cys
1 5 10 15
ACG TCG GGC ACT ACG TGC CAG TAT AGC AAC GAC TGTICGTATCC 92

45

Thr Ser Gly Thr Thr Cys Gln Tyr Ser Asn Asp

50 20 25
CCATGCCTGA CGGGAGTGAT TTTGAGATGC TAACCGCTAA AATACAG AC TAC TCG
147
Tyr Tyr Ser
5 30
CAATGCCTTTA 159
GinCys Leu

60
(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 6
(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:

65 (A) LONGITUD: 33 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
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(C) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 6

His Trp Gly GIn Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Cys Lys Thr Cys
1 5 10 15

Thr Ser Gly Thr Thr Cys GIn Tyr Ser Asn Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys
20 25 30

Leu

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 7

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 108 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: (1..108)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 7

CAG CAG ACT GTC TGG GGC CAG TGT GGA GGT ATT GGT TGG AGC GGACCT 48
Gin Gin Thr Val Trp Gly Gin Cys Gly Gly lie Gly Trp Ser Gly Pro

20

25

30

35 1 ) 10 15
40 ACG AAT TGT GCT CCT GGC TCA GCT TGT TCG ACC CTC AAT CCT TAY TAT 96
Thr Asn Cys Ala Pro Gly Ser Ala Cys Ser Thr Leu Asn Pro Tyr Tyr
20 25 30
45 GCG CAATGT ATT 108
Ala GIn Cys lle
35

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 8
50

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii)) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 8

55

60

Gln GIn Thr Val Trp Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Trp Ser Gly Pro
1 5 10 15

Thr Asn Cys Ala Pro Gly Ser Ala Cys Ser Thr Leu Asn Pro Tyr Tyr
20 30

65 25

Ala Gln Cys Ile
35
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(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 9

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1453 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: (1..410, 478..1174, 1238..1453)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 9
CAG TCG GCC TGC ACT CTC CAA TCG GAG ACT CAC CCG CCT CTG ACA TGG

Gin Ser Afa Cys Thr Leu GIn Ser Glu Thr His Pro Pro Leu Thr Trp
1 5 10 15

CAGAAA TGC YCG TCT GGT GGC ACT TGC ACT CAA CAG ACAGGC TCC GTG
Gin Lys Cys Ser Ser Gly Gly Thr Cys Thr GIn Gin Thr Gly Ser val
20 25 30

GTC ATC GAC GCC AAC TGG CGC TGG ACT CAC GCT ACG AAC AGC AGC ACG

48

96

144
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Val lle Asp Ala Asn Trp Arg Trp Thr His Ala Thr Asn Ser Ser Thr
35 40 45

AAC TGC TAC GAT GGC AAC ACT TGG AGC TCG ACC CTATGT CCT GAC AAC 192
Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Thr Trp Ser Ser Thr Leu Cys Pro Asp Asn
50 55 60

GAG ACC TGC GCG AAG AAC TGC TGT CTG GAC GGT GCC GCC TAC GCG TCC 24!
Glu Thr Cys Ala Lys Asn Cys Cys Leu Asp Gly Ata Ala Tyr Ala Ser
65 70 75 80
ACG TAC GGA GTT ACC ACG AGC GGT AAC AGC CTC TCC ATT GGC TTT GTC 288
Thr Tyr Gly Val The Thr Ser Gly Asn Ser Leu Ser lle Gly Phe Va!

8S g0 95

ACC CAG TCY GCG CAG AAG AAC GTT GGC GCTCGC CTT TAC CTT ATG GCG 336
Thr Gin Ser Ala Gin Lys Asn Val Gly Ala Arg Leu Tyr Leu Met Ala
100 105 110

AGC GAC ACG ACC TAC CAG GAATTC ACC CTG CTT GGC AAC GAG TTC TCT 384
Ser Asp Thr Thr Tyr Gin Glu Phe Thr Leu Leu Gly Asn Glu Phe Ser
118 120 12%

TTC GAT GTT GAT GTT TCG CAG CTG CC GTAAGTGACT TACCATGAAC 430
Phe Asp Val Asp Val Ser GinLeu Pro
130 135

CCCTGACGTA TCTTCTTGTG GGCTCCCAGC TGACTGGCCA ATTTAAG G TGC GGC
484
Cys Gly

TTG AAC GGA GCT CTC TAC TTC GTG TCC ATG GAC GCG GAT GGT GGC GTG 532
Leu Asn Gly Ala Leu Tyr Phe val Ser Met Asp Ala Asp Giy Gly Val
140 145 150 155

AGC AAG TAT CCC ACC AAC ACC GCT GGC GCC AAG TAC GGC ACG GGG TAC SBO
Ser Lys Tyr Pro Tnr Asn Thr Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gty Tyr
160 165 170

TGT GAC AGC CAG TGT CCC CGC GAT CTG AAG TTC ATC AAT GGC CAG GCC 628
Cys Asp Ser Gin Cys Pro Arg Asp Leu Lys Phe lle Asn Gly Gin Ala
175 180 185

AAC GTT GAG GGC TGG GAG CCG TCATCC AAC AAC GCA AAC ACG GGC ATT 676
Asn Val Glu Gly Trp Glu Pro Ser Ser Asn Asn Ala Asn Thr Gly ile
190 185 200

GGA GGA CAC GGA AGC TGC TGC TCT GAG ATG GAT ATC TGG GAG GCC AAC 724
Gly Gly MHis Gly Ser Cys Cys Ser Glu Met Asp lte Trp Glu Ala Asn
205 210 215

TCC ATC TCC GAG GCT CTT ACC CCC CAC CCTTGC ACG ACT GTC GGC CAG 772
Ser lle Ser Glu Ala Leu Thr Pro His Pro Cys Thr Thr Val Gly GiIn
220 225 230 235
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GAG ATC TGC GAG GGT GAT GGG TGC GGC GGA ACT TAC TCC GAT AAC AGA 820
Glu lte Cys Glu Gly Asp Gly Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Asp Asn Arp
240 245 250

TAT GGC GGC ACY TGC GAT CCC GAT GGC TGC GAC TGG AAC CCA TAC CGC 868
Tyr Gly Gly Thr Cys Asp Pro Asp Gly Cys Asp Trp Asn Pro Tyr Arp
255 260 265

CTG GGC AACACC AGC TTC TAC GGC CCT GGC TCAAGC TTT ACC CTC GAT 916
Leu Gly Asn Thr Ser Phe Tyr Gly Pro Gly Ser Ser Phe Thrleu Asp
270 275 280

ACC ACC AAG AMAA TTG ACC GTT GTC ACC CAG TTC GAG ACG TCG GGT GCC 864
Thr Thr Lys Lys Leu Thr Val Val Thr Gin Phe Glu Thr Ser Gly Ala
285 290 295

ATC AAC CGA TAC TAT GTC CAG AAT GGC GTC ACTTTC CAG CAG CCC AAC 1012
le Asn Arg Tyr Tyr Val Gin Asn Gly Val Thr Phe Gin GIn Pro Asn
300 305 310 31S

GCC GAG CTT GGT AGT TAC TCT GGC AAC GAG CTC AAC GAT GAT TAC TGC 1060
Ala Glu Leu Gty Ser Tyr Ser Gly Asn Glu Leu Asn Asp Asp Tyr Cys
320 325 330

ACA GCY GAG GAG GCAGAA TTC GGC GGA TCC TCTY TTC YCA GAC AAG GGC 1108
Thr Ala Glu Glu Ala Glu Phe Gly Gly Ser Ser Phe Ser Asp Lys Gly
235 340 345

GGC CTG ACT CAG TTC AAG AAG GCTACC TCTGGC GGC ATG GTTCYG GTC 1156
Gly Leu Thr Gin Phe Lys Lys Ala Thr Ser Gly Gly Met Val Leu Val

350 355 360
ATG AGT CTG TGG GAT GAT GTGAGTTTGA TGGACAAACA TGCGCGTTGA 1204
Met Ser Leu Trp Asp Asp
365

CAAAGAGTCA AGCAGCTGAC TGAGATGTTA CAG TAC TAC GCC AAC ATG CTG TGG
1258

Tyr Tyr Ala Asn Met Leu Trp

370 375

CTG GAC TCC ACC TAC CCG ACA AAC GAG ACC TCC TCC ACACCC GGT GCC 13056
Leu Asp Ser Thr Tyr Pro Thr Asn Glu Thr Ser Ser Thr Pro Gly Ala
380 385 390

GTG CGC GGAAGC TGC TCC ACC AGC TCC GGT GTCCCT GCT CAG GTC GAA 1354
Val Arg Gly Ser Cys Ser Thr Ser Ser Gly Val Pro Ala Gin Val Glu
395 400 405

YCT CAG TCT CCC AAC GCC AAG GTC ACC TTC TCC AAC ATC AAG TTC GGA 1402
Ser Gin Ser Pro Asn A1a LyS Va3l Thr Phe Ser Asn lle Lys Pne Giy
410 415 420

CCC ATT GGC AGC ACC GGC AAC CCTAGC GGC GGC AAC CCT CCC GGC GGA 1450
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Pro lle Gly Ser Thr Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Giy

425 430 435 440
AAC 1453
Asn

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 10

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 441 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 10

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gin Ser Ala Cys Thr Leu Gin Ser Glu Thr His Pro Pro Leu Thr Trp
1 5 10 15

Gin Lys Cys Ser Ser Gly Gly Thr Cys Thr Gin Gin Thr Gly Ser Val
20 25 30

Val lle Asp Ala Asn Trp Arg Trp Thr His Ala Thr Asn Ser Ser Thr
35 40 45

Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Thr Trp Ser Ser Thr Leu Cys Pro Asp Asn
50 55 60

Glu Thr Cys Ala Lys Asn Cys Cys Leu Asp Gly Ala Ala Tyr Ala Ser
65 70 75 80

Thr Tyr Gly Val Thr Thr Ser Gly Asn Ser Leu Ser lle Gly Phe Val
85 90 95

Thr Gln Ser Ala Gin Lys Asn Val Gly Ala Arg Leu Tyr Leu Mel Ala
100 105 110

Ser Asp Thr Thr Tyr Gin Glu Phe Thr Leu Leu Gly Asn Glu Phe Ser
115 120 125

Phe Asp Val Asp Val Ser Gin Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu
130 135 140

Tyr Phe Val Ser Met Asp Ala Asp Gly Gly Val SerLys Tyr Pro Thr
145 150 1558 160

Asn Thr Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gin Cys
165 170 125

Pro Arg Asp Leu Lys Phe lle Asn Gly Gin Ala Asn Val Glu Gly Trp
180 185 190
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Glu Pro Ser Ser Asn Asn Ala Asn Thr Gly lie Gly Gly His Gly Ser
195 200 205

Cys Cys Ser Glu Met Asp lle Trp Glu Ala Asn Serlle Ser Glu Alg
210 215 220

Leu Thr Pro His Pro Cys Thr Thr Val Gly Gin Glu lle Cys Glu Gly
225 230 23§ 240

Asp Gly Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Asp Asn Arg Tyr Gly Gly Thr Cys
245 250 255

Asp Pro Asp Gly Cys Asp Trp Asn Pro Tyr Arg Leu Gly Asn Thr Se
260 265 270

Phe Tyr Gly Pro Gly Ser Ser Phe Thr Lev Asp Thr Thr Lys Lys Leu
275 280 285

Thr Val Val Thr Gin Phe Glu Thr Set Gly Ala fle Asn Arg Tyr Tyr
2390 295 300

Vat Gln Asn Gly Val Thr Phe Gin Gin Pro Asn Ala Glu Leu Gly Ser
305 310 315 320

Tyr Ser Gly Asn Glu Leu Asn Asp Asp Tyr Cys Thr Alta Glu Glu Ala
325 330 338

Glu Phe Gly Gly Ser Ser Phe Ser Asp Lys Gly Gly Leu Thr GIn Phe
340 345 350

Lys Lys Ala Thr Ser Gly Gly Met ValLeu Val Met Ser Leu Trp Asp
355 360 365

Asp Thr Thr Pro Thr Cys Cys Gly Trp Thr Pro Pro Thr Arg Gin Thr
370 375 380

Arg Pro Pro Pro His Pro Vat Pro Cys Ala Glu Ala Ala Pro Pro Ala
a8s 390 395 400

Pro Val Ser Leu Leu Arg Ser Asn Leu Ser Leu Pro Thr Pro Arg Ser
405 410 415

Pro Ser Pro Thr Ser Ser Ser Asp Pro L eu Ala Ala Pro Ala Thr Leu
420 425 430

Ala Ala Ala Thr Leu Pro Ala Glu
435 440

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 11

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1244 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico

(C) CADENA: Unica

(D) TOPOLOGIA: Lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: unir (1..161, 218..465, 556..1244)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 11

TCG GGAACC GCTACG TATTCAGGCAACCCTTITGTIT GGG GTC ACTCCT 48
Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Vat Gly Val Thr Pro
1 5 10 15

TGG GCC AAT GCA TAT TAC GCC TCT GAA GTT AGC AGC CTC GCT ATT CCT 85
Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Al Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lie Pro
20 25 a0

AGC TTG ACT GGA GCC ATG GCC ACT GCT GCA GCA GCT GTC GCA AAG GTT 144
Ser Leu Thr Giy Ala Me! Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val

35 40 45
CCCTCTTITATG TGG CT GTAGGTCCYC CCGGAACCAA GGCAATCTGT 191
Pro Ser Phe Met Trp Leu
50

TACTGAAGGC TCATCATTCA CTGCAG AGAT ACTCTT GAC AAG ACC CCT CTC 242
Asp ThrLeu Asp Lys Thr Pro Leu
55 60

ATG GAG.CAA ACC TTG GCC GAC ATC CGC ACC GCC AAC AAG AAT GGC GGT 290
Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
65 70 75

AAC TAT GCC GGA CAG TTT GTG GTG ATA GAC TTG CCG GAT CGC GAT TGC 338
Asn Tyr Ala Gly Gin Phe Val Val lle Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
80 85 90

GCT GCC CTT GCC TCG AAT GGC GAATAC TCT ATT GCC GAT GGT GGC GTC 386
Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
95 100 105 110

GCC AAA TAT AAG AAC TAT ATC GAC ACC ATT CGT CAA ATT GTC GTG GAA 434
Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg Gin lle Val Vat Glu
115 120 125

TAT TCC GAT ATC CGG ACCCTC CTG GTT ATT G GTATGAGTTT AAACACCTGC 485
Tyr Ser Asp lie Arg Thr Leu Leu Val lle
130 135

CTCCCCCLCCC CCTTICCCTTC CTITCCCGCC GGCATCTTGT CGTTGTGCTA ACTATTIGTIC
545

CCTCTTCCAG AG CCT GAC TCT CTT GCC AAC CTG GTG ACC AAC CTC GGT 583

Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly
140 145
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ACY CCA AAG TGT GCC AAT GCT CAG TCA GCC TAC CTT GAG TGC ATC AAC 641
ThrPro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn
150 155 160 165

TAC GCC GTC ACACAG CTG AAC CTT CCA AAT GTT GCG ATG TAT TTG GAC 689
Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp
170 175 180

GCTGGC CAT GCAGGA TGG CTT GGC TGG CCG GCA AAC CAA GAC CCG GCC 737
Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala
185 190 195

GCT CAG CTA TTT GCA AAT GTT TAC AAG AATGCATCG TCTCCG AGAGCT 785
Ala GIn Leu Phe Alg Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Als
200 205 210

CTTCGC GGA TTG GCA ACC AAT GTC GCC AAC TAC AAL GGG TGG AAC ATT 833
Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn val Ala Asn Tyr Asn Gly Trp Asn lle
215 220 225

ACC AGC CCC CCATCG TAC ACG CAA GGC AAC GCT GTC TAC AAC GAG AAG 881
Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr GIn Gly Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys
230 235 240 245

CTG TAC ATC CAC GCT ATT GGA CCTCTT CTT GCC AAT CAC GGC TGS TCC 929
Leu Tyr lle Mis Ala lle Gly Pro Leu Leu Ala Asn Mis Gly Trp Ser
250 255 260

AAC GCC TTC TTC ATC ACT GAT CAAGGT CGA TCG GGA AAG CAG CCT ACC 877
Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp Gln Gly Arg Ser Gly Lys Gin Pro Thr
265 270 275

GGA CAG CAA CAG TGG GGA GAC TGG TGC AAT GTG ATC GGC ACC GGA TTT 1025
Gly Gin Gia Gin Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val lle Gly Thr Cly Phe
280 285 290

GGTATT CGC CCATCC GCA AAC ACTGGG GAC TCG TTG CTG GATTCG TTT 1073
Gly lie Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly Asp SerLeuLeu Asp Ser Phe
295 300 305

GTC TGG GTC AAG CCA GGC GGC GAG TGT GAC GGC ACC AGC GAC AGC AGT 1121
Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
310 315 320 325

GCG CCA CGA TTT GAC TCC CAC TGT GCG CTC CCA GAT GCC TTG CAA CCG 1169
Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro
330 335 340

GCGCCTCAAGCTGGT GCT TGG TTC CAAGCC TACTTTGTG CAGCTTCTC 1217
Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu
345 350 355

ACA AAC GCA AAC CCATCG TICCTG TA 1244
Thr Ash Ala Asn Pro Ser Phe Leu

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 12

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 365 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
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(C) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 12

Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro
1 5 10 15

Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro
20 25 30

Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val
35 40 45

Pro Ser Phe Me! Trp Leu Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu
50 55 60

GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly Asn Tyr
65 70 75 8O

Ala Gly Gin Phe Val Val lle Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala
85 50 95

Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys
100 105 110

Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg Gin lle Val Val Glu Tyr Se’
118 120 125

Asp tle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu
130 135 140

Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser Ala Tyr
145 150 155 160

Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ata Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro Asn Val
165 170 175

Ala Met Tyr Lev Asp Ala Gly His Ala Gly Tmp Leu Gly Trp Pro Ala
180 185 190

Asn Gin Asp Pro Ala Ala Gin Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala
185 200 205

Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr
210 215 220

12
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Asn Gly Trp Asn lie Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr G!n Gly Asn Ala
225 230 235 240

Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lle His Ala lle Gly Pro Leu Leu Ala
245 250 255

Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp GIn Gly Arg Ser
260 265 270

Gly Lys Gin Pro Thr Gly GIn Gin GIn Yrp Gly Asp Trp Cys Asn Val
275 280 285

Ile Gly Thr Gly Phe Gly (le Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly Asp Ser
290 205 300

Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly
305 310 315 320

Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro
325 330 338

Asp Ala Leu GIn Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr
340 345 350

Phe Val Gln Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360 365

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 13

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1201 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico

(C) CADENA: Unica

(D) TOPOLOGIA: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: unir (1..704, 775..1201)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 13

CAG CAA CCG GGT ACC AGC ACC CCC GAG GTC CAT CCC AAG TTG ACA ACC
GIn Gin Pro Gly Thr Ser Thr Pro Glu Val His Pro Lys Leu Thr Thr
1 5 10 15

TAC AAG TGT ACA AAG TCC GGG GGG TGC GTG GCC CAG GAC ACC TCG GTG
TyrLys Cys Thrlys Ser Gly Gly Cys Val Ala GIn Asp Thr Ser Val
20 25 30

GTC CTT GAC TGG AALC TAC CGC TGG ATG CAC GAC GCA AAC TAC AAC TCG
Val Leu Asp Trp Asn Tyr Arg Trp Met His Asp Ala Asn Tyr Asn Ser

13
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35 40 45

TGC ACC GTC AAC GGC GGC GTC AAC ACC ACG CTC TGC CCT GAC GAG GCG
Cys Thr Val Asn Gly Gly Val Asn Thr Thr Leu Cys Pro Asp Glu Ala
50 55 60

ACC TGT GGC AAG AAC TGC TTC ATC GAG GGC GTC GAC TAC GCC GCC TCG
Thr Cys Gly Lys Asn Cys Phe ile Glu Gly Va! Asp Tyr Ala Ala Ser
6$ 70 75 80

GGC GTC ACG ACC TCG GGC AGC AGC CTC ACC ATG AAC CAG TAC ATG CCC
Gly Val The Thr Ser Gly Ser Ser Leu Thr Mel Asn Gin Tyr Met Pro
85 80 8s

AGC AGC TCT GGC GGC TAC AGC AGC GTC TCTCCTCGG CTG TATCTC CTG
Ser Ser Ser Gly Gly Tyr Ser Ser Val Ser Pro Arg Leu Tyr Leu Leu
100 105 110

GAC TCT GAC GGT GAG TAC GTG ATG CTG AAG CTC AAC GGC CAG GAG CTG
Asp Ser Asp Gly Glu Tyr Val Met Leu Lys Leu Asn Gly Gin Glu Leu
115 120 125

AGC TTC GAC GTC GACCTC TCYGCT CYG CCG IGT GGA GAG RAC GGLC TCG
Ser Phe Asp Val Asp Leu Ser Ala Leu Pro Cys Gly Glu Asn Gly Ser
130 135 140

CTC TAC CTG TCT CAG ATG GAC GAG AAC GGG GGC GCC AAC CAG TAT AAC
Leuv Tyr Ley Ser GIn Met Asp Glu Asn Gly Gly Ala Asn GIn Tyr Asn
145 150 155 160

ACG GCC GGT GCC AAC TAC GGG AGC GGC TAC TGC GAT GCT CAG TGC CCC
Thr Ala Gly Ala Asn Tyr Gly Ser Gly Tyr Cys Asp Ala Gin Cys Pro
165 170 175

GTYC CAG ACA TGG AGG AAC GGC ACC CTC AAC ACT AGC CAC CAG GGC T1T7C
Val Gin Thr Trp Arg Asn Gly Thr Leu Asn Thr Ser Ris GIn Gly Phe
160 1385 190

TGC TGC AAC GAG ATG GAT ATC CTG GAG GGC AAC TCG AGG GCG AAT GCC
Cys Cys Asn Glu Met Asp lle Leu Glu Gly Asn Ser Arg Ala Asn Ala
185 200 205

YTG ACC CCT CAC TCT TGC ACG GCC ACG GCC TGC GAC TCT GCC GGT TGC
Leu Thr Pro His Ser Cys Thr Ala Thr Ala Cys Asp Ser Ala Gly Cys
210 215 220

GGC TTC AAC CCC TAT GGC AGC GGC TAC AAA AG GTGAGCCTGA 714
Gly Phe Asn Pro Tyr Gly Ser Gly Tyr Lys Ser
225 230 238

TGCCACTACT ACCCCTTTCC TGGCGCTCTC GCGGTTTTCC ATGCTGACAT
GGTTTTCCAG 774

102

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

C TAC TAC GGC CCC GGA GAT ACC GTT GAC ACC TCC AAG ACC TTC ACC 820

Tyr Tyr Gty Pro Gly Asp Thr Val Asp Thr Ser Lys Thr Phe Thr

14
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240 245 250

ATC ATC ACC CAG TTC AAC ACG GAC AAC GGC TCG CCC TCG GGC AAC CYT 8638
lie lle Thr Gin Phe Asn Thr Asp Asn Gly Ser Pro Ser Gly Asn Leu
255 260 265

GTG AGC ATC ACC CGC AAG TAC CAG CAA AAC GGC GTC GAC ATC CCC AGC 816
Val Ser lle Thr Arg Lys Tyr Gin GIn Asn Gly Val Asp lie Pro Ser
270 275 280

GCC CAG CCC GGC GGC GACACCATC TCG TCC TGC CCG TCT GCC TCA GCC 864
Ala GIn Pro Gly Gly Asp Thr lle Ser Ser Cys Pro Ser Ala Ser Ala
285 290 295

TAC GGC GGC CTC GCC ACC ATG GGC AAG GCC CTG AGC AGC GGC ATG GTG 1012
Tyr Gly Gly Leu Ala Tht Met Gly Lys Ala Leu Ser Ser Gly Met val
300 305 310

CTC GTG TTC AGC ATT TGG AAC GAC AAC AGC CAG TAC ATG AAC TGG CTC 1060
Leu Val Phe Ser lle Trp Asn Asp Asn Ser Gin Tyr Met Asn Trp Leu
315 320 325 330

GAC AGC GGC AAC GCC GGC CCC TGC AGC AGC ACC GAG GGC AAC CCA TCC 1108
Asp Ser Gly Asn Ala Gly Pro Cys Ser Ser Thr Glu Gly Asn Pro Ser
335 340 345

AAC ATC CTG GCC AAC AAC CCC AAC ACG CAC GTC GTC TTC TCC AAC ATC 1156
Asn lle Leu Alg Asn Asn Pra Asn The His Val Val Phe Ser Asn lle
350 355 360

CGC TGG GGA GAC ATT GGG TCT ALY ACG AAC TCG ACT GCG CCC CCG 1201
Arg Trp Gly Asp lle Gly Ser Thr Thr Asn Ser Thr Ala Pro Pro
365 370 375

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 14

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 377 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 14

G!n Gin Pro Gly Thr Ser The Pro Glu Val His Pro Lys Leu Thr Thr
1 5 10 15

Tyr Lys Cys Thr Lys Ser Gly Gly Cys Val Ala Gin Asp Thr Ser Val
20 25 30

Val Leu Asp Trp Asn Tyr Arg Trp Met His Asp Ala Asn Tyr Asn Ser
35 40 45

Cys Thr Vat Asn Gly Gly Vai Asn Thr Thr Leu Cys Pro Asp Glu Ala
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S0 SS 60

Thr Cys Gly Lys Asn Cys Phe lle Glu Gly Vat Asp Tyr Ala Ala Ser
65 70 75 80

Gly va! Thr Thr Ser Gly Ser Ser Leu Thr Met Asn Gin Tyr Met Pro
85 80 g5

Ser Ser Ser Gly Gly Tyr Ser Ser Val Ser Pro Arg Leu Tyr Leu Leu
100 105 110

Asp Ser Asp Gly Glu Tyr Val Met Leu Lys Leu Asn Gly Gin Glu Leu
115 120 128

Ser Phe Asp Val Asp Leu Ser Ala Leu Pro Cys Gly Glu Asn Gly Ser
130 135 140

Leu Tyr Leu Ser Gin Met Asp Glu Asn Gly Gly Ala Asn GIn Tyr Asn
145 150 155 160

Thr Ala Gly Ala Asn Tyr Gly Ser Gly Tyr Cys Asp Ala GIn Cys Pro
165 170 175

Val Gin Thr Trp Arg Asn Gly Thr Leu Asn Thr Ser His GIn Gly Phe
180 185 190

Cys Cys Asn Glu Met Asp lle Leu Glu Gly Asn Ser Arg Al2 Asn Ala
185 200 205

Leu Thr Pro His Ser Cys Thr Ala Thr Ala Cys Asp Ser Ala Gly Cys
210 215 220

Gly Phe Asn Pro Tyr Gly Ser Gly Tyr Lys Ser Tyr Tyr Gly Pro Gly
225 230 235 240

Asp Thr Vat Asp Thr Ser Lys Thr Phe Thr ite lle Thr Gin Phe Asn
245 250 255

Thr Asp Asn Gly Ser Pro Ser Gly Asn Leu Va! Ser [te Thr Arg Lys
260 265 270

Tyr Gin Gin Asn Gly Val Asp lle Pro Ser Ala Gin Pro Gly Gly Asp
275 280 285

Thrile Ser Ser Cys Pro Ser Ala Ser Ala Tyr Gly Gly Leu Ala Thr
290 285 o0

Met Gly Lys Ala Leu Ser Ser Gly Met Val Leu Val Phe Serlle Trp
305 310 315 320

Asn Asp Asn Ser Gin Tyr Met Asn Trp Leu Asp Ser Gly Asn Al3 Gly
328 330 335

Pro Cys Ser Ser Thr Glu Gly Asn Pro Ser Asn lle Leu Ala Asn Asn
340 345 350
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Pro Asn Thr His Val Val Phe Ser Asn lle Arg Trp Gly Asp lle Gly
355 360 365

Ser Thr Thr Asn Ser Thr Ala Pro Pro
370 375

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 15

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1158 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: unir (1..56, 231..1158)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 15

GGG GTC CGATTT GCC CGC GTT AAC ATC GCG GGT TTT GAC TTT GGC TGT
Gly Val Arg Phe Ala Gly Val Asn lle Ala Gly Phe Asp Phe Gly Cys
1 $ 10 15

ACC ACA GA GTGAGTACCC TTGTTTCCTG GTGTTGCTGG CTGGTTGGGC
Thr Thr ASp

GGGTATACAG CGAAGCGGAC GCAAGAACAC CGCCGGTCCG CCACCATCAA
GATGTGGGTG 156

GTAAGCGGCG GTGTTTIGTA CAACTACCTG ACAGCTCACT CAGGAAATGA
GAATTAATGG 216

AAGTCTTGTT ACAG T GGC ACT TGC GTT ACC TCG AAG GTT TAT CCT CCG
Gly Thr Cys Val Thr Ser Lys Val Tyr Pro Pro
20 25 30

TTG AAG AAC TTC ACC GGC TCA AAC AAC TAC CCC GAT GGC ATC GGC CAG
Leu Lys Asn Phe Thr Gly Ser Asn Asn Tyr Pro Asp Gly lle Gly Gin
35 40 45

ATG CAG CAC TTC GTC AAC GAG GAC GGG ATG ACTATT TTC CGC TTACCT
Met GIn His Phe Val Asn Glu Asp Gly Me! Thr lle Phe Arg Leu Pro
50 55 €0

GTC GGA TGG CAG TAC CTC GTC AAC AAC AAT TTG GGC GGC AAT CTT GAT
Val Gly Trp GIn Tyr Leu Val Asn Asn AsnLeu Gly Gly Asn Leu Asp
65 70 75

17
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TCC ACG AGC ATT TCC AAG TAT GAT CAG CTT GTT CAG GGG TGC CTG TCT 456
Ser Thr Ser lle Ser Lys Tyr Asp Gin Leu Val Gin Gly Cys Leu Ser
80 85 90

CTG GGC GCA TAC TGC ATC GTC GAC ATC CAC AAT TAT GCT CGA TGG AAC 504
Leu Gly Ala Tyr Cys lie Val Asp lle His Asn Tyr Ala Arg Trp Asn
95 100 105 110

GGT GGG ATC ATT GGT CAG GGC GGC CCTACT AAT GCTCAATTC ACG AGC 552
Gly Gly lie lle Gly Gln Gly Gly Pro Thr Asn Ala Gin Phe Tnr Ser
115 120 125

CTT TGG TCG CAG TTG GCA TCA AAG TAC GCA TCT CAG TCG AGG GTG TGG 600
Leu Trp Ser Gin Leu Ala SerLys Tyr Ala Ser Gin Ser Arg Val Trp
130 135 140

TTC GGC ATC ATG AAT GAG CCC CAC GAC GTG AAC ATC AAC ACC TGG GCT 648
Phe Gly lle Met Asn Glu Pro His Asp Val Asn ile Asn Thr Trp Ala
145 150 155

GCC ACG GTC CAAGAG GTY GTA ACC GCAATC CGC AAC GCT GGT GCT ACG 696
Ala Thr Val Gin Glu Val Val Thr Ala lle Arg Asn Ala Gly Ala Thr
160 165 170

TCG CAATICATC TCT TTG CCT GGA AAT GAT TGG CAATCT GCT GGG GCT 744
Ser Gin Phe lie Ser Leu Pro Gly Asn Asp Trp Gin Ser Ala Gly Afa
175 180 . 188 190

TTC ATA TCC GATGGC AGT GCA GCC GCC CTG TCT CAA GTC ACG AAC CCG 792
Phe lle Ser Asp Gly Ser Ala Ala Ala Leu Ser Gin val Thr Asn Pro
195 200 205

GAT GGG TCA ACA ACG AAT CTG ATT TTT GAC GTG CAC AAA TAC TTG GAC 840
Asp Gly Ser Thr Thr Asn Leu lie Phe Asp Val Mis Lys Tyr Leu Asp
210 215 220

TCA GAC AAC TCC GGT ACT CAC GCC GAA TGT ACT ACA AAT AAC ATT GAC 888
Ser Asp Asn Ser Gly Thr His Ala Glu Cys Thr Thr Asn Asn lle Asp
225 230 238

GGCGCC TITTCTCCG CTT GCCACT TGG CTC CGA CAG AAC AAT CGC CAG 936
Gly Ala Phe Ser Pro Leu Ala Thr Trp Leu Arg Gin Asn Asn Arg Gin
240 245 250

GCT ATC CTG ACA GAA ACC GGT GGT GGC AAC GTT CAG TCC TGC ATA CAA 084
Ala lle Leu Thr Glu Thr Gly Gly Gly Asn Val Gin Ser Cys lie Gin
255 260 265 270

GAC ATG TGC CAG CAA ATC CAATAT CTC AAC CAG AAC TCA GAT GTC TAT 1032

Asp Met Cys Gin Gin tle Gin Tyr Leu Asn Gin Asn Ser Asp Val Tyr
275 280 285

CTT GGC TAT GTT GGT TGG GGT GCC GGATCA TTT GATAGC ACG TATGTC 1080
Leu Gly Tyr Val Gly Trp Gly Ala Gly Ser Phe Asp Ser Thr Tyr Val
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290 295 300

CTG ACG GAA ACA CCG ACT AGC AGT GGT AAC TCA TGG ACG GAC ACA TCC
Leu Thr Glu Thr Pro Thr Ser Ser Gly Asn Ser Trp Thr Asp Thr Ser
30s 310 318

TTG GTC AGC TCG TGT CTC GCA AGA AAG TA 1158
Leu Vai Ser Ser Cys Leu Als Arg Lys
320 328

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 14

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 327 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 16

Gly Val Arg Phe Ala Gly Val Asn lle Ala Gly Phe Asp Phe Gly Cys
1 S 10 15

Thr Thr Asp Gly Thr Cys Val Thr Ser Lys Val Tyr Pro ProLeu Lys
20 25 30

Asn Phe Thr Gly Ser Asn Asn Tyr Pro Asp Gly ile Gly Gin Met GIn
35 40 45

His Phe Val Asn Glu Asp Gly Met Thr ile Phe Arg Leu Pro Val Gly
50 55 60

Trp Gin Tyr Leu Val Asn Asn Asn Leu Gly Gly Asn Leu Asp Ser Thr
65 70 75 80

Ser lle Ser Lys Tyr Asp Gin Leu Val GIn Gly Cys Leu Ser Leu Gly
8s 90 95

Ala Tyr Cys lle Val Asp lle His Asn Tyr Ala Arg Trp Asn Gly Gly
100 105 110

lie lle Gly Gin Gly Gly Pro Thr Asn Ala Gin Phe Thr Ser Leu Trp
11§ 120 125

Ser Gin Leu Ala SerLys Tyr Ala Ser Gin Ser Arg Va! Trp Phe Gly
130 135 140

lle Met Asn Glu Pro His Asp Val Asn lle Asn Thr Trp Ala Ala Thr
145 150 188 160

val GIn Glu Val Vat Thr Ala lie Arg Asn Ala Gly Ala Thr Ser Gin
163 170 175

Phe lle Ser Lev Pro Gly Asn Asp Trp G!n Ser Ala Gly Ala Phe lle

19
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180 18§ 190

Ser Asp Gly Ser Ala Ala Ala Leu Ser Gin Val Thr Asn Pro Asp Gly
195 200 205

Ser Thr Thr Asn Leu lle Phe Asp Val His Lys Tyr Leu Asp Ser Asp
210 215 220

Asn Ser Gly Thr His Ala Glu Cys Thr Thr Asn Asn lle Asp Gly Ala
225 230 235 240

Phe Ser Pro Leu Ala Thr Trp Leu Arg Gin Asn Asn Arg Gin Ala lie
245 250 255

Leu Thr Glu Thr Gly Gly Gly Asn Val Gin Ser Cys lle GIn Asp Mel
260 265 270

Cys Gin Gin lie Gin Tyr Leu Asn GiIn Asn Ser Asp Val Tyr Leu Gly
275 280 285

Tyr Val Gly Trp Gly Ala Gly Ser Phe Asp Ser Thr Tyr Val Leu Thr
290 295 300

Glu Thr Pro Thr Ser Ser Gly Asn Ser Trp Thr Asp Thr Serleu Val
305 310 315 320

Ser Ser Cys Leu Ala Arg Lys
25

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 17

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 72 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: (1..72)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 17

CGT GGC ACC ACCACCACC CGC CGC CCAGCC ACT ACCACT GGAAGC TCT
Arg Gly Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser

1 ] 10 15
CCC GGA CCT ACC CAG TCT CAC TAC 72
Pro Gly Pro Thr Gin Ser His Tyr
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 18

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos

20
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(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 18

Arg Gly Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser
1 5 10 15

Pro Gly Pro Thr GIn Ser His Tyr
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 19

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 129 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: (1..129)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 19

GGC GCT GCAAGC TCAAGC TCG TCC ACG CGC GCC GCG TCG ACG ACTTCT
Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser
1 L3 10 15

CGA GTA TCC CCC ACAACATCC CGG TCG AGC TCC GCG ACG CCTCCACCT
Arp Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro
20 25 30

GGT TCT ACTACT ACC AGAGTACCT CCAGTC GGA 129
Gly Ser Thr Thr Thr Arg Va! Pro Pro Val Gly
35 40

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 20

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 43 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 20

Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser
1

5 10 15
Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro
20 25 30
Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro Val Gly
35 40

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 21

21
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(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 81 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..81

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 21

CCCCCG CCTGCG TCCAGC ACGACG TTT TCG ACTACA CCG AGG AGC TCG
Pro Pro Pro Ala Ser Ser Thr Thr Phe Ser Thr Thr Pro Arg Ser Ser

1 5 10 15

ACG ACT TCG AGC AGC CCG AGC TGC ACG CAG ACT

The Thr Ser Ser Ser Pro Ser Cys Thr Gin Thr
20 25

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 22

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 22

Pro Pro Pro Ala Ser Ser Thr Thr Phe Ser Thr Thr Pro Arg Ser Ser

1 5 10

Thr Thr Ser Ser Ser Pro Ser Cys Thr GIn Thr
20 25

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 23

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 102 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..102

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 23

22
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CCG GGAGCC ACTACT ATC ACC ACTTCG ACC CGG CCACCA TCC GGT CCA
Pro Gly Ala Thr Thr lle Thr Thr Ser Thr Arg Pro Pro Ser Gly Pro
1 5 10 18

ACC ACC ACC ACC AGG GCT ACC TCA ACA AGC TCA TCA ACT CCACCCACG
Thr Thr Thr Thr Arg Ala Thr Ser Thr Ser Ser Ser Thr Pro Pro Thr
20 25 30

AGC TCT 102
Ser Ser

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 24

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 24

Pro Gly Ala Thr Thr Ile Thr Thr Ser Thr Arg Pro Pro Ser Gly Pro

1 5 10 15

Thr Thr Thr Thr Arg Ala Thr Ser Thr Ser Ser Ser Thr Pro Pro Thr
20 25 30

Ser Ser

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 25

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 51 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..51

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 25

ATG TATCGG AAG TTG GCC GTC ATC TCG GCC TIC T7G GCC ACA GCT CGT
Met Tyr Arg Lys Leu Ala Val lle Ser Ala Phe Leu Ala Thr Ala Arg
1 5 10 15

GCY 51
Al

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 26

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 26

Met Tyr Arg Lys Leu Ala Val Ile Ser Ala Phe Leu Ala Thr Ala Arg
1 5 10 15

Ala

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 27

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 72 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..72

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 27

ATG ATT GTC GGC ATTCTCACCACG CTG GCTACG CTG GCC ACACTC GCA
Met lle Val Gly lle Lev Thr Thr Leu Ala Thr Leu Ala ThrLeu Ala

1 5 10 15
GCT AGT GTG CCT CTA GAG GAG CGG 72
Ala Ser Val Pro Leu Glu Glu Arg
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 28

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 28

Met Ile Val Gly Ile Leu Thr Thr Leu Ala Thr Leu Ala Thr Leu Ala
1 5 10 15

Ala Ser Val Pro Leu Glu Glu Arg
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 29

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 66 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(ix) CARACTERISTICA:
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(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..66

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 29

ATG GCG CCC TCAGTTACACTGCCG TIGACCACG GCCATCCTG GCC ATT
Met Ala Pro Ser Val Thr Leu Pro Leu Thr Thr Ala lle Leu Ala lle
1 ) 10 15

GCC CGG CTC GTC GCC GCC 66
Ala Arg Leu Val Ala Ala
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 30

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 30

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

Ala Arg Leu Val Ala Ala
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 31

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 63 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..63

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 31

ATG AAC AAG TCC GTG GCTCCATTIG CTG CTT GCAGCG TCC ATACTA TAT
Met Asn Lys Ser Val Ala Pro Leu Leu Leu Ala Ala Ser lle Leu Tyr

1 L) 10 15
GGC GGC GCC GTC GCA 63
Gly Gly Ala Val Ala
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 32

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
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(C) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 32

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

Gly Gly Ala Val Ala
20

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 33

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 777 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 33

AAACCAGCTG TGACCAGTGG GCAACCTTCA CTGGCAACGG CTACACAGTC
AGCAACAACC 60

TTTGGGGAGC ATCAGCCGGC TCTGGATTTG GCTGCGTGAC GGCGGTATCG
CTCAGCGGCG 120

GGGCCTCCTG GCACGCAGAC TGGCAGTGGT CCGGCGGCCA GAACAACGTC
AAGTCGTACC 180

AGAACTCTCA GATTGCCATT CCCCAGAAGA GGACCGTCAA CAGCATCAGC
AGCATGCCCA 240

CCACTGCCAG CTGGAGCTAC AGCGGGAGCA ACATCCGCGC TAATGTTIGCG
TATGACTIGT 300

TCACCGCAGC CAACCCGAAT CATGTCACGT ACTCGGGAGA CTACGAACTC
ATGATCTGGT 360

AAGCCATAAG AAGTGACCCT CCTTGATAGT TTCGACTAAC AACATGTCTT
GAGGCTTGGC 420

AAATACGGCG ATATTGGGCC GATTGGGTCC TCACAGGGAA CAGTCAACGT
CGGTGGCCAG 480

AGCTGGACGC TCTACTATGG CTACAACGGA GCCATGCAAG TCTATTCCTY
TGTGGCCCAG 540

ACCAACACTA CCAACTACAG CGGAGATGTC AAGAACTTCT TCAATTATCT CCGAGACAAT
600

AAAGGATACA ACGCTGCAGG CCAATATGTT CTTAGTAAGT CACCCTCACT
GTGACTGGGC 650

TGAGTTTGTT GCAACGTTTG CTAACAAAAC CTTCGTATAG GCTACCAATT TGGTACCGAG
720

CCCTTCACGG GCAGTGGAAC TCTGAACGTC GCATCCTGGA CCGCATCTAT CAACTAA
77

26
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(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 34

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 218 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 34
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Gin Thr Ser Cys Asp Gin Trp Ala Thr Phe Thr Gly Asn Gly Tyr Tnr
1 L] 10 15

Val Ser Asn Asn Leu Trp Gly Ala Ser Ala Gly Ser Gly Phe Gly Cys
20 25 30

Val Thr Ala Val Ser Leu Ser Gly Gly Ala Ser Trp His Ala Asp Trp
kL] 40 45

Gin Trp Ser Gty Gly Glin Asn Asn Val Lys Ser Tyr Gln Asn Ser Gin
50 SS 60

fle Ala lie Pro Gin Lys Arg Thr VVal Asn Ser {le Ser Ser Met Pro
65 70 75 80

Thr Thr Ala Ser Trp Ser Tyr Ser Gly Ser Asn ile Arg Ala Asn Val
85 90 95

Ala Tyr Asp Leu Phe Thr Ala Ala Asn Pro Asa Mis Val Thr Tyr Ser
100 10% 110

Gly Asp Tyr Glu Leu Met lle Trp Leu Gly Lys Tyr Gly Asp lie Gly
115 120 125

Pro lie Gly Ser Ser Gin Gly Thr Val Asn Val Gly Gly Gln Ser Trp
130 135 140

Thr Leu Tyr Tyr Gly Tyr Asn Gly Ala Met Gin Val Tyr Ser Phe Val
145 150 155 160

Ala GIn Thr Asn Thr Thr Asn Tyr Ser Gly Asp Val Lys Asn Phe Phe
165 170 175

Asn Tyr Leu Arg Asp Asn Lys Gly Tyr Asn Ata Ala Gly Gin Tyr Val
180 183 190

Leu Ser Tyr Gin Phe Gly Thr Glu Pro Phe Thr Gly Ser Gly Thr Leu
185 200 205

Asn Val Ala Ser Trp Thr Ala Ser lie Asn
210 215

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 35

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) CADENA: Unica

(D) TOPOLOGIA: Lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 35

ATGAAGTTCC TTCAAGTCCT CCCTGCCCTC ATACCGGCCG CCCTGGCCC

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 36

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 16 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 36

Met Lys Phe Leu GIn Val Leu Pro Ala Leu Ile Pro Ala Ala Leu Ala
1 5 10 15

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 37

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 57 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 37
AGCTCGTAGA GCGTTGACTT GCCTGTGGTC TGTCCAGACG GGGGACGATA GAATGCG

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 38

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 48 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 38
GTCACCTTCT CCAACATCAA GTTCGGACCC ATTGGCAGCA CCGGCTAA

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 39

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: doble
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(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 39

GGGGTTTAAA CCCGCGGGGA TT

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 40

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 40

TGAGCCGAGG CCTCC

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 41

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 41

AGCTTGAGAT CTGAAGCT

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 42

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 42

CTAGAGGAGC GGTCGGGAAC CGCTAC

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO: 43

(i) CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 amino4cidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: Unica
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 43

Leu Glu Glu Arg Ser Gly Thr Ala Thr
1 5

29
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