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Biocatalizadores de transaminasa

CAMPO TÉCNICO

[0001] La presente divulgación se refiere a biocatalizadores de transaminasa y a procedimientos de utilización de 5
biocatalizadores.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

[0002] Tras la ingestión de un alimento, se liberan un grupo de hormonas denominadas incretinas, que incluyen 10
glucagón como péptido – 1 (GLP – 1) y péptido insulinotrópico – dependiente de glucosa (GIP). Las incretinas 
estimulan la liberación de insulina y reprimen la liberación de glucagón de manera dependiente, retrasa el vaciado 
gástrico y aumenta la saciedad. Las incretinas se degradan rápidamente por la Dipeptidil peptidasa IV (DPP – 4).

[0003] La Sitagliptina forma parte de una clase de medicamentos anti hiperglicémicos que inhiben la DPP – 4. La 15
actividad inhibitoria de la DPP – 4 y, por tanto, el retraso de la inactivación de creatinas parece mejorar la función 
insular incrementando la reactividad de las células alfa y beta a la glucosa, dando como resultado una secreción de 
glucosa – dependiente de insulina mejorada y una secreción reducida de glucagón inapropiado. Debido a sus 
efectos anti hiperglicémicos, la Sitagliptina ha sido aprobada para su uso en el tratamiento de diabetes Tipo 2 en 
numerosos países.20

[0004] El proceso actual de fabricación de la Sitagliptina presenta hidrogenación asimétrica de una amida enamina 
desprotegida (patente US Nº 7.468.459, emitida el 23 de diciembre del 2008; Shultz et al., 2007, Acc. Chem. Res. 40 
1320 – 1326). El uso de un catalizador de rodio con ligando de tipo JOSIPHOS en metanol a 50 ºC y 250 psi 
presenta Sitaglipina como base libre en un 97 % e.e. La mejora de la cristalización de la base libre produce 25
Sitagliptina con > 99,5 % e.e. Y un 84 % de rendimiento, y la subsecuente reacción con ácido fosfórico da lugar a 
monohidrato fosfato de Sitaglipina, el principio farmacéutico activo (“API”) en JANUVIA®, en un 97 % del rendimiento 
completo a partir del sustrato de amida enamina.

[0005] Para más referencias sobre el enfoque de resolución química para sintetizar Sitagliptina véanse Dooseop et 30
al., 2005 (Journal of medicinal chemistry, 48: 141 – 151), Edmonson et al., 2004 (Bioorganic & medicinal chemistry, 
14: 5155 – 5155) y la patente WO 2004 / 085378.

[0006] En Oue, 1999, J. Biol. Chem, 274: 2344 – 2349, se trata el resideño de la especifidad del sustrato de una 
enzima mediante efectos acumulativos de las mutaciones de residuos en sitio no activo.35

[0007] Se aconsejan otras mejoras en el proceso de fabricación de Sitagliptina.

RESUMEN DE LA INVENCIÓN
40

[0008] La presente invención presenta un polipéptido de transaminasa capaz de convertir el sustrato de cetoamida 
4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 –
trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 
3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina, en la que el polipéptido de transaminasa 
comprende una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80 % a la SEC ID Nº 4 y en la que la 45
secuencia aminoácida incluye, al menos, las siguientes características: (1) el residuo correspondiente a X223 de la 
SEC ID Nº es P; (2) el residuo correspondiente a X69 de la SEC ID Nº 2 es G, C, T, A o S y / o el residuo 
correspondiente a X284 de la SEC ID Nº 2 es G; y (3) el residuo correspondiente a X122 de la SEC ID Nº 2 es M, I, 
V o H.

50
[0009] La invención también presenta un polinucleótido que codifica un polipéptido de la invención.

[0010] La invención también presenta una célula huésped que comprende un vector de expresión que incluye un 
polinucleótido de la invención.

55
[0011] La invención también presenta un proceso de preparación de un compuesto cuya fórmula estructural (I) es: 

60

que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso 
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiómero opuesto, en el que65
Z es OR2 o NR2R3;
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R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo;
R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o
R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que contiene 
un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterocíclico por 
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halógeno, C1–4 alcoxi y C1–45
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos de flúor; y fusionando el sistema del 
anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema 
de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos 
saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroátomos seleccionados entre O, S y 
NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre 10
hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una 
cetona proquiral de fórmula estructural (II):

15

con un polipéptido de transaminasa de la invención en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente 20
orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas, en las que, opcionalmente:

i) R1 es un bencilo en el que el grupo fenil de bencil es sustituido, o no, por uno a 3 sustituyentes seleccionado 
del grupo formado por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; o
ii) Z es NR2R3, por ejemplo un heterociclo de fórmula estructural (III):25

30

en la que R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo, sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor.
35

[0012] La invención también presenta una composición que comprende el polipéptido de transaminasa según la 
invención y:

(a) Un compuesto de fórmula estructural (I):
40

45

que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; en el que:

Z es OR2 o NR2R3;50
R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo;
R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o
R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que 
contiene un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo 
heterocíclico por uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, 55
halógeno, C1–4 alcoxi y C1–4 alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos 
de flúor; y fusionando el sistema del anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o 
saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 
miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene 
de uno o dos heteroátomos seleccionados entre O, S y NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de 60
anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4
alcoxi y trifluorometil;

(b) Un compuesto de fórmula estructural (1):
65
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5

que tiene la configuración – (R) en el centro estereogénico marcado con ***, en el que:

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo 10
formado por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo sustituido, o no por uno a cinco átomos de flúor;

(c) El compuesto de fórmula estructural (1a):
15

20

(d) Un compuesto de fórmula estructural (II)
25

30

que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *, en el que:

Z es OR2 o NR2R3;35
R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo;
R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o
R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que 
contiene un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo 
heterocíclico por uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halógeno, 40
C1–4 alcoxi y C1–4 alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos de flúor; y 
fusionando el sistema del anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o saturados de 5 
a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros o a un 
sistema de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos 
heteroátomos seleccionados entre O, S y NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por 45
uno o dos sustituyentes seleccionados entre hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4 alcoxi y trifluorometil;

50

(e) Un compuesto de fórmula estructural (2):55

en el que:

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo 
formado por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; y60
R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor; o

(f) El compuesto de fórmula estructural (2a)

65
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RESUMEN DE LA DIVULGACIÓN

[0013] La presente divulgación se refiere a polipéptidos, polinucleótidos que codifican los polipéptidos y métodos 
de utilización de los polipéptidos para la conversión biocatalítica de 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro 15
[1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona (el “sustrato de cetoamida”) 
en (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 –
trifluorofenil) butan – 2 – amina (el “producto”) en presencia de un dador del grupo amino. El producto, que tiene el 
nombre USAN de Sitagliptina, es el principio activo de JANUVIA®, que ha recibido la aprobación comercial en 
numerosos países para el tratamiento de la diabetes Tipo 2.20

[0014] Ya que las transaminasas naturales medidas por los inventores no actuaban notablemente en el sustrato de 
cetoamida, las transaminasas modificadas de la presente divulgación son capaces de llevar a cabo fácilmente la 
conversión del sustrato de cetoamida en el producto. Por tanto, por un lado, la presente divulgación se refiere a 
transaminasas mejoradas capaces de convertir 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 –25
α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona (“el sustrato de cetoamida”) en (2R) – 4 – oxo – 4 
– [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan –
2 – amina (“el producto”) en presencia de un dador del grupo amino a niveles medibles mediante un análisis técnico, 
como la absorción UV – HPLC.

30
[0015] En algunas realizaciones, las transaminasas mejoradas de la divulgación son capaces de llevar a cabo la 
conversión del sustrato de cetoamida en el producto con una actividad superior o igual a la actividad del polipéptido 
de la SEC ID Nº 4. En las presentes realizaciones, las transaminasas mejoradas son capaces de formar el producto 
con un exceso enantiomérico de, al menos, el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más.

35
[0016] En algunas realizaciones, las transaminasas mejoradas son capaces de llevar a cabo la conversión del 
sustrato de cetoamida en el producto con, al menos, 1, 5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 
200, 300, 400, 500, 1000, 1500, 2000 o más de 2000 veces la actividad del polipéptido de la SEC ID Nº 4 en 
condiciones de reacción definidas. En algunas realizaciones, las condiciones de reacción comprenden una 
temperatura de 45 ºC y un pH de 8,5.40

[0017] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa mejorada son capaces de convertir el sustrato 
de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 
4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] 
triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina en presencia de un dador del 45
grupo amino con una actividad mejorada respecto a la actividad de la transaminasa de la SEC ID Nº 2 y comprende 
una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más a la secuencia de referencia de las SEC ID Nº 4, 68, 70, 72, 74, 
76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100 o 102.

50
[0018] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorada puede comprender una secuencia 
aminoácida que contiene una o más diferencias residuales en comparación a la secuencia de la SEC ID Nº 2 en las 
siguientes posiciones residuales correspondientes a: X4, X5, X8, X18, X25, X26, X27, X28, X30, X41, X42, X48, 
X49, X50, X54, X55, X56, X61, X62, X65, X69, X81, X94, X96, X102, X117, X120, X122, X124, X126, X136, X137, 
X138, X146, X148, X150, X152, X155, X156, X160, X163, X164, X169, X174, X178, X195, X199, X204, X208, X209, 55
X211, X215, X217, X223, X225, X230, X252, X269, X273, X282, X284, X292, X297, X302, X306, X321 y X329. Las 
directrices para elegir los diversos residuos aminoácidos que pueden presentarse en las posiciones residuales 
especificadas se presentan en la siguiente descripción detallada.

[0019] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada mejorada comprende una secuencia 60
aminoácida correspondiente a la secuencia de la SEC ID Nº ID NO: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 
32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 
94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 
142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

65
[0020] Por otro lado, la presente divulgación se refiere a polinucleótidos que codifican los polipéptidos de 
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transaminasa modificada mejorada. En algunas realizaciones, los polinucleótidos pueden formar parte de un vector 
de expresión que tiene una o más secuencias de control para la expresión del polipéptido de transaminasa. En 
algunas realizaciones, el polinucleótido puede comprender una secuencia correspondiente a la secuencia de la SEC 
ID Nº: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 
63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 5
119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 
165, o 167.

[0021] Por otro lado, la presente divulgación se refiere a células huésped que comprenden polinucleótidos que 
codifican las transaminasas modificadas o vectores de expresión capaces de expresar las transaminasas 10
modificadas. En algunas realizaciones, la célula huésped pueden ser células huésped bacterianas, como E. coli. Las 
células huésped pueden utilizarse para la expresión y el aislamiento de las enzimas transaminasa modificada 
descritas en la presente, o, de manera alternativa, para convertir directamente el sustrato de cetoamida en el 
producto.

15
[0022] En algunas realizaciones, las transaminasas modificadas, en forma de células completas, extractos crudos, 
polipéptidos aislados o polipéptidos purificados, pueden utilizarse individualmente o como una combinación de 
diferentes transaminasas modificadas.

[0023] Por otro lado, los polipéptidos de transaminasa modificada mejorada descritos en la presente pueden 20
utilizarse en un proceso de transaminación de ciertos aceptores de grupos amino (por ejemplo, una cetona aceptora) 
en presencia de un dador del grupo amino. En algunas realizaciones, las transaminasas pueden utilizarse en un 
proceso de preparación de un compuesto de fórmula estructural (I):

25

30
que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso 
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiómero opuesto, en el que

Z es OR2 o NR2R3;
R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo;35
R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o
R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que contiene 
un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterocíclico por 
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halógeno, C1–4 alcoxi y C1–4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos de flúor; y fusionando el sistema del 40
anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema 
de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos 
saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroátomos seleccionados entre O, S y 
NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre 
hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una 45
cetona proquiral de fórmula estructural (II):

50

con un polipéptido transaminasa de la invención en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente 
orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas para la conversión del compuesto de fórmula (II) en el 55
compuesto de fórmula (I).

[0024] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada mejorada descritos en la presente 
pueden utilizarse en un proceso de preparación de un compuesto de fórmula estructural (1):

60

65
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que tiene la configuración – (R) en el centro estereogénico marcado con ***, con un exceso enantiomérico de, al 
menos, el 70 % respecto al enantiómero que tiene la configuración – (S) opuesta, en la que:
Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado 
por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor, en el que el proceso comprende la 5
etapa de poner en contacto una cetona proquiral de fórmula estructural (2):

10

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un 15
disolvente orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas para la conversión del compuesto de 
fórmula (2) en el compuesto de fórmula (1). En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la fórmula (2) es 2, 5 –
difluorofenilo o 2, 4, 5 – trifluorofenilo, y R4 es trifluorometilo. En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la 
fórmula (2) es 2, 4, 5 – trifluorofenilo.

20
[0025] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada mejorada pueden utilizarse en un 
proceso de preparación de un compuesto de fórmula (1a), (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 
2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina con un exceso 
enantiomérico:

25

30

[0026] En estas realizaciones, el proceso comprende la etapa de poner en contacto una cetona proquiral de 
fórmula estructural (2a), 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] 35
– 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona:

40

45

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un 
disolvente orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas para la conversión del compuesto de 50
fórmula (2a) en el compuesto de fórmula (1a).

[0027] En algunas realizaciones de los procesos anteriores, el compuesto de fórmula (I), el compuesto de fórmula 
(1) o el compuesto de fórmula (1a) se producen con, al menos, el 70 %, 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más de exceso enantiomérico. En algunas realizaciones de los procesos, el compuesto 55
de fórmula (I), el compuesto de fórmula (1) o el compuesto de fórmula (1a) se producen con, al menos, el 99 % de 
exceso enantiomérico.

[0028] En algunas realizaciones de los procesos anteriores en los que la elección del dador del grupo amino es 
resultado de un subproducto carbonilo que tiene una presión de vapor mayor que el agua (por ejemplo, un co–60
producto de bajo punto de ebullición como un compuesto carbonilo orgánico volátil), el proceso puede llevarse a 
cabo de manera que el subproducto se elimine inyectando a la solución de la reacción un gas no reactivo (por 
ejemplo, nitrógeno) o aplicando un vacío para bajar la presión de la reacción y eliminando así el subproducto 
carbonilo presente en la fase gaseosa.

65
[0029] Los polipéptidos de transaminasa modificada mejorada útiles para los procesos anteriores pueden 

E10746948
21-02-2014ES 2 448 816 T3

 



8

comprender una secuencia aminoácida seleccionada de la SEC ID Nº 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 
30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 
92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 
140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

5
[0030] Por otro lado, la presente divulgación se refiere a procesos de preparación de (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
amina utilizando las transaminasas modificadas reveladas en la presente. En algunas realizaciones, el proceso 
comprende poner en contacto el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] 
triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en presencia de un dador del grupo 10
amino con un polipéptido de transaminasa modificada descrito en la presente en condiciones de reacción apropiadas 
para convertir el sustrato de cetoamida en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] 
triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina.

[0031] En algunas realizaciones, el proceso es capaz de formar el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) 15
– 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina con, al 
menos, un 90 % de exceso enantiomérico.

[0032] En algunas realizaciones, el proceso es capaz de formar el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) 
– 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina con, al 20
menos, un 99 % de exceso enantiomérico.

[0033] En algunas realizaciones, el proceso para convertir el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) –25
il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina comprende poner en contacto el sustrato cetoamida a unos 50 g / L 
con unos 5 g / L de una transaminasa descrita en la presente en condiciones de reacción de pH 8,5 y 45 ºC en 
presencia de isopropilamina 1 M, en la que, al menos, el 90 % del sustrato de cetoamida se convierte en el producto 
en 24 horas. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa capaz de llevar a cabo la reacción precedente 
comprende una secuencia aminoácida correspondiente a la SEC ID Nº 80, 86, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 30
112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 
158, 160, 162, 164, 166 o 168.

DESCRIPCIÓN DETALLADA
35

[0034] La presente divulgación se refiere a biocatalizadores altamente esteroselectivos y eficientes capaces de 
mediar transformaciones que conllevan la transaminación de ciertos aceptores de grupos amino, por ejemplo, la 
síntesis de Sitagliptina. Los biocatalizadores son polipéptidos de transaminasa modificada que pueden convertir el 
sustrato de fórmula (2a) 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] 
– 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona (el “sustrato de cetoamida”) en el producto de fórmula (1a) (2R) – 4 –40
oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) 
butan – 2 – amina (el “producto”) en presencia de un dador del grupo amino con la siguiente fórmula (3):

45

50

55

60

[0035] En algunas realizaciones, las transaminasas modificadas derivan de la transaminasa natural de 
Arthrobacter sp KNK168, que es una enzima dependiente selectiva del R – 5' – fosfato de piridoxal que puede 
catalizar la transferencia reversible de un grupo amino entre un dador del grupo amino y un aceptor del grupo amino, 65
normalmente una cetona proquiral (véanse, por ejemplo, Iwasaki et al., 2006, Appl. Microbiol. Biotechnol. 69 : 499 –
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505; y la patente US 7.169.592). La actividad de transaminación estereoselectiva de R – de la transaminasa natural
de Arthrobacter sp KNK168 se ha demostrado en 3, 4 – dimetoxifenilacetona, pero la enzima natural y la 
transaminasa de la SEC ID Nº 2 no muestran actividad notable para el sustrato de cetoamida (2a) 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
ona. La transaminasa de la SEC ID Nº 2 difiere de la enzima natural de Arthrobacter sp KNK168 en que tiene una 5
sustitución de isoleuquina (I) en la posición residual X306 con valina (V). Para superar estos defectos, la 
transaminasa de la SEC ID Nº 2 se ha modificado para mediar la conversión eficiente del sustrato de cetoamida de 
fórmula (2a) en el producto de fórmula (1a) en presencia de un dador del grupo amino, como la isopropilamina. La 
conversión puede llevarse a cabo en condiciones bajas con un porcentaje alto de conversión y estereoselectivdad, 
haciendo el proceso aplicable a la producción en gran volumen de Sitagliptina.10

6.1 Abreviaturas y definiciones

[0036] Para los objetivos de las siguientes descripciones, las abreviaturas empleadas para los aminoácidos 
genéticamente codificados son los convencionales y son los siguientes:15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

[0037] Cuando se utilizan las abreviaturas de tres letras, salvo cuando está específicamente precedida de una “L” 
o una “D” o el contexto en el que se utiliza es claro, el aminoácido puede estar en configuración – L o – D en el α –65
carbono (Cα). Por ejemplo, cuando “Ala” designa alanina sin especificar la configuración en el α – carbono, “D – Ala” 

Aminoácido Abreviatura de tres letras Abreviatura de una letra

Alanina Ala A

Arginina Arg R

Asparagina Asn N

Aspartato Asp D

Cisteína Cys C

Glutamato Glu E

Glatumina Gln Q

Glicina Gly G

Histidina His H

Isoleuquina Ile I

Leuquina Leu L

Lisina Lys K

Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S

Treonina Thr T

Triptófano Trp W

Tirosina Tyr Y

Valina Val V
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y “L – Ala” designan D – alanina y L – alanina, respectivamente. Cuando se utilizan las abreviaturas de una letra, las 
letras mayúsculas designan aminoácidos en configuración – L en el α – carbono y las letras minúsculas designan 
aminoácidos en configuración – D en el α – carbono. Por ejemplo, “A” designa L – alanina y “a” designa D – alanina. 
Cuando las secuencias peptídicas se presentan como una sucesión de abreviaturas de una o tres letras (o una 
combinación de ambas), las secuencias se presentan en dirección N → C según la convención.5

[0038] Los términos técnicos y científicos utilizados en las presentes descripciones significarán lo que los expertos 
en la materia normalmente entienden, salvo que se defina específicamente de otro modo. En consecuencia, los 
siguientes términos pretenden tener los siguientes significados.

10
[0039] “Aminotransferasa” y “transaminasa” se utilizan en la presente de manera intercambiable para referirse a 
polipéptidos que tienen una capacidad enzimática de transferir un grupo aminoácido (NH2) y un átomo de hidrógeno 
de una amina primaria (3) a un compuesto aceptor de carbonilo (2), convirtiendo la amina dadora en su 
correspondiente compuesto carbonilo (4) y el aceptor en su correspondiente amina primaria (1):

15

20

[0040] En las presentes realizaciones, los polipéptidos de transaminasa son capaces de convertir 
enantioselectivamente el compuesto de fórmula (2a) en el compuesto de fórmula (1a) en presencia de un dador del 
grupo amino de fórmula (3).25

[0041] “Proteína”, “polipéptido” y “péptido” se utilizan en la presente de manera intercambiable para denotar un 
polímero de, al menos, dos aminoácidos convalentemente unidos por un enlace amida, con independencia de la 
longitud o la modificación post–translacional (por ejemplo, glucosilación, fosforilación, lipidación, miristilación, 
ubiquitinación, etc.). Se incluyen en esta definición los aminoácidos D – y L – y combinaciones de los mismos.30

[0042] “Sustrato” se utiliza en la presente para referirse a un aceptor del grupo amino, como una cetona, que 
acepta al grupo amino de un dador del grupo amino en una reacción mediada por una transaminasa. En el contexto 
de la presente divulgación, el sustrato para la transaminasa incluye, entre otros, el compuesto de fórmula (II), el 
compuesto de fórmula (2) y el compuesto de fórmula (2a), como se describe a continuación. Un “sustrato de 35
cetoamida” se refiere específicamente al compuesto de fórmula (2a), 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro 
[1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona.

[0043] “dador del grupo amino” se refiere a un compuesto amino capaz de dar un grupo amino a un compuesto 
carbonilo aceptor (es decir, un aceptor del grupo amino), convirtiéndose así en un subproducto carbonilo. Los 40
dadores de grupos amino son moléculas de fórmula general (3),

45

en el que R1 y R2, cuando se toman independientemente, son un un alquilo, un grupo alquilarilo o un grupo arilo que 
se sustituye, o no, por uno o más grupos enzimáticamente no inhibidores. R1 puede ser igual o diferente a R2 en 50
estructura o quiralidad. Los grupos R1 y R2, cuando se toman juntos, pueden formar un anillo que es sustituido, o no, 
o fusionado a otros anillos. Los dadores de grupos amino típicos que pueden utilizarse en la invención incluyen 
aminoácidos quirales y aquirales, y aminas quirales y aquirales.

[0044] “Amina quiral” se refiere a aminas de fórmula general R1 – CH (NH2) – R2 en la que R1 y R2 son diferentes y 55
se emplea en la presente en su sentido más amplio, incluyendo una extensa variedad de compuestos alifáticos y 
alicíclicos de diferentes, y combinados, tipos funcionales, caracterizados por la presencia de un primer grupo amino 
unido a un segundo átomo de carbono que, además de un átomo de hidrógeno, lleva (i) un grupo divalente que 
forma una estructura cíclica quiral o (ii) dos sustituyentes (diferentes del hidrógeno) diferentes entre sí en estructura 
y quiralidad. Los grupos divalentes que forman estructuras cíclicas quirales incluyen, por ejemplo, 2 – metilbutano –60
1, 4 – diil, pentano – 1, 4 – diil, hexano – 1, 4 – diil, hexano – 1, 5 – diil, 2 – metilpentano – 1, 5 – diil. Los dos 
sustituyentes diferentes en el segundo átomo de carbono (los anteriores R1 y R2) también pueden variar 
enormemente e incluir alquilo, aralquilo, arilo, halo, hidroxi, alquilo bajo, alcoxi bajo, alquiltio bajo, cicloalquilo, 
carboxi, carboalcoxi, carbamoil, mono y di (bajo alquilo) carbamoil sustituido, trifluorometilo, fenilo, nitro, amino, 
mono y di (bajo alquilo) amino sustituido, alquilsulfonil, arilsulfonil, alquilcarboxamido, arilcarboxamido, etc., así como 65
alquilo, aralquilo o arilo sustituidos por los precedentes.
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[0045] “Subproducto carbonilo” se refiere al compuesto carbonilo formado por el dador del grupo amino cuando el 
grupo amino del dador del grupo amino se transfiere al aceptor del grupo amino en una reacción de transaminación. 
El subproducto carbonilo tiene la siguiente estructura general de fórmula (4):

5

en la que R1 y R2 se definen anteriormente por el dador del grupo amino.10

[0046] “Fosfato de piridoxal”, “PLP”, “5' – fosfato de piridoxal”, “PYP” y “P5P” se utilizan en la presente de manera 
intercambiable para referirse al compuesto que actúa como coenzima en reacciones de transaminasa. En algunas 
realizaciones, el piridoxal fosfato se define por la estructura ácido 1 – (4' – formil – 3' – hidroxi – 2' – metil – 5' –
piridil) metoxifosfónico, número CAS [54 – 47 – 7]. El 5' – fosfato de piridoxal se produce in vivo por fosforilación y 15
oxidación de piridoxol (también conocido como piridoxina o Vitamina B6). En reacciones de transaminación en las 
que se emplean enzimas transaminasa, el grupo amino del dador del grupo amino se transfiere a la coenzima para 
producir un subproducto ceto, mientras el 5' – fosfato de piridoxal se convierte en fosfato de piridoxamina. El 5' –
fosfato de piridoxal se regenera por la reacción con un compuesto ceto diferente (el aceptor del grupo amino). La 
transferencia del grupo amino del fosfato de piridoxamina al amino aceptor produce una amina quiral y regenera la 20
coenzima. El 5' – fosfato de piridoxal de la actual invención puede reemplazarse por otro miembro de la familia de la 
vitamina B6, incluyendo, entre otros, piridoxal (PL), piridoxamina (PM) y sus equivalentes fosforilados: fosfato de 
piridoxina (PNP) y fosfato de piridoxamina (PMP).

[0047] “Secuencia codificadora” se refiere a la parte de un ácido nucleico (por ejemplo, un gen) que codifica una 25
secuencia aminoácida de una proteína.

[0048] “Natural” o “de tipo salvaje” se refiere a la forma encontrada en la naturaleza. Por ejemplo, un polipéptido o 
una secuencia polinucleótida natural o de tipo salvaje o una es una secuencia presente en un organismo que puede 
aislarse de una fuente natural y que no ha sido modificada de manera intencionada por manipulación humana.30

[0049] “Recombinante”, cuando se emplea en referencia a, por ejemplo, una célula, un ácido nucleico o un 
polipéptido, se refiere a un material, o a un material que corresponde a la forma natural o nativa del material, que ha 
sido modificado de manera que no existiría en la naturaleza, o es idéntica a esta pero es producida o derivada a 
partir de materiales sintéticos y / o por manipulación utilizando técnicas recombinantes. Algunos ejemplos incluyen, 35
entre otros, células recombinantes que expresan genes que no se encuentran en la forma nativa (no recombinante) 
de la célula o expresan genes nativos que se expresan de otra manera en un nivel diferente.

[0050] “Porcentaje de identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad” y “porcentaje idéntico” se utilizan en la 
presente para referirse a comparaciones entre secuencias polinucleótidas o secuencias polpeptídicas, y se 40
determinan comparando dos secuencias alineadas correctamente en una ventana de comparación, en la que la 
parte de la secuencia polinucleótida o polipeptídica de la ventana de comparación puede comprender adiciones o 
supresiones (es decir, huecos) si se compara con la secuencia de referencia para el alineamiento correcto de dos 
secuencias. El porcentaje se calcula determinando el número de posiciones a las que la base de ácido nucleico o el 
residuo aminoácido idéntico tiene lugar en ambas secuencias o una base de ácido nucleico o un residuo aminoácido 45
se alinean con un hueco para proporcionar el número de posiciones emparejadas, dividiendo el número de 
posiciones emparejadas por el número total de posiciones en la ventana de comparación y multiplicando el resultado 
por 100 para proporcionar el porcentaje de secuencia de identidad. La determinación del alineamiento correcto y 
porcentaje de secuencia de identidad se lleva a cabo utilizando los algoritmos BLAST y BLAST 2.0 (véanse, por 
ejemplo, Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403 – 410 y Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 3389 – 3402). El 50
software para llevar a cabo análisis con BLAST está disponible públicamente en la página web del National Center 
for Biotechnology Information.

[0051] En resumen, los análisis con BLAST suponen, primero, la identificación por pares de alta puntuación 
(HSPs) mediante la identificación de palabras cortas de longitud W en la secuencia consultada, que coincide o 55
cumple una puntuación umbral T de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en la 
secuencia de la base de datos. T se refiere a la puntuación umbral de la palabra vecina (Altschul et al., supra). Esta 
coincidencia inicial de palabras vecinas actúa como una semilla para iniciar las búsquedas para encontrar HSPs más 
largas que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada 
secuencia hasta donde la puntuación de alineamiento acumulada pueda incrementarse. Las puntuaciones 60
acumuladas se calculan usando, para secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de recompensa 
para un par de residuos que se corresponde; siempre >0) y N (puntuación de penalización para residuos que no se 
corresponden; siempre <0). Para secuencias de aminoácidos, se usa una matriz de puntuación para calcular la 
puntuación acumulada. La extensión de las coincidencias de palabra en cada dirección se paran cuando la 
puntuación acumulada de alineamiento disminuye en la cantidad X de su valor máximo alcanzado; la puntuación 65
acumulada llega a cero o por debajo, debido a la acumulación de uno o más alineamientos de residuos de 
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puntuación negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parámetros del algoritmo BLAST W, T y X 
determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleótidos) usa 
por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, un valor de corte de 100, M= 5, N= -4 y 
una comparación de ambas hebras. Para secuencias de aminoácidos, el programa BLASTP usa por defecto una 
longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuación BLOSUM62 (B) (véase, Henikoff y 5
Henikoff (1989) Proc. Nati. Acad. Sci. USA; 89: 10915).

[0052] Otros muchos algoritmos se encuentran disponibles y funcionan de manera similar a BLAST, 
proporcionando el porcentaje de identidad para dos secuencias. El alineamiento correcto de secuencias para su 
comparación puede ser dirigido, por ejemplo mediante el algoritmo de alineamiento local de secuencias de Smith y 10
Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2 : 482, mediante el algoritmo de alineamiento de homólogos de Needleman y 
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol 48: 443, mediante el método de búsqueda por similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, mediante implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, 
FASTA y TFASTA del GCG Wisconsin Software Package), o mediante inspección visual (véanse, Current Protocols 
in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing 15
Associates, Inc y John Wiley & Sons, Inc., (suplemento de 1995) (Ausubel)). Además, la determinación del 
alineamiento de secuencias y el porcentaje de identidad de secuencia pueden utilizar los programas BESTFIT o 
GAP en el GCG Winsconsin Software Package (Accelrys, Madison WI), utilizando los parámetros establecidos por 
defecto.

20
[0053] “Secuencia de referencia” se refiere a una secuencia definida a la que se compara otra (por ejemplo, 
alterada) secuencia. Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, 
un segmento de un gen completo o una secuencia polipeptídica. Generalmente, una secuencia de referencia es de, 
al menos, 20 residuos nucleótidos o aminoácidos de longitud, al menos 25 residuos de longitud, al menos 50 
residuos de longitud o la longitud completa del ácido nucleico o el polipéptido. Ya que dos polinucleótidos o 25
polipéptidos pueden (1) comprender una secuencia (es decir, una parte de la secuencia completa) similar entre las 
dos secuencias, y (2) comprender una secuencia divergente entre las dos secuencias, las comparaciones de 
secuencia entre dos (o más) polinucleótidos o polipéptidos se llevan a cabo, normalmente, comparando las 
secuencias de dos polinucleótidos en una ventana de comparación para identificar y comparar regiones locales de 
similitud de secuencia.30

[0054] El término “secuencia de referencia” no pretende limitarse a las secuencias de tipo salvaje, y puede incluir 
secuencias modificadas o alteradas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una “secuencia de referencia” puede ser 
una secuencia aminoácida modificada o alterada previamente. Por ejemplo, una “secuencia de referencia basada en 
la SEC ID Nº 2 con residuo glicina en la posición X284” se refiere a una secuencia de referencia correspondiente a la 35
SEC ID Nº 2 con un residuo glicina en X284 (la versión no alterada de la SEC ID Nº tiene alanina en X284).

[0055] “Ventada de comparación” se refiere a un segmento conceptual de, al menos, 20 posiciones nucleótidas o 
residuos aminoácidos contiguos en los que una secuencia puede compararse a la secuencia de referencia de, al 
menos, 20 nucleótidos o aminoácidos contiguos y en la que la parte de la secuencia en la ventana de comparación 40
puede incluir adiciones o supresiones (es decir, huecos) del 20 por ciento o menos respecto a la secuencia de 
referencia comparada (que no incluye adiciones o supresiones) para el alineamiento correcto de las dos secuencias. 
La ventana de comparación puede ser superior a 20 residuos contiguos, e incluye, opcionalmente, ventanas de 30, 
40, 50, 100 o más.

45
[0056] “Identidad sustancial” se refiere a una secuencia polinucleótida o polipeptídica que tiene, al menos, el 80 
por ciento de identidad de secuencia, al menos 85 por cierto de identidad de secuencia, al menos 89 por ciento de 
identidad de secuencia, al menos 95 por ciento de identidad de secuencia e incluso, al menos, 99 por ciento de 
identidad de secuencia en comparación con la secuencia de referencia en una ventana de comparación de, al 
menos, 20 posiciones residuales, con frecuencia, en una ventana de, al menos, 30 – 50 residuos, en los que el 50
porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia de referencia a la secuencia que incluye 
supresiones o adiciones del 20 por ciento o menos de la secuencia de referencia en la ventana de comparación. En 
realizaciones específicas aplicadas a polipéptidos, el término “identidad sustancial” significa que dos secuencias 
polipeptídicas, cuando está alineadas correctamente, por ejemplo mediante los programas GAP o BESTFIT 
utilizando los pesos de huecos por defecto, compartir al menos el 80 por ciento de identidad de secuencia, 55
preferiblemente al menos 89 por ciento de identidad de secuencia, al menos 95 por ciento de identidad de secuencia 
o más (por ejemplo, 99 por ciento de identidad de secuencia). Preferiblemente, las posiciones residuales que no son 
idénticas difieren en las sustituciones aminoácidas conservativas.

[0057] “Correspondiente a”, “en referencia a” o “respecto a”, cuando se utilizan en el contexto de la numeración de 60
una secuencia aminoácida o polinucleótida dada, se refieren a la numeración de residuos de una secuencia de 
referencia especificada cuando la secuencia aminoácida o polinucleótida se compara a la secuencia de referencia. 
En otras palabras, el número de residuos o la posición de los residuos de un polímero dado se designa respecto a la 
secuencia de referencia más que por la posición numérica real del residuo en la secuencia aminoácida o 
polinucleótida dada. Por ejemplo, una secuencia aminoácida dada, como la de la transaminasa modificada, puede 65
alinearse a una secuencia de referencia introduciendo huecos para optimizar el emparejamiento de residuos entre 
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las dos secuencias. En estos casos, aunque los huecos están presentes, la numeración del residuo de la secuencia 
aminoácida o polinucleótida dada se hace respecto a la secuencia de referencia a la que ha sido alineada.

[0058] “Estereoselectivdad” se refiere a la formación preferente en una reacción química o enzimática de un 
estereoisómero respecto a otro. La estereoselectividad puede ser parcial, cuando la formación de un estereoisómero 5
es preferida respecto al otro, o puede ser completa solo cuando se forma un estereoisómero. Cuando los 
estereoisómeros son enantiómeros, la estereoselectividad se denomina enantioselectividad, la fracción 
(normalmente dada como porcentaje) de un enantiómero en la suma de ambos. Es común en la disciplina informar 
(normalmente como porcentaje) de exceso enantiomérico (e.e.) calculado según la fórmula [enantiómero mayor –
enantiómero menor] / [enantiómero mayor – enantiómero menor]. Cuando los estereoisómeros son 10
diastereoisómeros, la estereoselectividad se denomina diastereoselectivdad, las fracción (normalmente dada como 
porcentaje) de un diastereómero en una mezcla de dos diastereómeros, comúnmente denominado exceso 
diastereomérico (d.e.). Exceso enantiomérico y exceso diastomérico son tipos de exceso estereomérico.

[0059] “Altamente estereoselectivo” se refiere a la reacción química o enzimática capaz de convertir un sustrato 15
(por ejemplo, de fórmula (2a)) en su producto correspondiente (por ejemplo, de fórmula (1a)) con, al menos, un 85 % 
de exceso estereoisomérico.

[0060] “Propiedad enzimática mejorada” se refiere a una propiedad enzimática mejor realizada o más deseable 
para un propósito particular en comparación a la propiedad encontrada en una enzima de referencia. Para los 20
polipéptidos de transaminasa modificada descritos en la presente, la comparación se hace, en general, a la enzima 
transaminasa de tipo salvaje, aunque, en algunas realizaciones, la transaminasa de referencia puede ser otra 
tranasaminasa modificada mejorada. Las propiedades enzimáticas para las que pueden hacerse mejoras incluyen, 
de manera no limitante, la actividad enzimática (que puede expresarse en términos de porcentaje de conversión del 
sustrato en un período de tiempo), estabilidad térmica, estabilidad del disolvente, perfil de actividad del pH, 25
requisitos de la coenzima, resistencia a inhibidores (por ejemplo, inhibición de producción), estereoespecifidad y 
estereoselectivdad (incluyendo enantioselectividad).

[0061] “Actividad enzimática aumentada” o “actividad aumentada” se refiere a una propiedad mejorada de una 
enzima modificada, que puede representarse por un incremento en una actividad específica (por ejemplo, producto 30
producido / tiempo / peso de la proteína) o un incremento en porcentaje de conversión del sustrato al producto (por 
ejemplo, porcentaje de conversión de cantidad inicial de sustrato a producto en un período de tiempo especificado 
utilizando una cantidad especificada de transaminasa) en comparación a la enzima de referencia. Algunos métodos 
de determinar la actividad de la enzima se presentan en los Ejemplos. Cualquier propiedad relativa a la actividad 
enzimática puede verse afectada, incluyendo las propiedades enzimáticas clásicas de Km, Vmáx o kcat, cambios que 35
pueden permitir el incremento de la actividad enzimática. Las mejoras en la actividad enzimática pueden ser de 1,5 
veces la actividad enzimática de la correspondiente enzima modificada o de tipo salvaje a 2, 5, 10, 20, 25, 50, 75, 
100 o más veces la actividad enzimática que la que se da de manera natural en una enzima (por ejemplo, una 
transaminasa) u otra enzima modificada de la que derivan las enzimas que muestran una actividad aumentada. En 
realizaciones específicas, las enzimas de transaminasa modificadas de la presente divulgación mostraron actividad 40
enzimática en un rango de 1,5 a 500 veces, 1,5 a 100 veces o más que la enzima transaminasa progenitora (es 
decir, la transaminasa modificada o de tipo salvaje de la que se derivan). Cabe señalar que los expertos 
comprenderán que la actividad de cualquier enzima es de difusión limitada, al igual que el flujo de volumen catalítico 
no puede exceder la velocidad de difusión del sustrato, incluyendo cualquier coenzima requerida. El límite de 
difusión máximo teórico es de 108 a 109 (M–1 s–1). Por consiguiente, cualquier mejora de la actividad enzimática de la 45
transaminasa tendrá un límite máximo relacionado con la velocidad de difusión de los sustratos que actúan en la 
enzima transaminasa. La actividad de la transaminasa puede medirse mediante cualquiera de los ensayos 
estándares utilizados para medir transaminasas, como el cambio de concentración del sustrato o el producto o el 
cambio en la concentración del dador del grupo amino. Las comparaciones entre la actividad de las enzimas se 
realiza utilizando preparaciones definidas de enzima, un ensayo definido en ciertas condiciones y uno o más 50
sustratos definidos, como se describe a continuación en la presente. Generalmente, cuando se comparan enzimas 
en lisados celulares, se determinan el número de células y la cantidad de proteína testada, además de los sistemas 
de expresión idénticos y las células huésped para minimizar las variaciones en la cantidad de enzima producida por 
las células huésped presentes en los lisados.

55
[0062] “Conversión” se refiere a la transformación enzimática de un sustrato en el producto correspondiente. 
“Porcentaje de conversión” se refiere al porcentaje del sustrato que se ha convertido en el producto en un período de 
tiempo en condiciones específicas. Por tanto, por ejemplo, la “actividad enzimática” o “actividad” de un polipéptido de 
transaminasa puede expresarse como “porcentaje de conversión” del sustrato al producto.

60
[0063] “Termoestable” o “estable térmicamente” se utilizan de manera intercambiable para referirse a un 
polipéptido resistente a la inactivación cuando se expone a unas condiciones de temperatura (por ejemplo, de 40 a 
80 ºC) durante un período de tiempo (por ejemplo, de 0,5 a 24 horas) en comparación a la enzima no tratada, 
conservando por tanto cierto nivel de actividad residual (más del 60 al 80 %, por ejemplo) tras las exposición a 
temperaturas elevadas.65
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[0064] “Estable al disolvente” se refiere a un polipéptido que mantiene una actividad similar (más de, por ejemplo, 
del 60 % al 80 %) tras la exposición a concentraciones variables (por ejemplo, del 5 % al 99 %) de disolvente (por 
ejemplo, alcohol isopropil, dimetilsulfóxido, tetrahidrofurano, 2 – metiltetrahidrofurano, acetona, tolueno, butilacetato, 
metil, tert – butiléter, acetonitril, etc) durante un período de tiempo (por ejemplo, de 0,5 a 24 horas) en comparación 
a la enzima no tratada.5

[0065] “Estable al pH” se refiere a un polipéptido que mantiene una actividad similar (más de, por ejemplo, del 60 
% al 80 %) tras la exposición a pH alto o bajo (por ejemplo, del 4,5 al 6 o del 8 al 12) durante un período de tiempo 
(por ejemplo, de 0,5 a 24 horas) en comparación a la enzima no tratada.

10
[0066] “Estable a la temperatura y al disolvente” se refiere a un polipéptido que es tanto termoestable como 
estable al disolvente.

[0067] “Deriva de” utilizado en la presente en el contexto de enzimas modificadas identifica la enzima originaria y / 
o el gen que codifica dicha enzima a partir de la cual se basó la modificación. Por ejemplo, la enzima transaminasa 15
modificada de la SEC ID Nº 4 se obtuvo mutando la transaminasa de la SEC ID Nº 2. Por lo tanto, esta enzima 
transaminasa modificada de la SEC ID Nº 4 “deriva del” polipéptido de la SEC ID Nº 2.

[0068] “Aminoácido” o “residuo” utilizados en el contexto de los polipéptidos descritos en la presente, se refieren al 
monómero específico en una posición de la secuencia (por ejemplo, P8 indica que el “aminoácido” o “residuo” en la 20
posición 8 de la SEC ID Nº 2 es una prolina).

[0069] “Aminoácido o residuo hidrofílico” se refiere a un aminoácido o residuo que tiene una cadena lateral que 
muestra una hidrofobicidad inferior a cero según la escala de hidrofobicidad estándar de Eisenberg et al., 1984, J. 
Mol. Biol. 179: 125 – 142. Los aminoácidos hidrofílicos genéticamente codificados incluyen L – Thr (T), L – Ser (S), L 25
– His (H), L – Glu (E), L – Asn (N), L – Gln (Q), L – Asp (D), L – Lys (K) y L – Arg (R).

[0070] “Aminoácido o residuo ácido” se refiere a un aminoácido o residuo hidrofílico que tiene una cadena lateral 
que muestra un valor pK menor de 6 cuando el aminoácido se incluye en un péptido o polipéptido. Los aminoácidos 
ácidos tienen, normalmente, cadenas laterales cargadas negativamente a pH fisiológico debido a la pérdida de un 30
ión hidrógeno. Los aminoácidos ácidos genéticamente codificados incluyen L – Glu (E) y L – Asp (D).

[0071] “Aminoácido o residuo básico” se refiere a un aminoácido o residuo hidrofílico que tiene una cadena lateral 
que muestra un valor pK mayor de 6 cuando el aminoácido se incluye en un péptido o polipéptido. Los aminoácidos 
básicos tienen, normalmente, cadenas laterales cargadas positivamente a pH fisiológico debido a la asociación con 35
un ión hidronio. Los aminoácidos básicos genéticamente codificados incluyen L – Arg (R) y L – Lys (K).

[0072] “Aminoácido o residuo polar” se refiere a un aminoácido o residuo hidrofílico que tiene una cadena lateral 
sin carga a pH fisiológico, pero que tiene, al menos, un enlace en el que el par de electrones compartidos en común 
por dos átomos está sujeto más próximo por uno de los átomos. Los aminoácidos polares genéticamente codificados 40
incluyen L – Asn (N), L – Gln (Q), L – Ser (S) y L – Thr (T).

[0073] “Aminoácido o residuo hidrofóbico” se refiere a un aminoácido o residuo que tiene una cadena lateral que 
muestra una hidrofobicidad superior a cero según la escala de hidrofobicidad estándar de Eisenberg et al., 1984, J. 
Mol. Biol. 179: 125 – 142. Los aminoácidos hidrofóbicos genéticamente codificados incluyen L – Pro (P), L – Ile (I), L 45
– Phe (F), L – Val (V), L – Leu (L), L – Trp (W), L – Met (M), L – Ala (A) y L – Tyr (Y).

[0074] “Aminoácido o residuo aromático” se refiere a un aminoácido o residuo hidrofílico o hidrofóbico que tiene 
una cadena lateral que incluye, al menos, un anillo aromático o heteroaromático. Las aminoácidos aromáticos 
genéticamente modificados incluyen L – Phe (F), L – Tyr (Y) y L – Trp (W). Aunque al tener el pKa de su átomo de 50
nitrógeno heteroaromático L – His (H) se clasifica, a veces, como residuo básico, o como un residuo aromático que 
en su cadena lateral incluye un anillo heteroaromático, la presente histidina se clasifica como un residuo hidrofílico o 
como un “residuo forzado” (véase a continuación).

[0075] “Aminoácido o residuo forzado” se refiere a un aminoácido o residuo que tiene geometría forzada. En la 55
presente, los residuos forzados incluyen L – Pro (P) y L – His (H). La histidina tiene geometría forzada porque tiene 
un anillo de imidazol relativamente pequeño. La prolina tiene geometría forzada porque tiene un anillo de cinco 
miembros.

[0076] “Aminoácido o residuo no polar” se refiere a un aminoácido o residuo hidrofóbico que tiene una cadena 60
lateral sin carga a pH fisiológico y que tiene enlaces en los que la pareja de electrones compartidos en común por 
dos átomos está sujeta de manera equitativa por ambos átomos (es decir, la cadena lateral no es polar). Los 
aminoácidos no polares genéticamente codificados incluyen L – Gly (G), L – Leu (L), L – Val (V), L – Ile (I), L – Met 
(M) y L – Ala (A).

65
[0077] “Aminoácido o residuo alifático” se refiere a un aminoácido o residuo hidrofóbico que tiene una cadena 
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Residuo Posibles mutaciones conservativas

A, L, V, I Otro alifático (A, L, V, I)
Otro no polar (A, L, V, I, G, M)

G, M Otro no polar (A, L, V, I, G, M)

D, E Otro ácido (D, E)

K, R Otro básico (K, R)

P, H Otro restringido (P, H)

N, Q, S, T Otro polar

Y, W, F Otro aromático (Y, W, F)

C Ninguno

lateral de hidrocarbono alifático. Los aminoácidos alifáticos genéticamente codificados incluyen L – Ala (A), L – Val 
(V), L – Leu (L) y L – Ile (I).

[0078] “Cisteína” o L – Cys (C) es inusual ya que puede formar puentes disulfuro con otros aminoácidos L – Cys 
(C) u otros aminoácidos con sulfanilo o sulfhidrilo. Los “residuos de tipo cisteína” incluyen cisteína y otros 5
aminoácidos que contienen partes sulfhidrilo disponibles para la formación de puentes disulfuro. La habilidad de L –
Cys (C) (y otros aminoácidos con – SH que contienen cadenas laterales) para existir en un péptido en la forma 
reducida sin – SH o en forma oxidada con puente disulfuro afecta si L – Cys (C) aporta carácter hidrofóbico o 
hidrofílico neto a un péptido. Mientras L – Cys (C) muestra una hidrofobicidad de 0,29 según la escala estándar de 
Eisenberg (Eisenberg et al., 1984, supra), cabe destacar que para los objetivos de la presente divulgación, L – Cys 10
(C) está categorizada en un grupo único propio.

[0079] “Aminoácido o residuo pequeño” se refiere a un aminoácido o residuo que tiene una cadena lateral 
compuesta total de tres carbonos y / o heteroátomos o menos (excluyendo el α – carbono y los hidrógenos). Los 
aminoácidos o residuos pequeños pueden categorizarse como alifáticos, no polares, polares o ácidos, según las 15
definiciones anteriormente descritas. Los aminoácidos pequeños genéticamente codificados incluyen L – Ala (A), L –
Val (V), L – Cys (C), L – Asn (N), L – Ser (S), L – Thr (T) y L – Asp (D).

[0080] “Aminoácido o residuo con hidroxil” se refiere a un aminoácido que contiene un resto de hidroxil (- OH). Los 
aminoácidos que contienen hidroxil genéticamente codificados incluyen L – Ser (S) L – Thr (T) y L – Tyr (Y).20

[0081] “Diferencia aminoácida” o “diferencia residual” se refiere a un cambio en el residuo en una posición 
específica de una secuencia polipeptídica cuando se compara a la secuencia de referencia. Por ejemplo, una 
diferencia residual en la posición X8, en la que la secuencia de referencia tiene una serina, se refiere a un cambio 
del residuo en posición X8 a cualquier residuo diferente a la serina. Como se describe en la presente, una enzima 25
puede incluir una o más diferencias residuales respecto a una secuencia de referencia, en la que se indican las 
múltiples diferencias residuales mediante una lista con las posiciones específicas en las que han tenido lugar los 
cambios respecto a la secuencia de referencia (por ejemplo, “una o más diferencias residuales en comparación a la 
SEC ID Nº 2 en las siguientes posiciones residuales: X4; X8; X26; X48; X60; X61; X62; X65; X81; X94; X96; X102; 
X124; X136; X137; X150; X152; X160; X163; X169; X174; X178; X195; X199; X208; X209; X211; X215; X217; X225; 30
X230; X252; X269; X273; X282; X292; X297; X306; X321; y X329").

[0082] Sustituciones o mutaciones aminoácidas “conservativas” se refiere a la intercambiabilidad de residuos que 
tiene cadenas laterales similares y, por lo tanto, que supone la sustitución del aminoácido en el polipéptido con 
aminoácidos de la misma clase definida de aminoácidos, o similar. Sin embargo, como se utiliza en la presente, en 35
alguna realizaciones, las mutaciones conservativas no incluyen sustituciones de un residuo hidrofílico a hidrofílico, 
hidrofóbico a hidrofóbico, con hidroxil a con hidroxil, o pequeño a pequeño, si la mutación conservativa puede ser 
una sustitución de un alifático a un alifático, de no polar a no polar, de polar a polar, de ácido a ácido, de básico a 
báscio, de aromático a aromático o de restringido a restringido. Además, como se utiliza en la presente, A, V, L o I 
pueden mutarse conservativamente a otro residuo alifático o a otro residuo no polar. La siguiente tabla muestra 40
ejemplos de sustituciones conservativas.

[0083]

Tabla 145

50

55

60

[0084] “Sustitución no conservativa” se refiere a la sustitución o mutación de un aminoácido en el polipéptido con 
un aminoácido cuya cadena lateral tiene propiedades significativamente diferentes. Las sustituciones no 
conservativas pueden utilizar aminoácidos entre, más que dentro de, los grupos definidos en la lista anterior. En una 
realización, una mutación no conservativa afecta (a) a la estructura del segmento principal del péptido en el área de 65
la sustitución (por ejemplo, prolina por glicina) (b) a la carga o hidrofobicidad, o (c) a la mayoría de la cadena lateral.
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[0085] “Supresión” se refiere a la modificación del polipéptido mediante la eliminación de uno o más aminoácidos 
del polipéptido de referencia. Las supresiones pueden comprender la eliminación de 1 o más aminoácidos, 2 o más 
aminoácidos, 5 o más aminoácidos, 10 o más aminoácidos, 15 o más aminoácidos o 20 o más aminoácidos, hasta el 
10 % del número total de aminoácidos, hasta el 20 % del número total de aminoácidos o hasta el 30 % del número 5
total de aminoácidos que forman el polipéptido mientras conserve la actividad enzimática y / o las propiedades 
mejoradas de una enzima transaminasa modificada. En diversas realizaciones, la supresión puede comprender un 
segmento continuo o discontinuo.

[0086] “Inserción” se refiere a la modificación del polipéptido mediante la adición de uno o más aminoácidos al 10
polipéptido de referencia. En algunas realizaciones, las enzimas transaminasa mejorada modificada comprenden 
inserciones de uno o más aminoácidos en el polipéptido de transaminasa natural, así como inserciones de uno o 
más aminoácidos a otros polipéptidos de transaminasa mejorada. Las inserciones pueden realizarse en partes 
internas del polipéptido, o en los extremos carboxi o amino. Las inserciones aquí utilizadas incluyen proteínas de 
fusión ya conocidas en la disciplina. La inserción puede ser un segmento contiguo de aminoácidos o estar separada 15
por uno o más aminoácidos en el polipéptido natural.

[0087] “Fragmento” como se utiliza en la presente se refiere a un polipéptido que tiene una supresión en el 
extremo amino – terminal y / o carboxi – terminal, pero en el que la secuencia aminoácida restante es idéntica a la 
posiciones correspondientes en la secuencia. Los fragmentos pueden ser de, al menos, 14 aminoácidos de largo, 20
de, al menos, 20 aminoácidos de largo, de, al menos, 50 aminoácidos de largo o superiores y hasta el 70%, 80%, 
90%, 95%, 98% y 99% de la longitud total del polipéptido de transaminasa, por ejemplo el polipéptido de la SEC ID 
Nº 4.

[0088] “Polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido que está sustancialmente separado de otros contaminantes 25
que lo acompañan de manera natural, por ejemplo, proteínas, lípidos y polinucleótidos. El término abarca los 
polipéptidos que han sido eliminados o purificados de de su medio o sistema de expresión natural (por ejemplo, 
célula huésped o síntesis in vitro). Las enzimas transaminasa mejoradas pueden estar presentes en una célula, en el 
medio celular o preparadas de varias maneras, como lisados o preparaciones aisladas. Por tanto, en algunas 
realizaciones, la enzima transaminasa mejorada puede ser un polipéptido aislado.30

[0089] “Polipéptido sustancialmente puro” se refiere a una composición en la que la especie de polipéptido es la 
especie predominante presente (es decir, en una base molar o de peso es más abundante que cualquier otra 
especie macromolecular individual en la composición), y es generalmente una composición sustancialmente 
purificada cuando la especie en cuestión comprende, al menos, un 50 % de la especie macromolecular presente en 35
moles o en % en peso. Generalmente, una composición de transaminasa sustancialmente pura comprende un 60 % 
o más, un 70 % o más, un 80 % o más, un 90 % o más, un 95 % o más y un 98 % o más de todas las especies 
moleculares en moles o en % en peso presente en la composición. En algunas realizaciones, la especie en cuestión 
se purifica a homogeneidad esencial (es decir, la especie contaminante no puede detectarse en la composición 
mediante métodos de detección convencionales) en la que la composición consiste esencialmente en una única 40
especie macromolecular. Las especies disolventes, las moléculas pequeñas (< 500 Daltons) y las especies 
elementales de ión no se consideran especies moleculares. En algunas realizaciones, el polipéptido de 
transaminasa mejorada aislada es una composición polipeptídica sustancialmente pura.

[0090] “Hibridación severa” como se utiliza en la presente se refiere a las condiciones bajo las cuales los híbridos 45
de ácido nucleico son estables. Como ya conocen los expertos en la disciplina, la estabilidad de los híbridos se 
refleja en la temperatura de fusión (Tm) de los híbridos. En general, la estabilidad de un híbrido es una función de la 
fuerza de ión, la temperatura, el contenido GC y la presencia de agentes caotrópicos. Los valores de Tm para los 
polinucleótidos puede calcularse utilizando métodos para predecir temperaturas de fusión (véanse, por ejemplo, 
Baldino et al., Methods Enzymology 168: 761 – 777; Bolton et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA 48: 1390; Bresslauer et 50
al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 8893 – 8897; Freier et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 9373 –
9377; Kierzek et al., Biochemistry 25: 7840 – 7846; Rychlik et al., 1990, Nucleic Acids Res 18: 6409 – 6412 (erratum, 
1991, Nucleic Acids Res 19: 698); Sambrook et al., supra); Suggs et al., 1981, en Developmental Biology Using 
Purified Genes (Brown et al., eds.), págs 683 – 693, Academic Press; y Wetmur, 1991, Crit Rev Biochem Mol Biol 
26: 227 – 259). En algunas realizaciones, el polinucleótido codifica el polipéptido descrito en la presente y se 55
hibridiza bajo condiciones definidas, como condiciones moderada o altamente severas, para el complemento de una 
secuencia que codifica una enzima transaminasa modificada de la presente divulgación.

[0091] “Severidad de hibridación” se refiere a las condiciones de hibridación, como las condiciones de lavado, en 
la hibridación de ácidos nucleicos. Generalmente, las reacciones de hibridación se llevan a cabo en condiciones de 60
baja severidad, seguidas de lavados de severidad variable pero más elevada. El término “hibridación 
moderadamente severa” se refiere a las condiciones que permiten al ADN diana unirse a un ácido nucleico 
complementario que tiene un 60 % de identidad, preferiblemente un 75 % de identidad, un 85 % de identidad con el 
ADN diana; con más del 90 % de identidad con el polinucleótido diana. Las condiciones moderadamente severas 
ejemplares son condiciones equivalentes a la hibridación en 50 % de formamida, 5 x de solución Denhart, 5 x SSPE, 65
0,2 SDS a 42 ºC, seguida de un lavado en 0,2 x SSPE, 0,2 SDS a 42 ºC. “Hibridación altamente severa” se refiere, 
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en general, a las condiciones que están a 10 ºC o menos de la temperatura de fusión Tm como se determina en 
condiciones de solución para una secuencia nucleótida definida. En algunas realizaciones, una condición de 
severidad alta se refiere a condiciones que permiten la hibridación de solo algunas secuencias de ácido nucleico que 
forman híbridos estable en NaCl 0,018 M a 65 ºC. (es decir, si un híbrido no es estable en NaCl 0,018 M a 65 ºC, no 
será estable en condiciones de severidad alta, como se contempla en la presente). Las condiciones de severidad 5
alta puede presentarse, por ejemplo, por hibridación en condiciones equivalente a 50 % de formamida, 5 x solución 
Denhart, 5 x SSPE, 0,2 % SDS a 42 ºC, seguida de lavado en 0,1 X SSPE y 0,1 % SDS a 65 ºC. Otras condiciones 
de severidad alta son la hibridación en condiciones equivalentes a hibridación en 5 x SSC con 0,1 % (p:v) SDS a 65 
ºC y lavado con 0,1 % SDS a 65 ºC. Otras condiciones de severidad de hibridación, así como condiciones 
moderadamente severas, se describen las referencias citadas anteriormente.10

[0092] Polinucleótido “heterólogo” se refiere a cualquier polinucleótido que se introduce en una célula huésped 
mediante técnicas de laboratorio, e incluye polinucleótidos que se eliminan de una célula huésped, se someten a 
manipulación en laboratorio y se introducen en una célula huésped.

15
[0093] “Codón optimizado” se refiere a los cambios en los codones del polinucleótido que codifica una proteína por 
aquellos preferentemente empleados en un organismo particular de manera que la proteína codificada se expresa 
eficientemente en el organismo de interés. Aunque el código genético está degenerado en el sentido de que la 
mayoría de aminoácidos están representados por varios codones, llamados codones “equivalentes” o “sinónimos”, 
es de destacar que el uso de codones por organismos particulares no es aleatorio y tiene preferencia hacia tripletes 20
de codones particulares. Esta preferencia de utilización de codón puede ser superior en referencia a un gen dado, 
genes de función común u origen ancestral, proteínas altamente expresadas contra proteínas de bajo número de 
copias y regiones que codifican proteínas agregadas del genoma de un organismo. En algunas realizaciones, los 
polinucleótidos que codifican las enzimas transaminasas pueden estar optimizadas por un codón para la correcta 
producción a partir de organismo huésped seleccionado para la expresión.25

[0094] “Preferencia de utilización de codones altos, preferidos y apropiados” se refiere de manera intercambiable a 
codones que se utilizan a frecuencia más alta en las regiones que codifican proteínas que otros codones que 
codifican el mismo aminoácido. Los codones preferidos pueden determinarse en relación al uso de codones en un 
único gen, un conjunto de genes de función u origen común, genes altamente expresados, la frecuencia del codón 30
en las regiones que codifican la proteína agregada del organismo completo, la frecuencia de codón en las regiones 
que codifican la proteína agregada de organismos relacionados o combinaciones de los mismos. Los codones cuya 
frecuencia incrementa con el nivel de expresión génica son, normalmente, codones apropiados para la expresión. Se 
conocen numerosos métodos para determinar la frecuencia de codón (por ejemplo, uso del codón, el uso de 
codones) y preferencia de codón en organismos específicos, incluyendo análisis multivariado, por ejemplo, utilizando 35
análisis de conglomerados o análisis de correspondencia, y el número efectivo de codones utilizados en un gen 
(véanse GCG CodonPreference, Genetics Computer Group Wisconsin Package; CodonW, John Peden, Universidad 
de Nottingham; McInerney, J. O, 1998, Bioinformatics 14: 372 – 73; Stenico et al., 1994, Nucleic Acids Res. 222437 
– 46; Wright, F., 1990, Gene 87: 23 – 29). Las tablas de uso de codones están disponibles para numerosos 
organismos (véanse, por ejemplo, Wada et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20: 2111 – 2118; Nakamura et al., 2000, 40
Nucl. Acids Res. 28: 292; Duret, et al., supra; Henaut and Danchin, "Escherichia coli and Salmonella," 1996, 
Neidhardt, et al. Eds., ASM Press, Washington D.C., págs 2047 – 2066. La fuente de los datos para obtener el uso 
de codones puede depender de la secuencia nucleótida disponible capaz de codificar una proteína. Este conjunto de 
datos incluye secuencias de ácido nucleico ya conocidas para codificar proteínas expresadas (por ejemplo, 
secuencias codificadoras de proteínas completas – CDS), marcadores de secuencia expresada (EST) o regiones 45
codificadoras predichas de secuencia genómicas (véanse, por ejemplo, Mount, D., Bioinformatics: Sequence and 
Genome Analysis, Capítulo 8, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001; Uberbacher, E. 
C., 1996, Methods Enzymol. 266: 259 – 281; Tiwari et al., 1997, Comput. Appl. Biosci. 13: 263 – 270).

[0095] “Secuencia de control” se define en la presente para incluir todos los componentes necesarios o ventajosos 50
para la expresión de un polinucleótido y / o polipéptido de la presente divulgación. Cada secuencia de control puede 
ser nativa o foránea al polinucleótido de interés. Dichas secuencias de control incluyen, de manera no limitante, un 
líder, una secuencia de poliadenilación, una secuencia propeptídica, un activador, una secuencia de señal peptídica 
y un terminador de transcripción.

55
[0096] “Unido operablemente” se define en la presente como una configuración en la que una secuencia de control 
se encuentra situada apropiadamente (es decir, en una relación funcional) en una posición cercana a un 
polinucleótido de interés de manera que la secuencia de control dirige o regula la expresión del polinucleótido y / o 
polipéptido de interés.

60
[0097] “Secuencia activadora” es una secuencia de ácido nucleico que se reconoce por una célula huésped para 
la expresión de un polinucleótido de interés, como una secuencia codificadora. La secuencia de control puede 
comprender una secuencia activadora apropiada. La secuencia activadora contiene secuencias de control 
transcripcionales, que median la expresión de un polinucleótido de interés. El activador puede ser cualquier 
secuencia de ácido nucleico que muestra actividad transcripcional en la célula huésped elegida, incluyendo 65
mutados, truncados y activadores híbridos, y puede obtenerse de los genes que codifican polipéptidos extracelulares 
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o intracelulares, ya sean homólogos o heterólogos a la célula huésped.

6.2 Descripción detallada de las realizaciones

[0098] En las presentes realizaciones, las transaminasas modificadas se mejoran en su capacidad de convertir 5
estereoselectivamente el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 
– α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
amina en comparación con la transaminasa de la SEC ID Nº 2. Las transaminasas, incluyendo las descritas 
anteriormente, contienen normalmente una coenzima, fosfato de piridoxal (PLP), que participa en la reacción de 10
transaminación. El PLP puede obtenerse de la célula huésped en la que el polipéptido se ha sintetizado, o 
añadiendo PLP a una solución del polipéptido. Puesto que la transaminasa se describe respecto a la secuencia 
aminoácida, los expertos en la disciplina comprenderán que el polipéptido activo contiene PLP o un análogo 
apropiado como coenzima.

15
[0099] En algunas realizaciones, la mejora de la actividad enzimática es respecto a otra transaminasa modificada, 
como el polipéptido de la SEC ID Nº 4. La actividad mejorada del sustrato de cetoamida puede manifestarse por un 
incremento en la cantidad del sustrato convertido en el producto (por ejemplo, porcentaje de conversión) por la 
enzima modificada respecto a la enzima de referencia (por ejemplo, la de tipo salvaje) en condiciones definidas. La 
actividad mejorada puede incluir una velocidad superior de formación del producto resultante en un incremento en la 20
conversión del sustrato de cetoamida en el producto en un período de tiempo definido en una condiciones definidas. 
El incremento en la actividad (por ejemplo, porcentaje de conversión incrementado y / o velocidad de conversión) 
también puede estar caracterizado por la conversión del sustrato en la misma cantidad de producto con una cantidad 
menor de enzima. La cantidad de producto puede ser calculada mediante diversas técnicas, por ejemplo, separación 
de la mezcla de reacción (por ejemplo, mediante cromatografía) y detección del producto separado por absorción UV 25
o espectrometría de masas en tándem (MS / MS) (véase, por ejemplo, el Ejemplo 4). Un método ejemplar de 
detección de producto por UV utiliza una longitud de onda incidente de 210 nm y una longitud de trayectoria de 1,0 
cm, que tiene un límite de detección de Sitagliptina de 5 μg / ml. La detección de producto por UV, normalmente, 
sigue a la separación de la mezcla por cromatografía, particularmente HPLC en un medio de cromatografía de fase 
inversa, por ejemplo una columna Agilent Eclipse XDB – C8 (4,6 x 150 mm, 5 μm), utilizando un eluyente de 45: 55 30
10 mM NH4Ac / MeCN a una velocidad de flujo de 1,5 ml / mon y una temperatura de columna de 40 ºC. En algunas 
realizaciones, la detección por UV utiliza una longitud de onda incidente de 268 nm, que tiene un límite de detección 
similar al límite de detección a 210 nm.

[0100] En algunas realizaciones, la mejora en la actividad de la enzima es superior o igual a la actividad del 35
polipéptido de la SEC ID Nº 4 en condiciones de reacción definidas, como se presentan en los Ejemplos 6 o 7. Una 
condición de reacción definida ejemplar para comparar la actividad de la SEC ID Nº 2 o la SEC ID Nº 4 es 2 g / l de 
sustrato de cetoamida, isopropilamina 0,5 M, 22 ºC, pH de 7,5, 5 % DMSO, 100 μM PLP y 20 mg / ml de polipéptido 
de transaminasa, como se da posteriormente en la descripción de las condiciones de reacción para las transaminsas 
enumeradas en la Tabla 2. Las condiciones de reacción definidas para la comparación de ciertas transaminasas 40
modificas también se presentan en la descripción de las transaminasas enumeradas en la Tabla 2, y en las 
descripciones correspondientes en Ejemplos 7 a 11. En algunas realizaciones, las transaminasas modificadas 
tienen, al menos, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 1000, 1500, 2000 
veces o más de 2000 veces la actividad del polipéptido de la SEC ID Nº 4 en las condiciones de reacción definidas. 
Dado que la enzima transaminasa de la SEC ID Nº 2 no actúa notablemente en el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 45
– [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan –
2 – ona, una transaminasa modificada con actividad superior o igual a la SEC ID Nº 4 para cnvertir el sustrato de 
cetoamida en el producto correspondiente se mejora respecto a la enzima representada por la SEC ID Nº 2.

[0101] En algunas realizaciones, la actividad enzimática mejorada también se asocia a otras mejoras de las 50
propiedades de la enzima. En algunas realizaciones, la mejora en la propiedad de la enzima se da respecto a la 
estabilidad térmica, como a 45 ºC o más.

[0102] En algunas realizaciones, la actividad enzimática mejorada también se asocia a mejoras en la estabilidad 
del disolvente, como del 25 al 40 % o del 25 al 50 % de dimetilsulfóxido (DMSO). En algunas realizaciones, la 55
transaminasa mejorada es resistente a la inactivación mediante un componente de la reacción, como el dador del 
grupo amino. En algunas realizaciones, las transaminasas modificadas son estables a isopropilamina 1 M o hasta 2 
M.

[0103] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorado también es capaz de convertir el 60
sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] –
1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 
2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina con, al menos, el 70 %, 80 
%, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % o más de exceso enantiomérico (e.e.).

65
[0104] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada de la presente divulgación son 
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capaces de convertir el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 –
α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
amina con una actividad superior o igual a la actividad del polipéptido de la SEC ID Nº 4 en presencia de un dador 
del grupo amino, particularmente isopropilamina, y comprende una secuencia aminoácida que es idéntica en, al 5
menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 
más a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 4.

[0105] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada de la presente divulgación son 
capaces de convertir el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 –10
α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
amina con una actividad superior o igual a la actividad del polipéptido de la SEC ID Nº 4 en presencia de un dador 
del grupo amino, particularmente isopropilamina, y comprende una secuencia aminoácida que es idéntica en, al 
menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 15
más a la secuencia de referencia enumerada en la Tabla 2, por ejemplo, la SEC ID Nº: 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 
84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100 o 102, como se describe a continuación.

[0106] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada comprende una secuencia 
aminoácida que tiene una o más diferencias residuales en comparación a la secuencia transaminasa de referencia. 20
Las diferencias residuales pueden ser sustituciones no conservativas, sustituciones conservativas o una 
combinación de sustituciones conservativas y no conservativas. Respecto a la diferencias residuales y a las 
descripciones de las posiciones del residuo, las transaminasas reveladas en la presente pueden describirse en 
referencia a la secuencia aminoácida de la transaminasa natural de Arthrobacter sp KNK168 o la transaminasa de la 
SEC ID Nº 2, o una transaminasa modificada, como el polipéptido de la SEC ID Nº 4. Para las presentes 25
descripciones, la posición del residuo aminoácido en la secuencia de referencia se determina en la transaminasa 
comenzando por el residuo inicial de metionina (M) (es decir, M representa un residuo en posición 1), aunque los 
expertos en la disciplina entenderán que este residuo inicial de metionina puede ser eliminado mediante procesos 
biológicos, como en una célula huésped o en un sistema de traducción in vitro, para generar una proteína madura 
que carece del residuo inicial de metionina.30

[0107] La posición de la secuencia polipeptídica en la que hay un aminoácido particular o un cambio aminoácido 
(“diferencia residual”) se describe, a veces, en la presente como “Xn” o “posición n”, donde n se refiere a la posición 
del residuo respecto a la secuencia de referencia.

35
[0108] Una mutación de sustitución específica, que es un reemplazamiento del residuo específico en una 
secuencia de referencia con un residuo diferente específico puede denominarse según la nomenclatura 
convencional “X (número) Y”, donde X es la única letra para identificar el residuo en la secuencia de referencia, 
“número” es la posición del residuo en la secuencia de referencia, e Y es la única para identificar la sustitución del 
residuo en la secuencia modificada.40

[0109] En algunas realizaciones, las diferencias residuales pueden tener lugar en una o más de las siguientes 
posiciones residuales: X4; X5; X8; X18; X25; X26; X27; X28; X30; X41; X42; X48; X49; X50; X54; X55; X60; X61; 
X62; X65; X69; X81; X94; X96; X102; X117; X120; X122; X124; X126; X136; X137; X138; X146; X148; X150; X152; 
X155; X156; X160; X163; X164; X169; X174; X178; X195; X199; X204; X208; X209; X211; X215; X217; X223; X225; 45
X230; X252; X269; X273; X282; X284; X292; X297; X302; X306; X321; y X329. En algunas realizaciones, las 
diferencias residuales o combinaciones de las mismas están asociadas a propiedades mejoradas de la enzima. En 
algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa pueden tener, de manera adicional, 1 – 2, 1 – 3, 1 – 4, 1 – 5, 
1 – 6, 1 – 7, 1 – 8, 1 – 9, 1 – 10, 1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 – 18, 1 – 20, 1 – 22, 1 – 24, 1 – 26, 1 – 30, 1 
– 35, 1 – 40, 1 – 45, 1 – 50, 1 – 55, o 1 – 60 diferencias residuales en otras posiciones residuales aminoácidas. En 50
algunas realizaciones, las diferencias residuales en otras posiciones residuales comprenden sustituciones con 
residuos aminoácidos conservativos.

[0110] En las presentes realizaciones, las diferencias residuales en comparación a la SEC ID Nº 2 en las 
posiciones residuales que afectan al sustrato que se une a la transaminasa permiten la colocación del sustrato de 55
cetoamida de fórmula estructural (I), descrita a continuación, en particular el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
ona. Sin ser limitados por la teoría, al menos dos regiones, una primera región de unión al sustrato y una segunda 
región de unión al sustrato, interactúan con diferentes elementos estructurales del sustrato de cetoamida. La primera 
región de unión comprende posiciones residuales X62, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225, y X282, 60
mientras que la segunda región de unión comprende posiciones residuales X69, X122 y X284. En consecuencia, los 
polipéptidos de transaminasa de la presente tiene una o más diferencias residuales en las posiciones residuales que 
comprenden X62, X69, X122, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225, X282, y X284. En algunas 
realizaciones, los polipéptidos de transaminasa de la presente tienen, al menos, dos o más, tres o más, cuatro o 
más, cinco o más o seis o más diferencias residuales en las posiciones residuales específicas asociadas al sustrato 65
de unión.
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[0111] En algunas realizaciones, las diferencias residuales en comparación a la SEC ID Nº 2 están en una o más 
posiciones residuales que forman un primera región de unión al sustrato comprendida en la posiciones residuales 
X62, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225, y X282. En consecuencia, en algunas realizaciones, la 
transaminasa modificada comprende una secuencia aminoácida que incluye, al menos, una diferencia residual en 
comparación a la SEC ID Nº 2 en las posiciones residuales X62, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225, 5
y X282.

[0112] En algunas realizaciones, las diferencias residuales en comparación a la SEC ID Nº 2 están en una o más 
posiciones residuales que forman una segunda región de unión al sustrato que incluye las posiciones residuales 
X69, X122 y X284. En consecuencia, en algunas realizaciones, la transaminasa modificada comprende una 10
secuencia aminoácida que incluye, al menos, una diferencia residual en comparación a la SEC ID Nº 2 en las 
posiciones residuales X69, X122 y X284.

[0113] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada comprende una secuencia aminoácida que incluye 
diferencias residuales en la primera región de unión en combinación con diferencias residuales en la segunda región 15
de unión. En consecuencia, en algunas realizaciones, la transaminasa modificada comprende una secuencia 
aminoácida en que incluye uno o más diferencias residuales en comparación a la SEC ID Nº 2 en las posiciones 
residuales X62, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225, y X282 en combinación con una o más 
diferencias residuales en comparación a la SEC ID Nº 2 en las posiciones residuales X69, X122 y X284.

20
[0114] En algunas realizaciones de las transaminasas modificadas de la divulgación, los residuos aminoácidos en 
una posición residual puede definirse en términos de “características” aminoácidas (por ejemplo, tipo o propiedad de 
aminoácidos) que pueden aparecer en esa posición. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los residuos 
aminoácidos en las posiciones especificadas anteriormente pueden seleccionarse de las siguientes características: 
X4 es un residuo aromático; X5 es un residuo básico, X8 es un residuo restringido, X18 es una cisteína (C) o un 25
residuo alifático; X25 es un residuo polar, X26 es un residuo aromático o restringido; X27 es un residuo polar; X28 es 
un residuo registrado; X30 es un residuo polar o no polar; X41 es un residuo restringido o polar; X42 es un residuo 
no polar; X48 es un residuo polar, ácido, alifático o no polar; X49 es un residuo polar; X50 es un residuo alifático; 
X54 es un residuo restringido; X55 es un residuo alifático; X60 es un residuo aromático; X61 es un residuo 
aromático; X62 es un residuo aromático o polar; X65 es un residuo alifático; X69 es una cisteína (C) o un residuo no 30
polar, polar o alifático; X81 es un residuo no polar; X94 es un residuo alifático; X96 es un residuo alifático; X102 es 
un residuo alifático o básico; X117 es un residuo no polar, X120 es un residuo aromático, X122 es un residuo 
restringido, no polar o alifático; X124 es un residuo polar o restringido; X126 es un residuo polar; X136 es un residuo 
aromático; X137 es un residuo polar o alifático; X138 es un residuo básico o restringido; X146 es un residuo básico; 
X148 es un residuo alifático o aromático; X150 es un residuo aromático, restringido o polar; X152 es una cisteína (C) 35
o un residuo polar, no polar o alifático; X155 es un residuo polar o no polar; X156 es un residuo polar; X160 es un 
residuo alifático; X163 es un residuo alifático o restringido; X164 es un residuo alifático o restringido; X169 es un 
residuo alifático; X174 es un residuo alifático, X178 es residuo polar; X195 es un residuo aromático o polar; X199 es 
un residuo alifático o aromático; X204 es un residuo alifático; X208 es una cisteína (C) o un residuo restringido, 
polar, no polar, aromático o básico; X209 es un residuo alifático; X211 es un residuo alifático; X215 es una cisteína 40
(C); X217 es un residuo polar; X223 es un residuo restringido; X225 es un residuo aromático; X230 es un residuo 
alifático; X252 es un residuo aromático o alifático; X269 es un residuo restringido; X273 es un residuo aromático; 
X282 es un residuo polar; X284 es un residuo no polar; X292 es un residuo polar; X297 es un residuo polar; X302 es 
un residuo alifático; X306 es un residuo alifático; X321 es un residuo restringido y X329 es un residuo restringido o 
aromático. En algunas realizaciones, en las que el residuo aminoácido en la correspondiente posición residual de la 45
secuencia de referencia (por ejemplo, la SEC ID Nº 2) están incluidas en la categoría de aminoácidos descrita para 
la posición especificada, puede utilizarse un aminoácido diferente dentro de esa categoría aminoácida teniendo en 
cuenta las directrices descritas en la presente.

[0115] En algunas realizaciones, el residuo aminoácido en las posiciones residuales especificadas anteriormente 50
puede seleccionarse de las siguientes características: X4 es Y, F, o W, particularmente Y; X5 es K o R, 
particularmente K; X8 es H o P, particularmente P; X18 es C, A, V, o I, particularmente C o 1; X25 es N, Q, S, o T, 
particularmente Q; X26 es F, W, H o P, particularmente H; X27 es N, Q, S, o T, particularmente T; X28 es P o H, 
particularmente P; X30 es N, Q, S, T, G, M, A, V, L o I, particularmente Q o M; X41 es P, H, N, Q, S, o T, 
particularmente H o S; X42 es G, M, A, V, L o I, particularmente G; X48 es N, Q, S, T, D, E, G, M, A, V, L, o I, 55
particularmente Q, D, V, G, o A; X49 es N, Q, o T, particularmente T; X50 es A, V, L o I, particularmente L; X54 es P 
o H; X55 es A, V, o L, particularmente V; X60 es F o W, particularmente F; X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62 
es S, T, N, Q, Y, F, o W, particularmente T, Y o F; X65 es A, L o I, particularmente A; X69 es C, G, M, A, L I, S, T, N 
o Q, particularmente G, C, T, A, o S; X81 es G, M, A, V, L, I, particularmente G; X94 es A, V, L o I, particularmente I 
o L; X96 es A, V o L, particularmente L; X102 es A, V, L, I, K o R, particularmente L o K; X117 es G, M, A, V, L o I, 60
particularmente G; X120 es Y, W, o F, particularmente Y; X122 es G, M, A, V, I, L, P o H, particularmente M, I, L, V, o 
H; X124 es T, N, Q, P, o H, particularmente T, H o N; X 126 es N, Q, o T, particularmente T; X136 es Y, F o W, 
particularmente Y o F; X137 es S, T, N, Q, A, V, L o I, particularmente T o I; X138 es K, P o H, particularmente K o P; 
X146 es K o R, particularmente R; X148 es A, V, L I, W, o F, particularmente A o F; X150 es F, W, H, P, S, T, N, o Q, 
particularmente F, H, or S; X152 es C, G, M, A, L, I, S, T, N, o Q, particularmente G, I, L, S o C; X155 es N, S, T, G, 65
M, A, V, L o I, particularmente M, V o T; X156 es N, Q, S, o T, particularmente Q; X160 es A, V, L o I, particularmente 
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L; X163 es P, H, A, V, o L, particularmente H o V; X164 es A, V, L, I, P o H, particularmente V o P; X169 es V, L o I, 
particularmente L; X174 es A, V, L o I, particularmente A; X178 es S, N, o Q, particularmente S; X195 es F, Y, W, S, 
T, N o Q, particularmente F o Q; X199 es A, L, I, Y, F, W, particularmente W o I; X204 es A, V, L, o I, particularmente 
A; X208 es H, C, G, K, N, Y, D o S; X209 es V, L o I, particularmente L; X211 es A, V, o I, particularmente I; X215 es 
C; X217 es S, T, N o Q, particularmente N; X223 es H o P, particularmente P; X225es W o Y, particularmente Y; 5
X230 es A, V, o L, particularmente V; X252 es A, V, I, Y, F, o W, particularmente F; X269 es H o P, particularmente 
P; X273 es Y, F o W, particularmente Y; X282 es S, N o Q, particularmente S; X284 es G, M, V, L o I, 
particularmente G; X292 es T, N, o Q, particularmente T; X297 es S, T, N o Q, particularmente S; X302 es A, L, o I, 
particularmente A; X306 es A, L o I, particularmente L; X321 es H o P, particularmente P; y X329 es H, P, Y, F, o W, 
particularmente H.10

[0116] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada comprende una secuencia aminoácida 
que incluye, al menos, las siguientes características: X69 es C, G, M, A, L, I, S, T, N o Q, particularmente G, C, T, A, 
o S; X122 es G, M, A, V, L, I, P o H, particularmente M, I, V, L, o H; y X223 es H o P, particularmente P.

15
[0117] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada comprende una secuencia 
aminoácida que incluye, al menos, las siguientes características: X122 es G, M, A, V, L, I, P o H, particularmente M, 
I, V, L o H; X223 es H o P, particularmente P; y X284 es G, M, V, L o I, particularmente G.

[0118] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada comprende una secuencia aminoácida 20
que incluye, al menos, las siguientes características: X69 es C, G, M, A, L, I, S, T, N o Q, particularmente G, C, T, A, 
o S; X122 es G, M, A, V, L, I, P o H, , particularmente M, I, V, L, o H; X223 es H o P, particularmente P; y X284 es G, 
M, A, V, L o I, particularmente G.

[0119] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada comprende una secuencia aminoácida 25
que incluye, al menos, las siguientes características: X69 es C o T; X122 es M o I; X223 es P; y X284 es G.

[0120] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada con una o más de las características 
especificadas o combinaciones de características en las posiciones residuales X69, X122, X223, y X284, pueden 
tener, adicionalmente, una o más diferencias residuales en comparación a la SEC ID Nº 2 en las siguientes 30
posiciones residuales: X4; X5; X8; X18; X25; X26; X27; X28; X30; X41; X42; X48; X49; X50; X54; X55; X60; X61; 
X62; X65; X81; X94; X96; X102; X117; X120; X124; X126; X136; X137; X138; X146; X148; X150; X152; X155; X156; 
X160; X163; X164; X169; X174; X178; X195; X199; X204; X208; X209; X211; X215; X217; X225; X230; X252; X269; 
X273; X282, X292; X297; X302; X306; X321; y X329. Además de las posiciones residuales X69, X122, X223, y 
X284, estas otras posiciones residuales se asocian con efectos en varias propiedades del polipéptido de 35
transaminasa y, por tanto, puede haber diferencias residuales en comparación a la SEC ID Nº 2 para provocar 
cambios deseables en las propiedades de la proteína.

[0121] Como se ha visto anteriormente, las posiciones residuales X62, X136, X137, X19S, X199, X208, X209, 
X225, y X282 a lo largo de las posiciones residuales X69, X122, X223, y X284, están asociadas con la unión del 40
sustrato a la enzima y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede tener diferencias residuales en estas 
posiciones en comparación a la SEC ID Nº 2 para provocar cambios deseables en las propiedades de la proteína.

[0122] Las posiciones residuales X4, X5, X8, X26, X48, X60, X65, X81, X96, X102, X124, X160, X163, X169, 
X174, X178, X211, X217, X225, X230, X252, X269, X273, X292, X297, X306, X321, X329 también se asocian a 45
incrementos adicionales de la actividad de la enzima, y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede tener 
diferencias residuales en estas posiciones en comparación a la SEC ID Nº 2 para provocar cambios deseables en la 
actividad de la enzima, por ejemplo, un incremento en la eficiencia de conversión en condiciones de carga alta de 
sustrato.

50
[0123] Las posiciones residuales X18, X25, X27, X28, X30, X41, X42, X49, X50, X54, X55, X117, X120, X126, 
X138, X146, X 148, X150, M152, X155, X156, X164, X204, X302 también se asocian a incrementos adicionales en 
la termoestabilidad y / o la estabilidad de disolvente, como DMSO, y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede 
tener diferencias residuales en estas posiciones en comparación a la SEC ID Nº 2 para provocar cambios deseables 
en la termoestabilidad y / o estabilidad de disolvente.55

[0124] Las posiciones residuales X61, X94, X215 también se asocian con la habilidad de soportar la reacción a 
altas concentraciones del dador del amino isopropilamina, y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede tener 
diferencias residuales en estas posiciones en comparación a la SEC ID Nº 2 para provocar el incremento en la 
eficiencia de la conversión a alta (por ejemplo, 1 – 2 M) concentraciones de isopropilamina.60

[0125] Cabe señalar que las diferencias residuales de la SEC ID Nº 2 en las posiciones residuales asociadas a las 
diferentes propiedades de las enzimas pueden utilizarse en diversas combinaciones para formar polipéptidos de 
transaminasa con características enzimáticas deseables, por ejemplo, combinación del incremento de la actividad 
enzimática, estabilidad de disolvente y temperatura y utilización de un dador amino.65
Se describen en la presente combinaciones ejemplares.
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[0126] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las características en una o más posiciones 
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes 
características adicionales: X26 es P, H, F, o W, particularmente H, y/o X62 es S, T, N, Q, Y, F, o W, particularmente 
T o F; X65 es A, L o I, particularmente A; X136 es Y, F o W, particularmente Y o F; X199 es A, L, I, Y, F, o W, 5
particularmente W o I; y X209 es V, L o I, particularmente L.

[0127] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las características en una o más posiciones 
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes 
características adicionales: X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62 es S, T, N, Q, Y, F, o W, particularmente T o F; 10
X65 es A, L o I, particularmente A; X94 es A, V, L o I, particularmente I o L; X136 es Y, F, o W, particularmente Y o 
F; X199 es A, L, I, Y, F, o W, particularmente W o I; X209 es V, L o I, particularmente L; X215 es C; y X282 es S, N o 
Q, particularmente S.

[0128] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las características en una o más posiciones 15
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes 
características adicionales: X8 es H o P, particularmente P; X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62 es S, T, N Q, 
Y, F, o W, particularmente T o F; X65 es A, L o I, particularmente A; X81 es G, M, A, V, L o I, particularmente G; X94 
es A, V, L o I, particularmente I o L; X136 es Y, F, o W, particularmente Y o F; X199 es A, L, I, Y, F, o W, 
particularmente W o I; X209 es V, L o I, particularmente L; X215 es C; X217 es S, T, N, o Q, particularmente N; X269 20
es H o P, particularmente P; X282 es S, N o Q, particularmente S. X297 es S, T, N o Q, particularmente S; y X321 es 
H o P, particularmente P.

[0129] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las características en una o más posiciones 
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes 25
características adicionales: X8 es H o P, particularmente P; X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62 es Y, F, W, S, 
T, N o Q, particularmente T o F; X65 es A, L o I, particularmente A; X81 es G, M, A, V, L o I, particularmente G; X94 
es A, V, L o I, particularmente I o L; X96 es A, V o L, particularmente L; X124 es P, H, T, N, o Q, particularmente T, H 
o N; X136 es Y, F o W, particularmente Y o F; X199 es A, L, I, Y, F o W, particularmente W o I; X209 es V, L o I, 
particularmente L; X215 es C; X217 es S, T, N o Q, particularmente N; X269 es H o P, particularmente P; X282 es S, 30
N o Q, particularmente S; X297 es S, T, N o Q, particularmente S; y X321 es H o P, particularmente P.

[0130] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las características en una o más posiciones 
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes 
características adicionales: X8 es H o P, particularmente P; X60 es F o W, particularmente F; X61 es Y, F, o W, 35
particularmente Y; X62 es Y, F, W, S, T, N o Q, particularmente T o F; X65 es A, L o I, particularmente A; X81 es G, 
M, A, V, L o I, particularmente G; X94 es A, V, L o I, particularmente I o L; X96 es A, V o L, particularmente L; X124 
es P, H, T, N, o Q, particularmente T, H o N; X126 es N, Q, o T, particularmente T; X136 es Y, F o W, 
particularmente Y o F; X150 es F, W, H, P, S, T, N, o Q, particularmente F, H, o S; X152 es C, G, M, A, L, I, S, T, N, 
o Q, particularmente G, I, L, S o C; X169 es V, L, o I, particularmente L; X 199 es Y, F, W, A, L o I, particularmente W 40
o 1; X209 es V, L o I, particularmente L; X215 es C; X217 es S, T, N o Q, particularmente N; X269 es H o P, 
particularmente P; X273 es Y, F, o W, particularmente Y; X282 es S, N o Q, particularmente S; X297 es S, T, N o Q, 
particularmente S; y X321 es H o P, particularmente P.

[0131] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las características en una o más posiciones 45
residuales: X122 es un residuo restringido, no polar o alifático, particularmente M, I, L, V, o H; X223 es residuo 
restringido, particularmente P; X284 es residuo no polar, particularmente G. En algunas realizaciones, los 
polipéptidos de transaminasa puede tener adicionalmente 1 – 2, 1 – 3, 1 – 4, 1 – 5, 1 – 6, 1 – 7, 1 – 8, 1 – 9, 1 – 10, 
1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 – 18, 1 – 20, 1 – 22, 1 – 24, 1 – 26, 1 – 30, 1 – 35, 1 – 40, 1 – 45, 1 – 50, 1 –
55, o 1 – 60 diferencias residuales en otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, el número de 50
diferencias puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30, 35, 40, 45, 50, 55, o 60 
diferencias residuales en las otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa 
modificada puede comprender una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 86%, 87%, 
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% a la secuencia aminoácida de referencia basada 
en la SEC ID Nº 2 que tiene las características descritas para las posiciones residuales especificadas anteriormente 55
(es decir, X122; X223; y X284) (por ejemplo, la SEC ID Nº 8 o 10), con la condición de que el polipéptido de 
transaminasa modificada con polipéptidos comprenda una secuencia aminoácida que incluya, al menos, las 
características descritas para los residuos especificados.

[0132] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las características en una o más posiciones 60
residuales: X69 es C o un residuo no polar, alifático o polar, particularmente G, C, T, A o S; X122 es un residuo 
restringido, no polar o alifático, particularmente M, I, L, V, o H; X223 es residuo restringido, particularmente P; X284 
es residuo no polar, particularmente G. En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa puede tener 
adicionalmente 1 – 2, 1 – 3, 1 – 4, 1 – 5, 1 – 6, 1 – 7, 1 – 8, 1 – 9, 1 – 10, 1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 –
18, 1 – 20, 1 – 22, 1 – 24, 1 – 26, 1 – 30, 1 – 35, 1 – 40, 1 – 45, 1 – 50, 1 – 55, o 1 – 60 diferencias residuales en 65
otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, el número de diferencias puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 
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11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30, 35, 40, 45, 50, 55, o 60 diferencias residuales en las otras posiciones 
residuales. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada puede comprender una secuencia 
aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% a la secuencia aminoácida de referencia basada en la SEC ID Nº 2 que tiene las 
características descritas para las posiciones residuales especificadas anteriormente (es decir, X69; X122; X223; y 5
X284) (por ejemplo, la SEC ID Nº 4), con la condición de que el polipéptido de transaminasa modificada con 
polipéptidos comprenda una secuencia aminoácida que incluya, al menos, las características descritas para los 
residuos especificados.

[0133] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las características en una o más posiciones 10
residuales: X65 es un residuo alifático, particularmente A; X69 es C o un residuo no polar, alifático o polar, 
particularmente G, C, T, A o S; X122 es un residuo restringido, no polar o alifático, particularmente M, I, L, V, o H; 
X223 es residuo restringido, particularmente P; X284 es residuo no polar, particularmente G. En algunas 
realizaciones, los polipéptidos de transaminasa puede tener adicionalmente 1 – 2, 1 – 3, 1 – 4, 1 – 5, 1 – 6, 1 – 7, 1 –
8, 1 – 9, 1 – 10, 1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 – 18, 1 – 20, 1 – 22, 1 – 24, 1 – 26, 1 – 30, 1 – 35, 1 – 40, 1 15
– 45, 1 – 50, 1 – 55, o 1 – 60 diferencias residuales en otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, el 
número de diferencias puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30, 35, 40, 45, 50, 
55, o 60 diferencias residuales en las otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, el polipéptido de 
transaminasa modificada puede comprender una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% a la secuencia aminoácida de 20
referencia basada en la SEC ID Nº 2 que tiene las características descritas para las posiciones residuales 
especificadas anteriormente (es decir, la SEC ID Nº 6), con la condición de que el polipéptido de transaminasa 
modificada con polipéptidos comprenda una secuencia aminoácida que incluya, al menos, las características 
descritas para los residuos especificados. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada 
puede comprender una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 25
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 6.

[0134] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las características en una o más posiciones 
residuales: X122 es un residuo restringido, no polar o alifático, particularmente M, I, L, V, o H; X174 es un residuo 
alifático, particularmente A; X223 es residuo restringido, particularmente P; X284 es residuo no polar, 30
particularmente G. En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa puede tener adicionalmente 1 – 2, 1 –
3, 1 – 4, 1 – 5, 1 – 6, 1 – 7, 1 – 8, 1 – 9, 1 – 10, 1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 – 18, 1 – 20, 1 – 22, 1 – 24, 1 
– 26, 1 – 30, 1 – 35, 1 – 40, 1 – 45, 1 – 50, 1 – 55, o 1 – 60 diferencias residuales en otras posiciones residuales. En 
algunas realizaciones, el número de diferencias puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 
24, 26, 30, 35, 40, 45, 50, 55, o 60 diferencias residuales en las otras posiciones residuales. En algunas 35
realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada puede comprender una secuencia aminoácida que es 
idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 
a la secuencia aminoácida de referencia basada en la SEC ID Nº 2 que tiene las características descritas para las 
posiciones residuales especificadas anteriormente (es decir, la SEC ID Nº 12), con la condición de que el polipéptido 
de transaminasa modificada con polipéptidos comprenda una secuencia aminoácida que incluya, al menos, las 40
características descritas para los residuos especificados. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa 
modificada puede comprender una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 86%, 87%, 
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 
12.

45
[0135] La Tabla 2 que se presenta a continuación presenta un ejemplo de polipéptido de transaminasa modificada, 
con dos números de SEC ID en cada fila, el número impar se refiere a la secuencia nucleótida que codifica la 
secuencia aminoácida presentada por el número par. Las diferencias residuales están basadas en la comparación a 
la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 2, una transaminasa derivada de Arthrobacter sp KNK168 y difiere de la 
enzima natural en que tiene una sustitución de isoleucina (I) en la posición residual X306 con valina (V). En la 50
columna Actividad, los niveles de actividad incrementados (es decir, “+”, “++”, “+++”, etc) se definieron de la 
siguiente manera: “+” indica, al menos, igual pero no superior a 2 veces la actividad de la SEC ID Nº 4 (condiciones 
del ensayo: 2 g / l de sustrato de cetoamida, isopropilamina 0,5 M, 22 ºC, pH 7,5, 5 % DMSO, 100 μM PLP); “++” 
indica de 50 a 100 veces superior a la actividad de la SEC ID Nº 4 (condiciones del ensayo: 2 g / l de sustrato de 
cetoamida, isopropilamina 0,5 M, 22 ºC, pH 7,5, 5 % MeOH, 100 μM PLP); “+++” indica de 1,1 a 5 veces superior a 55
la actividad de la SEC ID Nº 22 (condiciones del ensayo: 5 – 10 g / l de sustrato de cetoamida, isopropilamina 0,5 – 1 
M, 22 – 30 ºC, pH 7,5, 5 % MeOH, 100 μM PLP); “++++” indica de 1,1 a 5 veces superior a la actividad de la SEC ID 
Nº 48 (condiciones del ensayo: 10 – 40 g / l de sustrato de cetoamida, isopropilamina 1 M, 30 – 45 ºC, pH 8,5, 10 % 
MeOH, 100 μM PLP); “+++++” indica de 1,1 a 5 veces superior a la actividad de la SEC ID Nº 58 (condiciones del 
ensayo: 40 – 100 g / l de sustrato de cetoamida, isopropilamina 1 M, 45 ºC, pH 8,5, 10 % MeOH – 25 % DMSO, 250 60
μM PLP); “++++++” indica de 1,1 a 5 veces superior a la actividad de la SEC ID Nº 104 (condiciones del ensayo: 40 
– 100 g / l de sustrato de cetoamida, isopropilamina 1 M, 45 ºC, pH 8,5, 50 % DMSO, 1000 μM PLP). Se describen 
en los Ejemplos 6 a 11 condiciones de ensayo ejemplares para medir la actividad utilizando metanol y DMSO.
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SEC ID Nº Diferencias residuales respecto a la SEC ID Nº 2 Nº diferencias residuales Actividad

1 / 2 – – –

3 / 4 V69G; F122V; S223P; A284G 4 +

5 / 6 V65A; V69G; F122I; S223P 4 +

7 / 8 F122L; S223P; A284G 3 +

9 / 10 F122I; S223P; A284G 3 +

11 / 12 F122L; S174A; S223P; A284G 4 +

13 / 14 Y26H; V65A; V69G; F122I; S223P; A284G 6 +

15 / 16 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122I; T178S; V199W; 

S223P; F225Y; T282S; A284G

11 ++

17 / 18 Y26H; H62F; V65A; V69G; F122V; G136Y; V199I; 

A209L; S223P; F225Y; T282S; A284G

12 ++

19 / 20 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122V; G136Y; E137T; 

V199I; A209L; S223P; T282S; A284G

12 ++

21 / 22 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122I; G136Y; E137I; 

V199I; A209L; S223P; T282S; A284G

12 ++

23 / 24 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122I; G136Y; E137T; 

V199I; A209L; S223P; F225Y; T282S; A284G

13 ++

25 / 26 Y26H; V65A; V69G; F122V; G136Y; E137I; S174A; 

V199I; A209L; S223P; I230V; A284G

12 ++

27 / 28 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122H; G136Y; E137I; 

V199I; A209L; S223P; T282S; A284G

12 +++

29 / 30 Y26H; H62T; V65A; V69T; F122I; G136Y; E137I; V199I; 

A209L; S223P; T282S; A284G

12 +++

31 / 32 Y26H; H62T; V65A; V69C; F122I; G136Y; E137I; V199I; 

A209L; S223P; T282S; A284G

12 +++

33 / 34 Y26H; H62T; V65A; V69A; F122I; G136Y; E137I; V199I; 

A209L; S223P; T282S; A284G

12 +++

35 / 36 Y26H; L61Y; H62T; V65A; V69G; F122I; G136Y; E137I; 

V199I; A209L; S223P; T282S; A284G

13 +++

37 / 38 Y26H; H62Y; V65A; V69G; F122I; G136Y; E137I; 

V199I; A209L; S223P; T282S; A284G

12 +++

39 / 40 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122I; G136F; E137I; V199I; 

A209L; S223P; T282S; A284G

12 +++
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41 / 42 S4Y; Y26H; H62T; V65A; V69G; M94I; F122I; G136Y; 

E137T; V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

15 +++

43 / 44 H62T; V65A; V69G; M94I; F122I; G136Y; E137I; V199I; 

A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13 +++

45 / 46 H62T; V65A; V69G; M94I; F122I; G136Y; E137T; 

V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13 +++

47 / 48 H62T; V65A; V69C; M94I; F122I; G136Y; E137T; 

V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13 +++

49 / 50 S8P; H62T; V65A; V69C; M94I; F122I; G136Y; E137T; 

V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14 ++++

51 / 52 L61Y; H62T; V65A; V69S; M94I; F122I; G136F; E137T; 

V152I; V199I; A209L; G213C; S223P; T282S; A284G

15 ++++

53 / 54 L61Y; H62T; V65A; V69C; M94I; F122V; G136F; 

E137T; V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14 ++++

55 / 56 L61Y; H62T; V65A; V69T; M94I; F122V; G136F; E137T; 

V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14 ++++

57 / 58 L61Y; H62T; V65A; V69T; M94I; F122I; G136F; V199I; 

A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13 ++++

59 / 60 L61Y; H62T; V65A; V69T; M94I; F122H; G136F; V199I; 

A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13 ++++

61 / 62 L61Y; H62T; V65A; V69C; M94I; F122I; G136Y; E137T; 

F160L; A169L; V199I; A209L; G215C; S223P; L269P; 

T282S; A284G

17 ++++

63 / 64 L61Y; H62T; V65A; V69C; M94L; F122I; G136Y; 

E137T; A169L; V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; 

A284G; V306L

16 ++++

65 / 66 L61Y; H62T; V65A; V69C; M94I; Q102L; F122I; G136F; 

Y150F; V152I; V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; 

A284G

16 ++++

67 / 68 S8P; P48A; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; Q102K; F122I; G 136F; I163V; V199I; A209L; 

L211I; G215C; G217N; S223P; L252F; L273Y; T282S; 

A284G; S321P

24 +++++

69 / 70 S8P; P48A; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

F122I; G136F; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; 

S223P; L269P; T282S; A284G; P297S; S321P

21 +++++

71 / 72 S8P; L61Y; H62T; V65A; V69T; M94I; F122I; G136F; 

V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14 +++++
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73 / 74 S8P; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94L; I96L; 

F122I; G136F; T178S; V199I; A209L; G215C; S223P; 

L269P; T282S; A284G; P297S; S321P

20 +++++

75 / 76 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122I; G136F; V152L; T178S; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L252F; L269P; L273Y; T282S; 

A284G; P297S;S321P

25 +++++

77 / 78 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94L; 

I96L; F122I; GI36F; AI69L; T178S; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; T282S; A284G; S292T; 

P297S; S321P

24 +++++

79 / 80 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122I; G136F; A169L; V199I; A209L; G215C; 

G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; 

S321P

23 +++++

80 / 82 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94L; 

I96L; F122I; G136F; A169L; T178S; V199I; A209L; 

G215C; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; 

S321P

23 +++++

83 / 84 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122I; S124T; G136F; A169L; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; 

P297S; S321P

24 +++++

85 / 86 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122I; S124H; G136F; A169L; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; 

P297S; S321P

24 +++++

87 / 88 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122I; S124N; G136F; A169L; V199I; A209L; 

G215 C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; 

A284G; P297S; S321P

24 +++++

89 / 90 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G;M94I; 

I96L; F122I; G136F; Y150H; A169L; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; 

P297S; S321P

24 +++++

91 / 92 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124H; G136F; Y150H; V152S; A169L; 

V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; 

T282S; A284G; P297S; S321P

26 +++++
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93 / 94 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122I; S124T; G136F; Y150S; V152C; A169L; 

V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; 

T282S; A284G; P297S;S321P

26 +++++

95 / 96 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124N; G 136F; A169L; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; 

P297S; S321P

24 +++++

97 / 98 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122I; S124H; G136F; A169L; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; 

P297S; S321P

24 +++++

99 / 100 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124N; G136F; A169L; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; 

P297S; S321P

24 +++++

101 / 102 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124N; G136F; A169L; V199I; A209L; 

G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; 

P297S; S321P; Q329H

25 +++++

103 / 104 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

196L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; A169L; 

V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; 

T282S; A284G; P297S; S321P

27 +++++

105 / 106 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; S126T; G136F; R138K; Y150S; 

V152G; Q155M; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; 

S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 +++++

107 / 108 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; R138P; Q146R; Y150S; 

V152S; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; 

L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 +++++

109 / 110 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; S126T; G136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

111 / 112 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; I163H; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

E10746948
21-02-2014ES 2 448 816 T3

 



28

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

113 / 114 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y148A; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

115 / 116 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; W156Q; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

117 / 118 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; R164V; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

119 / 120 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y148F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

121 / 122 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; E120Y; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

123 / 124 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; Q155V; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

125 / 126 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; R164P; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

127 / 128 S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94I; 

I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; Q155T; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

129 / 130 S8P; E50L; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

131 / 132 S8P; L18I; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++
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133 / 134 S8P; D25Q; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G136F; Y1505; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

135 / 136 S8P; E42G; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

137 / 138 S8P; P48D; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

139 / 140 S8P; P30Q; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N ;S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

141 / 142 S8P; L28P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

143 / 144 S8P; I41H; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; VI 991; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

145 / 146 S8P; P30M; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

147 / 148 S8P; S54H; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C;

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

149 / 150 S8P; L18C; I55V; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; 

D81G; M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V 

152C; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; 

L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P 

28 ++++++

151 / 152 S8P; P48G; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++
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[0137] Como se ha visto anteriormente, en algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorada incluye 
una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 
80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 60
130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144,146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168. En algunas 
realizaciones, los polipéptidos de transaminasa mejorada pueden tener 1 – 2, 1 – 3, 1 – 4, 1 – 5, 1 – 6, 1 – 7, 1 – 8, 1 
– 9, 1 – 10, 1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 – 18, 1 – 20, 1 – 22, 1 – 24, 1 – 26, 1 – 30, 1 – 35, 1 – 40, 1 – 45, 
1 – 50, 1 – 55, o 1 – 60 diferencias residuales en comparación a la transaminasa representada por la SEC ID Nº 2. 
En algunas realizaciones, el número de diferencias residuales puede ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 65
16, 18, 20, 22, 24, 26, 30, 35, 40, 45, 50, 55, o 60 en comparación con la SEC ID Nº 2.

153 / 154 S8P; P48V; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V 199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

155 / 156 S8P; I41S; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

157 / 158 S8P; E27T; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

159 / 160 S8P; S54P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

161 / 162 S8P; P48Q; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; 

A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; 

L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27 ++++++

163 / 164 A5K; S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; S126T; G136F; Y150S; 

V152C; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; 

L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

28 ++++++

165 / 166 S8P; S49T; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; E117G; F122M; S124T; S126T G136F; 

Y150S; V152S; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; 

S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; V302A; 

S321P

30 ++++++

167 / 168 S8P; S54P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 

M94I; I96L; F122M; S124T; S126T; G136F; Y150S; 

V152S; A169L; V199I; D204A; A209L; G215C; G217N; 

S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P 

29 ++++++
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[0138] Como se ha visto anteriormente, en algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorada incluye 
una secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 
82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 5
132, 134, 136, 138, 140, 142, 144,146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168, con la condición de 
que la secuencia aminoácida de transaminasa mejorada comprenda cualquiera de las diferencias residuales 
contenidas en cualquiera de las secuencias polipeptídicas enumeradas en la Tabla 2 en comparación con la SEC ID 
Nº 2. En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa mejorada pueden tener 1 – 2, 1 – 3, 1 – 4, 1 – 5, 1 
– 6, 1 – 7, 1 – 8, 1 – 9, 1 – 10, 1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 – 18, 1 – 20, 1 – 22, 1 – 24, 1 – 26, 1 – 30, 1 –10
35, 1 – 40, 1 – 45, 1 – 50, 1 – 55, o 1 – 60 diferencias residuales en comparación a la transaminasa representada 
por la SEC ID Nº 2. En algunas realizaciones, el número de diferencias residuales puede ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30, 35, 40, 45, 50, 55, o 60 diferencias residuales en otras posiciones 
residuales. En algunas realizaciones, las diferencias residuales en otras posiciones residuales comprenden 
sustituciones con residuos aminoácidos conservativos. 15

[0139] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa mejorada capaced de convertir el sustrato de 
cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 
– trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol 
[4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina en presencia de un dador del grupo 20
amino con niveles de producto detectables mediante HPLC – UV a 210 nm comprende una secuencia aminoácida 
correspondiente a la SEC ID Nº 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 
50, 52, 64, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 
108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 
154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.25

[0140] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de 
cetoamida en el producto con una actividad 50, 100 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 4. En 
algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en 
el producto con una actividad 50, 100 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 4 comprende una 30
secuencia aminoácida correspondiente a la SEC ID Nº 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 
48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 
106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 
152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

35
[0141] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de 
cetoamida en el producto con una actividad 1,1, 5 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 22. En 
algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en 
el producto con una actividad 1,1, 5 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 22 comprende una 
secuencia aminoácida correspondiente a la SEC ID Nº 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 40
60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 
116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 
162, 164, 166 o 168.

[0142] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de 45
cetoamida en el producto con una actividad 1,1 a 5 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 48. En 
algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en 
el producto con una actividad 1,1 a 5 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 48 comprende una 
secuencia aminoácida correspondiente a la SEC ID Nº 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 
82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 50
132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

[0143] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de 
cetoamida en el producto con una actividad 1,1 a 5 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 58. En 
algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en 55
el producto con una actividad 1,1 a 5 o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 58 comprende una 
secuencia aminoácida correspondiente a la SEC ID Nº 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 
100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 
146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

60
[0144] Como se ha descrito anteriormente, en algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorado 
también es capaz de convertir el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] 
triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 –
[3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 
– amina con, al menos, un 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % o 65
más de exceso enantiomérico. Algunos ejemplos de polipéptidos de transaminasa con los niveles especificados de 
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enantioselectividad pueden comprender una secuencia aminoácida correspondiente a la SED ID Nº 4, 6, 8, 10, 12, 
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 
76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 
128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

5
[0145] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada mejorada pueden comprender 
supresiones de polipéptidos de transaminasa modificado descritos en la presenta. Por lo tanto, en cada una de las 
realizaciones de los polipéptidos de transaminasa de la divulgación, las supresiones pueden comprender la 
eliminación de 1 o más aminoácidos, 2 o más aminoácidos, 5 o más aminoácidos, 10 o más aminoácidos, 15 o más 
aminoácidos o 20 o más aminoácidos, hasta el 10 % del número total de aminoácidos, hasta el 20 % del número 10
total de aminoácidos o hasta el 30 % del número total de aminoácidos que forman el polipéptido mientras conserve 
la actividad funcional de la actividad transaminasa. En algunas realizaciones, las supresiones pueden comprender 1 
– 2, 1 – 3, 1 – 4, 1 – 5, 1 – 6, 1 – 7, 1 – 8, 1 – 9, 1 – 10, 1 – 11, 1 – 12, 1 – 14, 1 – 15, 1 – 16, 1 – 18, 1 – 20, 1 – 22, 
1 – 24, 1 – 26, 1 – 30, 1 – 35, 1 – 40, 1 – 45, 1 – 50, 1 – 55, o 1 – 60 aminoácidos residuales. En algunas 
realizaciones, el número de supresiones puede ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 15
26, 30, 35, 40, 45, 50, 55, o 60 aminoácidos. En algunas realizaciones, las supresiones pueden comprender 
supresiones de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 o 30 aminoácidos residuales.

[0146] Como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos de transaminasa de la presente divulgación pueden 
estar en forma de polipéptidos de fusión en los que los polipéptidos de transaminasa se fusionan a otros 20
polipéptidos, como, por citar algún ejemplo no limitante, marcadores de anticuerpos (por ejemplo, epítopo myc), 
secuencias de purificación (por ejemplo, marcadores de His para la unión a metales) y señales de localización de 
células (por ejemplo, señales de secreción). Por lo tanto, los polipéptidos de transaminasa pueden utilizarse con o 
sin fusiones a otros polipéptidos.

25
[0147] Los polipéptidos descritos en la presente no son restrictivos a los aminoácidos genéticamente codificados. 
Además de los aminoácidos genéticamente modificados, los polipéptidos descritos en la presente pueden 
comprender, ya sea total o parcialmente, aminoácidos naturales y / o sintéticos no codificados. Ciertos aminoácidos 
no codificados hallados normalmente pueden incluir los polipéptidos descritos en la presente, pero no de manera 
limitante: los estereoisómeros – D de los aminoácidos genéticamente modificados; ácido 2, 3 – diaminopropiónico 30
(Dpr); ácido α – aminoisobutírico (Aib); ácido ε – aminohexanoico (Aha); ácido δ – aminovalérico (Ava); N –
metilglicina o sarcosina (MeGly o Sar); ornitina (Orn); citrulina (Cit); t – butilalanina (Bua); t – butilglicina (Bug); N –
metilisoleucina (MeIle); fenilglicina (Phg); ciclohexilalanina (Cha); norleucina (Nle); naftilalanina (Nal); 2 –
clorofenilalanina (Ocf); 3 – clorofenilalanina (Mcf); 4 – clorofenilalanina (Pcf); 2 – fluorofenilalanina (Off); 3 –
fluorofenilalanina (Mff); 4 – fluorofenilalanina (Pff); 2 – bromofenilalanina (Obf); 3 – bromofenilalanina (Mbf); 4 –35
bromofenilalanina (Pbf); 2 – metilfenilalanina (Omf); 3 – metilfenilalanina (Mmf); 4 – metilfenilalanina (Pmf); 2 –
nitrofenilalanina (Onf); 3 – nitrofenilalanina (Mnf); 4 – nitrofenilalanina (Pnf); 2 – cianofenilalanina (Ocf); 3 –
cianofenilalanina (Mcf); 4 – cianofenilalanina (Pcf); 2 – trifluorometilfenilalanina (Otf); 3 – trifluorometilfenilalanina 
(Mtf); 4 – trifluorometilfenilalanina (Ptf); 4 – aminofenilalanina (Paf); 4 – iodofenilalanina (Pif); 4 –
aminometilfenilalanina (Pamf); 2 , 4 – diclorofenilalanina (Opef); 3, 4 – diclorofenilalanina (Mpcf); 2,  4  –40
difluorofenilalanina (Opff); 3, 4 – difluorofenilalanina (Mpff); pirid – 2 – ilalanina (2pAla); pirid – 3 – ilalanina (3pAla);
pirid – 4 – ilalanina (4pAla); naft – 1 – ialanina (1nAla); naft – 2 – ialanina (2nAla); tiazolialanina (taAla); 
benzotienilalanina (bAla); tienialanina (tAla); furialanina (fAla); homofenilalanina (hPhe); homotirosine (hTyr); 
homotriptófano (hTrp); pentafluorofenilalanina (5ff); estirilcalanina (sAla); autrialanina (aAla); 3, 3 – difenilalanina 
(Dfa); ácido 3 – amino – 5 – fenipentanóico (Afp); penicillamina (Pen); ácido 1, 2, 3, 4 – tetrahidroisoquinolina – 3 –45
carboxílico (Tic); β – 2 – tienialanina (Thi); metionina sulfóxido (Mso); N(w) – nitroarginina (nArg); homolisine (hLys); 
fosfonometilfenialanina (pmPhe); fosfoserina (pSer); fosfotreonina (pThr); ácido homoaspártico (hAsp); ácido 
homoglutámico (hGlu); ácido 1 – aminociclopent – (2 o 3) – ano – 4 carboxílico; ácido pipecólico (PA), acetidina – 3 –
ácido carboxílico (ACA); ácido 1 – ami – nociclopentano – 3 – carboxílico; allilglicina (aOly); propargilglicina (pgGly); 
homoalanina (hAla); norvalina (nVal); homoleucina (hLeu), homovalina (hVal); homoisoleucina (hIle); homoarginina 50
(hArg); N – acetil lisina (AcLys); ácido 2, 4 – diaminobutírico (Dbu); ácido 2, 3 – diaminobutírico (Dab); N –
metilvalina (MeVal); homocisteína (hCys); homoserina (hSer); hidroxiprolina (Hyp) y homoprolina (hPro). Resultarán 
evidentes para los expertos en la disciplina otros aminoácidos no codificados que pueden comprender los 
polipéptidos descritos en la presente (véanse, por ejemplo, los aminoácidos presentado en Fasman, 1989, CRC 
Practical Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, CRC Press, Boca Raton, FL, págs 3 – 70 y las 55
referencias citadas en la presente). Estos aminoácidos pueden tener configuración L – o D –.

[0148] Los expertos en la disciplina reconocerán que los aminoácidos o residuos portadores de grupos protectores 
de cadena lateral también pueden comprender los polipéptidos descritos en la presente. Entre los muchos ejemplos 
de aminoácidos protegidos, que en este caso pertenecen a la categoría aromática, incluyen (los grupos protectores 60
se enumeran entre paréntesis), de manera no limitante: Arg (tos), Cys (metilbencilo), Cys (nitropiridinasulfenilo), Glu 
(δ – benciléster), Gln (xantil), Asn (N – δ – xantil), His (bom), His(bencilo), His (tos), Lys (fmoc), Lys (tos), Ser (O –
bencilo), Thr (O – bencilo) y Tyr (O – bencilo).

[0149] Los aminoácidos no codificadores que son forzados conformacionalmente de los que pueden componerse 65
los polipéptidos descritos en la presente incluyen, de manera no limitante, aminoácidos N – metil (en configuración 
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L- ), ácido 1 – aminociclopent – (2 o ) - ene – 4 – carboxílico, ácido pipecólico, ácido acetidina – 3 – carboxílico, 
homoprolina (hPro) y ácido 1 – aminociclopentano – 3 – carboxílico. 

[0150] Como se ha descrito anteriormente, las diferentes modificaciones introducidas en el polipéptido natural para 
generar la enzima transaminasa modificada pueden dirigirse a una propiedad específica de la enzima.5

[0151] Por otra parte, la presente divulgación se refiere a polinucleótidos que codifican los polipéptidos de 
transaminasa mejorada. Los polinucleótidos pueden estar unidos operativamente a una o más secuencias 
reguladoras heterólogas que controlan la expresión génica para crear un polinucleótido recombinante capaz de 
expresar el polipéptido de transaminasa. Los constructos de expresión que contienen un polinucleótido heterólogo 10
que codifican la transaminasa modificada pueden introducirse en las células huésped apropiadas para expresar el 
polipéptido de transaminasa correspondiente.

[0152] Debido al conocimiento de los codones correspondiente a los diferentes aminoácidos, la disponibilidad de 
una secuencia proteica presenta una descripción de todos los polinucleótidos capaces de codificar al sujeto. La 15
degradación del código genético, en la que los mismos aminoácidos se codifican por codones alternativos o 
sinónimos permite hacer un gran número de ácidos nucleicos que codifican los polipéptidos de transaminasa 
mejorada presentados en este documento. Por lo tanto, habiendo identificado una secuencia aminoácida particular, 
los expertos en la disciplina podrían hacer cualquier número de ácidos nucleicos diferentes simplemente 
modificando la secuencia de uno o más codones de manera que no cambia la secuencia aminoácida de la proteína. 20
En este aspecto, la presente divulgación contempla específicamente cada una de las posibles variaciones de 
polinucleótidos que podrían hacerse seleccionando combinaciones basadas en posibles elecciones de codones, y 
todas estas variaciones se consideran específicamente descritas para cualquier polipéptido descrito en la presente, 
incluyendo las secuencias aminoácidas de la Tabla 2.

25
[0153] En algunas realizaciones, los polinucleótidos se pueden seleccionar y / o modificar para comprender 
codones que se seleccionan preferiblemente para unirse a la célula huésped en la que la proteína está siendo 
producida. Por ejemplo, los codones preferidos utilizados en bacterias se utilizan para expresar el gen en bacterias; 
los conoces preferidos utilizados en levaduras se utilizan para la expresión en levaduras; y los codones preferidos 
utilizados en mamíferos se utilizan para la expresión en células de mamíferos. Ya que no todos los codones 30
necesitan reemplazarse para optimizar el uso de codones de las transaminasas (por ejemplo, debido a que la 
secuencia natural puede haber preferido codones y debido a que el uso de codones preferidos puede no exigirse 
para todos los residuos aminoácidos), los polinucleótidos de codones optimizados que codifican los polipéptidos de 
transaminasa pueden contener codones preferibles de 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, o más del 90% de posiciones de 
codón de región codificadora de longitud completa.35

[0154] En algunas realizaciones, el polinucleótido codifica un polipéptido de transaminasa que comprende una 
secuencia aminoácida que es, al menos, idéntica en un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o más a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 4, en la que el polipéptido es 
capaz de convertir el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] 40
pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 –
amina en presencia de un dador del grupo amino con una actividad mejorada en comparación a la actividad de la 
transaminasa de la SEC ID Nº 2 derivada de Arthrobacter sp KNK168.

45
[0155] En algunas realizaciones, el polinucleótido codifica un polipéptido de transaminasa que comprende una 
secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o más a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 
22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 
84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, o 102, en la que el polipéptido tiene una o más propiedades mejoradas para 50
convertir el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 
(8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 –
dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina en presencia de 
un dador del grupo amino. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa codificado tiene un actividad 
superior o igual a la actividad del polipéptido de la SEC ID Nº 4.55

[0156] En algunas realizaciones, el polipéptido que codifica un polipéptido de transaminasa comprende una 
secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 60
82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 
132, 134, 136, 138, 140, 142, 144,146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

[0157] En algunas realizaciones, el polipéptido que codifica un polipéptido de transaminasa comprende una 
secuencia aminoácida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 65
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % a la secuencia de referencia de la SEC ID Nº 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 
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20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 
82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 
132, 134, 136, 138, 140, 142, 144,146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168, con la condición de 
que la secuencia aminoácida transaminasa comprende cualquiera de las diferencias residuales comprendidas en 
cualquiera de las secuencias polipeptídicas enumeradas en la Tabla 2 en comparación a la SEC ID Nº 2.5

[0158] En algunas realizaciones, los polinucleótidos que codifican los polipéptidos de transaminasa mejorada se 
seleccionan de la SEC ID Nº 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 
51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 
109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 10
155, 157, 159, 161, 163, 165, o 167.

[0159] En algunas realizaciones, los polinucleótidos son capaces de hibridizarse en condiciones altamente severas 
a un polinucleótido que comprende la SEC ID Nº 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 
41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 15
101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 
147, 149, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, o 167 o a un complemento de los mismos, en el que los 
polinucleótidos que se hibridizan severamente codifican un polipéptido de transaminasa capaz de convertir 4 – oxo –
4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan 
– 2 – ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 20
(8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina en presencia de un dador del grupo amino con una actividad 
superior o igual a la del polipéptido de la SEC ID Nº 4.

[0160] En algunas realizaciones, los polinucleótidos codifican los polipéptidos descritos en la presente, pero tienen 
una identidad de secuencia del 80 % o más, del 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 25
96%, 97%, 98%, o 99% o más en el nivel nucleótido a un polinucleótido de referencia que codifica la transaminasa 
modificada descrita en la presente. En algunas realizaciones, el polinucleótido de referencia se selecciona de las 
SEC ID Nº 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 
117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 30
163, 165, o 167.

[0161] Un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido de transaminasa mejorada puede manipularse de 
diversas maneras para proporcionar la expresión del polipéptido. En algunas realizaciones, los polinucleótidos que 
codifican los polipéptidos de transaminasa modificada pueden presentarse como vectores de expresión en los que 35
una o más secuencias de control regulan la expresión de los polinucleótidos. La manipulación del polinucleótido 
aislado antes de su inserción en un vector puede ser deseable o necesario dependiendo del vector de expresión.
Las técnicas de modificación de polinucleótidos y secuencias de ácido nucleico utilizando métodos de ADN 
recombinante ya se conocen en la disciplina. Se proporciona una guía en Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, 3ª Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press; y Current Protocols en Molecular Biology, 40
Ausubel, F, Ed.., Greene Pub. Associates, 1998, actualizado en 2006.

[0162] En algunas realizaciones, las secuencias de control incluyen, entre otros, activadores, secuencia líder, 
secuencia de poliadenilación, secuencia propeptídica, secuencia de péptido señal y terminador de transcripción. 
Para células huésped bacterianas, los activadores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de ácido 45
nucleico para la presente divulgación, incluyen los activadores obtenidos del operón lac de E. coli, el operón trp de 
E. coli, bacteriófago λ, gen agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), gen levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), 
gen alfa – amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), gen amilasa maltogénico de Bacillus stearothermophilus (amyM), 
gen alfa – amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), gen penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP), genes 
xylA y xylB y gen beta – lactamasa procariótico de Bacillus subtilis (Villa – Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. 50
Sci. USA 75: 3727 – 3731), así como el activador tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl Acad. Sci. USA 80: 21 – 25).

[0163] Para las células huésped fúngicas filamentosas, los activadores adecuados para dirigir la transcripción de 
los constructos de ácido nucleico para la presente divulgación, incluyen los activadores obtenidos de genes de 
amilasa de Aspergillus oryzae TAKA, proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei, alfa – amilasa de Aspergillus 55
niger, ácido alfa – amilasa de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o de Aspergillus awamori (glaA), 
lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, isomerasa triosa fosfato de Aspergillus oryze, 
acetamidasa de Aspergillus nidulans y proteasa de Fusarium oxysporum de tipo tripsina (véase, por ejemplo, WO 96 
/ 00787), así como el activador NA2 – tpi (un híbrido de los activadores a partir de genes para alfa – amilasa neutral 
de Aspergillus niger e isomerasa triosa fosfato de Aspergillus oryzae), y activadores mutados, truncados e híbridos 60
de los mismos.

[0164] En una levadura huésped, los activadores apropiados pueden ser de genes para enolasa (ENO – 1) de 
Saccharomyces cerevisiae, galactoquinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol deshidrogenasa / 
gliceraldehído – 3 – fosfato deshidrogenasa (ADH2 / GAP) de Saccharomyces cerevisiae y quinasa 3 –65
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fosfoglicerato de Saccharomyces cerevisiae. Otros activadores apropiados para células huésped de levadura se 
describen en Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423 – 488.

[0165] La secuencia de control también puede ser una secuencia de terminación de transcripción adecuada, una 
secuencia reconocida por una célula huésped para terminar la transcripción. La secuencia de terminación se une 5
operablemente al extremo 3' terminal de la secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido. Cualquier 
terminador funcional en la célula huésped elegida puede utilizarse en la presente invención.

[0166] Por ejemplo, los terminadores de transcripción ejemplares para células huésped fúngicas filamentosas 
pueden obtenerse de genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato 10
sintasa de Aspergillus nidulans, alfa–glucosidasa de Aspergillus niger y proteasa de tipo tripsina de Fusarium 
oxysporum.

[0167] Los terminadores preferidos para células huésped de levadura se obtienen de los genes para enolasa de 
Saccharomyces cerevisiae,  c i tocromo C (CYC1) de Saccharomyces cerevisiae y gliceraldehído – 3 –15
deshidrogenasa fosfato de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores adecuados para células huésped de 
levadura se describen en Romanos et al., 1992, supra.

[0168] La secuencia de control también puede ser una secuencia líder adecuada, una región no traducida de un 
ARNm importante para la traducción por la célula huésped. La secuencia líder está unida operativamente al extremo 20
5' terminal de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia líder funcional en la célula 
huésped elegida puede utilizarse en la presente invención. Los líderes preferidos para células huésped fúngicas 
filamentosas se obtienen de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de 
Aspergillus nidulans. Los líderes adecuados para células huésped de levadura se obtienen de los genes para 
enolasa (ENO – 1) de Saccharomyces cerevisiae, 3 – fosfoglicerato – quinasa de Saccharomyces cerevisiae, factor 25
alfa de Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasa / gliceraldehído – 3 – fosfato deshidrogenasa (ADH2 / 
GAP) de Saccharomyces cerevisiae.

[0169] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilación, una secuencia unida 
operativamente al extremo 3' terminal de la secuencia de nucleótidos y que, cuando está transcrita, es reconocida 30
por la célula huésped como una señal para añadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier 
secuencia de poliadenilación funcional en la célula huésped elegida se puede utilizar en la presente invención. Las 
secuencias de poliadenilación preferidas para células huésped fúngicas filamentosas se obtienen a partir de los 
genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de 
Aspergillus nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum, y alfa – glucosidasa de Aspergillus niger. Se 35
describen secuencias de poliadenilación adecuadas para células huésped de levadura en Guo y Sherman, 1995, 
Molecular Cellular Biology 15: 5983 – 5990.

[0170] La secuencia de control también puede ser una región codificadora de un péptido señal que codifica una 
secuencia aminoácida enlazada al extremo amino terminal de un polipéptido y dirige el polipéptido codificado a la vía 40
secretora de la célula. El extremo 5' terminal de la secuencia codificadora de la secuencia de nucleótidos puede 
contener de manera inherente una región codificadora de un péptido señal unido de manera natural en el marco de 
lectura de traducción al segmento de la región codificadora que codifica el polipéptido secretado. Alternativamente, 
el extremo 5' terminar de la secuencia codificadora puede contener una región codificadora de un péptido señal que 
es extranjera a la secuencia codificadora. La región codificadora de un péptido señal extranjera puede requerirse 45
donde la secuencia codificadora no contiene una región codificadora de un péptido señal de forma natural.

[0171] Las regiones codificadoras de péptidos señal eficaces para células huésped bacterianas son las regiones 
codificadoras de un péptido señal obtenidas de los genes para amilasa maltogénica de Bacillus de NCIB 11837, alfa 
– amilasa de Bacillus stearothermophilus,  subtilisina de Bacillus licheniformis, beta – lactamasa de Bacillus 50
licheniformis, proteasas neutrales (nprT, nprS, nprM) de Bacillus stearothermophilus, y Bacillus subtilis prsA. Se 
describen más péptidos señal en Simonen y Palva, 1993, Microbiological Reviews 57: 109 – 137.

[0172] Las regiones codificadoras de péptidos señal eficaces para células huésped fúngicas filamentosas son las 
regiones codificadoras de un péptido señal obtenidas de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, 55
amilasa neutra de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei, 
celulasa de Humicola insolens y lipasa de Humicola lanuginosa.

[0173] Los péptidos señal apropiados para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para 
factor alfa de Saccharomyces cerevisiae e invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Se describen otras regiones 60
codificadoras de péptidos señal adecuados en Romanos et al., 1992, supra.

[0174] La secuencia de control también puede ser una región codificadora de propéptido que codifica para una 
secuencia de aminoácidos situada en el amino terminal de un polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como 
una proenzima o un propolipéptido (o un zimógeno en algunos casos). Un propéptido es generalmente inactivo y se 65
puede convertir en un polipéptido maduro activo por escisión autocatalítica o catalítica del propéptido del 
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propolipéptido. La región de codificación de propéptido se puede obtener a partir de los genes para proteasa alcalina 
de Bacillus subtilis (aprE), proteasa neutra de Bacillus subtilis (nprT), factor alfa de Saccharomyces cerevisiae, 
proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei, y lacasa de Myceliophthora thermophila (véase, por ejemplo, la patente 
WO 95/ 33836).

5
[0175] Cuando tanto el péptido señal como las regiones de propéptido están presentes en el amino terminal de un 
polipéptido, la región de propéptido está situada junto al amino terminal de un polipéptido y la región de péptido 
señal está situada junto al amino terminal de la región de propéptido.

[0176] También puede ser deseable añadir secuencias reguladoras, que permitan la regulación de la expresión del 10
polipéptido respecto al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son los que causan que 
la expresión del gen se active o desactive como respuesta a un estímulo físico o químico, incluyendo la presencia de 
un compuesto regulador. En las células huésped procarióticas, las secuencias reguladoras adecuadas incluyen los 
sistemas operadores lac, tac, y trp. En células huésped de levaduras, las secuencias reguladoras adecuadas 
incluyen, por ejemplo, el sistema ADH2 o el sistema GAL1. En hongos filamentosos, las secuencias reguladoras 15
adecuadas incluyen el activador TAKA de alfa – amilasa, activador de glucoamilasa de Aspergillus niger, y activador 
de glucoamilasa de Aspergillus oryzae.

[0177] Otros ejemplos de secuencias reguladoras son los que permiten la amplificación del gen. En sistemas 
eucarióticos, estos incluyen el gen de dihidrofolato – reductasa, que se amplifica en presencia de metotrexato, y los 20
genes de metalotioneína, que se amplifican con metales pesados. En estos casos, la secuencia nucleótida que 
codifica el polipéptido de transaminasa de la invención se uniría operativamente a la secuencia reguladora.

[0178] Por lo tanto, en otra realización la presente divulgación también se dirige a un vector de expresión 
recombinante que comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido de transaminasa modificada o una 25
variante de este, y una o más regiones reguladoras de expresión como un activador y un terminador, un origen de 
replicación, etc. dependiendo del tipo de huésped en el que se van a introducir. Las secuencias de ácido nucleico y 
de control descritas anteriormente pueden unirse entre ellas para producir un vector de expresión recombinante que 
puede incluir uno o más sitios de restricción convenientes para permitir la inserción o sustitución de la secuencia de 
ácido nucleico que codifica el polipéptido en dichos sitios. De manera alternativa, la secuencia de ácido nucleico de 30
la presente divulgación puede expresarse insertando la secuencia de ácido nucleico o un constructo de ácido 
nucleico que comprenda la secuencia en un vector adecuado para la expresión. Creando el vector de expresión, la 
secuencia codificadora se localiza en el vector, de manera que la secuencia codificadora se une operablemente a 
las secuencia de control apropiada para su expresión.

35
[0179] El vector de expresión recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plásmido o un virus) que 
pueda someterse convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y que pueda provocar la expresión de 
la secuencia de polinucleótidos. La elección del vector dependerá de la compatibilidad del vector con la célula 
huésped en la que se introducirá el vector. Los vectores pueden ser plásmidos circulares cerrados o lineales.

40
[0180] El vector de expresión puede ser un vector de replicación autónoma, es decir; un vector que existe como 
una entidad extracromosómica cuya replicación es independiente de la replicación cromosómica, por ejemplo, un 
plásmido, un elemento extracromosómico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener 
medios para asegurar la autorreplicación. Alternativamente, el vector puede ser aquel que, cuando se introduce en la 
célula huésped, se integra en el genoma y se replica junto al (los) cromosoma(s) en que ha sido integrado. Además, 45
puede utilizarse un único vector o plásmido o dos o más vectores o plásmidos que contienen el ADN total que va a 
ser introducido en el genoma de la célula huésped, o un transposón.

[0181] El vector de expresión de la presente invención contiene preferiblemente uno o más marcadores 
seleccionables que permiten una fácil selección de las células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen 50
cuyo producto proporciona resistencia biocida o vírica, resistencia a metales pesados, prototrofia a auxótrofos y 
similares. Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes del de Bacillus subtilis o Bacillus 
licheniformis o marcadores que confieren resistencia antibiótica como la amplicilina, canamicina, cloranfenicol o 
resistencia a la tetraciclina. Los marcadores adecuados para las células huésped de levadura son ADE2, HIS3, 
LEU2, LYS2, MET3, TRP1 y URA3.55

[0182] Los marcadores selccionables para el uso en un células huésped fúngica filamentosa incluyen, pero no se 
limitan a, amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), bar (fosfinotricina acetiltransferasa), hph 
(higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato reductasa), pyrG (orotidina 5 – fosfato descarboxilasa), sC (sulfato 
adeniltransferasa) y trpC (antranilato sintasa), así como equivalentes de los mismos. Las realizaciones para la 60
utilización en una célula de Aspergillus incluyen los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae
y el gen bar de Sterptomyces hygroscopicus.

[0183] Los vectores de expresión para expresar transaminasas pueden contener un(os) elemento(s) que 
permite(n) la integración del vector en el genoma de la célula huésped o la replicación autónoma del vector en la 65
célula independiente del genoma. Para la integración del genoma en la célula huésped, el vector puede depender de 
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la secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido o de cualquier elemento del vector para la integración del 
vector en el genoma por recombinación homóloga o no homóloga.

[0184] Alternativamente, el vector de expresión puede contener secuencias de nucleótidos adicionales para dirigir 
la integración por recombinación homóloga en el genoma de la célula huésped. Las secuencias de ácidos nucleicos 5
adicionales permiten al vector integrarse en el genoma de la célula huésped en una(s) ubicación(es) precisa(s) en 
el(los) cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integración en una ubicación precisa, los elementos 
integracionales deberían contener, preferiblemente, un número suficiente de ácidos nucleicos, tal como de 100 a 
10.000 pares de bases, preferiblemente de 400 a 10.000 pares de bases, y más preferiblemente de 800 a 10.000
pares de bases con un alto grado de identidad con la secuencia sometida correspondiente para mejorar la 10
probabilidad de recombinación homóloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea 
homóloga a la secuencia diana en el genoma de la célula huésped. Además, los elementos integracionales pueden 
ser secuencias nucleótidas codificadoras o no codificadoras. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma 
de la célula huésped por recombinación no homóloga.

15
[0185] Para la replicación autónoma, el vector puede comprender, además, un origen de replicación que permite al 
vector replicar de manera autónoma en la célula huésped en cuestión. Ejemplos de orígenes bacterianos de 
replicación son P15A ori, o los orígenes de replicación de plásmidos pBR322, pUC19, pACYC177 (tiene el plásmido 
P15A ori), o pACYC184, que permite replicación en E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060, o pAMß1, que permite 
replicación en Bacillus. Ejemplos de orígenes de replicación para su utilización en una célula huésped de levadura 20
son los orígenes de replicación de 2 micrones, ARS1, ARS4, la combinación de ARS1 y CEN3, y la combinación de 
ARS4 y CEN6. El origen de replicación puede ser cualquiera que tenga una mutación que haga su funcionamiento 
sensible a la temperatura en la célula huésped (véase, por ejemplo, Ehrlich, 1978, Proc Natl Acad Sci. USA 75: 
1433).

25
[0186] Puede insertarse más de una copia de una secuencia de ácido nucleico de la presente invención en una 
célula huésped para incrementar la producción del producto genético. Puede obtenerse un aumento en el número de 
copias de la secuencia de ácido nucleico integrando, al menos, una copia adicional de la secuencia en el genoma de 
la célula huésped o incluyendo un gen marcador seleccionable amplificable con la secuencia de ácido nucleico 
donde las células que contienen copias amplificadas del gen marcador seleccionable y, por tanto, pueden 30
seleccionarse copias adicionales de la secuencia de ácido nucleico para cultivar las células en presencia del agente 
seleccionable apropiado.

[0187] Muchos de los vectores de expresión para su utilización en la presente invención están disponibles 
comercialmente. Los vectores de expresión comerciales adecuados incluyen vectores de expresión p3xFLAGTMTM 35
de Sigma – Aldrich Chemicals, St. Louis MO., un activador de CMV y el sitio de poliadenilación de hGH para la 
expresión en células huésped de mamíferos y un origen de replicación de pBR322 y marcadores de resistencia a la 
ampicilina para la amplificación en E. coli. Otros vectores de expresión adecuados son pBluescriptII SK (–) y pBK –
CMV, disponibles comercialmente en Stratagene, La Jolla CA, y los plásmidos que se derivan de pBR322 (Gibco 
BRL), pUC (Gibco BRL), pREP4, pCEP4 (Invitrogen) o pPoly (Lathe et al ., 1987, Gene 57: 2193–201).40

[0188] En otro aspecto, la presente divulgación se refiere a una célula huésped que comprende un polinucleótido 
que codifica un polipéptido de transaminasa mejorada de la presente divulgación, el polinucleótido está unido 
operativamente a una o más secuencias de control para la expresión de la enzima transaminasa en la célula 
huésped. Las células huésped para su utilización en la expresión de los polipéptidos de transaminasa codificada por 45
los vectores de expresión de la presente invención son ya conocidos en la disciplina e incluyen de manera no 
limitante, células bacterianas como E. coli, Lactobacillus, Streptomyces y células de Salmonella typhimurium, células 
fúngicas como células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris (N º de acceso ATCC 
201178)); células de insecto tales que Drosophila S2 y células de Spodoptera Sf9; células animales tales que CHO, 
COS, BHK, 293, células del melanoma de Bowes y células de plantas. Son ya conocidos en la disciplina los medios50
de cultivo apropiados y las condiciones de crecimiento para las células huésped descritas anteriormente.

[0189] Los polinucleótidos para la expresión de la transaminasa pueden introducirse en las células mediante 
diversos procedimientos conocidos en la disciplina. Las técnicas incluyen, entre otras, electroporación, bombardeo 
de partículas biolísticas, transfección mediada por liposomas, transfección con cloruro de calcio y fusión de 55
piroclastos. Serán evidentes para los expertos en la disciplina diversos procedimientos para la introducción de 
polinucleótidos en células.

[0190] Un ejemplo de célula huésped es Escherichia coli W3110. El vector de expresión se creó por la unión 
operativa de un polinucleótido que codifica una transaminasa mejorada al plásmido pCK110900 unido 60
operativamente al activador lac en control del represor lacI. El vector de expresión contiene también el origen de 
replicación de P15a y el gen de resistencia al cloranfenicol. Las células que contienen el polinucleótido objeto en 
Escherichia coli W3110 se aislaron por someter las células a la selección de cloranfenicol.

[0191] Las transaminasas mejoradas y los polinucleótidos que codifican dichos polinucleótidos pueden prepararse 65
utilizando métodos empleados comúnmente por los expertos en la disciplina. Como se ha señalado anteriormente, la 
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secuencia de aminoácidos natural y su correspondiente polinucleótido que codifica a la enzima transaminasa de tipo 
salvaje de Arthrobacter sp KNK168 de la que se deriva la secuencia progenitora SEC ID Nº 2, se encuentra 
disponible en la patente US Nº 7.169.592. En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleótidos progenitora es 
un codón optimizado para incrementar la expresión de la transaminasa en una célula huésped especificada. La 
secuencia de polinucleótidos designada como SEC ID Nº 1 fue la secuencia progenitora utilizada como punto de 5
partida para la mayoría de los experimentos y la construcción de bibliotecas de transaminasa modificada.

[0192] Las transaminasas modificada pueden obtenerse sometiendo el polinucleótido que codifica la transaminasa 
de origen natural a mutagénesis y / o métodos de evolución dirigida. Un ejemplo de técnica de evolución dirigida es 
la mutagénesis y / o el barajado de ADN como se describe en Stemmer, 1994, Proc Natl Acad Sci y en las patentes 10
USA 91: 10747 – 10751; WO 95/22625, WO 97/0078, WO 97/35966, WO 98/27230, WO 00/42651 y US Nº 
6.537.746.

[0193] Otros procedimientos de evolución dirigida que pueden utilizarse incluyen, entre otros, el proceso de 
ampliación escalonada por recombinación in vitro (StEP) (Zhao et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16: 258 – 261), 15
mutagénesis dirigida por PCR (Caldwell et al., 1994, PCR Methods Appl. 3: S136 – S140) y mutagénesis de cassette 
(Black et al., 1996, Proc Natl Acad Sci USA 93: 3525 – 3529). Las técnicas de mutagénesis y evolución dirigida útiles 
para los objetivos del presente documento se describen también en las siguientes referencias: Ling, et al., 1997, 
“Approaches to DNA mutagénesis: an overview”, Anal. Biochem. 254 (2): 157 – 78, Dale et al., 1996, 
“Oligonucleotide – directed random mutagénesis using the phosphorothioate method”, Methods Mol. Biol. 57: 369 –20
74, Smith, 1985, “In vitro mutagenesis”, Ann. Rev. Gent. 19:423 – 462, Botstein et al., 1985, “Strategies and 
applications of in vitro mutagenesis”, Science 229: 1193 – 1201, Carter, 1986, “Site – directed mutagenesis”, 
Biochem. J. 237: 1 – 7, Kramer et al., 1984, “Point Mismatch Repair”, Cell 38: 879 – 887, Wells et al., 1985, 
“Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple mutations at defined sites”, Gene 34: 315 –
323, Minshull et al., 1999, “Protein evolution by molecular breeding”, Curr Opin Chem Biol 3:284 – 290, Christians et 25
al., 1999, “Directed evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation using DNA family shuffling”, Nature 
Biotech 17: 259 – 264, Crameri et al., 1998, “DNA shuffling of a family of genes from diverse species accelerates 
directed evolution”, Nature 391: 288 – 291, Crameri et al., 1997 “Molecular evolution of an arsenate detoxification 
pathway by DNA shuffling”, Nature Biotech 15: 436 – 438, Zhang et al., 1997, “Directed evolution of an effective 
fructosidase from a galactosidase by DNA shuffling and screening”, Proc Natl Acad Sci USA 94: 45 – 4 – 4509, 30
Crameri et al., 1996, “Improved green fluorescent protein by molecular evolution using DNA shuflling”, Nature Biotech 
14: 315 – 319, y Stemmer, 1994, “Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling”, Nature 370: 389 – 391.

[0194] En algunas realizaciones, mediante el cribado por transaminasas con propiedad de la enzima mejorada 
deseada, se obtienen los clones tras el tratamiento mutagénico. La medición de la actividad de la enzima 35
transaminasa de las bibliotecas de expresión puede realizarse utilizando técnicas estándar como la separación del 
producto (por ejemplo, por HPLC), la detección del producto mediante la medición de la absorción de la luz 
ultravioleta del sustrato y de los productos separados y / o la detección utilizando la espectrometría de masas en 
tándem (por ejemplo MS/MS). A continuación, se describen en el Ejemplo 4 ejemplos de ensayos. La velocidad de 
incremento en el producto deseado por unidad de tiempo indica la actividad relativa (enzimática) del polipéptido de 40
transaminasa en una cantidad fija de lisado (o un polvo liofilizado realizado a partir de estos). Cuando la propiedad 
de la enzima mejorada deseada sea la estabilidad térmica, la actividad enzimática puede medirse tras someter las 
preparaciones enzimáticas a una temperatura definida y medir la cantidad de la actividad enzimática restante tras los 
tratamientos de calor. Los clones contienen un polinucleótido que codifica las transaminasas deseadas aisladas y 
secuenciadas posteriormente para identificar los cambios en la secuencia de los nucleótidos (si los hubiese) y 45
utilizadas para expresar la enzima en una célula huésped.

[0195] Cuando se conoce la secuencia del polipéptido modificada, los polinucleótidos que codifican la enzima 
pueden prepararse por métodos en fase sólida según los procedimientos sintéticos conocidos. En algunas 
realizaciones, los fragmentos de aproximadamente 100 bases pueden sintetizarse individualmente para luego unirse 50
(por ejemplo, por procedimientos de ligadura química o enzimática o procedimientos mediados por polimerasa) 
formando cualquier secuencia continua deseada. Por ejemplo, los polinucleótidos y los oligonucleótidos de la 
presente invención pueden prepararse por síntesis química utilizando, por ejemplo, el método de la fosforamidita 
descrito por Beaucage et al., 1981, Tet Lett 22: 1859 – 69, o el método descrito por Matthes et al., 1984, EMBO J. 3: 
801 – 05, por ejemplo, tal como se practica en los métodos sintéticos automatizados. Según el método de la 55
fosforamidita, se sintetizan los oligonucleótidos por ejemplo, en un sintetizador automático de ADN y se purifican, se 
hibridan, se ligan y se clonan en vectores adecuados. Además, cualquier ácido nucleico puede adquirirse de 
cualquier fabricante como The Great American Gene Company, Ramona, CA, ExpressGen Inc. Chicago, IL, Operon 
Technologies Inc., Alameda, CA, entre otros.

60
[0196] Las enzimas transaminasa modificadas expresadas en una célula huésped pueden ser recuperadas de las 
células o del medio de cultivo utilizando cualquiera de las técnicas ya conocidas para la purificación de proteínas, 
incluyendo, entre otros, el tratamiento con lisozima, la utilización de ultrasonidos, la filtración, precipitación por 
salado, ultracentrifugación y cromatografía. Las soluciones adecuadas para la lisis y la alta extracción de eficiencia 
de las proteínas a partir de bacterias como E. coli, están disponibles comercialmente con la marca comercial 65
CelLytic BTM de Sigma – Aldrich de St Louis MO.
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[0197] Las técnicas cromatográficas para aislar el polipéptido de transaminasa incluyen, entre otras, la 
cromatografía de fase inversa, la cromatografía líquida de alta resolución, la cromatografía iónica, la electroforesis 
en gel y la cromatografía de afinidad. Las condiciones para purificar una enzima particular dependerán, en parte, de 
factores como la carga neta, la hidrofobicidad, la hidrofilicidad, el peso molecular, la forma molecular, etc, y serán 
evidentes para los expertos en la materia. En algunas realizaciones, las transaminasas modificadas pueden 5
expresarse como proteínas de fusión con marcas de purificación como los marcadores en His que tienen afinidad 
por los metales o los marcadores de anticuerpos para unirse a los anticuerpos, por ejemplo, el marcador del epítopo 
de myc.

[0198] En algunas realizaciones, las técnicas de afinidad pueden utilizarse para aislar las enzimas transaminasas 10
mejoradas. Para la purificación por cromatografía de afinidad puede utilizarse cualquier anticuerpo que se una al 
polipéptido de transaminasa. Para la producción de anticuerpos, diversos animales huésped que incluyen de manera 
no limitante a conejos, ratones, ratas, etc, pueden inmunizarse con una inyección de un polipéptido modificado. El 
polipéptido puede unirse a un vehículo adecuado como BSA por medio de un grupo funcional de cadena lateral o 
conectores unidos a un grupo funcional de cadena lateral. Pueden utilizarse varios adyuvantes para incrementar la 15
respuesta inmunológica dependiendo de las especies huésped, incluyendo de manera no limitante el adyuvante de 
Freund (completo e incompleto), geles minerales como el hidróxido de aluminio, sustancias de superficie activa 
como la lisolecitina, los polioles plurónicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa 
californiana, dinitrofenol y adyuvantes humanos potencialmente útiles como el BCG (bacilo de Calmette – Guérin) y 
Corynebacterium parvum20

[0199] Por otra parte, los polipéptidos de transaminasa mejorada descritos en el presente documento pueden 
utilizarse en un proceso de transaminación para algunos aceptores del grupo amino (por ejemplo, un aceptor de 
cetona) en presencia de un dador del grupo amino. Para la descripción de los compuestos del presente documento 
se aplicarán los siguientes significados.25

[0200] “Alquilo” pretende incluir a los grupos alquilo de la longitud designada en una configuración lineal o 
ramificada. Algunos ejemplos de dichos grupos de alquilo son metil, etil, propil, isopropil, butil, sec – butil, terc – butil, 
pentil, isopentil, hexil, isohexil y similares. Los grupos alquilo están sustituidos o no sustituidos entre uno y tres 
grupos seleccionados independientemente de los grupos formados por halógeno, hidroxi, carboxi, aminocarbonil, 30
amino, C1 –4 alcoxi y C 1 – 4  alquiltio.

[0201] “Cicloalquilo” se refiere a los anillos cíclicos de alcanos de entre cinco y doce átomos de carbono totales o 
cualquier número dentro de este intervalo (es decir; ciclopentil, ciclohexil, cicloheptil etc).

35
[0202] “Halógeno” pretende incluir los átomos de halógeno, flúor, cloro, bromo y yodo.

[0203] “Arilo” se refiere a un grupo aromático, incluyendo fenil y naftil. “Arilo” es sustituido o no sustituido entre uno 
y cinco sustituyentes seleccionados independientemente entre flúor, hidroxi, trifuorometil, amino, C 1 – 4 alquil y C 1 – 4  
alcoxi.40

[0204] “Heteroarilo” se refiere a un heterociclo aromático con 5 o 6 miembros que contiene al menos un 
heteroátomo de anillo selccionado de O, S y N. Los heteroarilos también incluyen heteroarilos fusionados con otras 
clases de anillos no aromáticos como los arilos, cicloalquilos y los heterociclos. Algunos ejemplos de grupos de 
heteroarilo incluyen de manera no limitante al pirrolil, isoxazolil, isotiazolil, pirazolil, piridinil, oxazolil, 1,2,4 –45
oxadiazolil, 1,3,4 – oxadiazolil, tiadiazolil, tiazolil, imidazolil, triazolil, tetrazolil, furilo, triazinil, tienil, pirimidinil, pirazinil, 
bencisoxazolilo, benzoxazolilo, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, dihidrobenzofuranilo, idolinil, piridazinil, indazolil, 
isoindolil, dihidrobenzotienil, indolizinil, cinolinil, ftalazinil, quinazolinil, naftitidinil, carbazolil, benzodioxolil, quinoxalinil, 
purinil, furazanil, isobencilfuranil, bencimidazolil, benzofuranil, benzotienil, quinolil, indolil, isoquinolil y dibenzofuranil. 
“Heteroarilo” está sustituido o no sustituido entre uno y cinco sustituyentes seleccionados independientemente entre 50
flúor, hidroxi, trifuorometil, amino, C 1 – 4 alquil y C 1 – 4  alcoxi.

[0205] En algunas realizaciones, las transaminasas pueden utilizarse en un proceso de preparación de un 
compuesto de fórmula estructural (I):

55

60

que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso 
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiómero opuesto, en el que

Z es OR2 o NR2R3;65
R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo;
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R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o
R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que contiene 
un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterocíclico por 
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halógeno, C1–4 alcoxi y C1–4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos de flúor; y fusionando el sistema del 5
anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema 
de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos 
saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroátomos seleccionados entre O, S y 
NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre 
hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una 10
cetona proquiral de fórmula estructural (II):

15

con un polipéptido transaminasa de la invención en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente 
orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas para la conversión del compuesto de fórmula (II) en el 20
compuesto de fórmula (I).

[0206] En algunas realizaciones del proceso, R1 de la fórmula (II) es bencilo, en el que el grupo fenilo está 
sustituido o no sustituido entre uno y tres sustituyentes seleccionados del grupo de flúor, trifluorometil y 
trifluorometoxi.25

[0207] En algunas realizaciones del proceso, Z de la fórmula (II) es NR2R3.

30

35
[0208] En algunas realizaciones del proceso, el NR2R3 de fórmula (II) es heterociclo de fórmula estructural (III):
en la que R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo, sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor.

[0209] En algunas realizaciones, las transaminasas pueden utilizarse en un proceso de preparación de un 
compuesto de fórmula estructural (1):40

45

que tiene la configuración – (R) en el centro estereogénico marcado con ***, con un exceso enantiomérico de, al 
menos, el 70 % respecto al enantiómero que tiene la configuración – (S) opuesta, en la que:
Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado 50
por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor, en el que el proceso comprende la 
etapa de poner en contacto una cetona proquiral de fórmula estructural (2):

55

60

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un 
disolvente orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas para la conversión del compuesto de 
fórmula (2) en el compuesto de fórmula (1).

65
[0210] En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la fórmula (2) es 2, 5 – difluorofenilo o 2, 4, 5 – trifluorofenilo, 
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y R4 es trifluorometilo.

[0211] En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la fórmula (2) es 2, 4, 5 – trifluorofenilo.

[0212] En algunas realizaciones, las transaminasas pueden utilizarse en un proceso de preparación de un 5
compuesto de fórmula (1a), (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin –
7 (8H) – il] – 1 – (2, 4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – amina con un exceso enantiomérico:

10

15

20
[0213] En estas realizaciones, el proceso comprende la etapa de contacto una cetona proquiral de fórmula 
estructural (2a), 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5, 6 – dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 – α] pirazin – 7 (8H) – il] – 1 – (2, 
4, 5 – trifluorofenil) butan – 2 – ona:

25

30

35
con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un 
disolvente orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas para la conversión del compuesto de 
fórmula (2a) en el compuesto de fórmula (1a).

[0214] En algunas realizaciones de los procesos anteriores, el compuesto de fórmula (I), el compuesto de fórmula 40
(1) o el compuesto de fórmula (1a) se producen con, al menos, el 70 %, 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más de exceso enantiomérico.

[0215] En algunas realizaciones de los procesos, el compuesto de fórmula (I), el compuesto de fórmula (1) o el 
compuesto de fórmula (1a) se producen con, al menos, el 99 % de exceso enantiomérico.45

[0216] En algunas realizaciones del proceso, las transaminasas mejoradas son seleccionadas entre la SEC ID Nº: 
4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 
68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 
122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 50
168.

[0217] Se describen junto con sus síntesis, entre otras, las patentes US Nº 7.326.708 y 7.468.459, el compuesto 
de la fórmula (II), el compuesto de la fórmula (2) y el compuesto de la fórmula (2a).

55
[0218] Como ya se ha señalado anteriormente, el polipéptido de transaminasa del presente documento utiliza 
fosfato de piridoxal (PLP) como coenzima, que puede estar unido a la enzima cuando se prepara, por ejemplo, 
cuando se proporciona a la célula huésped en el que se expresa el polipéptido. En algunas realizaciones, el PLP, los 
análogos de PLP o los precursores de PLP pueden añadirse al medio de las células huésped durante la expresión 
del polipéptido de transaminasa. En algunas realizaciones de los procesos, el PLP o los análogos de PLP pueden 60
añadirse a la reacción para proporcionar la coenzima necesaria para la actividad enzimática. La cantidad de PLP 
requerida para la actividad enzimática puede determinarse por un experto en la disciplina.

[0219] En algunas realizaciones, el proceso comprende poner en contacto o incubar el sustrato de cetoamida 4 –
oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) 65
butan – 2 –ona) con una transaminasa mejorada en presencia de un dador del grupo amino en condiciones de 
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reacción adecuadas para convertir el sustrato de cetoamida en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) –
5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina con un tasa y / 
o actividad de conversión entre 50 y 100 veces o mayor que la de la SEC ID Nº 4. Ejemplos de polipéptidos 
comprenden una secuencia de aminoácidos correspondientes a las SEC ID Nº: 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 
36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 5
98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 
144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

[0220] En algunas realizaciones, el proceso comprende poner en contacto o incubar el sustrato de cetoamida 4 –
oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) 10
butan – 2 –ona) con una transaminasa mejorada en presencia de un dador del grupo amino en condiciones de 
reacción adecuadas para convertir el sustrato de cetoamida en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) –
5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina con un tasa y / 
o actividad de conversión entre 1,1 y 5 veces o mayor que la de la SEC ID Nº 22. Ejemplos de polipéptidos 
comprenden una secuencia de aminoácidos correspondientes a las SEC ID Nº: 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 15
48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 
106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 
152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

[0221] En algunas realizaciones, el proceso comprende poner en contacto o incubar el sustrato de cetoamida 4 –20
oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) 
butan – 2 –ona) con una transaminasa mejorada en presencia de un dador del grupo amino en condiciones de 
reacción adecuadas para convertir el sustrato de cetoamida en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) –
5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina con un tasa y / 
o actividad de conversión entre 1,1 y 5 veces o mayor que la de la SEC ID Nº 48. Ejemplos de polipéptidos 25
comprenden una secuencia de aminoácidos correspondientes a la SEC ID Nº: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 
70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 
124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

[0222] En algunas realizaciones, el proceso comprende poner en contacto o incubar el sustrato de cetoamida 4 –30
oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) 
butan – 2 –ona) con una transaminasa mejorada en presencia de un dador del grupo amino en condiciones de 
reacción adecuadas para convertir el sustrato de cetoamida en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) –
5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina con un tasa y / 
o actividad de conversión entre 1,1 y 5 veces o mayor que la de la SEC ID Nº 58. Ejemplos de polipéptidos 35
comprenden una secuencia de aminoácidos correspondientes a la SEC ID Nº: 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86,
88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 
136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

[0223] En algunas realizaciones de los procesos anteriores, la condición de reacción para llevar a cabo el proceso 40
puede comprender un pH entre 7,0 y 9,0. En algunas realizaciones, la condición de reacción para el proceso es un 
pH de 8,5.

[0224] En algunas realizaciones, la condición de reacción para llevar a cabo el proceso puede comprender una 
temperatura que oscila entre 25 ºC y 50 ºC. En algunas realizaciones, la condición de reacción es una temperatura 45
de 45 ºC.

[0225] En algunas realizaciones, la condición de reacción es un pH de 8,5 y una temperatura de 45 ºC.

[0226] En algunas realizaciones del proceso, el disolvente orgánico comprende un disolvente polar como el 50
metanol o el DMSO.

[0227] En algunas realizaciones, el disolvente orgánico es DMSO, que puede estar presente desde el 10 % al 40 
% volumen / volumen (v / v); entre el 25 % y el 40 % (v / v), entre el 10 % y el 50 % (v / v) o entre el 25 % y el 50 % 
(v / v) de DMSO. En algunas realizaciones, el DMSO está presente en el 30 % (v / v), en el 35 % (v / v), en el 40 % 55
(v / v) o en el 50 % (v / v).

[0228] Como ya se ha tratado anteriormente, el dador del grupo amino utilizado en el proceso puede ser una 
amina quiral o una amina aquiral. El dador del grupo amina aquiral posee una ventaja al no estar limitado en su 
reacción con un estereoisómero específico, por lo que requiere menos del dador del grupo amino. Pueden utilizarse 60
diversos dadors del grupo amino adecuados, incluyendo, a modo de ejemplo y no de limitación, la isopropilamina 
(también denominada como 2 – aminopropano), L, D, DL alanina, fenilalanina, glutamato, glutamina, leucina (o 
cualquier otro α – aminoácido adecuado), 3 – ácido aminobutírico ( o cualquier otro β – aminoácido) y 
metilbencilamina. En algunas realizaciones, el dador del grupo amino es la isopropilamina. En algunas realizaciones, 
pueden utilizarse otros dadors del grupo amino, incluyendo, entre otros, α – feniletanamina y (R) – 1 –65
feniletanamina, 2 – amino – 4 – fenilbutano, glicina, ácido L – glutámico, L – glutamato, glutamato monosódico, ácido 
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L – aspártico, L – lisina, L – ornitina, β – alanina, taurina, n – pctilamina, ciclohexilamina, 1,4 – butanodiamina, 1,6 –
hexanodiamina, 6 – ácido aminohexanoico, 4 – ácido aminobutírico, tiramina, bencialmina, 2 – aminobutano, 2 –
amino – 1 – butanol, 1 – amno – 1 – feniletano, 1 – amino – 1 – (2 – metoxi – 5 – fluorofenil) etano, 1 – amino – 1 –
fenilpropano, 1 – amino – 1 – (4 – hidroxifenil) propano, 1 – amino – 1 – (4 – bromofenil) propano, 1 – amino – 1 – (4 
nitrofenil) propano, 1 – fenil – 2 – aminopropano, 1 – (3 – trfluorometilfenil) – 2 – aminopropano, 2 – aminopropanol, 5
1 – amino – 1 – fenilbutano, 1 – fenil – 2 – aminobutano, 1 – (2,5 – dimetoxi – 4 – metilfenil) – 2 – aminobutano, 1 
fenil – 3 – aminobutano, 1 – (4 – hidroxifenil) – 3 – aminobutano, 1 – amino – 2 – metilciclopentano, 1 – amino – 3 –
metilciclopentano, 1 – amino – 2 – metilciclohexano, 1 – amino – 1 – (2 – naftil) etano, 3 – metilciclopentilamina, 2 –
metilciclopentilamina, 2 – etilciclopentilamina, 2 – metilciclohexilamina, 3 – metilciclohexilamina, 1 – aminotetralina, 2 
– aminotetralina, 2 – amino – 5 – metoxitetralina y 1 – aminoindano, incluyendo cuando sea posible los dos isómeros 10
únicos (R) y (S) y todas las sales posibles de las aminas.

[0229] En algunas realizaciones de los procesos descritos anteriormente, la etapa en el proceso puede 
comprender además la eliminación del carbonilo por un producto formado del dador del grupo amino cuando se 
transfiera el grupo amino al aceptor del grupo amino. Dicha eliminación in situ puede reducir la velocidad de la15
reacción inversa de manera que prevalece la reacción hacia adelante y a continuación, se convierte más sustrato en 
producto.

[0230] La eliminación del carbonilo por un producto puede realizarse de diferentes maneras. Cuando el dador del 
grupo amino es un aminoácido como la alanina, el subproducto carbonilo, un ácido ceto, puede eliminarse por 20
reacción con un peróxido (véase, por ejemplo, la patente US 2008/0213845). Los peróxidos que pueden utilizarse 
incluyen, entre otros, peróxido de hidrógeno, peroxiácidos (perácidos) como el ácido peracético (CH3CO3H), ácido 
trifluoroperacético y ácido metacloroperoxibenzoico; peróxido orgánicos como el peróxido de t – butilo ((CH3)3COOH 
u otros oxidantes selectivos como perrutenato de tetrapropilamonio, MnO2, KMnO4,  tetróxido de rutenio y 
compuestos relacionados. Alternativamente, la eliminación del piruvato puede lograrse a través de su reducción a 25
lactato mediante el empleo de lactato deshidrogenasa para desplazar el equilibrio a la amina del producto (véase, 
por ejemplo, Koszelewski et al., 2008, Adv. Syn. Catal. 350: 2761 – 2766). La eliminación del piruvato puede también 
lograrse a través de su descarboxilación a dióxido de carbono y acetaldehído empleando piruvato descarboxilasa 
(véase, por ejemplo, Höhne et al., al, 2008, Chem BioChem 9: 363 – 365).

30
[0231] En algunas realizaciones, cuando se elige el dador del grupo amino da lugar a un subproducto carbonilo 
que tiene una presión de vapor mayor que el agua (por ejemplo, un coproducto de baja ebullición como un 
compuesto de carbonilo orgánico volátil), el subproducto carbonilo puede eliminarse por inyección de la solución de 
reacción con un gas no reactivo o aplicando un vacío para disminuir la presión de reacción y eliminar el subproducto 
carbonilo presente en la fase de gas. Un gas no reactivo es un gas que no reacciona con los componentes de la 35
reacción. Diversos gases no reactivos incluyen nitrógeno y gases nobles (por ejemplo, gases inertes). En algunas 
realizaciones, el gas no reactivo es el gas nitrógeno.

[0232] En algunas realizaciones, el dador del aminoácido utilizado en el proceso es una isopropilamina que forma 
el carbonilo por acetona del producto hasta trasladar el grupo amino al aceptor del grupo amino. La acetona puede 40
eliminarse por inyección con gas nitrógeno o aplicando un vacío a la solución de reacción y eliminando la acetona de 
la fase de gas por una trampa de acetona, como un condensador o cualquier otra trampa de frío. Alternativamente, 
la acetona puede eliminarse por reducción a isopropanol utilizando una cetorreductasa.

[0233] En algunas realizaciones de los procesos anteriormente descritos donde se elimina el subproducto 45
carbonilo, el correspondiente dador del grupo amino puede añadirse durante la reacción de transaminación para 
completar el dador del grupo amino y / o mantener el pH de la reacción. La adición del dador del grupo amino 
también desplaza el equilibrio hacia la formación del producto, incrementado de este modo la conversión del sustrato 
en producto. Por consiguiente, en algunas realizaciones en el que el dador del grupo amino es una isopropilamina y 
el producto de acetona se elimina in situ, la isopropilamina puede añadirse a la solución para completar el dador del 50
grupo amino perdido durante la eliminación de la acetona y mantener el pH de la reacción (por ejemplo, 8,5). 
Alternativamente, en realizaciones en las que se utilizan los aminoácidos como dador del grupo de amino, el 
subproducto cetoácido carbonilo puede volver a reciclarse en el aminoácido por reacción con amoniaco y NADH 
utilizando una enzima deshidrogenasa adecuada del aminoácido, añadiendo así el dador del grupo amino.

55
[0234] En algunas realizaciones, el proceso para convertir el sustrato de cetoamida 4 – oxo – 4 – [3 –
(trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –ona) 
al producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 –
(2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina comprende poner en contacto el sustrato de cetoamida entre 10 y 50 g/L con 
1 y 20 g/L de una transaminasa descrita anteriormente en condiciones de reacción del pH entre 7,5 y 9,0 y una 60
temperatura que oscila entre 30 ºC y 50 ºC en presencia de una isopropilamina de entre 1 M y 2 M, en el que al 
menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 92 %, el 94 %, el 96 % o el 98 % o más del sustrato de cetoamida se convierte 
en producto en 24 horas. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa capaz de realizar la reacción 
anterior comprende una secuencia de aminoácidos correspondiente a las SEC ID N: 80, 86, 96, 98, 100, 102, 110 o 
166.65
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[0235] En algunas realizaciones, los procesos descritos anteriormente pueden además comprender la etapa de 
aislar el compuesto de la fórmula estructural (I), el compuesto de la fórmula estructural (1) o el compuesto de la 
fórmula estructural (1a) del disolvente de reacción.

[0236] En algunas realizaciones, los procesos descritos anteriormente pueden además comprender una etapa de 5
convertir el compuesto de la fórmula estructural (1) o el compuesto de la fórmula estructural (1a) en una sal 
farmacéuticamente aceptable poniendo en contacto el componente con un ácido farmacéuticamente aceptable en un 
disolvente de reacción adecuado. En algunas realizaciones, el ácido farmacéuticamente aceptable es un ácido 
fosfórico y una sal farmacéuticamente aceptable es una sal de dihidrógeno – fosfato. En algunas realizaciones, la sal 
de (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 –10
trifluorofenil) butan – 2 –amina es una sal de monohidrato de fosfato que tiene la siguiente fórmula química:

15

20

[0237] En algunas realizaciones, en un proceso para la preparación de (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) –
5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina monohidrato 
de fosfato (1:1), la mejora en el proceso comprende una etapa de conversión del compuesto de la fórmula (1a) al 25
compuesto de la fórmula (2a) con un polipéptido de transaminasa de la divulgación en presencia de un dador del 
grupo amino en un disolvente orgánico adecuado en condiciones de reacción adecuadas en el que el compuesto de 
la fórmula (1a) es:

30

35

40
y el compuesto de la fórmula (2a) es:

45

50

[0238] En algunas realizaciones de la preparación de la sal de monohidrato de fosfato, el dador amino es 
isopropilamina.

55
[0239] Los procedimientos para preparar diversas sales se describen en las patentes US Nº 7.326.708 y 
7.468.459. Un proceso para preparar el monohidrato de fosfato de Sitagliptina se presenta en el Ejemplo 13.

[0240] En algunas realizaciones, los procesos pueden además comprender una etapa de cristalización de una sal 
farmacéuticamente aceptable del disolvente de reacción.60

[0241] Se revela también en el presente documento que son composiciones de las transaminasas y sustratos / 
productos. En algunas realizaciones, las composiciones pueden comprender el compuesto de la fórmula (I), el 
compuesto de la fórmula (1) o el compuesto de la fórmula (1a) y una transaminasa mejorada de la divulgación. 
Cualquiera de las transaminasas modificadas pueden formar parte de la composición.65
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[0242] En algunas realizaciones, la composición puede comprender el compuesto de la fórmula (II), el compuesto 
de la fórmula (2) o el compuesto de la fórmula (2a) y una transaminasa mejorada descrita en el presente documento.

[0243] En algunas realizaciones, las composiciones pueden además comprender un dador del grupo amino, por 
ejemplo, de la fórmula (3). En algunas realizaciones de las composiciones, el dador del grupo amino puede 5
comprender isopropilamina, alanina, 3 – ácido aminobutírico o metilbencilamina. En algunas realizaciones de las 
composiciones, el dador del grupo amino es una isopropilamina.

EJEMPLOS
10

[0244] En los siguientes ejemplos representativos, se ilustran diferentes características y realizaciones de la 
divulgación con carácter ilustrativo y no limitantes.

Ejemplo 1:Adquisición de genes transaminasa de tipo salvaje y construcción de vectores de expresión.
15

[0245] La transaminasa (TA) que codifica a los genes diseñados para la expresión en E. coli basado en la 
secuencia de aminoácidos citada de la transaminasa y un algoritmo de optimización de codón se describe en el 
Ejemplo 1 de la Solicitud de la publicación de la patente de US 20080248539. Los genes se sintetizaron utilizando 
oligonucleótidos compuestos normalmente por 42 nucleótidos y el gen clonado en el vector de expresión 
pCK110700 (representado como Fig. 1 en la Solicitud de publicación de la patente de US 20050153417) o 20
pCK110900 (representado como Fig. 3 en la Solicitud de publicación de la patente de US 20060195947) bajo control 
de un activador lac. Este vector de expresión contiene también el origen de replicación de P15a y un gen de 
resistencia al cloranfenicol. Los plásmidos resultantes se transformaron en E. coli W3110 utilizando procedimientos 
estándar. Los genes optimizados del codón y los polipéptidos codificados se enumeran en la Tabla 2 y sus 
secuencias se presentan como SEC ID Nº: 1 y 2.25

[0246] Del mismo modo, los genes que codifican las transaminasas modificada de la presente divulgación 
enumeradas en la Tabla 2 (SEC ID Nº: 3 – 168) se clonaron en el vector pCK110700 o en el pCK110900 para la 
expresión en E. coli W3110.

30
Ejemplo 2: Producción de polvos de transaminasa – procedimiento del matraz oscilante.

[0247] Una única colonia microbiana de E. coli contiene un plásmido que codifica una transaminasa de interés 
inoculada en 50 mL de caldo de Luria Bertani que contiene 30 µg/ mL de cloranfenicol y un 1 % de glucosa. Las 
células se cultivaron durante la noche (al menos 16 horas) en un incubador a 30 ºC con agitación a 250 rpm. El 35
cultivo se diluyó en 250 mL de M9YE (1,0 g/L de cloruro de amonio, 0,5 g/L de cloruro de sodio, 6,0 g/L de 
monohidrógeno fosfato disódico, 3,0 g/L dihidrógeno de fosfato de potasio, 2,0 g/L de extracto de levadura de 
Tastona – 154, 1 L/L de agua desionizada) que contiene 30 µg/ mL de cloranfenicol y 100 µM de piridoxina en un 
matraz de 1 L con una densidad óptica de 0,2 a 600 nm (DO600) y se dejó crecer a 30 ºC. La expresión del gen 
transaminasa se indujo por adición del isopropil – β – D – 1 tiogalactósido (IPTG) a una concentración final de 1mM 40
cuando la DO600 del cultivo sea entre 0,6 y 0,8 y la incubación continuó durante la noche (al menos 16 horas). Las 
células se extrajeron por centrifugación (5.000 rpm, 15 min, 4 ºC) y se descartó el sobrenadante. El pellet celular se 
resuspendió con un mismo volumen de frío (4 ºC) en un tampón de 100 mM de trietanolamina (cloruro), un pH de 7,5 
que contiene 100 o 500 µM 5 – fosfato de piridoxal (PLP) y se extrajo por centrifugación como se ha dicho 
anteriormente. Las células lavadas se resuspendieron en dos volúmenes de tampón de trietanolamina fría (cloruro) 45
que contiene PLP y se pasaron a través de una prensa francesa dos veces a 12.000 psi mientras que se mantuvo a 
4 ºC. Los restos celulares se eliminaron por centrifugación (9.000 rpm, 45 min, 4 ºC). El sobrenadante del lisado 
claro se recogió y se conservó a 20 ºC. La liofilización del lisado claro congelado proporcionó un polvo seco de una 
enzima transaminasa cruda. Alternativamente, el pellet celular (antes o después del lavado) puede conservarse 
entre 4 ºC y 80 ºC.50

Ejemplo 3: Producción de transaminasa – procedimiento de fermentación

[0248] Una única colonia microbiana de E. coli contiene un plásmido con un gen transaminasa de interés 
inoculado en 2 mL de caldo M9YE (1,0 g/L cloruro de amonio, 0,5 g/L de cloruro de sodio, 6,0 g/L de monohidrógeno 55
fosfato disódico, 3,0 g/L dihidrógeno de fosfato de potasio, 2,0 g/L de extracto de levadura de Tastona – 154, 1 L/L 
de agua desionizada) que contiene 30 µg/ mL de cloranfenicol y un 1 % de glucosa. Las células se cultivaron 
durante la noche (al menos 12 horas) en un incubador a 37 ºC con agitación a 250 rpm. Tras el cultivo durante la 
noche, 0,5 mL de dicho cultivo se diluyó en 250 mL de caldo M9YE que contiene 30 µg/ mL de cloranfenicol y un 1 
% de glucosa en un matraz de 1 L y se dejó crecer a 37 ºC con una agitación de 250 rpm. Cuando la DO600) del 60
cultivo oscile entre 0,5 y 1,0, se eliminan las células del incubador y a continuación bien se utilizan inmediatamente, 
bien se conservan a 4 ºC. 

[0249] Las fermentaciones de escala experimental se llevaron a cabo a 30 ºC en un fermentador de 15 L ventilado 
y agitado utilizando 6,0 L de medio de crecimiento (0,88 g / L sulfato de amonio, 0,98 g / L de citrato de sodio, 12,5 g 65
/ L de tihidrato de hidrógeno de fosfato de dipotasio, 6,25 g / L dihidrógeno de fosfato de potasio, 3,3 g / L de 
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extracto de levadura de Tastona – 154, 0,083 g / L de citato de amonio férrico, 8,3 ml / L de una solución de 
elementos traza que contiene 2 g / L de cloruro de calcio dihidratado, 2,2 g / L de sulfato de zinc heptahidratado, 0,5 
g / L de sulfato de manganeso monohidratado, 1 g / L de sulfato de cobre heptahidratado, 0,1 g / L molibdato de 
amonio tetrahidratado y 0,02 g / L tetraborato de sodio. El recipiente se esterilizó a 121 ºC y 15 PSI durante 30 
minutos, después de la esterilización se añadió 100 µM de piridoxina. El fermentador se inoculó en un cultivo 5
exponencial tardío de E. coli W3110 que contiene un plásmido que codifica el gen transaminasa de interés (cultivado 
en un matraz oscilante descrito anteriormente para iniciar la OD600 entre 0,5 y 1,0. El fermentador se agitó entre 250 
– 1250 rpm y se suministró aire al recipiente de fermentación entre 0,6 – 25 L / min para mantener un nivel de 
saturación de oxígeno disuelto del 50 % o mayor. El pH del cultivo se mantuvo a 7,0 añadiendo el 20 % v / v de 
hidróxido de amonio. El crecimiento del cultivo se mantuvo añadiendo una solución de alimentación que contiene 10
500 g / L de cerelosa dextrosa, 12 g / L de cloruro de amonio y 5,1 g / L de sulfato de magnesio heptahidratado. Una 
vez que el cultivo alcanzó una OD600 de 70 + – 10, la expresión de la transaminasa se indujo por adición de isopropil 
– β – D – 1 tiogalactósido (IPTG) a una concentración final de 1 mM y la fermentación continuó durante otras 18 
horas. El cultivo se enfrió hasta los 4 ºC y se mantuvo a esa temperatura hasta la extracción. Las células se 
recogieron por centrifugación a 5.000 G durante 40 minutos en una centrifugadora Sorval RC12BP a 4 ºC. Las 15
células extraídas se utilizaron directamente en el siguiente proceso de recuperación de aguas abajo o pueden 
conservarse a 4 ºC o incluso congelarse a – 80 ºC hasta dicha utilización.

[0250] El pellet celular se resuspendió en 2 volúmenes de tampón de 100 mM de trietanolamina (cloruro), un pH 
de 7,5 que contiene 100 o 500 µM de 5 – fosfato de piridoxal (PLP) a 4 ºC en cada volumen de pasta celular 20
húmeda. La transaminasa intracelular se liberó de las células pasando por la suspensión a través de un 
homogeneizador dotado con un conjunto de válvulas de homogeneización de dos etapas utilizando una presión de 
12.000 psig. El homogenado celular se enfrió a – 20 ºC inmediatamente después de la alteración. Una solución del 
11 % p / v de polietileneimina con pH 7,2 se añadió al lisado a una concentración final del 0,5 % p / v. Una solución 
de Na2SO4 1 M se añadió al lisado a una concentración final de 100 mM. A continuación , el lisado se agitó durante 25
30 minutos. La suspensión resultante se aclaró por centrifugación a 5.000 G en una centrifugadora de Sorval 
RC12BP a 4 ºC durante 30 minutos. El sobrenadante claro se decantó y se concentró 10 veces utilizando una 
membrana de ultrafiltración de celulosa con un peso molecular cortado de 30 kD. El concentrado final se distribuyó 
en recipientes poco profundos, se congeló a – 20 ºC y se liofilizó a polvo. El polvo de transaminasa se conservó a –
80 ºC.30

Ejemplo 4: Cribado de alto rendimiento para identificar variantes de la transaminasa Arthrobacter sp. KNK168 capaz 
de convertir estereoselectivamente un sustrato de cetoamida en Sitagliptina.

[0251] Método por HPLC aquiral para determinar la conversión del sustrato de cetoamida en Sitagliptina:35

La conversión enzimática del sustrato de cetoamida (preparada como se describe en la patente de US Nº 7.326.708) 
en Sitagliptina se determinó utilizando una HPLC Agilent 1200 equipada con una columna de Agilent Eclipse XDB –
C8 (4,6 x 150 mm, 5 µm), que utiliza 45:55 10 mM de NH4Ac/MeCN como eluyente con una velocidad de flujo de 1,5 
ml / min y una temperatura de columna de 40 ºC. Tiempo de retención: para el sustrato de cetoamida, 1,7 min, para 40
la Sitagliptina 1,4 min. El sustrato de cetoamida y el producto en el eluyente se determinaron como área pico a 210 
nm o 286 nm con una longitud de trayectoria de 1 cm. Utilizando estas condiciones, el límite de detección de la 
Sitagliptina fue de 5 µg/mL. Normalmente, se utilizó una longitud de onda incidente de 210 nm para medir la 
actividad de las transaminasas con una actividad similar o igual a la de la SEC ID Nº 4.

45
[0252] Método por HPLC quiral para determinar la estereopureza de la Sitagliptina: La pureza estereoisomérica de 
la Sitagliptina se determinó utilizando una HPLC Agilent 1200 equipada con una columna de Daicel Chiralpak AD –
H (4,6 x 150 mm, 5 µm) que utiliza 60:40:0,1:0,1 de EtOH / heptano / dietilamina / agua como eluyentes con una 
velocidad de flujo de 0,8 ml/min y una temperatura de columna de 35 ºC. Tiempo de retención: para el sustrato de 
cetoamida 6,3 min; para el enantiómero – (S) 8,4 min y para la Sitagliptina 10,8 min. El sustrato de cetoamida y el 50
producto se determinaron como área pico a 210 nm o 286 nm con una longitud de trayectoria de 1 cm.

[0253] Cromatografía líquida – espectrometría de masas (LC/MS) método para detectar la conversión de bajo nivel 
del sustrato de cetoamida en Sitagliptina: La conversión enzimática de bajo nivel del sustrato de cetoamida en 
Sitagliptina se determinó utilizando un método de LC/MS/MS. Cinco microlitros de muestra se cargaron en una 55
columna HPLC Eclipse XDB – C8 (4,6 x 150 mm) y se eluyeron isocráticamente con una fase móvil de 40: 60 con 
0,2 % de formiato de amonio y metanol en 1,0 mL / min. El tiempo de retención de la Sitagliptina fue de 1,5 min a 35 
ºC. La espectrometría de masas se utilizó para detectar en un triple cuadrupolo Quattro de Waters. Se estableció Q1 
para pasar el ión M + H a 408,1 y Q3 se estableció para pasar el ión hija a 235,1. La celda de colisión (Q2) tuvo una 
energía de colisión de 17,0 y el flujo de gas argón fue de 0,3 mL / min. La ionización fue por APCI con una descarga 60
de corona de 5 µA, la temperatura de la fuente fue de 130 ºC y la temperatura de la sonda de 600 ºC. El flujo de gas 
de la desolvatación fue de 100 L / min y el gas de cono se estableció en 50 L / min. Utilizando estas condiciones, el 
límite de detección de la Sitagliptina fue de 71 pg / mL.

Ejemplo 5: Cribado de alto rendimiento para identificar variantes de la transaminasa Arthrobacter sp. KNK168 capaz 65
de convertir estereoselectivamente un sustrato de cetoamida en Sitagliptina.
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[0254] El gen que codifica la transaminasa, construido como se describe en el Ejemplo 1, se mutagenizó utilizando 
métodos descritos anteriormente y la población de moléculas de ADN alteradas se utilizaron para transformar una 
cepa huésped de E. coli adecuada. Se seleccionaron trasnformantes resistentes a los antibióticos y se procesaron 
para identificar aquellos que expresan una transaminasa con una capacidad mejorada para transaminar el sustrato 5
de cetoamida estereoselectivamente en Sitagliptina en presencia de un dador del grupo amino adecuado (es decir; 
isopropilamina). La selección celular, el cultivo, la expresión inducida de las enzimas variantes transaminasa y la 
colección de los pellets celulares se describen a continuación.

[0255] Las colonias de E. coli recombiante que llevan un gen que codifica la transaminasa se recogieron utilizando 10
un robot seleccionador de colonias Q – Bot® (Genetix USA, Inc., Boston, Ma) en placas de microtítulos de 96 
pocillos poco profundos que contienen en cada pocillo 180 µL de caldo de LB, un 1 % de glucosa y 30 µg / mL de 
cloranfenicol (CAM). Las células se cultivaron toda la noche a 30 ºC con agitación a 200 rpm. Una alícuota de 10 µL 
de este cultivo se transfirió luego a placas de 96 pocillos profundos que contienen 390 µL de caldo de M9YE, 100 µM 
de piridoxina y 30 µg / mL de CAM. Tras la incubación de las placas de pocillo profundas a 30 ºC con agitación a 250 15
rpm durante 2 – 3 horas, la expresión del gen recombinante en las células cultivadas se indujeron por adición de 
IPTG a una concentración final de 1 nM. Las placas se incubaron a 30 ºC con agitación a 250 rpm durante 18 horas.

[0256] Las células se paletizaron por centrifugación (4.000 rpm, 10 min, 4 ºC), se resuspendieron en un tampón de 
lisis de 200 µL y se lisaron por agitación a temperatura ambiente durante 2 horas. El tampón de lisis contenía un 20
tampón de 100 mM de trietanolamina (cloruro), un pH 7,5 o 8,5, 1 mg/mL de lisozima, 500 µg / mL de sulfato de 
polimixina B (PMBS) y entre 100 y 400 µM de PLP. Tras sellar las placas con aluminio/ cinta de sellado térmico de 
laminado de propileno (Velocity 11, Menlo Park, CA, Cat# 06643 – 001), se agitó fuertemente durante 2 horas a 
temperatura ambiente. Los restos celulares se paletizaron por centrifugación (4.000 rpm, 10 min, 4 ºC) y el 
sobrenadante claro se analizó directamente o se conservó a 4 ºC hasta su utilización.25

[0257] Para el cribado en metanol o DMSO en un pH de 7,5, con transaminasas modificadas en fase inicial (es 
decir, " envolventes" en fase inicial), una alícuota de 10 µL de una solución de sustrato de cetoamida (40 mg / mL) 
en metanol o DMSO se añadieron a cada pocillo de una placa de pocillos profundos de Costar®, seguido tras la 
adición de 90 µL de hidrocloruro de isopropilamina 1,1 M utilizando un instrumento robótico de Biomek NXp 30
(Beckrnan Coulter, Fullerton, CA). A este le siguió la adición de 100 µL del sobrenadante de lisado recuperado, 
también se realizó utilizando el Biomek NXp para proporcionar una reacción que comprende 2 mg / ml de sustrato de 
cetoamida, 500 mM de clorhidrato de amina isopropil, 50 mM de trietanolamina, con un pH de 7,5, y 5 % de metanol 
o DMSO (v / v). Las placas se termosellaron con aluminio / cinta de sellado térmico de laminado de polipropileno 
(Velocity 11, Menlo Park, CA, Cat # 06643–001) a 175 ºC durante 2,5 segundos y se agitó durante la noche (al 35
menos 16 horas) a 30 ºC. Las reacciones se enfriaron mediante la adición de 1 ml de acetonitrilo utilizando un robot 
manipulador de líquidos Phoenix (Art Robbins Instruments, Sunnyvale, CA). Las placas se volvieron a sellar 
herméticamente, se agitaron durante 5 min, y después se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min. Una alícuota de 
200 µL de la mezcla de reacción aclarada se transfirió a una nueva placa de polipropileno de pocillo poco profundo 
(Costar # 3365), se selló y se analizó como se describe en el Ejemplo 4.40

[0258] Para el cribado en el 25 % de DMSO con un pH de 8,5 con transaminasas la modificadas en última fase (es 
decir, " envolventes" de última etapa), se añadió una alícuota de 50 µL de una solución de sustrato de cetoamida 
(400 mg / mL) en dimetilsulfóxido (DMSO) a cada pocillo de una placa de pocillos profundos de Costar® tras la 
adición de 50 µL de hidrocloruro de isopropilamina 4 Mutilizando un instrumento robótico de Biomek NX ( Beckrnan 45
Coulter, Fullerton, CA). A continuación se añadió 100 µL del sobrenadante de lisado recuperado, también se realizó 
utilizando el Biomek NX para proporcionar una reacción que comprende 100 mg / ml de sustrato de cetoamida, 
hidrocloruro de amina isopropilo 1 M, 50 mM de trietanolamina, un pH de 8,5 y 25 % de DMSO ( v / v ). Las placas 
se termosellaron con aluminio / cinta de sellado térmico de laminado de polipropileno (Velocity 11, Menlo Park, CA, 
Cat # 06643–001) a 175 ºC durante 2,5 segundos y luego se agitó durante la noche (al menos 16 horas) a 30 ºC. 50
Las reacciones se enfriaron mediante la adición de 1 ml de acetonitrilo utilizando un robot manipulador de líquidos 
Phoenix (Art Robbins Instruments, Sunnyvale, CA). Las placas se volvieron a sellar herméticamente, se agitaron 
durante 5 min, y después se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min. Una alícuota de 10 µL de la mezcla de 
reacción aclarada se transfirió a una nueva placa de polipropileno de pocillo poco profundo (Costar # 3365) que 
contiene 190 µL de acetonitrilo, se selló y se analizó como se describe en el Ejemplo 4.55

[0259] Para el cribado en el 50 % de DMSO con un pH de 8,5 con transaminasas modificadas en última fase (es 
decir, " envolventes" de última etapa), se añadió una alícuota de 100 µL de una solución de sustrato de cetoamida 
(100 mg / mL) en dimetilsulfóxido (DMSO) a cada pocillo de una placa de pocillos profundos de Costar® tras la 
adición de 50 µL de hidrocloruro de isopropilamina 4 M utilizando un instrumento robótico de Biomek NX ( Beckrnan 60
Coulter, Fullerton, CA). A continuación se añadió 50 µL del sobrenadante de lisado recuperado, también se realizó 
utilizando el Biomek NX para proporcionar una reacción que comprende 50 mg / ml de sustrato de cetoamida, 
hidrocloruro de amina isopropilo 1 M, 50 mM de trietanolamina, un pH de 8,5 y 50 % de DMSO ( v / v ). Las placas 
se termosellaron con aluminio / cinta de sellado térmico de laminado de polipropileno (Velocity 11, Menlo Park, CA, 
Cat # 06643–001) a 175 ºC durante 2,5 segundos y luego se agitó durante la noche (al menos 16 horas) a 30 ºC. 65
Las reacciones se enfriaron mediante la adición de 1 ml de acetonitrilo utilizando un robot manipulador de líquidos 
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Phoenix (Art Robbins Instruments, Sunnyvale, CA). Las placas se volvieron a sellar, se agitaron durante 5 min y se 
centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min. Una alícuota de 10 µL de la mezcla de reacción aclarada se transfirió a 
una nueva placa de polipropileno de pocillo poco profundo (Costar # 3365) que contiene 190 µL de acetonitrilo, se 
selló y se analizó como se describe en el Ejemplo 4.

5
[0260] La transaminasa de la SEC ID Nº 2 expresada en los Ejemplos 1 y 2 no exhibió actividad detectable sobre 
el sustrato de cetoamida utilizando los métodos de detección del Ejemplo 4. Las variantes de la transaminasa 
Arthrobacter sp. KNK168 capaz de convertir el sustrato de cetoamida en Sitagliptina se identificaron utilizando los 
procedimientos y los métodos revelados anteriormente. Numerosas repeticiones de estos procesos en los que se 
utilizaron uno o más aislados mejorados de una ronda se utilizaron como material de partida para las siguientes 10
rondas de mutagénesis y cribado, se utilizaron para desarrollar o "evolucionar" las variantes de transaminasa 
Arthrobacter sp. KNK168 con una capacidad mejorada para reducir el sustrato de cetoamida
estereoselectivamente en Sitagliptina.

Ejemplo 6:Transaminación estereoselectiva en metanol del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas 15
designadas como “+” en la Tabla 2 derivada de la transaminasa Arthrobacter sp. KNK168.

[0261] Las transaminasas mejoradas designadas como “+” en la Tabla 2 derivadas de la transaminasa 
Arthrobacter sp. KNK168 se analizaron a continuación en una escala experimental en DMSO. Una solución de 500 
µL de variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampón de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 7,5 con 20
250 µM de 5 – fosfato de piridoxal se añadió a un vial de reacción de 5 mL equipado con una barra de agitación 
magnética. Posteriormente se añadió a la solución de transaminasa 450 µL de hidrocloruro de isopropilamina 1,1 M, 
seguido de 50 µL de solución de sustrato de cetoamida (40 mg / mL) en DMSO. La reacción se mezcló a 22 ºC y se 
controló mediante un análisis por HPLC de las muestras tomadas periódicamente de la mezcla de reacción (véase el 
Ejemplo 4 para condiciones analíticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID Nº correspondiente a las variantes 25
transaminasas designadas como “+”, el número de diferencias en los residuos de aminoácidos de las transaminasas 
de tipo salvaje y la actividad de cada uno de los sustratos de cetoamida respecto a la de la enzima que posee una 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 4.

[0262] Para algunas de las transaminasas modificadas, la conversión del sustrato de cetoamida en Sitagliptina 30
puede también lograrse utilizando dadors del grupo amino como la D – alanina, 3 – ácido aminobutírico o α –
metilbencilamina en una concentración adecuada.

Ejemplo 7: Transaminación estereoselectiva en metanol del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas 
designadas como “++” en la Tabla 2 derivadas de Arthrobacter sp. KNK168.35

[0263] Las transaminasas mejoradas designadas como “++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes Arthrobacter 
sp. KNK168 se analizaron a continuación en una escala experimental. Una solución de 500 µL de variante 
transaminasa (20 mg / mL) en un tampón de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 7,5 con 250 µM de 5 –
fosfato de piridoxal se añadió a un vial de reacción de 5 mL equipado con una barra de agitación magnética. 40
Posteriormente se añadió a la solución de transaminasa 450 µL de idrocloruro de isopropilamina 1,1 M, seguido de 
50 µL de solución de sustrato de cetoamida (40 mg / mL) en metanol. La reacción se mezcló a 22 ºC y se controló 
mediante un análisis por HPLC de las muestas tomadas periódicamente de la mezcla de reacción (véase el Ejemplo 
4 para condiciones analíticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID Nº correspondiente a las variantes transaminasas 
designadas como “++”, el número de diferencias en los residuos de aminoácidos de las transaminasas de tipo 45
salvaje y la actividad de cada uno de los sustratos de cetoamida respecto a la de la enzima que posee una 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 4.

Ejemplo 8: Transaminación estereoselectiva en metanol del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas
designadas como “+++” en la Tabla 2 derivadas de Arthrobacter sp. KNK168.50

[0264] Las transaminasas mejoradas designadas como “+++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes Arthrobacter 
sp. KNK168 se analizaron a continuación en una escala experimental en metanol. Una solución de 500 µL de 
variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampón de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 7,5 con 250 
µM de 5 – fosfato de piridoxal se añadió a un vial de reacción de 5 mL equipado con una barra de agitación 55
magnética. Posteriormente se añadió a la solución de transaminasa 450 µL de hidrocloruro de isopropilamina 2,2 M, 
seguido de 50 µL de solución de sustrato de cetoamida (100 o 200 mg / mL) en metanol. La reacción se mezcló a 30 
ºC y se controló mediante un análisis por HPLC de las muestras tomadas periódicamente de la mezcla de reacción 
(véase el Ejemplo 4 para condiciones analíticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID Nº correspondiente a las variantes 
transaminasas designadas como “+++”, el número de diferencias en los residuos de aminoácidos de las 60
transaminasas de tipo salvaje y la actividad de cada uno de los sustratos de cetoamida respecto a la de la enzima 
que posee una secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 22.

Ejemplo 9: Transaminación estereoselectiva en metanol del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas 
designadas como “++++” en la Tabla 2 derivadas de Arthrobacter sp. KNK168.65
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[0265] Las transaminasas mejoradas designadas como “++++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes 
Arthrobacter sp. KNK168 se analizaron a continuación en una escala experimental en metanol. Una solución de 500 
µL de variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampón de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 8,5 con 
250 µM de 5 – fosfato de piridoxal se añadió a un vial de reacción de 5 mL equipado con una barra de agitación 
magnética. Posteriormente se añadió a la solución de transaminasa 400 µL de hidrocloruro de isopropilamina 2,5 M, 5
seguido de 100 µL de solución de sustrato de cetoamida (200 mg / mL) en metanol. La reacción se mezcló a 45 ºC y 
se controló mediante un análisis por HPLC de las muestas tomadas periódicamente de la mezcla de reacción (véase 
el Ejemplo 4 para condiciones analíticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID Nº correspondiente a las variantes 
transaminasas designadas como “++++”, el número de diferencias en los residuos de aminoácidos de las 
transaminasas de tipo salvaje y la actividad de cada uno de los sustratos de cetoamida respecto a la de la enzima 10
que posee una secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 48.

Ejemplo 10: Transaminación estereoselectiva en DMSO del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas 
designadas como “+++++” en la Tabla 2 derivadas de Arthrobacter sp. KNK168.

15
[0266] Las transaminasas mejoradas designadas como “+++++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes 
Arthrobacter sp. KNK168 se analizaron a continuación en una escala experimental en DMSO. Una solución de 250 
µL de variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampón de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 8,5 con 
250 µM de 5 – fosfato de piridoxal se añadió a un vial de reacción de 5 mL equipado con una barra de agitación 
magnética. Posteriormente se añadió a la solución de transaminasa 500 µL de hidrocloruro de isopropilamina 2 M, 20
seguido de 250 µL de solución de sustrato de cetoamida (200 mg / mL) en DMSO. La reacción se mezcló a 45 ºC y 
se controló mediante un análisis por HPLC de las muestras tomadas periódicamente de la mezcla de reacción 
(véase el Ejemplo 4 para condiciones analíticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID Nº correspondiente a las variantes 
transaminasas designadas como “+++++”, el número de diferencias en los residuos de aminoácidos de las 
transaminasas de tipo salvaje y la actividad de cada uno de los sustratos de cetoamida respecto a la de la enzima 25
que posee una secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 58.

Ejemplo 11: Transaminación estereoselectiva en DMSO del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas 
designadas como “++++++” en la Tabla 2 derivadas de Arthrobacter sp. KNK168.

30
[0267] Las transaminasas mejoradas designadas como “++++++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes 
Arthrobacter sp. KNK168 se analizaron a continuación en una escala experimental en DMSO. Una solución de 250 
µL de variante transaminasa (8 mg / mL) en un tampón de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 8,5 con 
4000 µM de 5 – fosfato de piridoxal se añadió a un vial de reacción de 5 mL equipado con una barra de agitación 
magnética. Posteriormente se añadió a la solución de transaminasa 250 µL de hidrocloruro de isopropilamina 4 M, 35
seguido de 500 µL de solución de sustrato de cetoamida (100 mg / mL) en DMSO. La reacción se mezcló a 45 ºC y 
se controló mediante un análisis por HPLC de las muestras tomadas periódicamente de la mezcla de reacción 
(véase el Ejemplo 4 para condiciones analíticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID Nº correspondiente a las variantes 
transaminasas designadas como “++++++”, el número de diferencias en los residuos de aminoácidos de las 
transaminasas de tipo salvaje y la actividad de cada uno de los sustratos de cetoamida respecto a la de la enzima 40
que posee una secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº 104.

Ejemplo 12: Proceso I para la conversión del sustrato de cetoamida en Sitagliptina

[0268] El siguiente ejemplo ilustra un proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversión del sustrato 4 45
– oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) 
butan – 2 –ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina –
7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina. En este proceso se utiliza la inyección mediante nitrógeno 
para eliminar el coproducto de acetona e incrementa la conversión del sustrato en el producto. La adición de 
isopropilamina en agua ayuda a mantener constante el volumen y mantiene el pH de la reacción.50

[0269] El proceso a gran escala contiene los siguientes componentes de reacción:

55

60

[0270] Proceso: A un matraz redondo de tres bocas (RB) de 500 mL con 4 deflectores y equipado con un 
mezclador, sonda de pH, sonda de temperatura, aguja para la inyección mediante nitrógeno y una aguja de vacío, se 
añadió 18,25 g de hidrocloruro de isopropilamina (4 equiv.) seguido de 200 mg de 5 – fosfato de piridoxal (vitamina 
B6). Esto se disolvió en 140 mL de pH 8,5, con agua tamponada de trietanolamina 0,1 M. Se añadió DMSO (20 ml) 65
seguido por 2 g de polvo de enzima transaminasa (SEC ID Nº 86). Se aumentó la temperatura de la solución hasta 

Sustrato de cetoamida: 20 g (98 %) (48,2 nmol)
Isopropilamina – HCL: 18,44 g (193 nmol)
Fosfato de piridoxal (PLP) 200 mg (98 %) (0,79 nmol)
Transaminasa (SEC ID Nº 86): 2,2 g
Trietanolamina 0,1 M pH 8,5: 140 mL
DMSO: 20 mL + 40 mL
4 M iPr amina (base libre): 38,5 mL
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alcanzar 45 ºC y el pH se ajustó de nuevo a 8,5 con isopropilamina 4 M acuosa. Una vez estabilizada (~ 5 min) se 
añadió una solución de 20 g de sustrato disuelto en 40 mL de DMSO durante 3 horas. Durante la adición, y a lo largo 
de la reacción, el pH se redujo de manera constante. El pH se controló por la adición continua de isopropilamina 4 M 
acuosa cuando el pH disminuye más de 0,1 unidades. Además, el nitrógeno se inyectó en la reacción entre 2 horas 
y 12 horas. Tras 21 horas, la conversión era del 93 %. Un total de 38,5 mL de isopropilamina 4 M (3,056 equiv) se 5
añadió a la reacción durante el proceso. La unidad de control de pH tuvo un termopar, una sonda de pH e 
isopropilamina 4 M en agua para controlar el pH.

[0271] Una impureza de aducto de enamina del sustrato – producto presente en la mezcla del producto (tiempo de 
retención de 4,1 min en condiciones de separación descritas a continuación) se destruyó por la acidificación de la 10
mezcla en un pH 2,0 con 10,5 mL de HCl 6 N seguido de agitación durante 1 hora a 45 ºC. Posteriormente, se 
añadieron 6 g de Celite, se agitó otra hora y a continuación se filtró con una almohadilla de Celite (filtro de 85 mm ID, 
una almohadilla con un grosor de 10 mm de Celite humedecida) con lavados agitados (4 x 30 mL) de agua/DMSO 
(90/10 con 1 gota de HCl 6 N). Los análisis muestran un rendimiento del 91 % de Sitagliptina y un 7 % de sustrato de 
cetoamida.15

[0272] El producto además se procesó añadiendo 200 mL de acetato de isopropilo (IPAC) seguido de 32 mL de 
NaOH 5 N y se agitó hasta que el pH fuera ~ 11. Se separaron las capas (35 min sedimentando con emulsión en 
capa orgánica) y se extrajo la capa acuosa con otros 200 mL de acetato de isopropilo. Se llevó a cabo una 
extracción final con 100 mL adicionales de acetato de isopropilo. Se combinaron las tres capas de acetato de 20
isopropilo, se dejaron sedimentar durante 30 min y se drenó el agua residual. A continuación se lavó el producto en 
la capa orgánica con 150 mL de salmuera (sedimenta en < 1h), se separó y se secó con Na2SO4 y luego se filtró. El 
disolvente se cambió a isopropanol (66,29 g de solución de isopropanol (IPA). El análisis del producto final muestra 
lo siguiente:

25
26,8 % de p/s de Sitagliptina (17,73 g).
1,89 % de p/s de sustrato de cetoamida (1,25 g).
~ 60,3 mL de IPA

[0273] Las condiciones de HPLC para separar la mezcla del producto fueron las siguientes:30

Columna: Zorbax Eclipse Plus C18, 4,6 x 50 mm, 1,8 um
Gradiente: min H2O (0,1 % de H3PO4) / CH3CN

0 90/10
5 5/9535
6 5/95
6,01 90/10
8 stop

Flujo: 1,5 mL / min40
Temperatura de columna: 25 ºC
Volumen de la muestra: 5 µL
Detector: UV @ 210 nm

[0274] Las muestras para los análisis por HPLC se prepararon en 0,2 mg / mL en 1/1 H2O (0,1 % de H3PO4) / 45
CH3CN. El tiempo de retención en condiciones cromatográficas anteriores fueron las siguientes:

Sitagliptina: 2,2 min
Sustrato de cetoamida: 3,2 min
Sustrato de cetoamida (enol): 3,9 min50
Sustrato – producto de enamina: 4,1 min

[0275] La depuración con gas nitrógeno elimina la acetona, el producto de la reacción de transaminación desplaza 
de este modo el equilibrio de la reacción catalizada de la transaminasa hacia la formación del producto y por lo tanto, 
hay un mayor porcentaje de conversión del sustrato en el producto. Además, la adición continua de isopropilamina 55
no sólo permite mantener el pH de la condición de reacción sino que rellena el dador del grupo amino perdido en la 
reacción de transaminación. Aunque el polipéptido de la transaminasa que tiene la SEC ID Nº 86 se utilizó en este 
proceso, se entiende que este proceso puede emplear cualquiera de las transaminasas modificadas posteriores 
descritas en el presente documento.

60
Ejemplo 13: Proceso II para incrementar la conversión del sustrato de cetoamida en Sitagliptina

[0276] El siguiente ejemplo ilustra un segundo proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversión del 
sustrato 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 –
trifluorofenil) butan – 2 –ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 –65
a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina. En este proceso se utiliza un vacío para 
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eliminar el producto de acetona e incrementar la conversión del sustrato en el producto. Al igual que en el ejemplo 
anterior, la adición de isopropilamina en agua ayuda a mantener constante el volumen y mantiene el pH de la 
reacción.

[0277] Materiales5

10

15
[0278] El equipo para el proceso posee las siguientes características: una unidad de control con un termopar, una 
sonda de pH y un depósito de isopropilamina 4 M en agua para controlar el pH. El recipiente de reacción está 
conectado a un sistema de vacío con su correspondiente controlador (ajustado a 375 torr) y una sonda reactor 
(Metter Toledo, Maryland, USA) para medir la acetona y la formación del producto.

20
[0279] Proceso: A un matraz redondo de tres bocas (RB) de 22 mL se agitó mecánicamente y se fijó a una sonda 
Reactor a una línea de alimentación de base conectada al depósito de isopropilamina 4 M acuosa, a una línea de 
alimentación de cetoamida conectada a un depósito de sustrato de cetoamida, a una sonda de pH y a un sistema de 
vacío para una unidad de control y una trampa. El matraz se cargó con 900 g de hidrocloruro de isopropilamina 
seguido por adición de 6,4 L de agua desionizada, 93 mL de trietanolamina (2 m / s de velocidad periférica) y se 25
añadió 10 g de 5 – fosfato de piridoxal (pH 8,4). A continuación se cargó el matraz con 50 g de polipéptido de 
transaminasa disuelto que tiene la SEC ID Nº 102. Tras 10 min de mezcla a temperatura ambiente, se añadió 1,5 L 
de DMSO durante 30 min y el reactor se calentó a 40 ºC. Una vez estabilizada la temperatura, la sonda de pH se 
cambió por una sonda de temperatura y el pH se mantuvo con un pH de 8,5 con un controlador de pH y una solución 
de isopropilamina de 4 M. El sustrato de cetoamida (1 Kg) se disolvió en 2 L de DMSO y se colocó en un embudo de 30
adición de 5 L. El vacío (~ 500 torr al inicio, después fueron 375 durante la noche tras la adición) se aplicó al 
recipiente de reacción y la solución de cetoamida se añadió al reactor durante 4 horas (667 mL / h). Un total de 1,45 
equiv de isopropilamina se añadió tras 25 horas. Se produjo una conversión de sustrato al producto del 94 %. 

[0280] Tras dejar la reacción actuar durante 1 día, se añadieron 580 mL de HCl 5 N a la solución de reacción 35
hasta un pH de 2 y la solución se agitó durante 2 horas a 45 ºC. La solución se filtró en un embudo de Buchner de 
amplio diámetro utilizando dos capas de tejido de algodón dando como resultado 12,3 kg de filtrado. El residuo 
filtrado se agitó en un 5 5 de DMSO en HCl 0,01 N y a continuación se aclaró con 3 x 2 L adicionales de 5 % de 
DMSO en HCl 86,6 kg 0,01 N en total). El residuo se situó en una solución ácida acuosa, se lavó (~ 18 L en total) en 
un extractor y después se colocó en 9 L de acetato de isopropilo. El pH se ajustó a 10 con NaOH 5 N (1,4 L), la 40
solución se agitó a 165 rpm en un recipiente de ChemGlass de 50 L, se dejó sedimentar las capas durante 10 
minutos y se separó el acetato de isopropilo. La solución se volvió a extraer con 9 L de acetato de isopropilo y dichas 
capas de acetato de isopropilo extraídas se combinaron y se dejaron sedimentar durante 20 horas. Las capas de 
acetato de isopropilo se lavaron con 6 L de salmuera (5,9 kg). La solución de IPAc se analizó y contenía 861 g de 
Sitagliptina. El disolvente se cambió de IPAC (861 g en 19 L de IPAC, rendimiento de análisis del 90 %) a IPA en un 45
evaporador rotatorio de vacío durante 1 hora a 30 ºC concentrando el 50 % del volumen En este momento la base 
libre de Sitagliptina se precipitó fuera de la solución. Se añadió 2 L de un 1% de agua en IPA para disolver el 
precipitado. Se añadió 8 L de un 1 % de agua en IPA durante 1 hora con una temperatura de baño entre 35 – 40 ºC. 
Una vez que se forman los precipitados adicionales, se añade 400 mL adicionales de agua para disolver el 
precipitado. La solución se deja sedimentar en un evaporador rotatorio de vacío durante la noche y después se 50
traslada a otro matraz redondo con 2 L adicionales de un 1 % de agua en IPA. La concentración dio 2,5746 kg de 
una solución de IPA / agua de Sitagliptina.

Ejemplo 14: Preparación de fosfato de Sitagliptina monohidratado
55

[0281] Se ilustra a continuación la preparación del fosfato de Sitagliptina monohidratado:

60

65
(Fosfato de Sitagliptina monohidratado)

Componente de reacción Cantidad Equivalencia en moles
Sustrato de cetoamida: 1000 g (96 %) (2,36 mol) 1,0
Isopropilamina – HCl: 903 g (9,45 mol) 4,0
Fosfato de piridoxal (PLP) 10 g (98 %) (0,04 mol) 0,017
Transaminasa (SEC ID Nº 102): 50,0 g
Trietanolamina: 104 g
DMSO: 1.5 L + 2 L
isopropilamina 4 M acuosa (base libre) 157 mL
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[0282] Los materiales para la preparación de la sal de fosfato monohidratado de Sitagliptina son los siguientes:

5

10
[0283] Proceso. A una solución que contiene 757 g de crudo 3 en 1630 mL de isopropanol y 347 mL de agua se 
añadió 1,36 L de isopropanol seguido de 491 mL de agua desionizada. La solución se transfirió a un recipiente de 
agitación de 20 L y a continuación se cargó con 411 g con un 45 % p / p de H3PO4 (Fisher 85 %) y 172 mL de IPA. 
La solución se calentó entre 72 y 80 ºC para disolver la sal inicial de fosfato y se cargó con 100 mL adicionales de 
agua y 500 mL de isopropanol para disolver completamente la sal de fosfato. La solución se enfrió entre 62 y 66 ºC y 15
se sembró con 5 g de fosfato de Sitagliptina puro. La reacción se dejó sedimentar 3 horas a 60 – 65 ºC, a 
continuación se enfrió a 20 – 25 ºC durante 5 horas y posteriormente durante la noche. La reacción se cargó con 
2,65 L de isopropanol durante 2 horas (la solución es ~ 6:1 isopropanol / agua), se dejó reposar 1 hora a 
temperatura ambiente y 2 horas a 2 ºC. El material se filtró humedeciéndolo con 88/12 de isopropanol / agua. La 
torta resultante se lavó con un total de 1,4 L de 88/ 12 isopropanol / agua y se secó en atmósfera durante 3 horas, 20
después se transfirió a una bandeja para secarla a ~ 40 ºC en un horno de vacío con barrido con nitrógeno (200 torr) 
durante 3 días produciendo 966 g de fosfato hidratado de Sitagliptina. El material satisfizo (o excedió) todas las 
especificaciones de pureza para fabricar fosfato hidratado de Sitagliptina y no muestra un disolvente residual, 
enzima (< 18 ppm), cofactor de PLP (< 0,1 ppm) o endotoxina (< 0,05 ng).

25
Ejemplo 15: Proceso III para incrementar la conversión del sustrato de cetoamida en Sitagliptina

[0284] El siguiente ejemplo ilustra un tercer proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversión del 
sustrato 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 –
trifluorofenil) butan – 2 –ona en el producto (2R) – 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 –30
a] pirazina – 7 (8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –amina. Normalmente, el proceso utiliza el mismo 
equipo y condiciones descritas en el Ejemplo 12 aunque con una mayor concentración de DMSO y sustrato.

[0285] Proceso: La reacción se realizó en un recipiente equipado con un agitador mecánico, una sonda de 
temperatura, una sonda de pH y un sistema de adición de base. El sistema de adición de base se utilizó para 35
controlar el pH entre 8,6 y 8,4 utilizando una base libre de isopropilamina 4 M en agua. Al recipiente se le añadió 
1,92 L de agua, seguido de 109 mL (0,82 ml, 0,33 equiv) de trietanolamina y 1,64 L (6,56 mol, 2,67 equiv) de 
solución de isopropilamina 4 M. El pH se ajustó a 8,5 utilizando Hcl 12 N (424 mL). El reactor se cargó después con 
6,7 g (0,027 mol, 0,011 equiv) de PLP seguido por 40 g de polipéptido de transaminasa que tiene la SEC ID Nº 110 y 
la mezcla se disolvió cuidadosamente con una agitación suave. El recipiente se colocó en el bloque del reactor con 40
la sonda de temperatura, el sistema de adición de base, la sonda de pH y se ajustó a 400 rpm (nota: el lazo de 
control de pH se encuentra apagado en este momento). A continuación, se añade 2,22 L de DMSO a la solución en 
agitación y el reactor se calienta a 45 ºC. Cuando se estabiliza la temperatura, el lazo de control de pH se enciende y 
se ajusta a un pH de 8,5 (pH controlado con isopropilamina 4 M en agua). En este momento, se incrementa la 
agitación a 600 rpm, aunque la velocidad periférica se mantiene por debajo de los 2 m / s para evitar la agitación 45
excéntrica (vortex). A continuación, se disolvió 1,0 kg (el peso corregido de 1 kg como cetoamida recibida oscila 
normalmente entre un ps del 96 – 98 % como hemihidrato, 2,46 mol, 1,00 equiv) de cetoamida en un 1,11 L de 
DMSO. Esta solución de DMSO / cetoamida se añadió al reactor durante 2 – 3 horas. El reactor se agitó a 45 ºC con 
el pH mantenido entre 8,6 – 8,4 durante otras 13 horas siendo llevada a cabo la eliminación de acetona con 300 torr 
de vacío y 2 fps de barrido con nitrógeno. Tras ~ 15 horas de tiempo de reacción totales (1,3 – 2,0 equiv de 50
absorción de isopropilamina), la reacción tuvo una conversión del 90 – 95 % según los análisis por HPLC de fase 
inversa.

[0286] Como se describe a continuación, puede utilizarse una filtración o un procedimiento de tratamiento final de 
extracción directa para preparar el producto para el proceso aguas abajo.55

[0287] Tratamiento final de filtración: El lazo de control de pH se apagó y se añadieron 13 g de Solka – floc al 
recipiente seguido de HCl 12 M hasta un pH de 2 – 3. La reacción se dejó madurar aproximadamente durante 1 – 2 
horas a 45 ºC y a 1000 rpm. La suspensión se filtró (por ejemplo, en un plástico filtrado de Buchner con papel de 
filtro en una escala de 1 kg o un filtro de chispa sin bucle reciclado en la escala de planta piloto). El recipiente y el 60
filtro se enjuagó con 1 L de 0,01 N HCl. A este filtrado de ácido acuoso se le añadió 3 L de IPAC y el pH de la fase 
acuosa se ajustó a un pH de 11 con NaOH 19 N. Las capas se agitaron, más tarde se dejaron sedimentar y se 
separaron (con leve calor o un vacío que acelera la separación de la fase). Esto se repitió dos veces más con 3 L de 
IPAC y los orgánicos combinados se lavaron con 3 L de salmuera (pH 11). La solución resultante de IPAC de base 
libre de Sitagliptina se analizó para determinar (rendimiento del análisis entre el 88 – 92 %; 882 –922 g) y el 65
disolvente se cambió a IPA por mediante aguas abajo para producir el fosfato monohidratado de Sitagliptina.

Componente de reacción Cantidad Equivalencia en moles
Crudo 3 757 g (1,86 mol) 1,0
45 % p / p de H3PO4 411 g (1,89 mol) 1,02
Agua 347 + 491 + 100 mL 0,017
Isopropanol 1,63 + 1,36 + 0,17 + 0,5 + 0,5 + 1,65 L
Semilla 1,4 L 0,005
88/12 isopropanol / agua
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[0288] Tratamiento final de extracción directa: El lazo de control de pH se apaga y se añadió HCl 12 M hasta 
conseguir un pH de 2 – 3. La reacción se dejó madurar durante 1 – 2 horas a 45 ºC y a 1000 rpm. La mezcla se 
enfrió a temperatura ambiente y se añadió a continuación 3 L de IPA, seguido de 3 L de IPAC. El pH de la capa 
acuosa se ajustó a 11 con NaOH 19 N. La mezcla se agitó entre 20 – 45 ºC (el calor puede utilizarse para romper la 5
emulsión), se dejó sedimentar y se separó. La capa IPAc/IPA se apartó y la capa acuosa se extrajo con 3 L de 80/20 
(vol / vol) de IPAc / IPA. Los extractos combinados de IPAC/IPA se lavaron con 3 L de salmuera. La solución 
resultante de IPAc / IPA de la base libre de Sitagliptina se analizó para determinar (rendimiento del análisis entre el 
87 – 90 %; 872 –902 g) y el disolvente se cambió a IPA mediante aguas abajo paroducir el fosfato monohidratado de 
Sitagliptina.10

Ejemplo 16: Proceso IV para incrementar la conversión del sustrato de cetoamida en Sitagliptina

[0289] El siguiente ejemplo ilustra un cuarto proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversión del 
sustrato de cetoamida en un producto de base libre de Sitagliptina y la posterior preparación del fosfato de 15
Sitagliptina. Normalmente, el proceso utiliza el mismo equipo y condiciones descritas en los Ejemplos 12, 14 y 15 
aunque con algunas modificaciones que se detallan a continuación.

[0290] Se preparó una solución tampón combinada 0,59 L solución de isopropilamina 4 M, 0,67 L de agua y 39 mL 
de trietanolamina entre 0 – 35 ºC. El pH del tampón se ajustó entre 8,4 – 9,2 a 20 – 25 ºC utilizando ácido clorhídrico 20
12 N. Esta mezcla se cargó con 1,22 g de PLP y 16,25 g de polipéptido de transaminasa de la SEC ID Nº 110 a 15 –
25 ºC. El PLP y la enzima se disolvieron agitándolos. A continuación, se cargó la mezcla con 0,72 L de DMSO a 15 –
46 ºC mínimo durante 30 minutos. La mezcla enzimática se calentó a 44 – 46 ºC y se ajustó a un pH entre 8,4 – 8,7 
con solución isopropilamina 4 M. Hasta que no se enfrió la mezcla enzimática de la siguiente reacción, se controló el 
pH y se cargó en cuanto fuese necesario solución de isopropilamina 4 M para mantener el pH dentro del intervalo 25
8,4 – 8,7.

[0291] El sustrato de cetoamida, 4 – oxo – 4 – [3 – (trifluorometil) – 5,6 – dihidro [1,2,4] triazol [4,3 – a] pirazina – 7 
(8H) – il] – 1 – (2,4,5 – trifluorofenil) butan – 2 –ona (406,28 g, 1,00 mol) se disolvió en 0,48 L de DMSO y la solución 
de DMSO / cetamida se añadió a la mezcla enzimática aproximadamente entre 2 – 8 horas. Esta mezcla enzimática30
se dejó reaccionar a 44 – 46 ºC y un pH de 8,4 – 8,7 durante otras 7 – 22 horas. Durante la adición de la solución de 
DMSO / cetamida y su posterior reacción, la presión del reactor se varió en cuanto fuese necesario para evaporar la 
acetona y, de ese modo, impulsar a la reacción a formar el producto de base libre de Sitagliptina. Además, durante 
el curso de la reacción, se cargó una solución de isopropilamina 4 M (mínimo 0,25 L o 1,0 mol equiv) en cuanto 
fuese necesario para mantener el pH entre 8,4 – 8,7.35

[0292] La mezcla de reacción se enfrió llenando 65 g de Solka floc a 44 – 46 ºC. Tras llenarla con Solka floc, se 
cargó con ácido clorhídrico 12 N en la mezcla hasta alcanzar un pH de 2 – 3. La mezcla se agitó a 44 – 46 ºC con un 
pH de 2 – 3 durante al menos 3 horas. La mezcla se filtró a 44 – 46 ºC y la torta sobrante se lavó con ácido 
clorhídrico 0,01 N (1,02 L – 4,47 L). El filtrado combinado y lavado con ácido clorhídrico 0,01 N se enfrió a 15 – 25 ºC 40
y a continuación se añadió 2,44 L de acetato de isopropil (IPAc). El pH se ajustó entre 10,5 – 11,5 con hidróxido de 
sodio 19 N. La mezcla se agitó entre 15 – 40 ºC, se sedimentó, y se separó. La capa orgánica superior se apartó y la 
capa acuosa inferior se extrajo con 1,22 L de IPAc a 15 – 25 ºC. Los dos extractos orgánicos se combinaron y 
lavaron con agua (0,20 L – 1,23 L) a 15 – 40 ºC. La capa orgánica final proporcionó 4,07 L de una corriente de crudo 
de base libre de Sitagliptina en 100g/L (407,31 g, 1,00 mol) utilizada en la preparación del fosfato monohidratado de 45
Sitagliptina.

[0293] Los 4,07 L de la corriente de crudo de base libre de Sitagliptina se concentraron al vacío con 1,68 L a 20 –
35 ºC y el disolvente se cambió a isopropanol utilizando un mínimo de 2,52 L de isopropanol. Esta solución se cargó 
con 0,27 L de agua para disolver todos los sólidos. La adición de agua mejora la formación del monohidrato al inicio 50
de la cristalización. El ácido fosfórico acuoso (1,02 mol) se añadió a esta solución y se calentó para que se 
disolviese.

[0294] La solución se enfrió a 62 – 68 ºC, se sembró con 2,62 g de fosfato monohidratado de Sitagliptina molida 
(por ejemplo, promedio de 10 – 20 micrones superior o igual al 95 % entre 25 – 45 micrones como determinó el 55
análisis de Microtrac) y se dejó madurar durante 3 – 6 horas a 62 – 68 ºC. La suspensión se enfrió a 20 – 25 ºC 
durante al menos 2 horas. La suspensión se cargó con 0,48 L de isopropanol durante un mínimo de 2 horas 
mientras se mantiene una temperatura entre 20 – 25 ºC. La suspensión se enfrió entre 15 ºC y 20 ºC durante al 
menos 2 horas. La suspensión se filtró entre – 15 ºC y 20 ºC y la torta húmeda se lavó con isopropanol acuoso 
(contenido mínimo de agua 8 % en peso). La torta húmeda se secó a una temperatura máxima de 45 ºC in vacuo60
para producir fosfato monohidratado de Sitagliptina.

Ejemplo 17: Proceso V para incrementar la conversión del sustrato de cetoamida en Sitagliptina

[0295] El siguiente ejemplo ilustra un quinto proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversión del 65
sustrato de cetoamida en un producto de base libre de Sitagliptina y la posterior preparación del fosfato de 
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Sitagliptina. Normalmente, el proceso a gran escala utiliza el mismo equipo y condiciones descritas en el Ejemplo 16 
aunque con algunas modificaciones que se detallan a continuación.

[0296] La solución tampón se preparó añadiendo 50,68 L de solución isopropilamina 4 M, 58, 1 L de agua y 3,36 L 
de trietanolamina a 20 – 25 ºC. El pH del tampón se ajustó a 8,8 – 9,2 a 20 – 25 ºC utilizando ácido clorhídrico 12 N. 5
La mezcla se cargó con 0,11 kg de PLP y 1,40 kg de enzima transaminasa de la SEC ID Nº 110 a 20 – 25 ºC. El 
PLP y la enzima se disolvieron mediante agitación (se confirma a los 30 min). A continuación, se cargó 61,76 L de 
DMSO en la mezcla a 20 – 46 ºC. La mezcla se calentó a 44 – 46 ºC, una vez alcanzada dicha temperatura, se 
cargó solución de isopropilamina 4 M para ajustar el pH a 8,4 – 8,7.

10
[0297] El sustrato de cetoamida (35.000 kg) se disolvió en 41,18 L de DMSO y esta solución de DMSO / 
cetoamida se añadió a la mezcla aproximadamente durante 2 – 3 horas. La mezcla se dejó actuar a 44 – 46 ºC con 
un pH de 8,4 – 8,7 durante otras 12 – 22 horas. Durante la adición de la solución de DMSO / cetoamida y su 
posterior maduración, la presión del reactor varió para eliminar la acetona (condiciones de presión normales para la 
eliminación de acetona: ~ 325 – 350 mm vacío Hg y ~ 3 – 6 scfm barrido de espacio de cabeza con nitrógeno). 15
Además, durante el curso de la reacción, se cargó con solución de isopropilamina 4 M cuanto fuese necesario para 
mantener el pH entre 8,4 – 8,7. Los resultados de la conversión de reacción fueron entre un 88 – 93 % tras 15 – 17 
horas de tiempo de reacción total que incluye el tiempo de transferencia de DMSO / cetoamida. 

[0298] La reacción se enfrió llenando 5,60 kg de lechada de Solka floc en 42 L de agua. Tras llenar el Solka floc, 20
se cargó ácido clorhídrico 12 N en la mezcla hasta alcanzar un pH de 2 – 3. La reacción se agitó a 44 – 46 ºC con un 
pH de 2 – 3 durante 3 horas. La mezcla se filtró a 44 – 46 ºC y la torta sobrante se lavó con 154 L con solución de 
ácido clorhídrico 0,01 N.

[0299] El filtrado combinado y la solución de lavado se enfriaron a 15 – 25 ºC y se añadió 210 L de acetato de 25
isopropil (IPAc). El pH de la mezcla se ajustó a 10,5 – 11,5 con hidróxido de sodio 19 N. La mezcla se agitó a 15 –
25 ºC, se sedimentó, y se separó (Extracción # 1). La capa orgánica superior se apartó y la capa acuosa inferior se 
extrajo con 105 L de IPAc a 15 – 25 ºC (Extracción # 2). Los extractos orgánicos se combinaron y se lavaron con 
17,50 L de agua a 32 – 38 ºC (Extracción # 3). La capa orgánica resultante produjo 29,44 kg de análisis de corriente 
de crudo de base libre de Sitagliptina (~ 85,9 % de rendimiento de análisis).30

[0300] La corriente de crudo de base libre, 294,40 L en 100 g / L (29,44 kg, 72,28 mol), se concentró al vacío (30 –
60 mmHg) en 121,59 L a 20 – 35 ºC. La mezcla se disolvió cambiando de isopropanol utilizando 182,39 L a 
isopropanol. La mezcla se cargó con 19,72 L de agua para disolver todos los sólidos. A continuación, se añadió a la 
mezcla 15,87 kg de ácido fosfórico acuoso al 45 % en peso, que se calentó a 72 – 80 ºC para que se disolviera. La 35
solución de la mezcla se enfrió a 62 – 66 ºC y se sembró con 0,19 kg de fosfato monohidratado de Sitagliptina 
triturada. La mezcla se dejó madurar durante 3 horas a 62 – 66 ºC y se enfrió a 20 – 25 ºC durante 2 horas. La 
mezcla se cargó con 34,40 L de isopropanol durante 2 horas mientras se mantenga la temperatura de la mezcla a 20 
– 25 ºC. La mezcla se enfrió entre – 15 ºC y 0 ºC durante 2 horas. La suspensión se filtró entre – 15 ºC y 0 ºC y la 
torta húmeda se lavó con 70,05 L de isopropanol acuoso (8 % de agua en ps mínimo). La torta húmeda se secó a 40 40
ºC in vacuo para producir el fosfato monohidratado de Sitagliptina (37,34 kg físico, rendimiento ~ 98 %).

[0301] Si bien se han ilustrado y descrito numerosas realizaciones específicas, se apreciará aquellos cambios que 
puedan realizarse sin desviarse del alcance de las reivindicaciones.

45

50

55

60

65

E10746948
21-02-2014ES 2 448 816 T3

 



ES 2 448816 T3 

LISTADO SECUENCIAL 

5 
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MUNDORFF , bUy 
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10 J ANEY , Jacob M. 

<120> BI OCATALlZADOR TRANSAM INASA 

<130> J762 4 7 - 0J5WO 
15 

<150> H/ l SS, 902 
<151> 2009-02-26 

20 
< 1 60> >6. 

<170> Puente en vers ión 3.5 

<21.0> 1 

25 
<21 1 > '" <21.2> ." 
<21.3> Secuencill Artifi cial 

<220> 

30 <223> ATAl. 11 

< 400> 1 
atOJ"qc:tttct c t qctqacae ctctg ••• t c gtt t.cacee acqacaccq9 tct99actat " 

35 atcacctac:t c:tqac:tacqa actqqacccq qctaacc:c:qc tqqc:tqqtqq tqc:tgcttgq 120 

atcg •• ggtq ctttcgttcc gcc qtctqaa qctcqtatct ctatcttc'ij'& cC"''ilqqttac 180 

ctqeactctq acqttaccta caccqttttc cacqtttqqa acc¡gtaa cqc tttccqtctq 240 

40 
qacqa<::caca tcq •• cqtct qttctcta ac qctqaatcta tqcqtatcat cccqccqctq JOO 

acccaggacq aaqtt •• aqa aatcqctctq qaactqqttg et &IIIIIICCOjJII IIct.qcqtqllll 360 

45 qCllttcqttt ctqtttCtllt cacccqtqqt tactcttctll ccccaqqtqll a ctJtqacatc . 20 

IIccllaacllte qtecqea qqt ttlleatqtae qetqttceqt aeellqtqqat eqtaccqttt 480 

qaeeqeatee 0jJt OjJ a cqOjJt. 0jJt. tcacqctlltOjJ qttqctellqt ctqttcqtcq tacteeqcqt 540 
50 

tcttet a t cq acccqcaqqt taaaaa cttc caqtqqqqtq acctqatccq tqeaqttcaq 600 

qaaacccacq aeeqtqqttt egaaq etecq ctqctqetqq acqqtqacqq tct qctggct "O 

55 qaa qqttctq qtttcaacqt tqttqttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 720 

qct9ctctgc eqqqtatcae ecqtaaaacc qttet9galla tcqctqaatc tctqqqtcae "O 

gaaqctatcc tqqctqacat caccctgOjJct qaactqctqq acgctgacga aqt tctqqOjJt 840 
60 

tgcilctaccq c tgqtOjJOjJtqt ttq9ccqttc OjJtttctqttq acgqtaaccc qatctctgac '00 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctate a tccqtcqtt act qqgllllct gllll-cqttq lla '60 
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tcttcttctc tqctgacccc qqtacaqtac taa 

<210> 2 
<211> 330 
<212> ORT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> ATAl17 

<400> 2 

Met Ala Phe Ser Ala Aap Thr Ser Glu 
, 5 

Ila Val Tyr Thr His 
>O 

A.p 

" 
Gl.y Leu Allp 'l'yr 

20 
I1a Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Aap 

25 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

T<p 
40 

I1e Glu Gly Ala >he 

" 

P<o 
30 

Ala Asn 

Val Pro Pro 

"r Glu Ala Arq Ile ser 
50 

ne 
55 

Phe Asp Gln Gly Ty< 
60 

Le1,l Hi .. Ser ~p 

Val Thr Tyr Thr Val 

" 
Ph. 

" 
G'y 

" 
As n Ala Phe Arq Lou 

BO 

A8p Aap Hia 11., Glu 

" 
Arq Leu Phe Ser Aan 

90 
Ma Gl.u Ser Met Arq 

" 
ne 

rle Pl'Q Pro Leu 
>O, 

Thr Gln I\.sp Gl.u Val Lys Glu I1., Ala 
>OS 

Ly. 
U5 

Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ph. Val Ser 

'" 
va> 
m 

Le ... Glu Leu 
U O 

Ser Ile 'l'hr 

Arq Gly Tyr Ser Ser 'l'hr 
UD 

Pro Gly Gl.u Arq Allp 

'" 
n. 

'" 
'l'hr Lys Bis Arq 

Pro Gln Val 'l'yr Met 
U5 

Aap Arq I1a Arq Aap 

'" 

'l'yr Ala Val P1'o 'l'yr 
>SO 

G'n 
m 

Trp 11e Val Pro P>e 

'" 

A.rq 'l'hr Pro Arq 

'" 
Ser Ser Ile A8p Pro 

U5 
Gln Val Lys Asn >he 

>90 
Gln Trp 
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Gly Asp Leu 

'" 
11a Arq Ala Val Gln 

>O, 
Gl ... Thr His Asp Arg 

>O, 
Gly Phe Gl u 

Ala PrQ Leu Leu Leu Asp 

'" 
Phe Aan Val Val Val 

'" 
n. 
>JO 

Gly Asp Gly Leu Leu 
m 

Lya Asp Gly Val Val 

'" 

Ah 
,>O 

Gl.u Gly Ser Gly 

Arq Ser Pro Gly Arq 
,<O 

Ala Ala Leu Pro Gl y 

'" 
11e Thr Arg Lys Thr Val Leu Gl... 11e 

'" 
Ah 

'" 
Gl u 

Ser Leu Gly 'h 

'" 
Glu Ala l1e Leu Ala Aap I1e Thr Leu 

'" 
Ala 

'" 
Glu Leu 

Leu Asp Ala 
m 

Aap Glu Va l Le1,1 Gly Cy s Thr Thr Ala ,,, Gly 

'" 
Gly Val Trp 

Pr o Phe Val Ser Val Asp 

'" 
Gly 

'" 
Asn P r o l1a Ser Asp 

JOO 
Gly Val P r o Gly 

Val The Gln Ser t l e t1e Arq Arq Tyr Trp Gl ... Le ... A,n Val Glu 
m 310 315 

Ser Se r Ser Leu Leu Th r Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> 3 
<211> '" <212> AO' 
<2 13> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATAl 17 

<400> 3 
atgqctttc:t c:tgc:tgacac ctctgaaatc: qtttBcaccc acqacacc:qq tctqgactat 

atcac;:c:tact c:tgactacga aetggacc:c:g gct •• c:c:c:qc: tqqc:tqqtq9 tqctqc:ttqq 

atc:qaaqqt'ij' c:tttc:c¡ttc:c qccqtct'ij'aa qc:tc:qtatc:t c:tatc:ttC:'ij'a c:ca'ij''ilqttac 

ctqcactctq acqttaccta caccqqc¡ttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttc:cc¡tctq 

qacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctqaatcta tqcc¡tatcat cccqccqctq 

acccaqqac:q aaqttaaaqa aatc'ij'ctctq qaactqqttq ctaaaaccqa actqcqtqaa 

qcaqtcqttt ctqtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccaqqtqa acqtqacatc 
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aeeaaacate qtccqcaqqt ttacatqtac qctgttccqt accagt9'gat cqtaccqttt 

qaccqcatcc qtqacgqtqt tcacqctatq qttc¡ctcaqt ctqtt cqtcq taetccgcqt 

tcttctatcg acccqcaqqt taaaa acttc caqtgqgqtq acctgatccq tqcaqttcaq 

qaaacccacq aceqt 9qttt cqaaqctccq ctqctqctqq acqqtqac9Q' tctqet99ct 

gaagqtcc99 qttteaacqt tqttqttatc ...... qacqqtq ttqtt cqttc tccqqqtcqt 

qctqc:tetqc: C'iJ9qtatcac ccqta.aaec: qttctqga aa tcqctgaa tc tctqqqtcac 

qaaqctatcc tqgctgacat caccctqqct qaactqc:tq<¡ acgctqacqa aqttctqgqt 

tqcaet.ceq qtqqtqqtqt ttqqcc;ttc qtttctqttlJ acqqtaaccc qatctctqac 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt !lctqqqallet gaaeqttqaa 

tcttcttctc tqctgacccc qqtaeaqtac 

<2 1 0> 4 
<211> 330 
<2 1 2> PRT 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<.00> 4 

Ho' Ala Phe '"' Ah Asp Thr Ser G1u no Val Tyr Thr aia A.p Th< 
1 5 10 15 

Gly Leu Aa p Tyr 
20 

l:le Thr Tyr Ser Asp 
25 

Tyr Glu Leu Asp P r o Ala Aan 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Al. 
35 

T<p 
40 

110 Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 
45 

Ser Gl u Ala Arq I le Ser 
50 

11e Phe Asp Gln Gly 
55 

Ty< 
60 

Leu a i a Ser Asp 

Val Thr Tyr Thr Gly 

" 
>he 
70 

His Val Trp Asn Gly Aan Ala Ph. Arq 

" 
ASp Asp His Ile Glu Arq Leu Phe Ser 

" 
Asn Ala Glu Ser MIIt 

" 
A<q 

" 

LOO 

SO 

nO 

Ile Pro Pro Lau 
100 

Th r Gln Asp Glu Val Lys Glu 11e Ala 
lOS 

Lo. 
110 

Glu Leu 

58 

4 " 

540 

600 

660 

no 

780 

.40 

900 

,,, 
"O 
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115 120 

Acq Gly Tyr Ser Ser Tnr 
DO 

Gly Gh. Arg Asp H. 
140 

Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Met 
1<5 

Tyr Ala Val PrQ Tyr 
lSO 

Asp Arg Xle Arg Asp Gly Val Bis Ala 
165 

Me< 
170 

Gln 
m 

Trp 11 .. Val pro 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

Ph. 
lOO 

Arq 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser I1e Asp 
180 

><0 
185 

Gl.n val Lys bn Phe 
190 

Gln Trp 

Gly Asp Leu 
195 

11e Arq Ala Val. Gl.n 
200 

Glu Thr His A3p Arq 
20' 

Gly Phe Gl.u 

Ah ><0 
210 

Leu Leu Leu Asp Gly Asp Gly Leu Leu 
m 

>.1.. 
220 

Gl.u Gl.y Pro Gly 

Pha Asn Val Val Val 

'" 
1le Lys As p Gly Val 
2JO 

Vol 
235 

Arg Ser Pro Gly Arg 

'" 
Ala Ala Leu Pro 

Ser Leu Gly His 
260 

Gly 
245 

Ila Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu 11e 
2SO 

Glu Ala IIa Leu Ala Asp ¡le 'rne Leu 
265 

Alo 

'" 

A.ta 
255 

Gl. 

Glu Leu 

Leu Aap Ala Aap Glu Val Leu 

'" 
Gl.y Cya 'rhe 'rhe Gly 
280 

Gly 
285 

Gly Val Trp 

" 
Pro Phe Val Ser Val As p 

290 
Gly 

'" 
Aan Pro Xle Ser Asp 

300 
Gly Val Pro Gly 

Pro Val The Gln Ser 
3" 

He 
310 

1le Arq Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
315 

Ser Ser Ser Leu Leu The Pro Val Gln Tyr 

<210> 5 
<211> 990 
<2 12> ADN 

325 330 

Gl. 
320 

65 <213> Secuencia Artificial 
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'<220 ... 
<223,. Variante de ATA117 
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atqgctttct ctgctgacac ctctgaaatc qtttacaccc acgacaccgq tctqgactat 60 

ate.cet.ct ctgactacqa actqgacccq qota.ccoge tqgctqgtqq tqctgcttqq 120 

atcq •• qqtg ctttcqttcc qccqtctq •• qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqttac '" 
ctqcactctq acqctaccta caccqqqttc cacqtttqqa acqqt •• cqc tttccgtctq 240 

qacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctg •• tcta tqcqtatcat cccqccqctq 300 

acccaqqacq .sgtt •• aga .atcqctctq q •• ctqqttq ct •••• cog. actqcqtq.. 360 

qcaatcqttt ctgtttctat cacccgtqqt tactcttcta ccccaqqtga acqtqacatc 420 

accaaacate qtccqcaqqt ttacatgtac qctgttccqt accagtqqat cqtaccqttt 480 

qaccqcatcc qtqacqqtgt tcacqctatq qttqctcaqt ctqttcqtcq tactccqcgt 540 

60' 
qaaacccacq accqtqgttt cqaaqctccq ctqctqctqq acqqtqacqq tctqctqqct 660 

qaaqqtccqq qtttcaacqt tqttqttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 720 

qaaqctatcc tqqctqacat caccctqqct qaactqctqq acqctqacqa aqttctqqqt 840 

tqcactaccq ctqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttq acqqtaaccc qatctctqac 90. 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqaact qaacqttqaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac 

<210> 6 
<211> 330 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 6 

Met Ala Pha Ser Ala Aap Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr Hia Aap Thr 
, 5 10 15 

G1y Leu Asp Tyr 
2. 

I1e Thr Tyr Ser Asp Tyr G1u Leu Asp 
25 

Pro Ala Asn 
3. 

Pro Leu Ala G1y G1y Ala Ala 
35 

'<J> 

" 
I1e G1u G1y Ala 

60 

Phe Val Pro Pro 

" 

". 



ES 2448816 T3 

So. Glu Ala Arq lle Ser 
50 

lle Phe Asp Gln Gly 
55 

Ty. 
.o 

Leu His Ser Asp 

Alo 
65 

Thr Tyr Thr Gly Phe 
70 

Hi. Val Trp Asn Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
ASp Asp Hia lla Glu 

" 
Arq Leu Phe Ser Asn Ala Glu Ser Met 

90 
A<q 

" 

'e. 
80 

He 

lle Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 
>O, 

Vd 
>O, 

Lys Glu Ile Ala Leu Glu Leu 

11' 

Val Ala Lys 
U5 

Thr Glu Leu Arq Glu 

'" 
Ala l1e Val Ser Val 

'" 
Ser Il.e Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

,"O 

135 
Gly Glu ArIJ A3p no 

uo 
Thr Lya Bis Argo 

Pro Gln Val Tyr Met 

, " 
Tyr Ala Val Pro Tyr Gln Trp Ile Val Pro 
lSn 155 

Aap Arq l1e Arq Asp Gly Val Hia Ala 
165 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

",. 1<, 

Arq Thr Pro Arq 
>8, 

Ser Ser l1e Asp Pro Gln Val Lys Asn 
185 

»0 
190 

Gln Trp 

l1e Arq Ala Val Gln 
200 

Glu Thr Hia Asp Arq Gly Phs Glu 
20' 

Ala Pro 
21' 

Leu Leu Leu Asp Gly Aap Gly Leu Leu 
215 

Ah 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Pha Aan Val Val. Val. 
225 

Ala Ala Leu Pro Gly 
2" 

l1e Lys Aap Gly Val 
230 

Val ArIJ Ser Pro Gly 
235 

Ile Thr Arq Lyll Thr Val Leu Glu Ile 
250 

Ah 
255 

"'g 
2<, 

Glu 

Ser Lau Gly Hí .. 
260 

Glu Ala Ile Leu Al.. 
m 

Asp Ile Thr Leu Ala 

'" 
Glu Lau 

Le u A .. p Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly 
280 

Cys Thr Thr Al. Gly Gly Val Trp 
285 
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Pro Phe Va~ S~r Val Aap 
290 

Gly ,,, Asn Pro Ile Ser A.p 
300 

Gl.y Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

Ser Ser Ser Leu Leu 
325 

n. 
310 

:I1. Arq Arq Tyr Trp Glu Leu kIIn Val 
315 

Thr Pro Val Gln Tyr 
330 

Glu 
320 

15 <210> 7 
<211::> 990 
<212> ADN 
<213> Secuenci3 Artificial 

20 <220> 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

<223> Variante de ATA117 

< 4 00> 7 
atqqctttct ctqctgacac ctctqaaatc qtttacacce acqacaccqq tctqqactat 60 

atescetsct ctqactaeqa actqqacccq gota.ccoqe tqqctqqtqq tqctqcttqg 120 

atcqaagqtq ctttcqttcc qccqtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqttac 180 

ctqcactctq acqttaccta caccgttttc cacqtttgqa acqqtaacqc tttccgtctq 2<0 

qacqaccaca tcqaacqtct qttotctase qctqaatcta tqcqtatcat cccqccgctq 300 

acccaaqacq asgtta.aga aatcqctctq qaactqgttq ctaaaaccga qctqcqtq.a 360 

qcattaqttt ctgtttctat cacccqtgqt taetetteta eeecagqtga aeqtgacate 420 

accaaacate qtccgcagqt ttacatqtac gctqttccqt accaqtggat cqtaecgttt 48 0 

tcttetatcg aeeegeaqqt taaaaaette caqtgqggtg aeetqateeg tgeaqtteag 600 

qaaacccacq aecqtqqttt cqaaqctceg etgetgetgg acgqtqaegg tctqctg9ct 660 

gaagqtcegq qtttcaaeqt tqttqttatc aaagaegqtq ttqttcgttc teeggqteqt 120 

qctqetetqe cgggcateae ccgtaaaacc qttctggaaa tegctgaate tctqgqtcac ,"o 

gaagctatcc tqqctqacat caccctgget gaaetgctqg aeqctqaeqa aqttctggqt 840 

tqcaetaccg gtqqtggtgt ttggceqttc qtttetgttg acgqtaacce gatctctgac 900 

ggtgttecgg gtccggttac ccagtctatc atccgtcqtt actqqqaaet qaaegttgaa 

"210> 8 
"211> 330 
,,21 2> PRT 

62 

960 

'" 
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATAl17 

<400> 8 

Het 
1 

Ala Phe Ser AJ.a , A.sp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Th:r; His 
10 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp 
25 

,"o 

30 

A.p 
15 

Tbr 

Ala Asn 

Pro Leu Al. Gly Gly AJ.a Ala 
3S 

Trp 
40 

Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 
45 

Ser Glu Ala Arq I1e Ser 
50 

Ile Phe Asp Gln Gly 

" 
Tyr 
60 

Leu Bis Ser Aap 

Val Thr Tyr Thr val 

" 
Bis Val Trp Asn Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
'eu 
8. 

A.sp A.sp Bis I1e Glu Arq Leu Phe Ser 
85 

Ile Pro Pro Leu Thr Gln Aap Glu ,.0 V.l ,.5 

Asn Ala Glu Ser Met 
90 

Lys Glu Ile Ala Leu 
110 

Ar. 
" 

n. 

Glu L .. u 

Val. Ala Lys 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu Ala Leu Val Ser Val Ser Ile Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Pro 
135 

120 125 

Gly Glu Arq Asp n. 
140 

Thr Ly.s 81.11 Arq 

Pro Gln Val Tyr Het 1<, Tyr ~a Val Pro Tyr 
15. 

Gl. 
155 

Trp Ile Val Pro >he 
160 

Asp Arq Ile Arq Asp Gly Val Hia Ala Met 
165 170 

Val Ala Gln Sel;" Val Arq 
m 

Argo Thr Pro Arq 
180 

Ser Ser 11e Asp Pro 
185 

Gln Val Lys Asn 

Gly As p Lau 

'" 
11e Arq Ala Va l Gln Glu Thr His A8p 

200 

>he 
190 

Gln Trp 

Gly Ph" Gl.u 

65 Ala Pro Leu Leu Leu Asp Gly A.p Gly Leu L .. u Ala Clu Gly Pro Cly 

63 
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210 

Phe A,¡m v.l Val Val. 

'" 
ne 
230 

Lys Asp Gl.y Val. Vd 
235 

220 

Arq Ser Pro Gly A<q 

'" 
Al. .. Al.. Loou p¡:o G>y 

'" 
I l e Thr Arq Ly. Thr Val Leu GJ.u ¡le 

m 
Ah 

'" 
Ser Le u Gly His 

260 
Glu Al. 1:1. Leu Al. JUlp I1. Thr Leu 

'" 
Ah 
"O 

Glu Leu 

Le. "p AJ.. Asp Glu Val Leu G>y Cys Thr Thr Gly G>y Gly Val Trp 

'" 280 '" 
"o Ph. V .. l Ser Val Asp G>y Aan Pro Ile Ser Aap Gly Val P r o Gly 

'" 295 300 

Pro Val Thr Gln Ser n. Ile Arq Arq 'ry r T<p GJ.u Leu Asn Val G>U 
,O> 3>0 m 320 

Ser Se r Ser Lau Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> , 
<211 > "O 
<212> AO' 
<213> Secuencia Artifi c ial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA1 17 

< 4 00> , 
at99ctttct ctqctqac: .. c;: ctctq ... atc: 'ltttacacee acgacaceqq tctgqactat 

ateacetact ctqactacg8 actqqacccq gctaacccqc tqqctqgtqg t qctqctt99 

atcqaaqqtg ctttc:gttcc qcc:qtctqaa qctcqtatct ctatcttcga ccaqqgttac 

etgcactctO;J acqttaccta caccqttttc cacqtttqqa .. cqqt .... cqc tttccqtctg 

9 .. c9 .. cc .. ca tcgaacqtct qttctctaac qctqaatct .. tqcq'tatcat cccqccqctq 

... """aggaog a .. qttaaaga aat"g"totg gaaotgqtt q cta .. a .. ocg .. ",ctgcqtga .. 

gcaatcgttt ctq'tttctat cacccgtgqt ta"tcttctiJ ccccagq'tga acqtgacatc 

iJccaaac .. tc qtccgcagqt ttacat9t ac qctqttccqt acciJgtqqat cqtaccqttt 

g .. ccqcatcc qtgacgqtgt tcac9ctatg gttqctcaqt ctqttcqtcg tactccgcqt 

tcttctatcg .. cccqcaqgt taiJiJaacttc cagtgqgqtg a cctqatccq t qcaqttcag 

64 

" 
>20 

>OC 

'" 
300 

'" 
'" 
<SO 

,.o 

600 
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gilaacccacq accgtqgttt cqaagctccg ctqctqctgo¡ acqqtqacqq 

gaaqqtccqq gtttcaacqt tqttgttatc aaagacqgtq ttgttcgttc 

gctqctctgc c:gqgtiltcac ccqtaaaacc gttctggaaa t.cgctgaatc 

gil..qctatcc tqqctga cat caccctqgct gaactqctqq acqctgilcqil 

tgcactaccg gtgqtqqtqt ttqqccqttc qtttctgttg acggtaaccc 

gqtgttccgg qtccqqttac ccagtctatc atccqtcqtt actqqgaact 

tcttcttctc tgc:tg.u;:ccc qqtacaqtac 

<210> >O 
<211> 330 
<212> 'RT 
<2 13> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<400> >O 

Met AÁa Phe Se~ ~a As p Thr Ser Glu Ila Val Tyr Thr His 
>O , 5 

Gly Lau Asp Tyr 
20 

I1. Thr Tyr Ser ~p Tyr Glu Lau Aap 
25 

,<o 
30 

tctqctO¡9ct 

tccqqgtcqt 

tctggqtcac 

agttctggqt 

gatctctqac 

gaac:qttgail 

A.p 

" 

Pro Leu A1a Gly Gl.y Al. a Al.1I 
J5 

' <p 

" 
I l .. Gl u Gly Al. a Phe Val. Pro Pro 

OS 

Ser G1u A1~ Are¡ 11e Ser 
50 

11. Ph. Asp G1n G1y Tyr Leu Kis Ser Asp 
55 60 

Vd 
65 

Thr Tyr Thr Va1 Ph • .Riill Va1 Trp Ailln 
70 

Allp Allp Ris :U. G1u Arq Leu Phe Ser 
85 

A,o 
90 

G1y A41n A1a Phe Are¡ 
75 

A1a G1u Sli!r Met ". " 

Le. 
80 

ne 

11e Pr o Pro Lli!u Thr G1n Asp G1u 
>O, 

Vd 
'OS 

Lyill G1u I1e A1a Lo. 
no 

G1u Leu 

Va1 A1a 

Arq G1y 

'" 

Ly. 
as 

Thr G1u Leu Arq G1u A1a 11" va1 Ser 

'" 
Tyr Sli!r Ser Thr Pro G1y G1u Arq Asp 

'" 

65 

ne 
u o 

Va> 

'" 
Ser 11e Thr 

Thr Lys Kis Arq 

." 
720 

780 

." 
90O 

'" 
.. O 



Pro Gln Val Tyr Met 
U5 

Asp Arq 11. Arq Asp 

'" 

ES 2448816 T3 

Tyr Ala Val Pro Tyr 
>5, 

Gly Val Bis Ala Het 
no 

G>n 
155 

Trp Ile Val PrQ 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

>h. 

'" 
Aro 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp 

lB' 
Pro Gln Val Lys Asn 

'" 
". U, Gln Trp 

Gl.y Aap Lau 
lOS 

I1e Arq Ala Val Gln Glu Thr H~a Aap 

'" 
Arq 

'" 
Gly Pha Glu 

Ala Pro Lau Leu Lau Aap 
'lO 

Gly Asp Gly Lau Lau 
215 

Al. 

'" 
Glu Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 
22S 

Ala Ala Leu Pro Gly 

'" 

n. 

'" 
Lys Asp Gly Val v.l 

235 
Arq Ser Pro Gly 

Ile Thr Arq Lya Thr Val Lau Glu I1e 
'50 

Ah 
2S5 

Aro 

'" 
Glu 

Ser Leu Gly Bis 
'60 

Glu Ala I1e Lau Al.a Asp I1e Thr Leu 
26' 

Al. 

'" 
Glu Leu 

Lau Asp Ala Asp Glu Val Lau 

'" 
Phe Val Ser Val Aap 
'90 

Gly 

'" 

Gly Cya Thr Thr Gly ,,, 

A.n Pro 11. Se r Aap 
30' 

Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
30' 

n. 
310 

:Ue Arq Arq Tyr Trp 
3>5 

Glu Lau Aan Val Glu 

3" 

Se r Ser Ser Leu Lau Thr Pro Val Gln 
325 

<210> 11 
<211> '" <212> ." 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATAl17 

<400> 11 

Tyr 
330 

a~qq~~tt~t ~tq~tqa~a~ ~t~tqaaat~ qtttaea~~e aeqa~a~~qq t~tqqa~tat 
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atcacctact ctqactacqa actqqacccg gotaaccoge tqqctqqtqg tqctqcttgq 120 

atcqaaqqtg ctttcqttcc qccgtctgaa qctcgtatct ctatcttcqa ccaqqqttac 180 

ctqcactctq acqttaccta caccgttttc cacgtttqqa acqqtaacqc tttccqtctq 240 

qacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctgaatcta tqcgtatcat cccgccgctq 300 

acccaqqacq asgttaaag. aatcqctctq qaactqgttg ctaaa8ccga actqcqtgaa 360 

qcattaqttt ctqtttctat cacccgtqqt tactcttcta ccccaqqtqa acqtqacatc 420 

accaaacate qtccqcaqqt ttacatgtac qctqttccqt accagtqqat cqtaccgttt ... 
qaccgcatcc qtgacqqtgt tcacqctatq gttqctcaqq ctgttcgtcq tactccqcqt 540 

tcttctatcq acccqcaqqt taaaa.ctte caqtqqgqtg acctqatccq tgcaqttcaq 600 

qaaacccacq accgtqgttt cg •• goteeq ctqctqctqg acggtqacgq tctqctgqct 660 

gctgctctgc cgqgtatcac ccgtaaaacc gttctggaaa tcgctgaatc tctgggtcac 78. 

gaagctatcc tgqctgacat caccctggct qaactqctqq acqctqacqa agttctqqgt 840 

tgcactaccg gtggtqgtgt ttggccqttc qtttctgttg acggtaaccc gatctctqac , .. 
gqtgttccgg qtccgqttac ccagtctatc atccqtcgtt actgqgaact gaacqttgaa 960 

tcttcttctc tgctqacccc qqtacaqtac 990 

<210> 12 
<211> 330 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 12 

... t 
1 

Ala Poe Ser Ala Asp Thr Ser Glu 
5 

1le Val Tyr Tor Kis 
10 

Gly Leu Asp Tyr 2. ¡le Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp 
2S 

". 
30 

A •• 
15 

Th, 

Ala Asn 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
3S 

Trp 

•• 
11'1 Glu Gly Ala 'h. 

" 
Val Pro Pro 

, .. Glu Ala Arq Ila Ser Ile Phe Asp Gln Gly 
50 55 

Ty. 

•• 
Lau Kis Sel; Asp 

Val Thr Tyr Thr Val Fhe His Val Trp Asn Gly Asn Ala Foa Arg Leu 

67 
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" 
Aap Asp Bis rle Glu Arq Leu PhI! Ser 

" 

" 
Asn Ala Glu Ser Het 

" 

80 

ne 

:Il.s Pro Pro Leu 
"0 

Thr Gln JUlp Glu Val 

'" 
Lya Glu Ile Al.a Ceu 

110 
Gl". Leu 

Val Ala Cyo 
as 

Thr Glu Leu ArO' Glu 

'" 
Ala Leu Val Ser Val 

'" 
Ser Ile Th¡:c 

Aro Gly Tyr Ser Ser Thr 

'" 
Pro Gly Glu ArO' Asp 

'" 
n. 
uo 

Thr Lya Bis ArO' 

Pro Gln Val Tyr Met ... Tyr Ala Val Pro Tyr 

"0 

A"p Arq 11. Arq Alllp Gly Val Bis A.l.1II 

'" 

.," 
'" 

Trp I1a Val Pro 

Val A.l.a Gln A.l.a Val 
m 

Ph. 
HO 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp pro Gln Val Lylll Asn Phe 
ao 

Gln Trp 
180 lB5 

Gly Asp 11. Arq Al.a Val Gl.n 
200 

Glu Thr Bis Asp Arq 
20S 

Gly Ph. Glu 

AJ.. Leu Leu Leu Asp Gly Asp Gly Leu Leu 
m 

Ah 

'" 
Gl ... G1-y Pl'O Gly 

Phe Aan Val Val Val 

'" 
ne 
230 

Lys Asp Gly Val Val Arq Ser pro Gly 
23' "'" 240 

Al. Ala Leu Pro Gly 

'" 
11e 'l'hr Arq Lys Thr Val Leu Glu Xle 

m 
Ah 
m .'u 

Ser Leu Gly 

Leu Asp Al.a 

'" 

Hía Glu Ala Xle Leu 
260 

Asp Glu Val Leu Gly 
280 

U. 
265 

Cys Thr Thr Gly 

Phe 
290 

Val Ser Val Asp Gly Asn Pro 11. Ser 
295 

Aop 
300 

." 
'" 

Ah 
no 

Gl.u Leu 

Gly Val Trp 

Gly Val [>ro Gly 

65 Pro Val Thr Gln Ser l1e l1e Arq ArO' Tyr Trp Gl ... Leu Asn Val Glu 

68 
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J05 310 31 5 320 

5 So< So< Ser Le ... Le. 'I'hr PrQ Val Gl.n Ty< 
325 330 

<210> U 
10 <211> "O 

<212> AO' 
<213> Secuencia Artifi cial 

15 
<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<4 00> 1 3 
.. 1:9'1<:1:t.tc:t <:t9c t 9 .. ca<: c t ctqaaatc gttt acac:c c lI."ga"&C<=99 t<:t99act• t " 20 atcacctact ctgaccacqa actgqacccq qctaacccqc: tqqctggtqg tgctqcttqq 120 

atc<¡aaqgtg ctttcgttcc qccqtct gaa gctcqtatct <:tatcttc9'" ccaqgqttac 180 

25 ctqcactctg acqctaccta caccqqqttc cacqtttgga acggtaacqc tttccgtctq 240 

qacqaccac a tcqaaegtet qttctctaac qctqaatc:ta tgcqtatcat cccqcc:qctq JOO 

acccilq9'ac9" a .. qtt .... q. .... tc9 ctct9 qallctgqttq ctaaaaccqa a ctqcqtgaa '" 30 
qcaatcqttt ctgtttctat cacc:c:qtqqt t&ctct.t.ct. cc:ccaqqtga acqtgaeatc: '" 
Ileca.acate qtcc'lcaqqt ttacat.gtac <;j'ctgttccgt accaqt9gat cqtaccgttt <SO 

35 gaccqcatcc gtgacqqtgt tcacqctatq qttqctcaqt ctqttcqtcq tactccqcqt 540 

tcttetateq acccqeaqqt taaaaaettc eaqtqqqqtq aectqatccq tqeaqt t caq "O 

qaaaeeeae'i aceqtg-qttt cg-ag-qeteeq etqctqetg-q aegqtqaeqq tctqetgg-ct '" 40 
qaaqqteeqq qttteaacqt tqttqttate aaaqaeqqtq ttqtteqtte teeqqqteqt '" 
qetqetctq<;: <;:qqqt;atcae ccqtaaaacc qttctq!ilaaa tcqctqaatc tctgqqt;ca<;: 780 

45 qaaq<;:tatc<;: tqqctqaca t c a ccctqqct qaactqctqq acqctqacqa aqttctqqqt .to 

tqcactaccq qtqqtqqt;qt ttg-qccqttc qtttctqttq acqqtaac<;:<;: qatctctqac 900 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqaact qaacqttqaa ,,, 
50 

tctt ettcte tqctqacccc qqtacaqtac "O 

<210", 14 
55 <211 '" 330 

<212'" ... 
<213", Secuencia Artifici al 

<220", 
60 <223'" Variante de ATA11 7 

<400", 14 

65 

68 



35 

ES 2 448 816 T3 

Met Ala PhI! Ser Ala Asp Thr: Ser Glu , , ne 

" 
Val Tye Thr Bis Aop 

15 

Gl.y Leu Asp Tyr: 

20 
Ile '['hr Tyr Ser Asp Ris Glu Leu Asp 

" 
Pro Ala A:m 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

'<» 
40 

Ile Glu Gl.y Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Ser Glu 

SO 
Ala Arq lle Ser lle Phe Asp Gln Gly Tyr Leu Ris Ser Asp 

55 60 

Ala Thr Tyr Thr Gly 
6S 

'he 

" 
His Val Trp Asn 

ASp Ae:p 81., Ile Glu Arg Leu Phe Ser 

" 
Asn 

" 

Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Ala Glu Ser Het Aro 

9S 

Cou 
80 

n. 

Ila Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 
'00 

Vd 

'" 
Lylll Gl\1 Xle Al. Leu n, Glu Leu 

Val Al. Lyo 
U5 

The Gl.u Leu Arq Glu 
L20 

Ala Ile Va! Ser Val 

'" 
Ser rle '['hr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
L30 

.<. 
DO 

Gly Glu Arq Asp n. U, ,[,hr Lys Ría Arq 

Pro Gln Val 't'ye Met 

'" 
't'yr Ala Val Pro '['yr Gln Trp ~le Val Pro 'he 

LOO 150 155 

Asp Arq :Il.e Arq Asp Gl.y Val. Rí .. Ua Mo!!t v .. l Ala Gln S .. r v"t ."'J 
165 170 175 

Arq Thr Pro Arq 

'"' 
Sar Sar Ile Asp Pro 

'" 
Gln Val Lys Asn Ph. Gln Trp 

'" 
Gly Asp Leu Ile Argo Ala Val. Gln 

195 200 
G~~ Thr Hi. A.p Arq G~y Phe G~u ,,, 

Ala Pro 
'lO 

Le~ Leu Leu A.p G~y A.p G~y LeU Le~ 
m 

Phe Aan Va~ Va~ Va~ 

'" 
ae 
>JO 

Ly. Aap G~y Val 

70 

VoL 

'" 

AL, 

'" 
G~~ G~y Pro G~y 

Arq Ser Pro G~y Ar9 

'" 
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Ala Ala L8U P r o Gly 

'" 
Ile Thr Arq Lys Th r Val Lel,l Glu Ile 

250 
A.t. 

'" 
Ser Leu Gly His 

"O 
G1u Ala Ile Leu Ala Asp Ile Thr Leu 

'" 
li. 

'" 
G1u 1.81,1 

Lou A.p Ala Asp G1u Val Leu 

'" 
Gly Cys Thr Thr Gl y 
,"O 

G'y 

'" 
Gl y Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
290 

G'y 
295 

Asn P r o 1le Ser 

Pro Val Thr Gl n Se r 
305 

n . 
no 

Ile Arg Arq Tyr T<p 

'" 
Se r Ser Ser Leu L8U Thr Pro Val Gln 

325 
Ty< 
330 

<210> " <211 > "O 
<212> AO' 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA11 7 

<400> " atqgctttet ctgc:tgacac etetg ••• tc qtttacaccc 

atc:acctact ctgllccacg'1I actqo¡&c:c:cg gctaacccgc 

atcgaaggtg ctttcqttcc qccgtctgaa qctcqtatct 

c:tgacttctg acgctaccta caccqqqttc cacgtttgga 

gacgaccaca tCg'aacqtct gttetet .... e g etq .... tet. 

.eee.qqaeq a.qtt •• aq. •• teqetetq qaaetqqttq 

<;I'eaatcqt.tt ctqt.ttctat caceeqtqqt tactcttcta 

accaaacatc qtccg'cag'g't ttacatg'tac g'ctqttccqt 

qaccqcatcc qtqacqqtqt tcacgctatq qt.tg'ctcaqt 

tcttctatcg' acccqcaqqt taaaaacttc caqtg'gg'qtg' 

qaaacccacg aceqtgqttt cqaqqctccg' ctgctqctqq 

g'aag'qtccq<jl' qttacaacqt tqttqtta tc aaag'acg'qtq 

g'ctqctctg'c cqg'qtatcac ceqtaa .... cc qttctqqaaa 

71 

A.p 
300 

Gly Val Po:o Gly 

G1u Leu Asn Val 

acqacacc9'9 tct9''iactat 

tgqctggtgq tqctgcttgg 

ctatettcqa ccagqqttac 

.. cg,.t .... c:gc: tttcc:gtc:tg 

tqeqtateat eeeqeeqetq 

etaaaaceqa .ctqeqtqaa 

ccccaqqt.<jI'a acqt.<;I'acatc 

accaqtg'g'a t cqtaccqttt 

ctqttcqtC<;l' ttctCC<jl'cgt 

acctg'atecg' tg'catqqca q 

a cqqtgaeqg tctqctgqct 

t tqtteqttc tccg'g'g't.cqt 

teqctqaatc tct99qtcac 

60 

'" 
,"O 

300 

'" 
"O 
'" 
600 

'" 
no 

780 
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ga.~etatcc tg9ctgacat caccctggct g •• ctqctgq acqctgacqa agttctqqqt 840 

tqctcaaccg qtgqtqgtgt ttgqccgttc qtttctgttq acqqtaaccc qatctctgac 900 

qgtgttccqq gtccqqttac ccagtctatc atccqtcgtt actqqqaact qaacqttqaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc qgtacaqtac 990 

<210> l' 
<211> 330 
<212> P" 
<213::> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> l' 
Met Al .. PhI! Ser 
1 

Ala Aap Thr Ser Glu , Il. Val Tyr Thr Hia 
10 

Aop 
1> 

Thr 

Gl.y LIIU Asp Tyr 
20 

1111 Thr Tyr Ser Asp aia Glu Leu Aap 

" 
Pro 
30 

Ala Aan 

PrQ Leu Ala 

" 
Gly Gly Ala Al.a Trp 

40 
Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro ., 

Ser Glu Ala Azq Ile Ser 

" 
n. 

" 
Phe Aap Gln Gly Tyr 

60 
Leu Thr Ser Aap 

' .lo 

" 
Thr Tyr Thr Cly Ph. 81. Val Trp Aan 

70 

Aap Aap His Ile Glu Arq Leu PhI! Ser 

" 
'.n 
90 

Cly Asn Ala Pha Arq 

" 
Ala Glu Ser Met Ar. 

" 

Leu 
SO 

n. 

Ile Pro Pro Leu 
100 

Thr Gln Asp Glu Val Ly. Glu 11. Ala 
,O> 

Leu 
110 

Glu Leu 

V.l Ala Ly. Thr Glu L .. u Arq 
115 

O'u 
120 

Al;!. 11 .. Val S .. r Val 
125 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
lJO 

Pro 

'" 
Gly Glu Arq Asp 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr Ala Val Pro Tyr 

'" 

72 

n. 
,<o 

Thr Ly" Hl" Arq 

Trp !le Val Pro Ph. 
160 
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165 170 

Arq Ser Pro Argo Ser Ser I l e Asp 
1 80 

,"o 

185 
Gln Val Ly s As n Ph. 

lOO 
Gln Trp 

Gly Asp r la Argo Al.a Trp Gl n Glu. The Kis Aap 
200 

••• 
20S 

Gly phe Glu 

AJ.a Pro Leu Leu Leu Aa p 
210 

Gly ASp Gly Leu Leu 

'" 
A1& 
m 

Glu Gly P r o Gl y 

Tyr Aan Val v al v a l 
225 

Ala Al.a Leu Pro Gly 
2<5 

U. 
'lO 

Lys Asp Gly Val Val Arq Ser Pro Gl y 

'" 
Ile Thr Arq Lys Thr Val. Leu Glu Ile 

m 
M . 
m 

A • • 
2<0 

G1. 

Ser Leu Gl y Ki . Glu A1a I le Leu 
260 

AJ.a Aap I le Th e Leu 
265 

Ah 
270 

Gl u Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly 
>SO 

Cya Ser Thr Gly Gly 
2as 

Gly Val. Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
290 

Gl y Aan Pro Ile Ser 

'" 
Aap 
JOO 

Gly Val Pro Gly 

P r o Val The Gln Ser 

'OS 
U. 
'10 

Ile Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val 

'" 
G1. 
m 

Ser Ser Ser Leu Leu The Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> 17 
<21 1> "O 
<212> 

'" <2 13> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223" Variante de ATA11 7 

<400> 17 
atqqctttct. Ct.qcto;J8cac ctctqaaatc qtttacaccc acqacaccqq tCt.qqllctat 

lltcacctact ctqllccacga actqqacccg gctaacccgc t ggctqqtqq tgctgcttqq 

atcqllllqgtq ctttcqttcc qCCqtCtqllll gctcqta tct CtlltCttCqll CCllqqqttllC 

ctqttctctg acgctaccta caccggqttc cacqtt.tqqa acgqtaacgc tttccqtctg 

73 

60 

120 

1 80 

,<O 
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gaegaceaca tcqaacqtct qttctctaac ¡ctgaateta tgcgtatcat cccgccgctg 300 

acceaggaeq a a gttaaaga aatcgctctg gaactgqttg ctaaaaccga actgcqtgaa '60 
gcaqtagttt ctgtttctat cacccqtgqt tactcttcta ceceatatga gcqtgacate 420 

accaaacate gtccgcaqqt ttacatqtac gctgttccqt accagtqgat cqtaccgttt 480 

g_ccgcatee qtgacgqtgt teaoqetatg qttgctcaqt ctgttcqtcq tactccgcqt ,<O 

qaaacccaeq accqtqqttt cqagctgccg ctgctgctqg acgqtgacgg tctgctggct 660 

gaagqtcc99 qttacaacqt tgttgttatc aaagacgqtg ttqttcqttc tccgqqtcqt 720 

gctgctctgc cqgqtatcac ccqtaaaacc qttctqqaaa tcqctgaatc tctqqqtcac 780 

¡aagctatce tggctgacat caccctggct gaactgctgq acqctgacga aqttctggqt 840 

tqctcaaccg gtqgtqqtqt ttqqccqttc qtttetqttq acqqtaaccc gatctctgac 900 

qqtqttccqq gtccqqttac ccaqtctatc: atc:eo¡teo¡tt aet9o¡o¡aaet o¡aaeqttqaa 

tc:ttettc:te tqc:tqaec:ee qqtaeaqtae 

<210> 18 
<211> 330 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 18 

Het A1a Phe Ser A1a Aap Thr Ser Glu , , 
Gly Leu Asp Tyr 11e Thr Tyr Ser 

" 
A'P 

" 

Ile Val Tyr Thr His 

" 
A.p 

" 
His Glu Leu Aap Pro A1a ~n 

JO 

Pro Leu A1. Gly Gly Al. A1. 

" 
T<p 

" 
Ile Glu Gly Ala Ph. Val Pro Pro 

" 
Ser Gl~ Al. Aro¡ 11e Ser 

SO 
U. 
55 

Phe ~p Gln Gly Tyr Leu Phe Ser Aap 

" 
Al. Thr Tyr Thr Gly 
65 

His Val Trp Asn 

Asp ~p His 11e Glu Arq Leu Phe Ser 

" 
A.n 

" 

74 

Gly Asn A1a Phe Arq 

" 
A1. Glu Ser Met ><q 

" 

Lou 
BO 

u. 

,,, 
,,, 



ES 2448816 T3 

11e Pro Pro Le ... 
100 

Thr Gln Aap Glu Val Lys Glu tle Ala 
>05 

Le. 
HO 

Glu Leu 

Val ~a Ly. Thr Glu Leu Axq 
H5 

Ala Val Val 5el' va> 

'" 
Ser Ile Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

, .. 
135 

Tyr Glu Arg' Asp n. 
140 

Thr Ly. His Arq 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr Ala Val Pro Tyr 
lSO 

Aap Arq tle Arq A.p Gly Val Ni. Ala Mat 
165 110 

Trp Ile Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
115 

,.. 
lOO 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser I1a ~p 
180 

Pro Gln Val Ly. kl:n 
185 

,.. 
190 

Gln Trp 

Gly Aap Leu 
195 

tle Arq Ala tle Gln 
200 

Glu Thr H1a Asp Arq Gly Phe Glu 
205 

Lo. Pro Leu Leu Leu Asp 
210 

Gly 
215 

Aep Gly Leu Leu Ala 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Tyr Asn Val Val Val 
225 

Ala Ala Leu Pro Gly 

'" 

n. 
230 

Lys Asp Gly Val Val Arq Ser Pro Gly 
235 

11. Thr Arq Ly. Thr Val Leu Glu 11. 
250 

Aro 
240 

Gtu 

Ser Leu Gly Ria 
2" 

Glu Ala t1e Leu Ala Aap 11. Thr Leu 
265 

Al. 
270 

GJ.u Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Pro PhI! Val Ser Val Asp 

'" 
Gty 

'" 

Gly 
280 

Cys Ser Thr Gly 

Aan Pro Ile Ser Asp 
300 

Gly 
285 

Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gly 

Fro Val ~hr Gln Ser 
305 

no 
31 0 

11e Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
315 

Gl. 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln 

'" 
Ty. 
330 



<210> 19 
<211> 990 
<212> ADN 

ES 2448 816 T3 

5 <213> Secuencia Artificial 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

<220> 
<223> Vui¡nte de ATA117 

<400> 19 
atqgctttct ctqctgacac ctctgaaatc qtttacaccc acqacacc99 tctgqactat 60 

ateacetact ctgaccacqa act99acccq gotaaccoge tqqctgqtqq tqctqcttqq 120 

atcgaaqqtg ctttcqttcc qccqtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqttac >80 

ctqacctctq acqctaccta caccqqqtte cacgtttqqa acqgtaacqc tttccqtctg 240 

gacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctgaatcta tqcqtatcat cccqccqctq 300 

acccagqacq asgtta.aga aatcgctctq qaactqqttq ctaaaaccga actgcqtgaa 360 

gcaqtaqttt ctgtttctat cacccqtqgt tactcttcta cecestatae tcqtgacatc 420 

accaaacate qtccqcaqqt ttacatgtac qctgttccqt accaqtqgat cqtaccqttt 480 

tcttctatcq acccqcaqqt taaaaacttc caqtqqqqtq acctqatccq tqcaattcaq .00 

qaaacccacq accqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqq acqqtqacqq tctqctqqct 660 

qaaqqtccqq qtttcaacqt tqttqttatc aaagacqqtq ttqttcgttc tccqggtcgt 720 

qctqctctqc cqqqtatcac ccqtaaaacc qttctgqaaa tcgctgaatc tctqqgtcac 180 

qaaqctatcc tggctgacat caccctqqct qaactqctqq acqctqatqa aqttctqggt 840 

tqctcaaccq qtqgtqgtgt ttgqccqttc qtttctqttq acqqtaaccc qatctctgac 900 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqaact qaacqttgaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac 

<210> 20 
<211> 330 

990 

50 <212> PRT 

55 

60 

65 

<213> Secuencia Artiticial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 20 

Ala Phe Ser A~a Asp Thr Ser G~u 
5 

X~e Val Tyr Thr H~. 
10 

Aop 

" 
Th, 

Gly Leu Asp Tyr 11e Thr Tyr Ser A3p H~. G1u Leu A3p Pro Ala Asn 

76 
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20 25 30 

Pro Leu Al .. Gly Gly Ala Ala 
35 

T<p 

" 
11e Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Ser Glu Ala Al:g Xl .• Ser 

50 
l1e Phe Asp Glo Gly 

" 
Ty< 
60 

Leu Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Gly 
65 

Asp Aap K~. Il. Glu 

" 

>h. 

" 
Bis Val Trp Asn Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Arq Leu PhI! Ser Asn Ala Glu Ser Met 

90 
... 
95 

<.eu 
80 

n. 

Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 
100 

Val 
lOS 

Lys Gl\.! tIa Al .. Lou 
110 

Glu Leu 

Val Ala Lys 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu 
120 

Ala Val Val Ser Val 
125 

Ser Ile Thr 

Arq Gly 
130 

Tyr Ser Ser Thr Pro Tyr Thr Arq Asp 
135 

Pro eln Val Ty" Met 

'" 
Tyr Ala V!ll. Pro Tyr 
150 

Gln 
m 

n. 
140 

Thr Lya Kis Arq 

Trp Ile Val Pro ... 
160 

Asp Arq Ile Arg Asp Gly Val Bis Ala 
165 

Me' 
170 

Val Ala Gln Ser Val 
175 

... 
Arq Thr Pro Arq Ser Ser I1a Asp 

180 
Gln Val Lya Asn ... 

lOO 
Gln Trp 

Gly Asp Leu Ile Arg Ala Ile 
195 

Gln 
200 

Glu Thr Rís Asp Arq Gly Phe Glu 
20' 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp 
210 

Phe Asn Val Val Val 

'" 
n. 
2JO 

Gly Asp Gly L.u Leu 
21> 

Lylll Alllp Gly Val. Val 

'" 

AJ.. 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Arq Ser Pro Gly Arq 

'" 
Ala Ala Leu Pro Gly 

'" 
Ile Thr Arq Lyll Thr Val Leu Glu Ile 

2>0 
AJ.. 

'" 
Glu 

Ser Leu Gly H111 Glu ~a Ila Lau ~~ Asp Ile Thr Leu ~a Glu Leu 

77 
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260 265 

Le~ Asp Ala Asp Glu Val Leu 
21S 

Gly 
,eo 

Cys Ser Thr Gly 

Pro phe Val Sar Val Asp 
"O 

Pro Val Thr Gln Ser 
JOS 

ne 
3" 

Gly Asn Pro ¡le Ser 

'" 
Ile Arq Arq Tyr Tq> 

31S 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 

<210> 21 
<211> 5190 
<212> ADN 

325 330 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 21 

A •• 
JOO 

Gly 
28S 

'" 
Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gly 

Glu 
320 

atqqctttct ctqctqacac ctctqaaatc qtttacaccc acqacaccq9 tctqgactat 

atcqaagqtg ctttcgttcc gccgtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqttac 

" 
leo 

ctqacctctq acqctaccta caccqqgttc cacgtttqqa acqqtaacqc tttccqtctq 240 

qacgaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctqaatcta tqcqtatcat cccqccqctq 300 

acccaqqacq aagtt •• aqa aatcqctctg gaaetqqttq ctaaascoga actqcqtqaa 360 

qcaatcgttt ctgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccatatat teqtqaeate 420 

aeeaaaeate qteeqeaqqt ttaeatqtae qetqtteeqt aeeaqtqqat eqtaeeqttt 4" 
qaeeqeatee qtgaeqgtgt teaegetatg qttqeteagt etgttegteg taeteegegt 540 

tettetateq aeeegeaqgt taaaaaette eaqtggggtq aeetqateeg tqeaatteag 600 

qaaaeeeaeg aeeqtqgttt eqaqetqecg etqctgctgg aeqgtqaeqq tctqctgqet 660 

qaaqgteeqg gtttcaacgt tgttgttatc aaagaeqgtq ttgttcgttc tceqqgteqt 720 

qctqetctgc cqggtateac cegtaaaaee gttctggaaa teqetqaatc tctgggtcae 

gaagctatcc tqqetgacat caccetggct gaaetgetgg acgctgacga agttctgggt 840 

tqctcaaeeq qtqgtqgtqt ttqgceqtte qtttctqttg acggtaaccc qatctctgac 900 

qgtgtteeqq gtccqqttae ceagtctatc ateegtcgtt actgqqaact qaaeqttqaa 960 

78 
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tcttcttctc tgctgacccc qgtacaqtac 

<210> 22 
<211> 330 
<212> 'Rr 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vui3nte de ATA117 

<400> 22 

Met 
1 

Al.a Ph. Ser Al.s Asp Thr Ser Glu 
S 

~le Val Tyr Thr xis 
>O 

Aap Thr 
15 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser ~p Ria Glu Leu Asp 
2S 

Pro Ala Asn 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 

" 
'<p 

" 
11. Gl.u Gly Ala Ph .. Val Pro Pro 

45 

Ser Glu Ala Arq Ile Ser 
SO 

Ile Ph. Asp Gln Gly 

" 
Tyr 
60 

Leu Thr Ser Aap 

Ala Thr Tyr Thr Gly 

" 
>he 

" 
Kis Val Trp Asn .'y 

" 
Asn Al.a Phe Arq Ce. 

BO 

Alllp Alllp Bis Il.e Glu Arq Leu Phe Ser 

" 
'en 
90 

Ala Glu Ser Met ~. 

" 
n. 

I1e Pro P:r;o 

Val A1". cye 
as 

L .... Thr Gln AlI:p Glu 
>0O 

Thr Glu Leu Arq Glu 
m 

Vd 
>OS 

Ly" Gl ... Ila Ala 

Ala Ila Val Ser Val 
12> 

Le. 
110 

Glu Leu 

Ser Ila Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Tyr Ila Arq Aap Ile Thr Lys Bis Arq 
50 130 135 140 

55 

60 

65 

Pro Gln Val Ty>::" Het 

'" 
Tyr Al.s Val Pro Tyr 
1SO 

Aap Arq I1e Arq Asp Gly Val Xis Al~ 

'" 
Met 

"0 

.'n 
155 

Trp Ile Val Pro "e 
160 

Val Ala Gln Ser Val ~q 
m 

~q Thr Pro ~q Ser Ser Ile A8p 
>80 

Gln Val Lys Asn Phe Gln Trp 
>90 

79 

." 
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Gl.y Asp Xl. Arg A1a Ile Gl.n 
200 

Gl ... Thr His Asp Arg 
205 

G1y Phe GJ.u 

Leu Pro 
210 

Le", Leu Leu Aap 

Phe Asn Val Val. Val 
225 

He 
2JO 

Gl.y ;"p Gl.y Leu Leu 

'" 
Ly8 Asp Gly Val Val 

235 

Ah 
220 

Glu Gly Pro Gl.y 

Arq Ser Pro Gly Arq 
2<0 

Ala Ala LIIIU Pro G'y 

'" 
11e Thr Argo Ly. Thr Val Leu Glu 11e 

250 
Alo 
255 

Ser Leu Gly Hia 
260 

Gl.u Ala 1le Leu ~a 
265 

Asp Ile Thr Leu Glu Leu 

Leu Asp Ala Asp Gl.u Val Leu 
275 

Gl.y Cys Ser Thr Gl.y 
280 

G'y 
285 

Gly Val. Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
290 

Asn Pro Xle Ser Asp 
JOO 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
J05 

He 

'" 
11e Arq Arq Tyr Trp Glu Leu. Asn Val. 

'" 
G'. 
'" 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val. Gl.n Tyr 
325 330 

<210> 23 
<211" 990 
<212> AO' 
<2 13> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 23 
atqqctttct ctgctgacac ctctgaaatc qtttacaccc acqseaccgq tctgqactat 

atcacctact ctgacCaCg8 actqgac<;:cg qctaacccqc tqqctqqtgg tqctqcttqq 

atcqaaqqtq ctttcqttcc qccqtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqo¡ttac 

ctqacctct9 iilCqCtiilCCtiil CiilCCqqqttc Ciilcqtttqqa acqqtaacqc tttccqtctq 

9acqaccaca t cqaacqtct qttctctaac 9ctqaatcta t9c qtatcat cccqccqct9 

acccaqqacq aaqttaaaqa aatcqctctq qaactqqttq ctaaaaccqa act9cqtqaa 

qcaatcqttt ctqtttctat c acccqtqqt tactcttcta ccccatatac tcqtqacatc 

80 

60 

'" 
JOO 

360 
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accaaacatc <¡tccqcagqt ttacatqtac gct.qt.tccqt accaqtqqat 

gaccgcatcc qtgacgqtqt tcacqctatg qttqctcagt. ctqttcqt<::g' 

tcttctatcg acccgcagqt taaaaacttc cagtQ99qt9 ae<::t.gatccg 

gaallcccacg acc<¡tqqttt cgagctgccg' ctgctgctgg a c gqtgacgq 

gaagqtccgq qttacaacqt tqttqttatc: aaagacgqtg ttgttcqttc 

gctg"ctctgc cqgqtatca c ccqtaaaacc 'lttct.ggaaa tcqctgaatc 

gaagctatcc t.99ctgacat caccctggct gaactqctqg aC9ctqacga 

tgctcaaccg' qtqqtgqtqt ttqqccqttc qtttctgttq .c:gqt .... ccc 

qqtqttccgg qtccg<¡Jttac ccaqtctatc atccqtcqtt actgqqaact 

tcttct.tctc: tqctgacccc 'iJ<¡Jtacaqtac:: 

<210> 24 
<211> 330 
<212> 'RT 
<2 1 3> Secuencia Artificial 

<220> 
.. 223> Vuiante de ATA117 

<4 00> " 
Met A1a Phe Ser A1a Asp Thr Ser G~u , , I~e Va~ Tyr Thr His 

" 
Gly Leu Asp Tyr 

20 
Ile Thr Tyr Ser Asp His Glu Leu Asp 

" 

cqtac:cqttt 

tactccgcgt 

tgcaattcaq 

tctgctggct 

tccggqtcqt 

tcto¡qgtcac 

aqttctqgqt 

qatctct<¡ac 

gaacqttgaa 

Aop 

" 
Th< 

Pro Leu A1a Gly Gly A1~ A1a Trp 1le Glu Gly A1a 
3S 4 0 

Phe Val Pro Pro 

" 
Ser Glu A1a Arq Ile Ser 

" 
1le Phe Asp G~n G~y 
55 

Ty< 
60 

Leu Thr Ser Asp 

A1a Thr Tyr Thr G~y 

" 
>he 

" 
His Va~ Trp Asn G~y Asn A1a Phe Arq 

" 
Asp Asp Mis Ile Glu Arq Leu phe Ser 

" 
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 

>O, 
Vd 

'" 

Aen 
go 

A1a Glu Ser Met 

Lys Glu 1:1e A1s 

~. 

" 

Le. 
BO 

n. 

Val Ala Lys Thr Glu Leu Arq Glu A1a 1le Val Ser Val Ser 1~e Thr 

81 

.. , 
'" 
60' 

'" 

'" ." 
9" 

'" 
99' 
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u, 

Are¡ Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

,"O 

135 
Tyr Thr Arq Aap n. 

140 
Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr Ala Val Pro Tyr 

>5' 
Gln 
m 

Trp Ile Val PJ;O ... 
lOO 

Asp Arq Ile Ar9 Asp Gly Val His lis 

'" 
Me, 
170 

Val. Ala Gln Ser Val 
m 

Arq 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser I1e Iuop 
180 

Pro Gln Val Lys Asn 
185 

'he 
lOO 

Gln Trp 

Gly Asp Leu I1e Arq Ala 11e 
195 

Gln 
200 

Glu Thr Kis Asp Arq Gly Phe Glu 
205 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp 
210 

Gly 
215 

Asp Gly Leu Leu Ala 
220 

G11,1 Gly P:ro Gly 

Tyr Asn Val Val Val 
225 

Ala Ala Leu Pro Gly 

'" 

n. 
'" 

Lys Asp G1y Val Val Arg Ser Pro 
m 

Ile Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu 11e 
250 

Ser Leu Gly His 
"O 

Glu A1.a 1la Leu Ala 
lO' 

Asp I1e Thr Leu Ala 

'" 

Gly Arq 

'" 
A.t. 
255 

Glu 

Glu Leu 

Le u Asp Ala Asp Glu Val Leu 
m 

Gly 
280 

Cys Ser 'I'hr Gl.y Gly 
285 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
290 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

ne 
310 

Gly Aan Pro 11a Ser 

'" 
11e Arq Arq Tyr 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 

<210> 25 
<211> 990 
<212> AON 

325 330 

<213> Secuencia Artificial 

82 

Aa, 
300 

Gly Val Pro Gly 

Glu 
320 
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<220> 
<223> Variante de ATA117 

5 <400> 25 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

atqgctttct ctqctgacac ctctqaaatc gtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 60 

ateacetact ctgacc&cga actqqacccg gctaacccge tqqctqqtqq tqctgcttqq 120 

atcqaaqqtg ctttcqttcc gccqtctg •• gctcgtatct ctatcttcqa ccaqqgttac >8, 

ctgcactctg acgctaccta caccqqgttc cacgtttqqa aCqqtaacqc tttccqtctg 240 

gacgaccaca tcgaacqtct qttctctaac gctgaatcta tgcqtatcat cccqccgctg 300 

acccaqg8cq aagtta8aga aatcgctctg gaactggttg ctaaa8ccga actqcqtgaa 360 

gcaqtaqttt ctgtttctat cacccqtgqt tactcttcta ccccatatat tcqtgacatc 420 

accaaacate qtccgcaqqt ttacatgtac qctgttccqt accagtggat cgtaccgttt '" 
gaccgcatcc qtgacqqtgt tcacgctatg qttqctcagq ccqttcqtcq tactccqcgt 540 

tcttctatcq acccqcaqqt taaaaactt~ ~agtggggtg a~~tgat~~g tq~aatt~ag 60' 
qaaa~eeaeq aeegto¡gttt ~o¡ao¡~to¡~eg etg~tg~tgg aeggtgaegg tetg~tgget 660 

gaaggteegg gttteaaegt tgttgttgte aaagaeqgtg ttgttegtte te~o¡o¡gtegt 720 

qetqetetqe eqqgtateae eegtaaaae~ <¡t.teto¡o¡aaa teqetqaate tcto¡o¡<¡t.cae '"' 
gaagctatee tgo¡ctgaeat eaeeeto¡qct o¡aaetgctqq aco¡cto¡acqa a<¡t.tctqq<¡t. 840 

tqcactaccq qtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttq a c qqtaacc e qatctctqac 90' 
qqtqttccqq qtccqgttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqaact qaaeqttgaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac 990 

<210:> 26 
<211:> 330 
<212:> PRT 

45 <213:> Secuencia Artificia l 

<220:> 
<223:> Variante de ATA117 

50 <400:> 26 

55 

60 

65 

Met A1.a Phe Ser 
1 

G1y Lau Asp Tyr 
20 

li. 
5 

A$p Thr Ser Glu 

¡le Thr Tyr Ser Aap 
25 

n. 
l' 

Va1 Tyr Thr Hís A.p 
15 

Hía Glu Leu Aap Pro Ala Asn 
30 

Pro Leu A1.a Gly Gly Ala Ala 

" 
T<p 

" 
¡le Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 

" 

83 



ES 2 448 816 T3 

Ser Glu Ala Arg 11.e Ser 
SO 

Ila Phe Asp Gln Gly 

" 
Leu Bis Se:r Asp 

Al. Thr Tyr Thr Gly 
65 

"o 
" 

Bis Val Trp Asn Gl.y Asn lis Phe Arg 

" 
ASp Asp Bis :I1e Glu Arg Leu Phe Ser 

85 
Asn Ala Glu Ser Met 
90 

~. 

" 

Lou 
80 

n . 

1:10 Pro Pro Leu Thr Gl.n Asp Glu 

'" 
Val Lys Glu 1:1. Ala Leu Glu Leu 

Val Ala Lys 
"5 

The Glu Leu Arg Glu 

12' 

l05 110 

Ala Val Val Ser Val 

'" 
Ser tle The 

Arg Gly Tyr Ser Ser Tbr 
UO 

'e. 
135 

Tyr Ila Argo Asp t1. Thr Lys Bis Arg 
1<, 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
"'e lSO 

Al.s Val Pro Tyr Gl. 
155 

Trp Il", Val Pro ... 
160 

Asp Arq Ile Arq Asp 
165 

Gly Val Bis Ala Met 
170 

Va l lis Gln Al.a 

Arg Thr Pro Arq Ser Ser 1le Asp 
180 

Pro Gln Val Lys Asn 
185 

>ha 
190 

V .. 

'" 
Gln Trp 

Gly As p Leu l1. Arq Ala I1. Gln 
195 200 

Glu Thr Bis Asp Arq Gly Phe Glu 
'OS 

Leu Pro 

'" 
Leu Leu Leu Asp Gly As p Gly Leu Leu 

'" 
A.l. 

'" 
Gl.u Gl.y Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 

'" 
Val 
'30 

Lys Asp Gly Val V.l 

'" 
Arq Ser Pro Gly Ae. 

'" 
Ala Ala Leu pro Gly 

'" 
U.e Thr Ar9 Lys Thr Val Leu Glu 1le 

>so 
Ah 

'" 
Glu 

Ser Leu Gly ." 
'60 

Glu Ala 1le Leu 

Le u As p Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly 

'" 

Ala Asp 1le Thr Leu 

'" 
Cys Tbr Tbr Gly Gly 

'" 

Al. 

'" 
Glu Leu 

Gly Val Trp 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

4 0 

45 

50 

55 

60 

65 

Pro Phe Val Ser Val Aap 

'" 
Gly 
295 

ES 2 448816 T3 

Asn Pro Ile Ser A8p 
300 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

Ile Ile Arq Arg Tyr 
no 

T<p 
315 

Glu Leu Aan Val .,u 
320 

Ser Ser 5elr Leu Leu 
325 

<210> 27 
<211> 990 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

<400> 27 

Thr Pro Val Gln Tyll' 
330 

atqqctttet ctgctgacae ctetgaaatc gtttacaccc acg&caccgg tctqgactat 60 

ateacetact ctgaccacqa actqqaccc'iJ qcta{l.ccc9c t99ct<¡qtgq tgctqc:ttg9 120 

atcqaaqgtq ctttcgttcc qccgtctgaa getcqtatct ctatcttcqa c:caqqqttac 180 

gacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctqaatcta tqcqtatcat cccqccqctq 300 

aCCC&99&cq _agttaaag& aatcqctctg gaactqqttg ctaaa400ga actgcqtgaa 360 

qcacatqttt ctgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccatatat tcqtgacatc 420 

aecaaacate gtccgcaqgt ttacatgtac qctgttccgt accagtqqat cgtaccgttt 480 

qaccqcatcc gtqacqgtgt tcacqctatq gttqctcagt ctgttcgtcq tactccqcgt 540 

tcttctatcq acccqcaqqt taaaaacttc caqtqqqgtq acctqatccq tqcaattcaq 600 

qaaacccacg accgtggttt cqaqctqccq ctqctqctgg acqgtgacgg tctqctqqct 660 

qaaqgtccgg gtttcaacqt tgttqttatc aaaqacqgtg ttgttcgttc tccgggtcqt 720 

gctgctctgc cggqtatcac ccqtaaaacc qttctgqaaa tcqctqaatc tctgggtcac '" 
qaaqctatcc tggctgacat caccctggct gaactgctgg acgctgacqa agttctgqqt 840 

tgctcaaccg qtqgtggtgt ttggccgttc qtttctgttg acggtaaccc gatctctgac 900 

qqtgttccgg gtccqgttac ccaqtctatc atccqtcgtt actgggaact qaacqttqaa 

tcttcttctc tgctgacccc gqtacagtac 

<210> 28 
<211> 3]0 
<212> PRT 

85 

960 

990 
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 28 

Met Ala Phe Ser , Ala Asp Thr Ser Glu 
S 

Val Tyr Thr Hi.s Aa. 
15 

Thr 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Asp H~s Glu Leu A$p 
2S 

Pro Ala Asn 
30 

PJ;O Leu A1a 
JS 

Gly Gly Ala Ala Trp 

" 
Ile Glu Gly Ala Pha Val Pro Pro 

4S 

Ser Glu Ala Arq 11. Sar 
SO 

Ile Ph .. Aap Gln Gly 
SS 

Leu Thr Ser Asp 

Al. 
6S 

Thr Tyr Thr Gly Ph .. 

" 
His Val Trp Asn G'y 

" 
Asn Ala Phe Arq Loo 

80 

Asp Asp His Ile Glu 
as 

Arq Leu Phe Ser Asn 

" 
Ala Glu Ser Het Arq 

" 
He 

Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 
100 

Val 
105 

Lya Gl\l lle Ala Leo 
110 

Gl.u Leu 

Val Ala Lya 
115 

Thr Glu Leu Arq 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Pro 
135 

Glu Ala Hi.s Val Ser 
120 

Tyr 1le Arq Asp H. 
,<O 

V., 
125 

Ser Ile Thr 

Thr Lys Hi.s Ar9 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr Ala Val Pro Tyr 
150 

G'n 
155 

Trp t1e Val Pro >h. 
160 

Asp Arq t1e Arq Asp Gly Val Bis Ala 
165 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser ¡le Asp 
180 

Pro 
185 

Me, 

'" 
Val Ala Gln Ser Val 

m 
Arq 

Gln Val Lys Asn Ph. 
UD 

G1n Trp 

G1y Asp Leu 

'95 
11. Arq A1a I1. G1n G1u Thr His Asp 

200 
Arq G1y Ph. G1u 
20S 

L.u Pro Leu Leu Leu Asp G1y Asp G1y Leu Leu A1a Glu G1y Pro Gly 

86 
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210 

Phe Asn Val Val Val 
22'S 

215 

Zle Lys Asp Gly Val 
2JO 

Vd 
235 

220 

Arq Ser PrQ Gly Arq 
240 

Ala Ala Leu Pr Q Gly 

'" 
r le Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu 11e 

'" 
Ah 

'" 
G1u 

Ser Leu Gly His 
260 

Glu Ala 1 le Leu Ala As p 1 1 e Thr Leu 

'" 
Ala 
m 

Glu Leu 

Leu ~p Ala Aap Glu Val Leu 

'" 
G1y 
280 

Cys Ser Thr Gly G1y 

'" 
h . >ho 

290 
Va l Ser Val Asp Gly As n Pro 11. Ser 

'" 
Aop 
JOO 

Gl y Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
JO, 

n. 
310 

Ile Arq Arq Ty r Trp Glu Leu Aan Val 

'" 
G," 

320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gl n '1'yr 
325 330 

<2 10> " <2 11 > "O 
<2 1 2> ." 
<2 1 3> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<400> " atqqet ttc::t ctqctqacac ctct qaaate gtttacaecc acg-acaccqq tctqgactat 

atcacc:tact ct91lccac qa a ctqqacccq qctaacccqc t!l'9ctqqtQq tqctgett qq 

atcqaaqqt.q cttt eqttce qccqtctqaa qctc:qtatct ctat ctt cqa ccaqqqt.tac 

ctqaeetet q acqet accta caccacgttc cacqttt gga acgg'taacgc tttccqtctg 

gacg'acca ca tcgaacgtct qtt ctctaac gctgaatcta tgcqtatcat CCCgccg ctg' 

acccagg'acg aaqtt aaag'a aatcg'ctctq qaactg'g'ttg ctaaaaccga actgcqtg'aa 

gcaatcqttt ctgtttcta t cacccqtqqt tactcttcta ccceatatat tCg'tg'acatc 

aceaaacate qtccqcagqt ttacatqtac qctqttccqt accaqtqgat cqtaecqttt 

qac cqcatcc qtgacg qtqt tcacgctatg gttgctcaqt ctgttcqtcg tactccgeqt 

tcttctatcq acccgcagqt taaaaacttc caqtqggqtg acct qatccg tqcaattcaq 

87 

60 

120 

180 

2<0 

300 

360 

. 20 

'" 
'" 
600 
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c¡aaacccaeq accqtqqttt cgaqctgccq ctgctqct99 acqqtqacqq 

gaaqqtccgq gtttcllacgt tqttqttatc o:uulgacgqtg ttgttcgttc 

qctgc tctqc: c:ggqtatcac ccqtaaaaec gtt c tqqaaa teqctqaa tc 

gaaqctatcc t9'9'ctg'ac:at caccctgqct gaactgc:tgg acgctgacga 

tgctc • • cc:g qtggtggtqt ttggccqttc: qtttctqttg acqqt •• cc:c 

gqtqttccgg gtccgqtt .. c ccaqtctatc atccqtcgtt actggqaact 

tcttcttctc tgctgacccc gqtacaqtac 

<210". 30 
<2ll> 33' 
<212> >RT 
<213> Secuenc ia Artifi cial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<400> 30 

Met Al .. Phe Ser 
1 

.10 , Asp Thr Ser Glu ne 
10 

Val Tyr Thr His 

tct<;Jctqqct 

tccgqqtcqt 

tctggqtcac 

agttc:tggqt 

gatctctqac 

qa¡acgttq ... 

A.p 

" 
Th< 

Gl.y Leu Asp Ty r 
20 

:(1. Thr Tyr Ser AlIIp Hi .. Gl." Leu Asp 

" 
PrQ Al.a Asn 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

T<p 

" 
Ile Gl.u Gly Ala 

Ser Glu Ala Arq 1le Ser 

" 
1le Ph. Asp Gln Gly 
55 

Ty< 

" 

"e 
" 

Val pro pro 

Leu Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 
65 

>he 

" 
His Val Trp Asn Gly Aan Ala Phe Arg 

" 
Lou 
SO 

Asp Asp His 1le Glu 
85 

Arq Leu Phe Ser As n 
90 

Ala Gl u Ser Met ""9 

" 
ne 

11. Pro Pro Leu Thr Gln Aap Glu 
100 

Val 
105 

Lys Glu 1108 Ala Lou 
n, 

Glu Leu 

Val Ala Ly. 
115 

Thr Glu Le u Arq Glu Ala 1le Val Ser 
120 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Tyr Ile Arq Asp 

88 

ne 
1<, 

V" 
'" 

Ser Ile Thr 

Thr Lys Bis Arq 

66' 

02' 

'"' 
'" 
'" 
'" 
'" 
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Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr ALa Val Pxco 'I'yr 
150 

Gln 
155 

":r:p l1e Val pro Ph. 
160 

Asp Az:9 n.e Arq Asp Gl.y Val Hía Ala 
165 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp 
180 

>ro 
18' 

Met Val Ala Gln Ser 

'" 
Gln Val. Lys Asn >ha 

190 

V.l 

'" 
G1n 'l'rp 

Gly Al5p L eu 

'" 
Ila Arq Ma Xle Gln 

200 
G1u Thr Kis Asp Arq Gly Phe G1u 

'" 
Leu Pro 

210 
Leu Leu Leu Asp Gl.y Asp Gly Lel,l Leu 

21' 
A.t. 
220 

Glu Gly pro Gly 

pha Asn Val Val Val 
225 

tle Lys Asp Gly Val 
230 

va> 
235 

Arq Ser Pro Gly 

Ala Ala Leu Pro Gly rle Thr Arq Lys 

'" 
Thr Val Leu G1u Ile 
250 

A.t. 

'" 

A<. 
240 

G1. 

Ser Leu Gly Hi" 

'" 
G1 u Ala Ile Le", Ala 

'" 
ASp l1e Thr Leu Ala G1u Leu 

270 

Leu Asp Ala Asp G1u Val Leu 

'" 
Gly 
280 

Cya Ser Thr Gly 

Pro Phe 
290 

Val Ser Val As p Gly Aan Pro Ile Ser Aap 
295 300 

Gly 

'" 
Gl.y Val Trp 

Gl.y Val. Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 

'" 
u. 
310 

1 la Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
315 

G," 

320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln 

'" 
<210> 31 
<211> '" <212> AO' <2 13> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

<4 00> 31 

Ty< 
330 

atqq~ttt~t ~tq~tqa~a~ ctctgaaat~ gttta~a~~~ a~qa~.~~qq t~tq9.~tat 

89 

" 
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ateacetact ctgaccacqa actqqacccg gctaacccqe tqgctqqtqq tqctqcttqq 120 

ateqaaqgtg ctttcqttcc qccqtctgaa qctcqtatct etatcttcga ccaqgqttac 1SO 

ctqacctctg acqctaccta cacctgtttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttccgtctg 240 

gacgaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctgaatcta tgcgtatcat cccqccqctq 300 

acccaggacq aagttaaag. aatcqctctq gaactqqttq cta.aaccga actgcqtqaa 360 

qcaatcgttt ctgtttctat cacccqtqgt tactcttcta ccccatatat tcqtgacatc 420 

accaaacate qtccqcaqqt ttacatgtac qctgttccgt accaqtqqat cgtaccgttt <80 

gaccqcatcc gtqacqqtgt tcacqctatq qttgctcaqt ctgttcqtcq tactccqcqt 540 

tcttctatcq acccqcaggt taaaaactte cagtqqqqtg acctgatccq tgcaattcaq 600 

qaaacccacg accqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqq acqgtqa cqq tctqctqqct 660 

gaagqtccgg qtttcaacqt tqttqttatc aaaqacggtg ttqttcqttc tccggqtcqt 720 

gctgctctge cggqtatcac ccqtaaaace qttctqqaaa tegetgaate tetggqteae 780 

qaagctatce tggctq~cat eaeeetgqct g~actgetgg aegetgaega aqttct99qt 8fO 

tgeteaaeog qtqqtgqtqt ttggeeqtte qtttetqttq acgqtaacce g~tetctq~c 900 

qqtqtteegq qteeqqttae ceaqtetate atccgtegtt aetggqaaet qaaeqttqaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc qgtaeaqtae 990 

<210> 32 
<211> 330 
<212> PRT 

40 <2 13> Secuencia Artificial 

45 

50 

55 

60 

65 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 32 

Met Ala Phe Ser Ala Aap Thr Ser G1u 
1 5 

~le Val Tyr Thr HLa 
10 

As p Thr 
15 

Gly Leu Aap Tyr 

" 
Xle Thr Tyr Ser Aap 

" 
Hia Glu Leu Asp Pro Ala Asn 

30 

Pro Leu ~a Gly Gly Ala Ala 
35 

Trp Xle Glu G1y Ala 

" 
Sel' Glu ~a Arq Xle Sel' 

50 
Xle Phe Asp Gln Gly 

" 
Tyr 
60 

Phe 

" 
Val Pl'O Pl'O 

Leu Thl' Sel' Aap 

Ala Thr Tyl' Thl' Cys Phe HLa Val Trp Asn Gly ~n Ala Phe Arq Leu 

90 
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65 " 7S 80 

~p Asp Bi" Xl. Glu Arg Le ... Phe Ser Asn Ala Glu Ser Net Arg rle 
85 90 95 

Xl. Pro Pro Leu Thr Gln Asp Gl". 
100 

Lys Glu 11. Ala , .. 
110 

Val Al.a Thr Glu Leu Arq Gl ... 

'" 
Al. l: l. Val. S. r Val 

125 
Ser 1le Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Tyr lle Arq Asp ne 

'" 
Thr Ly. ais Arq 

Pro Gln Val. 1')'r Met 
105 

Aap Arq Ile Arq Asp 
165 

Tyr Ala val Pro Tyr 
150 

Gly Val His Ala Met 

'" 

Gl. 
155 

Trp Ile Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 

'" 

>h. 
lOO 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp 
180 

><. 
185 

Gln Val Ly" Asn >he 
19' 

Gln Trp 

Gly Aap Leu 

'" 
rle Arq Ala Ile Gln 

200 
Glu Thr His Asp Arq 

205 
Gly Pbe Glu 

Leu Pro Le ... Le ... Leu Asp Gly Asp Gly Le ... Leu A.1a 
220 

Glu Gly Pro Gly 
210 215 

Phe 
m 

""n Val Val Val ne 
2" 

Ly. Asp Gly Val val Arq Ser Pro Gly 

'" 
Ala Ala Le ... Pro Gly Il. Thr Arq Ly" 

'" 
Thr Val Leu Glu Ile 
250 

A.1a 

'" 

Arq 

'" 
Gl. 

Ser Leu Gly Bis Glu Ala Ile Leu 
260 

Ala ASp Ile Thr Leu 
265 

A.1a 

'" 
Glu Leu 

Leu Asp Al.a Aap Glu Val Leu 
275 

Gly 
280 

Cys Ser Thr Gly 

Phe Val Ser Val A8P 

'" 
Gly Aan Pro Ile Ser 
295 

Aop 
300 

Gly 
285 

Gly Val l'rp 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val Glu 

91 
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30S 310 '" 320 

5 
Ser Ser Se. Le" Le" 'I'hr Pro V.l Gln Ty. 

'" 330 

10 <210,.. 33 
<211> "O 
<212,.. ." 
<213> Secuencia Artificial 

15 
<220" 
<223> Variante de ATA11 7 

<400> 33 

20 atggctttet et.qctg",cac: etetq ••• tc: qttt. .. c:aec:e ac:qac:acc:qq tctqqactat 60 

ateacct_"t ctqaccacqa actqqacccq qctaacccqc tqqctqqt99 tqctqcttqq 120 

at.eq.aqqtq ctttcqttcc o;JCC9'tctq •• qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqt.tac 180 
25 

ctqacctctq acqctaccta caccqctttc cacqtttqqa acqqta acqc tttccqtctq 240 

qacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac qctqaatcta tqc:qtatcat cccqccqctq JOO 

30 acccaqqacq .aqtt •• aqa .!Iotcgctctq qaactqqttq ctaa!laccqa !Ioctqcqtqa. 360 

qcaatcqttt ctqtttctat cacccqtqqt t.aetcttct. ccccatatat tcqtqacatc 420 

accaaacate qtccqcaqqt ttacatqtac qctqttccqt accaqtqqat cqtaccqtt.t. <SO 
35 

q ... ;:eqeatcc qtg'acg'qtqt tc:ac:gc:tatg' g'ttg'c:tc:aqt c:tqttc:qtc:g' tac:tC:C:g'c:qt '" 
tc:ttc:tatc:g ac:c:c:qc:aqqt taaaaac:ttc: c:agtgqgqtq ac:c:tgatc:c:q tgc:aattc:ag 600 

40 qaaac:ccacq ac:c:qtqqttt c:qaqc:tqc:c:q c:tqc:tqc:tqq acqqtqacqq tc:tqc:tqqc:t '" 
qaaqqtc:cqq qtttcaacqt tqttqttatc: aaaqacqqtq ttqttcqttc t c:cqqqt c:qt no 

45 'jlc:tqc:tc:tg'C: cg'g'c¡tatc:ac ccqtaaaacc: qttctqqaaa tcqctqaatc tc:tg'g'qtcac no 

qaaqc:tatc:c: tqqctqac:at c:accctqqct qaactqctqq aCg'ctg'ac:qa aqttctqqg't ." 
tqctc:aac:cq qtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttc:tqttq ac:qqtaac:c:c: qatc:tc:tqac 900 

50 
qqtqttccqq qtc:c:qqttac: c:caqtctatc atccgtcqtt actqqqaact qaacgttqaa 960 

tc:ttcttctc tqc:tqac:c:cc qgtacagtac "O 

55 
<210> " <21 1 > 330 
<212> 'RT 
<213> Secuencia Artifi cal 

60 
<220> 
<223>- Variante de ATA11 7 

65 " t OO> " 
92 



He< 
1 

Ala Phe Ser Al.a 
5 

ES 2448 816 TI 

ASp Thr Ser G~ ... l~. Val Tyr Thr His 
10 '" 15 

TOr 

Gly Leu A'IIp 'ryr 
20 

tle Thr Tyr Ser Asp ais Glu Leu Asp 
25 

Pro Ala Asn 
30 

Pro Le ... Ala Gly Gly Ala Ala 

" 
're 
'0 

Xle Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Se r Glu Ala Arg tIa Ser 

50 
Il. Phe Aep Gln Gly Tyr Leu Thr Ser Asp 
55 60 

A1a Thr TyI: Thr Mil 

" 
Ph. 

" 
Bis Val Trp Asn 

Glu Arg Le ... Phe Ser 

" 
Aon 

" 

Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Al.a Gl.u Ser Het Ar. 

" 

Leu 
BO 

n. 

11e Pro Pro Le ... Thr Gln Asp Glu 
100 

V.l 

10' 
Lys elu Xla Al. Lou 

UO 
Glu Le ... 

Val Ala Ly. 
U, 

Thr Glu Leu Arq Glu 
120 

Ala Xla Val Ser Val 
125 

Ser 1la Thr 

Arg Gly 
130 

Tyr Ser Ser Thr Pro Tyr 11. Argo Asp 

'" 
pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr Ala Val. Pro Tyr 
150 

Ile Thr Lys Hia Arq 
1'0 

Trp n .• Val Pro Ph. 
160 

ASp Arq 1:1. Mil Asp Gly Val His Al.a 
165 

He' 
m 

Val Ala Gln Ser Val 

'" 
Arg 

Arg Th:r; Pro Arq 

'" 
Ser S e r Xl. Asp Pro Gln Val Lys Asn 

lSS 
Gln T:r-p 

Gl.y Asp Leu 

'" 
X1e Arq Ala Xla GIn 

200 
Glu Thr Bis Aa p Arq Gly Phe Glu 

'0' 

Leu Pro 
>lO 

Le u Leu Leu Aap Gly Aep Gly Leu Leu 

'" 
Ph. Aan Val Val Val 

'" 
n. 
>JO 

Lye Aap Gly Val Val 

'" 

Glu Gly Pro Gly 

Arg Ser Pro Gly Ar9 
2<0 
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Ala Ala Leu Pro Gly 
2., 

rle Thr Arq Lys Thr Val Lau Glu I l e 
250 

Ah 

'" 
Glu 

Ser Leu Gl y Bis Glu Ala lle Leu 
260 

A.l. 

", 
A IiIP I le Thr Leu A.l. 

'" 
Gl\! !,.e u 

Leu Aap Ala A8p Glu Val Leu 

'" 
Gly 
200 

Cya Ser Thr Gly Gly 

'" 
PhI! Val Ser Val Asp 
290 

Gl y Asn Pr o 11e Ser 

'" 
A.p 
300 

Gly Va l Pro Gl y 

Pro Val Thr Gln Ser 
30' 

n. 
310 

t l e Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
m 

Gh 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val eln Tyr 
325 330 

<210 ... " <2 1 1> '90 
<212> AO' 
<2 13> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<400> " at99ctttc:t ctqctgacac c,:tetgaaatc: gtttac:aeec: aegac:ac:c:qg tc:tqqac:t at 

.tCIlc:ct .. ct ctgaccac:qa actqqacccq 'lct •• cccqc tqgctqqtgq tqctqc:ttq'l 

atcgaagqtg c:t ttcqttcc gccqtctgaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqtta c 

tatacctctq IIcqc:taccta caccqqqttc cacqtt tqqa acqgtaacqc tttccqtctq 

qacqacca ca tC'liUU;:gtct gttc:tc:taac: qc:tqaatc:ta tqc:qtatc:at c:ec:qc:eqetq 

aeeeaqqaeq aaqttaaaqa aateqetetq qaaetqqttg etaaaaeega aetgeqtqaa 

<¡eaatc:qttt etqtttetat eaeeeqtqqt taetc:tteta eeeeatat a t teqtqaeate 

aeeaaaeate qteeqea qqt ttaeatqtae getqtteeqt ac:eaqtqqat eqtaeeqttt 

qaec:qeatec: qtqaeqqtqt teaeqetatq qttqc: t eaqt etqtteqteq taet eeqcqt 

tettetateg aec:c:qc:agqt taaa aac:ttc: c:aqtqqgqtq acctqatc:c:q tqc:aattc:aq 

qaaac:c:c:ac:q a.c:c:qtqqt t t egaqc:tqec:q c:t qc:tqetqq ac:gqtgaeqq tetgetqqc:t 

qaaqqtc:c:qq qtttc:aac:qt tqttqttatc aaaqac:qqtq ttqttc:qttc teeqqqtcqt 

qc:tqc:tc:tqc: eqqqtatc:ac: c:c:qtaaaacc: qttc:tq9aaa tc:qc:tqaatc: tc:t 9qqtc:ac: 

84 

60 

120 

1 80 

"O 
300 

360 

480 

'40 

600 

660 

720 

"O 
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gaaqc tatcc tqgctgacat caccctqqct g.actgctgq acqctgacga agttctqqqt 840 

tqctcaaccq gtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttg acqqta.ccc qatctctqac 900 

qqtqttccqq qtccqgttac ccaqtctate atccqtcqtt actqqgaact gaacqttgaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc 9qtacaqtac 990 

<210> J6 
<211> '" <212> ,.T 
<2 13> Secuenci3 Artificial 

<220> 
<223> Vui3nte de ATA117 

<400> J6 

Met ~a Phe Ser ~a As p Thr Ser Glu n . 
>O 

Val Tyr Thr Hía Aap 

" , 5 

11e Thr Tyr Ser Asp Hía Glu Leu Aap 
25 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

I1e Glu Gly Ala Phe Val P ro Pro 
.5 

Ser Glu Ala ~q 1 10 S9r 
50 

11Q PhQ A~p Gln Gly 
5 5 

Ty:J; Thr Se" A~p 

Ala Thr Tyr Thr Gly 
OS 

'he 

" 
Hí. Val Trp A llln Gl.y A.sn Ala Ph .. Arljl' 

75 
Le" 
80 

Aap Aap Ris Ile Glu Arq Leu Phe Se r 
85 

I1e Pro Pro Le u Thr Gln AJiIIp Glu 
>00 

Vd 
>oS 

Ae. 
go 

Ala Glu Ser Met 

Ly.ll Glu 11 .. Ala Le " 
no 

A.q 
95 

n. 

Glu Le u 

Val Ala L" 
U5 

Thr Glu Leu Arq Glu 

'" 
Ala I1e Val Ser val 

'" 
Ser Il.e Thr 

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr 
>JO 

, .. 
ns 

Tyr 1le Arq A~p n. 
>40 

Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Het 
U5 

Tyr Al.a Val Pro Tyr 

'" 
Gln Trp 11 .. Val Pro 

"5 
'he 

"O 

A~p Arq Ile Arq A~p Gly Val Hia Al.a Het Val Al.a Gln Ser Val Arq 

95 
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165 

Arq Thr P r o Ar9 Ser Ser 118 Aap 
lSO 

Gly Asp Leu 
195 

l:1e Arq Al .. 11. G1n 
200 

.<. 
185 

Gln Val Lys Asn 

Glu Thr His Aap Arq 
205 

175 

Phe Gln Trp 
190 

G1y Phe Glu 

Leu Pro Leu Le u Leu Asp 
210 

Gly Asp Gl.y 
215 

Leu Leu >.l_ 
220 

Gl.u Gl y Pro Gl.y 

Phe A.sn Val Val Val 
22S 

n. 
230 

Lys A.sp Gl.y Val Vol 
235 

Argo Ser Pro Gly Arq 

'" 
A1a A1a Leu Pro Gly 

2<5 
n.e Thr Arq Lys Thr Val Leu G1u Ile 

250 
>.l_ 
255 

Gh 

Ser Leu G1y Ris 
260 

G1u A1a 11. Leu A1a Aap Ile Thr Leu 
265 

Al.a Gl.u Leu 

'" 
Leu Asp Ala Asp Glu Val. Leu 

m 
Gly 

'" 
Cys Ser Thr Gly Gly 

'" 
Gly Val Trp 

Pro Phe Val. Ser Val. Aap 
290 

Gl y Asn Pro Il. Ser Asp 
295 300 

Gly Val. Pro Gl. y 

Pro Val Thr G1n Ser 
305 

n. 
310 

11. Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val. 
315 

Glu 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gl n 
J2S 

Ty< 
JJO 

d10> " <211> '90 
<212> AO' 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATA11 7 

<400> " atqqctttct ctqctgllCIlC ctctgllllllte qtttac:accc 

&tca cctact ctq&ccacqa actqqacccq qctaacccqc 

&tcqaa qqtq ctttcqttcc qccqtctq&a qctcqtatct 

ctgt&ttctq acqctaccta caccqqqttc C&cqtttq9& 

96 

acqacaccqq tctqq&ctat 

tqqctqqtqq tqctqcttq9' 

ct&t cttcq& ccaqqgttac 

acqqtaacqc tttccqtctq 

60 

120 

lSO 

240 
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gaegaccaca tcqaacgtct qttctctaac gctgaatcta tgcgtatcat cccgccqctg 300 

acccaqqacq aaqttaallg& aatcqctctg gaactqqttg ctaaaaooga actqcqtgaa 36' 
qcaatcqttt ctqtttctat cacccgtqgt tactcttcta ccccatatat tcqtgacatc 42 0 

accaalleate qtccgcaqqt ttacatgtac qctgttccqt accaqtqqat cqtaccqttt 48 0 

gaccqcatcc gtqacqqtqt tcacqctatg qttqctcaqt ctgttcqtcq tactccqcqt 540 

tcttctatcq acccqcaqqt taaaaacttc caqtqqqqtq acctqatccq tqcaattc&q 600 

qaaacccacq accqtgqttt cqaqctqccq ctqctqctqq acqqtqacqq tctqctqqct 66' 

qaaqqtccqq qtttcaacqt tgttgttatc aaagacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 720 

qctqctctqc cqqqtatcac cogt.a.acc qttctqqaaa tcqctqaatc tctqqqtcac '" 
gaaqctatcc tqqctqacat caccctqqct qaactqctqg acqctqacqa aqttctqqqt 640 

tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttg acqqtaaccc qatctctq8c 900 

qqtqttccgg qtccqgttac ccaqtctatc atccqtcqtt actgggaact gaacqttgaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc qgtacagtac 990 

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

<220> 

" 330 
ORT 

Secuencia Artitici31 

<223> Variante de ATA117 

<400> 38 

M-' 
1 

Al!!. Phe Se" Ala 
5 

As p Th" Se" Glu 11. 

l ' 
Val Ty" Th" Ris A.p 

15 
Th< 

Gl.y Leu Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Aap 
25 

ais Glu Leu As p Pro Ala Asn 
30 

P"o Leu Ala G1y Gl.y Ala Ala 
35 

T<p 

" 
I1e G1u Gl.y Ala Phe 

" 
Val. P"o P"o 

Ser Gl.u Ala Arq Il.e Ser 
50 

n. 
55 

Phe Asp Gln Gly Tyr Leu Ty" Se" Asp 
60 

Al. 

" 
Thr Tyr Th" Gly Phe Ría Val. Trp Asn 

" 
ASp Asp ais I1e G1u Arq Leu Phe Ser 

" 
A.n 
90 

87 

G1y 
15 

Aan Ale Phe Arg 

Ala G1u Ser Met '" " 

L.u 
SO 

n. 
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1:1e P>;Q P>;o Le ... 
100 

'lhr Gln Asp Gl ... V.l Lys G1u Ile Ala 
105 

Lo. 
110 

Glu Leu 

Val Ala Lys Thr Gl... Le... Arq 
115 

01. 
120 

Ala Xle Val Ser Val 
125 

Ser :Ile Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Tyr 11e Arq Asp no 
140 

Thr Lys Bis Arq 

PrQ Gln Val Tyr Met 
H5 

Tyr Al. Val Pro Tyr 
lSO 

Aap Arq rle Arq Asp Gly Val Bis Ala 
105 

01n 
155 

Trp I1e Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

"o 
160 

Arg 

Arq 'lhr Pro Arq Ser Ser 11. ~p 
lSO 

Pro Gln val Lys Aan 
lOS 

Phe 
190 

Gln Trp 

Gly A.8p Le ... 
195 

I1. Arq Ala t1. Gln 
200 

Glu 'lhr Hia Aap Arq Gly Phe Glu 
205 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp 
210 

Gly Asp Gly Leu Leu 
215 

>.l. 
220 

Glu Gly PJ:o Gly 

Phe Aan Val Val Val 
225 

tle Lys Asp Gly Val 
230 

Val 
235 

Arq Ser Pro Gly Arq 
240 

Ala Ala Leu Pro Gly 
245 

n.e Thr Arq Lya 'lhr Val Le ... Glu lle 
250 

Ala 
255 

01. 

Ser Leu Gly Bis 
260 

Glu Ala Ile Leu Ala Asp lle Thr Leu 

'" 
'-1a 
270 

Glu Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Pro Phe Val Ser Val Aap 

290 
Gly 

'" 

Oly 

'" 
Cys Ser 'lhr Gly 

Asn Pro 11. Ser A.p 
300 

Gly 
285 

Gly Val Tq> 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
30S 

ne 
310 

Ile Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
3l$ 

Gl. 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
J25 330 
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<210> .39 
<211> SlSlO 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 39 
atqgctttct ctqctqacac ctctgaaatc qtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 60 

ateacet.ot ctqaccacqa actqqacccq gctaacccge tqqctqqtqq tqctgcttgq 120 

atcqaaqgtg ctttcqttcc gccqtctgaa gctcgtatct ctatcttcqa ccaqqqttac 180 

ctqacctctq acqctaccta caccqqgttc cacqtttqqa Beqge.Bege tttccqtctg 240 

y.cy.ceBe. tcq.acqtct gttctctaac qctgaatcta tqcqtatcat cccgccqctg JOO 

acccaqqacq •• gtt ••• ga •• tcqctctg gaactggttg cta.a.ccga actgcgtg.. 360 

qc •• tcgttt ctgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccatttat tcqtgacatc 420 

accaaacate qtccgcaqqt ttacatqtac qctqttccgt accaqtqqat cgtaccqttt 480 

y.ccgcatce qtgacqqtgt tcacgctatg gttqctcaqt ctqttcqtcq tactccqcqt 540 

tcttctatcq acccqcaqqt taaaaacttc caqtqqqqtg acctgatccg tqcaattcag 600 

qaaacccacq accqtqqtt t cqaqctqccg c tgctqctqq acggtqacgg tctqctgqct 660 

qaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaaqacggtg ttgttcgttc tccqqgtcqt 

gctgctctqc cgggtatcac ccgtaaaacc gttctggaaa tcqctqaatc tctqgqtcac 780 

qaaqctatcc tqgctqacat caccctggct gaactgctgg acgctgacqa agttctgqgt 840 

tgctcaaccq qtgqtggtgt ctqgccqttc gtttctgttq acggtaaccc gatctctqac '00 
qgtgttccqq qtccqqttac ccagtctatc atccqtcqtt actqqqaact gaacqttgaa 960 

tcttcttctc tqctqacccc qgtacastac 

<210> 40 
<211> 330 

'" 

50 <212> PRT 

55 

60 

65 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 4 0 

Me, 
1 

Ala Phe Ser Ala 
5 

ASp 'l'hr Ser G1u Ile Val. Tyr Thr His 
10 

Aap 
15 

Th, 

G1y Leu Asp Tyr t1e Thr Tyr Ser Asp His Glu Leu Asp Pro Ala Asn 

gg 
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20 25 JO 

PrQ Leu Ala Gl.y Gly Ala Ala 

" 
T<p 

" 
tle Glu Gly AJ.. Phe 

" 
Val Pro Pro 

Ser Glu Ala Arq Ile Se r 
SO 

Ala Thr Tyr Thr Gl.y 

" 
Ph. 
70 

ne 

" 
PhI:! Asp G.ln Gly 

Ría Val. Trp A.sn Gl, 

" 

Le ... Thr Ser Asp 

Asn Ala Ph.e Arq Leo 
80 

Asp Asp Ris tle Glu Arq Leu Ph. Se r 
85 

Aa" 
'O 

Al.a G1u Ser Met ". " 
n. 

Xle PlI'O Pro Leo 
100 

Thr Gln Aap G1u Val 
105 

Lys Glu Ile Ala Leo 
110 

Glu Leu 

Val Ala Lya Thr G1u Lau Arq 
11> 

.'0 
120 

Ala Il.e Val Ser Val 
1>5 

Ser Ile Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Pro Ph. tle Arq Asp 
135 

Pro Gln Val Tyr Het 

'" 
Tyr Ala Val pro Tyr 
lSO 

.'n 
155 

n . 

'" 
Thr Lys His Arq 

Trp tle Val Pro Ph. 
160 

Asp Arq 11e Arq Asp 
165 

Gly Val His Ala Met 
no 

Val Ala Gln Ser va.l Arq 
m 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser t1e Asp 
180 

P,. 
lB> 

Gln Val. Lys A'IIn Ph. 
lOO 

GJ.n Trp 

Gly AJilp Leu 
195 

11. Arg Ala tle Gln 
200 

Glu Thr Ri. As p Arq Gly Ph I:! Glu 
205 

'00 ,"o 
210 

Leu Leu Le~ Aap Gly Asp Gly Leu Leu 
215 

Ph. Asn Val Val Val 
22S 

ne 
230 

Lye Asp Gly Val Val 
235 

Ala 
220 

Gl u Gly Pro Gly 

Arq Ser Pro G1y Arg 
2" 

Ala Ala Leu Pro .'y 
24' 

119 Tbr Arg LYIII Thr Val Leu G1u 11e 
250 

Ala 
255 

.'0 

Ser Leu Gly His Glu Ala 11e Leu Ala As p 11e Thr Leu Ala Glu Leu 

100 
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'" 
Pro Phe Val Ser Val As p 

290 
",y 

'" 

ES 2 448 816 T3 

"y 
280 

Cys Ser Thr Gly 

Asn Pro tl. Ser A.p 
300 

"y 
285 

Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Se.., 
305 

n. 
no 

tle Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 

'" 
G>u 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 

<210> 41 
<211> 990 
<212> ADN 

325 330 

25 <213> Secuenci. Artifici.1 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

30 <400> 4l 
atgqcattct atqctgacac ctctgaaatc qtttacaccc scqacaccgg tctqgactst 60 

ateacet.ce ctgaccacqa actggacccq qctsacccqc tqqctqgtqq tgctqcttqq 120 

35 atcqaagqtq ctttcgttcc qccgtctqaa qctcgtatct ctatcttcqa ccaqqgttac ,"O 

ctg&cctctg acqctaccta cacC9Qgttc cacqtttqqa acqqtaacgc tttccqtctq 240 

40 
gacgaccaca tcqaacgtct qttctctaac ¡cqga.teta tccgtatcat cccqccqctg 300 

acccaggacg .sgtt •• ag. aatcgctctg qaactggttg ctaaaaccga actgcqtgaa 360 · 

gcaatcqttt ctqtttctat cacccgtgqt tactcttcta ccccqtatac gcgtgacatc 

45 accaaacatc gtccqcaqgt ttacatqtac qctgttccqt accaqtgqat cqtaceqttt "O 
qaecqcatec qtqacqqtqt teacqetatq gttqcteaqt etqttcqteq tactccqcgt 540 

50 
tcttetatcq acceqcaqqt taaaaactte caqtqqqqtq acctqatceq tqcaattcaq 600 

qaaacccacq accgtqqttt eqaqctgccq ctgctgctqg actqcqatqq tctqctqqct 660 

qaaqqtccqq qtttcaacqt tqttqttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 720 

55 
qctqctctqc cqqqtatcac ccqtaaaacc gttctqqaaa tcqctqaatc tctqqgtcac 

qaaqctatcc tqqctqacat caceetqqct qaaetqetqq aeqctqacqa aqttctqqqt 840 

60 tqctcaaceq qtqqtqqtqt ttqqecqttc qtttetqttq aeqqtaaeee qatctctqac 900 

qqtqttecqq qtccqqttac ceaqtetatc atccqtcqtt actqqqaact qaacqttqaa 960 

65 

101 
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tcttcttctc tqctqacccc ggtacagtac 

<210> " <211,.. J30 
<212> >RT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223,.. Variante de ATA117 

<400> " 
Met Ala Phe Tyr 
1 

A.ta , Asp Thr Ser Gl ... 11. 
10 

Val l'yr ThJ; His Aap 
15 

Th< 

Gly Leu Asp Tyr 

" 
tle Thr Tyr Ser Asp His Glu Leu Asp Pro Ala Aan 

25 JO 

Pro Leu Ala 
35 

Gl.y Gly Ala Ala Trp tle G.lu Gly Al.a 

" 
>h. 
OS 

V.l Pro Pro 

Ser Glu Ala Arq t1e Ser 
SO 

Ala Thr Tyr Thr Gly 

" 
Pho 

" 

n. 
55 

Asp Asp His 11 .. Glu Arq Leu Phe Ser .. 
tle Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 

100 
V., 
105 

Ty< 
60 

Leu Thr Ser Asp 

Gly 
15 

A .. n Ala Phe Arq Le. 
80 

Asn Ala Glu Ser tle 
90 

Lys Glu tle Al.a Lo. 

"' 

"'" " 
n. 

Glu Le u 

Val Ala Thr Glu Leu Arq Glu Ala ¡le Val Ser 

'" 
Val 
125 

Ser tle Thr 

Arq Gl.y Tyr Ser Ser Thr Pro Tyr Thr Arq Asp t1e Thr Lys Bis Arq 

'" 130 135 

Pro Gln Val Tyr Met 
U5 

Tyr Al. Val Pro Tyr 
150 

Aap Arq tle Arq Aap Gly Val His Ala 
165 

Me< 
170 

Gl. 
155 

Trp tle Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

Ph. 
160 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser ¡le Asp 
>8, 

,<o 

'" 
Gln Val Lys Asn Ph. 

190 
Gln Trp 

102 

99' 
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G~y Aap Leu Ile Arq Ala Ile 
195 

01" 
200 

Glu Tbr His Asp Arq Gly Phe Glu 
205 

Leu Pro 

"O 
Leu Leu Leu Aap Cys Asp Gly Leu Leu 

"5 
Ala 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe 
225 

Asn Val Val Val. 

Ala Ala Leu Pro Gly 
2<5 

n. 
230 

Lys Asp Gly Val Val Arq Ser Pro Gly 
235 

Ile Thr Arq Lys Tbr Val Leu Glu Ile 
250 

Ala 
255 

Arq 
m 

Oh 

Ser Leu Gly His 
260 

Glu Ala I1e Leu Ala 
265 

Asp Ile Tbr Leu Ala Glu Leu 

'" 
Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Pro Phe Val Sar Val Asp 

'" 
Pro Val Thr Gln Ser 
305 

n. 
310 

Oly 
280 

Cys Ser Tbr Gly Oly 
285 

Gly Val Trp 

Asn Pro Ila Ser Asp Gly Val Pro Gly 
300 

T<p 
315 

Glu Leu Asn Val 01. 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr pro Val Gln Tyr 
325 330 

40 <210,. 4 3 
<211> 990 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artifi cial 

45 <220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<4 00> " 
50 

atqqcattct ctqctgscac ctctqaaatc qttta caccc acqacacc9'9 tc:tqqactat 

atcacctatt cqqactacqa actggatccq gctaacccqc: tqgctggt.gq tqctqcttqq 

.. tcq .... qgtq ctttcgttcc qccqtctgo .. qctcqt .. tct ct .. tcttcq .. cc .. qqgtt .. c 

55 
ctq .. cctctq .. cqct .. cct .. c .. ccqqqttc c .. cgtttgg .. .. cqqt .... cqc tttccqtctq 

q"cq"cc"c" tcq .... cqtct qt t ctct .. ac qcqg .... tct .. tccgt .. tt .. t cccqccqctg 

60 ilcccaggacq .... gtt .. aaqa ailtcqctct q qilactggttg ctaaaaccqa actqcgtq .. a 

gc .... tcqttt ctqtttct .. t cacccgtqqt. tactcttctil cccc .. tatat tCqtq"CiltC 

65 

103 

60 

120 

180 

,<O 

300 

360 

420 
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accaaacatc 

'laccqcat.cc 

tcttctatc'il' 

gaaacccacq 

qaagqtCC99 

qctqc:tc:tqc 

gaagctatcc 

tqctcaaccq 

gqtgttCC9g' 

t.cttcttctc 

<210> 
<211> 

.. 
,JO 

<212> PR,T 

qtccqcagqt 

qtga cgqtqt 

ac:cc::qcaqqt 

accqtg'qttt 

gtttcaacqt 

c:qqgtatcac 

tqqctgacat 

gtqgtggtgt 

gtcc:qqttac 

tqctgacccc: 

< 213> Secuencia Artifi cial 

<220> 

ES 2 448 816 T3 

ttacatqtac qctqttccqt .. cca qtqqat cqtaccqttt 

tcacqctatq qttqctcaqt ctgttcqtcq tactccqc<;Jt 

t.all.aactt.c caq'tqqlJ<¡tq acctaatccq tqcaattcag 

c:qaqctqccq ctgctgctqq actqcqatqq tctqctqqct 

tqttqttatc 'ul.agacgqtg' ttgttcqttc tccgqqtc:qt 

ccgtaaaacc qttctqqaaa tcgctgaatc t c tgqgtcac 

caccctqqct qaactqctqq acqctqacqa aqttctqqqt 

ttqqccqttc qtttctgttq acgqtaaccc gatetctqac 

ccagtctatc atccgtcgtt actgqgaac:t qaa¡;gttgaa 

qgtacagtac 

30 <223> Variante de ATA117 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

< 400> 4 4 

Met Ala l'he Ser 
1 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

Ala Asp Thr Ser Glu , 
11e Thr Tyr Ser Asp 

" 

n. 
10 

Val. Tyr Thr Hí,. A.p 
15 

1'yr Glu Leu Asp Pro Al.a Asn 
JO 

Pro I.eu Ala 
35 . 

Gly Gly Ala Ala Trp 
<O 

11. Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Ser Glu Ala Ar9 Ile Ser 

SO 
n. 
55 

Phe Asp Gln Gly Tyr 
60 

Leu Thr Ser Asp 

Ah 
55 

Thr Tyr Thr Gly Phe 
70 

Hía Val Trp Asn Gl y 

" 
As n Ala Phe Ar'l Leu 

80 

Asp Aap Hís n . 

tle Pro Pro Leu 
100 

Glu Ar9 L. u Phe Ser 
85 

Thr Gln Asp Glu Val 
lOS 

A,o 

" 
Ala Glu Ser 11e '" " 

ne 

Lys Gl ... 11e Ala Le ... Glu Leu 
110 

Val Ala Ly s Thr Gl ... Leu Arq Glu Ala 11e Val Ser Val Ser 11a Thr 

104 

480 

,<O 

600 

660 

780 

940 

"O 

'60 

'" 



ES 2 448 816 T3 

115 120 125 

Arg Gl.y Tyr Ser Ser Thr 
lJO 

Tyr Xla Arq As p n. 
"O 

Thr Lya Ki.li Arq 

Pro Gln Val Tye Met 
1<5 

Tyr Ala Val Pro Tye 
150 

Asp Arg lls Acg Asp Gly Val His Ala Met 
165 11 0 

Glo 
155 

'l'rp Ile Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

>h. 
160 

Arq The Pro Arq Ser Ser Il. Asp 
lSO 

P,. 
185 

Gln v.l Ly.!! Asn Phe 
190 

Gln Trp 

Gly Aap Le ... 
195 

:11. Argo Ala Ile Gln Glu 'l'hr Ri. Allp 
200 

Arq Gly Phe Glu 
20' 

Leu Pro Leu Leu Le\l A sp 
210 

Cy. 
215 

A3p Gly Leu Leu lia 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 
225 

Ile Lya Aap Gly Val 
230 

Val 
2J5 

Arq Ser Pro Gly ""q 
240 

Ala Ala Le ... Pro Gly 

'" 
:t1. Thr Arg- Ly" Thr Val Le ... Glu Ile 

250 

Ser Leu Gly His 
260 

Glu Ala Ile Leu Ala Aap Il. Thr Leu 
265 

A.lo 

'" 

Ala Glu 
m 

Glu Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 
215 

Gly 
280 

Cys Ser Thr Gly Gly 
285 

Gly Val Trp 

P:rQ Phe 

"O 
Val Ser Val Aap Gly Asn Pro Ile Ser 

'" 
Aop 
300 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val. Thr Gln Ser 
305 

Ser Ser Ser Leu Leu 

'" 
<210> 45 
<21 1> 990 
<212> ADN 

n. 
310 

Ile Arq Arq Tye Trp Glu Leu Aan Val 
Jl5 

Thr Pro Val Gln Tyr 
3JO 

<213> Secuencia Artificial 

Glu 
320 
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<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 45 
atqqctttct caqctqacac otetg_aate gtttacaccc acgacaccgq tctqqactat 60 

ateacet.tt cqqactacqa actqqatccg gctaacccge tqqctqqtqq tqctqcttqq 120 

atcqaaqqtq ctttcqttcc qccqtctgaa gctcqtatct ctatcttcqa ccaqqgttac 180 

ctgacctctg acqctaccta caccqqqttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttccqtctg 240 

qacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac 909ga.teta tccqtattat cccqccqctq 300 

acccaqqacq a.gtt •• aga qatcqctctg gaactgqttg ctaaa8coga actqcqtga. 360 

gcaatcqttt ctqtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccqtatac qcqtgacatc 

acca.acate qtccqcaqqt ttacatgtac qctgttccqt accagtgqat cqtaccqttt 480 

qaccqcatcc qtqacqgtqt tcacqctatg gttqctcaqt ctgttcqtcg tactccqcqt 540 

tcttctatcg acccqcagqt taaaaacttc caqtqqqqtq acctqatccq tqcaattcaq 600 

qaaqgtccqq gtttcaacqt tgttqttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 720 

qctqctctqc cqqgtatcac ccqtaaaacc gttctqqaaa tcqctqaatc tctqqqtcac 780 

qaaqctatcc tqqctqacat caccctqqct qaactqctqq acqctqacqa aqttctqqqt 8 4 0 

tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttq acqqtaaccc qatctctqac 900 

tcttcttctc tqctqacccc qgtacaqtac 

<210:> 46 
<211:> 330 

"O 

45 <212:> PRT 

50 

55 

60 

65 

<213:> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 46 

Ala Pha Ser Ala AIIp Thr Ser Glu 
5 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

11e Thr Tyr Ser As p 
25 

11a Val Tyr Thr Bis 

" 
Aop 

" 
Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn 

JO 

P r o Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

tle Glu Gly Ala Pha Val Pro P r o 

" 

106 



ES 2448816 T3 

Ser Glu Al. Arg I1e Ser 
50 

Ile Phe Asp Gln Gly 
55 

Tyr 
60 

Leu Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Gly 

" 
>he 
70 

His Val Trp Asn Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Lou 
80 

Asp ASp Bis 110 Gl1,1 Arg Leu Phe Ser 

" 
b. 

" 
Al.a Gl1,1 Ser Ile ~. 

" 
u. 

11. Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 
>O, 

Val Ala Lys Thr Glu Leu Arq 
115 

Glu 
120 

Val 
lO> 

Lys al1,1 I1e Ala 

Ala I1e Val Ser Val 
125 

Lou 
110 

Glu Leu 

Ser I1e Thr 

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Pro Tyr Thr Arq ASp 
135 

Xl. Thr Lys Hi8 ArO; 

1<0 

Pro Glo Val Tyr Met 

'" 
Tyr 
lSO 

Gln 
155 

Trp Ile Val Pro Phe 
160 

Asp Arq Ile Arq Asp Gly Val His Ala 
lO' 

He< 

'" 
Val Ala Gln Ser Val Arq 

'" 
Arq Thr Pro Arq Ser Ser I1e Asp 

'"O 

Gl.y Asp Lau I1e Arq Ala l1e Gln 
195 200 

Pro Gln Val Lya Aen Phe 
185 190 

Gl.n Trp 

Glu Thr ais ASp Arq Gly Phe Glu 
205 

Leu Pro 
210 

Leu Leu Leu ASp Cys 
215 

Asp Gly Leu Leu Ala 
220 

Gl\1 Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val. 
225 

I1e Lys Asp Gly Val 
230 

V.l 

'" 
Arq Ser Pro Gly Arq 

240 

Ala Ala Leu Pro Gly 
205 

I1e Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu rle 

'" 
Ala 

'" 
Glu 

Ser Leu Gly H~s Glu A1a Ile Leu 
260 

Leu Aap Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly 

'" 

A1a Asp Ile Thr Leu 
265 

Cys Ser 'I'hr Gly Gly 
285 

Ala 

'" 
Glu Leu 

Gly Val Trp 



5 

Pro Phe 
290 

Val. Ser Va l. As p 

Pro Val. Thr Gln Ser 

'" 
ne 
310 

ES 2 448816 T3 

Gly Asn Pro 1le Ser 
29S 

11e A.rg Ar9 Tyr T<p 

'" 

Aop 
JOO 

Gly Val. Pro Gl.y 

Glu Leu Asn Val. 

10 ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val. Gl.n Tyr 
325 330 

<210> 47 
15 <211> 990 

<212> ADN 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

<400> 47 
at9qctttct caqctqacac c t ctgaaatc qtttaeaccc aogllcaccq9 t ctqqactat " 
atcacctact ctqactacqa actqq&cccq qctaacccqc tqqctqqtqq tqctqcttqq >20 

atcq.aqqtq ctttcqttcc qccqtctgaa gctcgtatct ctatcttcqa ccagqgttac 180 

ctqacctctq acqctaccta cacctqtttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttccgtctq '" 
qacqaccaca tcqaacqtct qttctctaac qcqqaatcta tccqtatcat cccqccqctg 300 

acccaqqacq aa;ttaaag. gatcqctctq qaac tqqttg ctaaaaccqa actqcgtqaa 360 

gcaatcqttt ctqtttctat c~cccgtggt tactcttct~ ccccatatac qcqtqacatc 420 

accaaacatc gtccqcaqgt ttacatgtac qctgttccqt accaqtqqat cqt.ccqttt 480 

qaccqc.tcc gtq.cgqtgt tcacgct.tq qttqctc.gt ctgttcgtcq t.ctccqcgt 5<0 

tcttctatcq .cccqc.qqt t ••••• cttc caqtqqqqtq acctqatccq tqcaattcaq 600 

qaaacccacq accqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqg actqcqacgq tctqctqqct 660 

gaaqgtccqq qtttc •• cgt tqttgtt.tc aaaqacqgtq ttqttcgttc tccgqqtcqt 720 

qctgctctqc cqqqtatcac ccqtaaaacc gttctgqaaa tcqctqaatc tctqqqtcac 780 

q.aqctatcc tqqctqacat caccctqqct gaactgctgq .cgctgacga .gttctgggt ." 
tqctcaaccq qtqqtggtgt ttgqccgttc gtttctgttq acqgtaaccc qatctctqac 900 

qgtgttccqq qtccggttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqgaact qaacqttgaa 

tcttcttctc tqctqacccc qgtacaqtac 

<210> 48 
<211,. 330 
<212> PRT 

108 

'" 
"O 
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 48 

Met Al.. PhI! Ser 
1 

>..la 
5 

Asp Thr Ser Glu ne 
10 

Val Tyr Thr His Aop 
15 

Gl.y Leu Asp Tyr 
20 

11. Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp 

" 
Pro Leu Ala 

" 
Gly Gly A1a A1a Trp l1e Glu Gly A1a 

" 
Phe .. 

0<. 
30 

Ala Asn 

Val Pro Pro 

Ser Glu Ala Arq 1le Ser 
SO 

n. 
55 

phe Asp Gln Gly Tye Leu Thr Ser Asp 
60 

Ala Thr Tyr Thr Cys 
65 

Phe His Val Trp Asn 

" 
Gly 

" 
Asn Ala Phe Arq Leo 

80 

Aep Aep Bis 11e Glu ~q Leu Pha Ser 
85 

Aao 

" 
Ala Glu Ser 11e Arq 

" 
na 

11e Pro Pro Le u Thr Gln Asp Glu 
100 

Val 
105 

LYIII Glu 11. Ala Leo 
n o 

Glu Leu 

Val Ala Lya 
ll5 

Thr Glu Leu Arq Glu Ala t1e Val Ser 
120 

Arq Gly 
no 

Tyr Ser Ser Thr Pro Tyr Thr Arq Asp 

'" 
n. 
"O 

Va> 
125 

Ser 11. Thr 

Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Mat 

'" 
Tyr Ala Val Pro Tyr 
lSO 

Gl0 
155 

Trp 11" Val. Pro Oh. 

'" 
Asp Arq n.e Argo Asp G1y V~Ü His AJ.. 

165 
Me< 
170 

Val A1a G1n Ser Val 

'" 
Arq 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser 1le Asp 
180 

P<. 
185 

Gln Val Lys Asn 

Gly Asp 110 Arq A1a 11e Gln Glu Thr Bis ASp 
200 

Oh. 
190 

Gln Trp 

Gly Phe Glu 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Gly Leu Leu A1a Glu Gly Pro Gly 

109 
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Phe Aan Val Val Val 
22S 

U. 
230 

ES 2 448816 T3 

Lya Asp Gly Val Val 
235 

220 

Al:g Ser Pro Gly ArO; 

'" 
Ala Al.a Leu P'l:O Gly 

'" 
Ile Thr Aro¡ Lys Thr Val Leu Glu 11e 

2>0 
.,. 
255 

O'u 

ser l.eu Gly Hia 
260 

Gl.u Al.a 11. !.el,l Al.a Aap Xl.e Thr LeU 

26' 
"'. 
210 

Leu Aap Ala Aap Glu Val La ... 

'" 
O'y 
280 

Cy a Sar Thr Gl.y O'y 
285 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Sel!: Val. A.sp 
290 

O'y 

'" 
A.p 
JOO 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
30S 

u. 
no 

Ile 1u::q Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 

'" 
Oh 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> " <211> '" <212> ." 
<213> Secuencia Artificia l 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> ., 
atgqctttct c.<¡ctgacac ccctqaaatc <¡tttacac:c:c: aeq8c:ac:c:qq tctq9a c:tat 

atollectac:t ctgactacga actqgacccq qctaacccgc t9<;Jct9qtQ'l tqctg-ctt<;J9 

atcqaaqgtg ctttcgttcc qccqtctgaa qctcqtatet ctatcttcqa cca9Qgttac 

c tqacctctq acgetaccta cacctqtttc cacgtttg'ga acggtaacgc tttccgtctg 

gacgaccac. tcgaacgtct gtt.ctctaac g'cqgaatcta tccgtatcat cccgccqctq 

acccaqgacq aagttaaaqa gatcgctctg gaactgg"ttq ctaaaaccga a.ctgcgt.gilil. 

qeaaecqtee ceqt:eeeeae eaeecqtqge eaceeeeeea eeeeaeaeae gcqtqaeaee 

.. ccaaacat.e qtccqcagqt ttacatqtac qctqttccgt accaqtqqat. cqtaccqttt 

g .. ccqcatcc qtqacg'gtgt tcaeget .. tq qttqctcaqt. ctgttcqtcq tactccqcqt 

tcttccatcq acccqcagqt. t.aaaa .. cttc caqtqqqgt9 .. eeeq .. eee9 tgc .... tte .. 9 

110 

60 

>20 

180 

2<0 

JOO 

36' 

'" 
480 

,<O 

.o, 
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gaaacccacq accqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqq actqcqacqq 

gaaqqtccqq qtttcaacqt tgttgttatc aaaqacqqtq ttgt.tcqttc 

qctqctctgc C9gqtatcac ccqtaaaacc qttctqqaaa tcqctqaatc 

gaaqctatcc tqqctgacat c a ccctgqct qaactqctqq acqctqacqa 

t.qctcaaccq 'itqqtqqtgt ttqqccqttc qtttctgttq acggtaaccc 

qqtgttccqq qtccqgttac ccaqtctatc atccqtcqtt. actQ9Qaact 

tcttcttctc tqctgacccc 9qtacaqt.ac 

<2 1 0> 50 
<21 1 > 330 
<212> >RT 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 50 

_t Ala Ph. S .. r Ala AJlp Thr Pro Glu , , Ila Val Tyr Tbr Hi. 
>O 

Gly Leu Asp Tyr 

" 
rle Thr Tyr Ser Asp 

25 
Tyr Glu Leu Asp Pro 

30 

tctqctqqct 

tccqgqtcqt 

tctqqqtcac 

{lqttctqqqt 

qatctctgac 

gaacqttqaa 

Aop 

" 
ThT 

Ala Asn 

Pro Lau Ala Gly Gly Ala Ala Trp 
35 40 

t1a Gl u Gly Ala Phe Val Pro PrQ 

" 
Ser Glu Ala Argo I le Se r 

50 
ne 
55 

Phe Asp Gln Gly TyT 

" 
Leu Thr Ser A3p 

Ala Thr Tyr Thr Cys 
65 

Phe 

" 
Ki.s Val Trp A3n 

Asp Asp Kis Ile Glu Argo Leu Phe Ser 
85 

' en 

" 

Gly Aan Ala Ph. Argo 

" 
Ala Glu Ser Ile Arq 

" 

L." 
80 

n. 

Ile PrQ PrQ Leu Thr Gln Asp Glu 
>O, 

Vd 
>O, 

Lya Glu I1e Ala Le" 
H' 

Glu LeU 

Val Ala Lya 
U5 

Thr G1u Leu Arq G1u 

'" 
~a Xl. Val Sor Val 

'" 
Ser Ile Thr 

Arq Gly Tyr Se r Ser Thr 
>JO 

' T O 

'" 
Tyr Thr Arq Asp n . 

'" 
Thr Lya Kia Argo 

11 1 

66' 
,,, 

'"' 
'" 
'" 
'" 
'" 
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p~o Gln Val Tyr Het 
145 

Tyr Ala Val Pro Tyr 
150 

Gln 
m 

Trp Ile Val Pro ". 
160 

Asp Arq l1e Arq Asp Gly Val His Ala 

"5 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser l1e Aap 

lB' 

Met Val Ala Gln Ser 
1" 

Gln Val Lys Asn ... 
'" 

Vel 
m 

Gl.n Trp 

Gl.y Aap ","u 

195 
l1e Arq Ala l1e Gln 

200 
Glu Thr His Asp Acq 

205 
Gly Phe Glu 

Leu Pro Leu Leu Leu Aap 
210 

Cy. 
215 

Asp Gly Leu Leu Ah 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 
225 

l1e Lys Asp Gly Val 
230 

Val Arq Ser Pro Gly 
235 

Ala Ala Leu Pro Gly Xle Thr Arq Lys 

'" 
Ser Leu Gly Bis Glu Ala Ile Leu 

260 
Al. 
265 

Thr Val Leu Gl.u Ile 
250 

Asp l:le Thr Leu Al. 

'" 

Al. 
255 

Gl.u Leu 

Leu Asp Ala Aap Glu Val Leu 
275 

Gly 
280 

Cya Ser Thr Gl.y Gly 
2BS 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
290 

Gly 
295 

Asn Pro l1e Ser Aop 
300 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 11. l1a Arq Arq Tyr Trp Glu La u Aan Val 
305 310 315 

Ser Ser Ser Leu La u Thr Pro Val Gln 
325 

<210> 51 
<211> 99' 
<212> AO' 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 51 

Ty< 
330 

Glu 
320 

atqqetttet eaqetqaeae e tetqaaate qtttaeaeee aeqaeaeeqq tetqqaetat 

112 

60 
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ate.cetact ctg_ctaoga aatqq_cacq gctaacccge tqqctqqtqq tqctgcttqq 120 

atcqaagqtg ctttcqttcc qccqtctgaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaggqttac 180 

tatacttctg seqetaccta cacctccttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttccqtctg 240 

yacy_ceaca tegaaeqtct qttctctaac gcqgaateta tccqtatcat cccqccqctg JOO 

acceaqqacg asgttasaga qatcqctctg gaactqqttq ctaaaaccga actqcqtgaa 360 

qcaatcqttt ctqtttctat cacccqtqgt tactcttcta ceceattose acqtgacatc 420 

accaaa cate qtccqcaqqt ttacatqtac qctattccqt accaqtqqat cqtaccqttt 

g_ccgcatce qtgacqqtgt te.oqet.tq qttqctcaqt ctgttcqtcq tactccqcqt 540 

tcttctatcq acccqcaqqt t ••••• ctte caqtqqqqtg scctg.tceq tgcaattcaq 600 

ya.aeco.cy accgtqqttt cqaqctqccq ctqctgctgq actqcqacqq tctqctqqct 660 

g .... gqtc:c:gg qtttc: .... c:qt tqttc¡tt .. tc: ...... g .. c:qqtq ttqttc:qt.tc: tc:c:gqqtc:qt. 720 

gc:tgc:tc:tgc: c:ggqtatc:ac: c:c:qtaa .. ac:c: qttc:tqgaaa tc:gc:tqaatc: tc:tgqqt.c: .. c: 780 

gaagc:tatc:c: tqqc:tgac:at c:ac:c:c:tqqc:t gaac:tgc:tgg ac:gc:tqac:ga aqt.tc:tgggt 840 

tgc:tc: .. ac:c:g qtqgtgqtqt ttqqc:c:qttc: qtttc:tgttg ac:qgta .. c:c:c: q .. tc:tc:tqac: "O 
gqtqttc:c:gg gtc:c:qqttac: c:c:aqtc:tatc: atc:c:qtc:qtt ac:tqqqaac:t q .... c:qttqaa 960 

tc:ttc:ttc:tc: tgc:tgac:c:c:c: qqtac:aqt .. c: 

<210> 52 
<21 1> 330 
<2 12> PR'l' 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 52 

M.' 
1 

Al .. Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu 
5 

G1y L. u ASp 'l'yr 
20 

:11e 'l'hr Tyr Ser Asp 

" 

n. 
10 

Val 'l'yr 'l'hr His 

'l'yr G1u Leu Asp "" 30 

A.p 
15 

Th, 

Pro Leu Ala G~y G~y Ala Ala 

" 
11. G1u G1y Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Ser G1u Ala Arg I~e Ser 

50 
n. 
55 

Phe Asp G1n G1y 'l'yr 'l'yr 'l'hr Ser Asp 
60 

Ala Thr Tyr Thr Ser Phe His Val Trp Asn G1y Asn A~a PhI! Arq Leu 

113 

,oc 
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" 
Asp Asp His Ile Glu 

85 

ES 2 448 816 T3 

70 

Arq Le" Plle Ser Asn 

" 

75 

Ala Glu Ser Ile Arq 

" 

so 

no 

I1e Pro Pro Le", Thr Gln ~p Glu 
100 

Val 
105 

Lys Glu Ile Ala 'ou 
110 

elu Leu 

Val Ala Lys 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu 
120 

Ala I1e Val Ser Val Ser Ile Thr 

'" 
Arq Gly Tyr Ser Ser Thr PrQ Phe Thr Arq Asp Ile Thr Lys Bis Arq 

130 135 140 

Pro Gln Val Tyr Het 

'" 
Tyr Ala Ile Pro Tyr 
150 

Gln 
155 

Ph. 
lOO 

Asp Arq Il.e Arq Asp Gly Val His Al.a Met Val. Ma GIn Sez: Val. Arq 
165 170 175 

Arq Th.r PrQ Arq Ser Ser Ile klp 
lSO 

Gly Asp Leu 
195 

Ila Arq Ala :Ile GIn 
200 

Pro Gln Val Lys Asn 
lB> 

>ho 

'" 
Gl.n Trp 

Gl.u Thr His Asp Argo Gly Phe Glu 
'05 

Leu Pro Leu Le" Le" Asp Cya Asp Gly Leu Leu Al. 

'" 
elu Gly Pro Gly 

210 215 

Phe Asn Val Val Val 
225 

Al. Ala Le ... Pro Gly 

'" 

n. 
230 

Lys klp Gly Val Val Arq Ser Pro Gly 
235 

Ile Thr Arq Lys Thr Val Leu Gl~ 11. 
m 

>.la 
255 

Ar. 
,<O 

Glu 

Ser Leu Cly ni. Glu Ala I1e Leu 
260 

Ala Asp 1le Thr Le~ 
265 

Al. 
270 

Gl~ Le~ 

Leu Asp Al .. AlIIp GJ.u Val Le" 

'" 
Pro Phe Val Ser Val Asp 

290 
Gly 

'" 

Gly 
280 

Cya Ser Thr Gly Gly 
285 

Gly Val Trp 

As n Pro rle Ser Aap Gly Val Pro Gly 
300 

Pro Val Thr Gln Ser tle tle AIq Arq Tyr Trp Gl~ Leu Asn Val Gl~ 

114 



ES 2 448 816 T3 

JOS 310 315 320 

5 Ser Se r Ser Leu Le. 1'hr Pro Val Gln Tyr 

'" 330 

10 <210> 53 
<211> "O 
<212> '" <213> Secuencia Artifi cial 

15 <220> 
<223> Variante de ATA1 17 

<400> 53 
atqgctttct caqctgacac ctct<¡j'ail. .. tc 'itttacaccc acqacaccqq tctqqactat 60 

20 
atcacctact ctgactacga actggacccg qctaacccgc tgqctgqtgg tgctgcttgg 120 

atcgaaqqtq ctttcqttcc gccqtctg •• gctcqtatct ctatcttcqa ccaqgqttac 180 

25 tatacttctg acgctaccta cacctqtttc cacqtttgqa acqqtaacgc tttccqtctg 240 

gacgaccaca tcqaaeqtct qttctctaac gcgqaatcta tccqtatcat cccgceqctg JOO 

30 
acccaqgacg aaqttaaaga 9atcgct ctg gaactqqttg ctaaaaccqa actgcqtgaa 360 

gcaqtgqttt ctqtttctat cacccqtggt tactcttcta ccccattcac ac:qtgacate '" 
aecaaacate: qtccqcaqqt ttacatqtac qctqttccqt accaqt'ij'qat cqtaccqttt "O 

35 
gaccqcatcc qtqacqqtqt tcacqctatq qttgctcaqt ctqttcqtcq tactccqeqt 540 

tcttctateq acccgcagqt taaaaacttc caqtqqqqtq acctgat ccg tgcaattcag 600 

40 qaaacccacq accqtqqttt cqaqctgccg ctqctgctqg actgcgacgq tctgctgqct '60 

gaaggtccgg qtttcaacqt tqttqttatc aaagacgqtg ttqttcqttc tccggqtcqt no 

gctgctctgc cqqqtatcac ccqtaaaacc gttctqgaaa tcgctgaatc tctggg-tcac '" 45 
qaagctatoc tgqctqacat caccctqqct qaactqctqq acqctqacqa aqttctqqqt ." 
tqctcaacoq qtqqtqqtqt ttqqooqtto gttt:otqttg aoqqtaaooc g-atototqac 900 

50 qqtqttccgq qtccgqttac ccaqtctatc atocqtcqtt actg-g-qaact qaacqttqaa "O 

tcttcttctc tg-ct qacccc gqtacaqtac '90 

55 <21 0> 54 
<211> 330 
<21 2> 'RT 
<213> Secuencia Artifi cial 

60 
<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<400> " 65 

115 



Het Ala Phe Ser , A.t. 
5 

ES 2448 816 TI 

Asp Thr Sez: Gl. ... na 
10 

Val. Tyr Thr Kis "P 
15 

Th< 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr G1u Leu Asp 
25 

Pro Ala Asn 
30 

Pro Leu Al. Gl.y Gly Ala Ala 
35 

T<p 

" 
I1e Glu G1y Ala >ha 

" 
Val Pro Pro 

Ser Gl.u Ala Arq tle Ser 

" 
n. 
55 

Phe Aap Gln Gl.y i'yr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Cys 

" 
Aap Asp Bis Il.a Glu 

" 

Phe H~II Val. Trp Asn 

" 
Arq Lau Pha Ser Aan 

90 

Gl.y Asn Ala Phe Arq 

" 
Ala Gl.u Sar 11. Arq 

95 

'au 
BO 

n. 

Ile Pro Pro ,"U 

100 
Thr Gln ASp Glu Val 

lOS 
Lys Glu Ile Ala Leu Glu Leu 

110 

val Ala Lys Thr Glu Leu Arq Glu Ala Val Val Ser Val Ser Ile Thr 
115 120 125 

Arq Gl.y Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Thr Arq Asp Il.e Thr Lys Bis Arq 
130 135 140 

Pro Gln Val. Tyr Het 
145 

Tyr Ala Val Pro Tyr 

'" 
ASp Arq l1e Arq Asp Gly Val Ki. Ala 

lOS 

Trp tle Val Pro 

Val Ala Gl.n Ser Val 
m 

AL. 

50 Arq Thr pro Arq Ser Ser 11. ASp pro Gl.n val. Ly. Asn Phe Gl.n Trp 
180 185 190 

Gl.y ASp Leu Ile Arq Ala I~e 
195 

Gl" 
200 

G~u Thr Sis Asp Arq Gly Phe G~u 
205 

Leu Leu Leu Asp 

Pha Asn Val val Va~ 

'" 
na 
230 

Cya Asp Gly Le u Lau 
215 

'lo 
220 

Glu Gly Pro G~y 

Lys Asp G~y Val Val Arq Ser Pro Gly 
235 

AL. 
'" 
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JUta Ala Leu Pro Gly 

'" 
I1e Thz: Arg Lys The Val Leu Glu Ile 

250 
Ala 
255 

Glu 

Ser Leu Gly Hb 
260 

Glu Mil 11e Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly 
280 

Ala Asp 11e Thz: Leu 
265 

Cys Ser 'l'hr Gly Gly 
285 

Ala 
270 

Glu Leu 

Gly Val Trp 

Pro Pha Val Ser Val Asp 
2" 

Gly 

'" 
Asn Pro 11e Ser Aap 

JOO 
Gly Val Pro Gly 

Pro Val 'l'hr Gln Ser 
J05 

n. 
310 

:I1e Arg Ar<¡ Tyr Trp Glu Leu Aan Val 
315 

Glu 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu 
325 

Thr Pro Val Gln Tyr 
330 

<210> 55 
<211> '" <212> AO' 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

< 4 00> 55 
iltggctttct eagctgacac ctc:tq.aatc: o;rtttacaccc 

ateacotact ctqact.acqa act.qqacceq qctaacccqc 

atcqaaqqtq ctttcqttcc qccqtctg •• gctcqtatct 

tatacttctg acqctaccta caccacettc cacqtttqqa 

;¡acgacciilca t.cgaacqtct gttctctaac gcggaatcta 

~ctcaggacg aaqttaaaga gatcgctctg qaactgqttg 

:Jcaqtqqttt ctqtttctat cacccqtgqt tactcttcta 

Iccaaacatc qtccgcagqt ttacatqtac gctqttccqt 

~accgcatcc gtgacgqtqt tcacgctatq qttgctcaqt 

~cttctatcq acccgcaqqt taaaaacttc caqtqqqqt.q 

laaacccacg accgtgqttt cqaqctgccq ctgctqctgg 

Jaaggtccqq qtttcaacgt tgttqttatc aaaga cgqtg 

Jctqctctgc cqqgtatcac ccqt4aaacc gttctqqaaa 

117 

ilcgacaccgg tctgqactat 

t.qqctqqtqq tqctqct.tqq 

ctatcttcqa c:c:aqqqttac 

acqqtaacqc tttccg't ctq 

tccgtatcat cccgccgctg 

ctaaaaccga actqcgtq-aa 

ccccattcac acgtgacatc 

accaqtgqat cqtaccqttt 

ctqttcqtcg tactccgcgt 

4cctqatccq tqcaattcaq 

actqcgacg9 tctqctgqct 

ttgttcgttc tccqqqtcgt 

tcgctqaatc tctgggtcac 

60 

120 

180 

2<0 

300 

360 

'" 
"O 

'" 
600 

'60 

720 

'" 
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gaaqctatce tqqetgacat Cilccctqqct qaaetgctg'l acqctqacga 

tgctcaaccg qtqqtgqtqt ttqgccqttc: qtttctgttg acqqtaaccc 

qqtqttc cQ9 gtccgo¡ttac c:c:aqtctatc atccqtcqtt actqqqaact 

tettctt etc tqetqacccc gqtacaqtac 

<21 0> " <211> 330 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATA11 7 

<400> " 
Met Ala Pha Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ila Val Tyr Thr Ris 

" , 5 

aqttctqggt 

gatctctgllc 

q •• cqttgaa 

Aop 

" 
The 

Gl y Lau Aep Ila The Tyr Ser Aap Tyr Glu Leu Aap 
2S 

Pro Ala Aan 
30 

P r o Leu Ala Gly Gly Ala Al.a 
3S 

Tro 

" 
Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Ser Gl u Ala Arq Ile Se r 

SO 
n e 
SS 

Phe Aap Gln Gl.y Tyr 

" 
Tyr Thr Ser AIIp 

"'a 
6S 

Thr Tyr The Thr Phe 

" 
His Val Trp Aan Gly Aen Ala Pha Arq 

" 
Asp Aap Ris I l e Glu Arq Leu Ph e Ser 

OS 
Asn Ala Glu Ser Ile 
90 

Ar. 
" 

L •• 
BO 

n. 

11e Pro P:ro Leu The Gln Asp Glu 
100 

Val 
lOS 

Lys Glu :11e Ala L •• 

11' 
Glu Leu 

Val M ... ,y. 
115 

Thr Gl\l te\l Arg-

Arg- G1.y Tyr Ser Ser Th r 
>JO 

Pro 
135 

G1.\l M a Val Val Ser 

'" 
Phe Thr Arq Asp n. .. , 

Va> 

'" 
Ser 1le Th r 

Thr Lys Bi" Arq 

Gln Val Tyr Met Tyr Ma Val Pro Tyr 
lSO 

Gl. 
m 

Trp 1 l e Val. Pro Ph. 

'SO 

ASp Arq 11.e Arq Asp Gl.y Val. His M a Met Val Ma Gl.n Ser Val Arq 

118 

'" 
90' 

'" 
'" 
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Arq Thr Prco Arq 
180 

ES 2 448816 T3 

>O, 

Ser Ser Xl. Aap Pro 
18S 

Gl.n Val. Ly. Asn ". 
190 

Gln Trp 

Gl.y ASp Le", 
lOS 

Ile Arq A1a Ile Gln Gl", Thr ~. Aap Arq Gly Pha 01", 
200 205 

Leu Pro 

'lO 
Leu Leu Leu Asp eye "",p Gl.y Le", Leu 

215 
Al. 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe Aan Val Val Val 

'" 
n. 
230 

Ly . Aap Gl.y Val Val 
23S 

Arq Ser Pro Gly A.q 

'" 
Ala Ala Leu Pro 

Ser Leu Gly Kis 

'" 

Gly 

'" 
Ile Thr Ar go Lyll Thr Val Leu Glu Ile 

2SO 

Gl u Ala 1le Leu Ala Aap 1 le Thr Leu 

'" 
Al. 

'" 

Al. 

'" 
G," 

Gl.u LIII\1 

Leu Aap Ala Aap Gl.u Val Leu 

'" 
Gly 
280 

eye Ser Thr Gl.y Gly 

'" 
Gl.y V.l Trp 

Pro Ph. Val Ser Val A8p 
290 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

n. 
310 

Gl.y Asn P r o Ile Ser 

'" 
11 .. Argo Arg Tyr T<p 

31S 

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln 

'" 
Ty. 
330 

<210>- " <211> .90 
<212" AO' 
<213" Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223" Variante de ATA11 7 

<400> 57 

A.p 
JOO 

Gly Val Pro Gly 

Gl" 
320 

atqqctttct caqctqacac ctctq ••• tc qtttacaccc acqacaccqq tctqqaetat 

atcacctact ctqacta cqa actqqacccq qctaacccqc tqgctqqtqq tqctqcttqq 
" 

120 

atcgaagqtg ctttcqttcc qccqtctqaa qctcqtatct cta tcttcqa ccaqqqttac 180 

tatacttctg acqctaccta caccaccttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttccqtctq 24 0 

11 9 
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qaegaccaca tcgaacqtct qttctctaac qcqqaatcta tccqtatcat 

iIlcccaqqacq aagttaaaga qtatcqctctg gaactgqttg ctaaaaccga 

gcaatcqttt ctqtttc:tat c:ac:ccgtqqt taetcttcta ccccattcga 

aCC¡UUIClltc qtccqcaqqt ttacatgtac gctqttccqt accaqtqgat 

'lilCC'leatcc qt<¡¡,acqqtqt tcacgctatg qttgctcaqt ctgttcqtcq 

tcttctatcq acccgcagqt taa •• actte caqtqgqqtq acctgatccg 

gaaacccacg aceqt9qttt cg'aqctgccq c:tqctgctgg actqcqacqq 

gaaqqtccqq qtttcaacqt tgttqttate aaagaeqqtg ttgttcqttc 

g'ctqctc:tqc c:qqqtatcac ccgtailaacc qttctqqaaa tcqctgaatc 

qaaqctatcc tqqctqacat caccctqqct g.actqctqq acqctgacqa 

tqctc •• ceg qtgqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttq acqqtaaccc 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqt.cqtt actqqqaact 

tcttcttctc tqctqacccc g-qtacaqtac 

<210> " <211> 33' 
<212> PAT 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vari ant e de ATA117 

<400> " 
Mat Ala Phe Ser 
1 

Al. , Asp Thr Ser Glu Val Tyr Thr His 

Gly Leu A sp Tyr 
20 

I l e Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp 

" 
P<o 
JO 

cccgccqctg 

actgcqtgaa 

gcqtgacatc 

cqtaccqttt 

tactccgcqt 

tgcaattcaq 

tctqctqqct 

tccqqqtcqt 

tctqqqtcac 

aqttctqqqt. 

9atctctqac 

9 aacqttg-aa 

"P 
15 

Th< 

Ala Asn 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
3> 

T<p 

" 
Ile Glu Gly Ala Ph. 

" 
Val Pro Pro 

Ser Glu Ala Arq Ile Ser 

" 
n. 

" 
Phe Asp Gln Gly Tyr Ty r Thr Ser Asp 

" 
Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Ph. 

" 
His Va l Trp Asn Gly 

" 
Asn Ala Phe Aro¡ 

Asp Asp His Ile Glu Arq Leu Phe Ser 

" 
Asn Ala Glu Ser Ile 
90 

120 

A<q 

" 

L •• 
80 

n. 

'00 

'" 

'" 
'" 

'" ." 
90' 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

ES 2 448 816 T3 

Ile PrQ Pz:o Leu Thr Gln Asp Glu 
'00 

Lys Glu Ila Ala Lou 
no 

Glu Leu 

Val Ala Ly. 

'" 
Thr Glu Leu Arq Glu 

'" 
Ala I1e Val Se r Val 

'" 
Ser Ile Thr 

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr 
DO 

Pro Phe Glu Arg A3p 
m 

n. 
>40 

Tlir Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Het 

'" 
Ala Val Pro Tyr Gln Trp Ile Val Pro 

'" 
Phe 
HO 

Asp Arg !le Arg Asp 

'" 
Gly Val Kis Ala Het Val Ala Gln Ser Val Arq 

170 175 

Arg Thr Pro Arg Ser Ser Ile Asp 
180 

• <. 

'" 
Gln Val. Ly.lll A sn >h • 

>90 
Gln Trp 

Gly Aap Leu I1a Arq Ala I1e 

'" 
G'. 
200 

Glu Thr Kis Asp Arq Gly Phe Glu 
205 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp 

'" 
Phe Asn Val Val Val 
225 

n. 
230 

Cys Asp Gly Leu Leu 
m 

Lys Asp Gly Val Val 

'" 

Ua 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Arq Ser Pro Gly Arq 
2<0 

Ala Al.a Leu Pro Gl.y 
245 

I1e Th:r Arq Lys Thr Val Leu Glu Ila 
250 

Ua 
2S5 

Gh 

Ser Leu Gly Kis Glu Ala I1e Leu 
2<0 

.10 
265 

ASp I1a Thr Leu Glu Le u 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 
m 

G>y 
280 

Cya Ser Thr Gly G'y 
285 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
2" 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

G~y Asn Pro 1le Ser 
295 

Ila Arq Arq Tyr 

Ser Ser Ser Leu ~u 
325 

Thr Pro Val Gln Tyr 
330 

121 

Ao. 
300 

Gly Val Pro Gly 

Glu Leu Asn Val Gh 
320 



<210> S9 
<211> 990 

ES 2448 816 T3 

5 <212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

10 
<400> 59 
atqqctttct caqctgacac ctctgaaatc gtttacaccc soq.eacog9 tctqqactat 60 

atcacctact ctgactacqa actqqacccq gct.accege tqqctqgtgq tgctqcttqg 120 
15 

atcgaagqtg ctttcqttcc gccqtctg.a qctcqtatct ctatcttcga ccaggqttac 180 

20 y.cy_cesca tcgaacqtct qttctctaac qcgq •• tcta tccqtatcat cccgccgctg 300 

acceagqaeq aagtta.aga gatcqctctg qaactqqttg cta.aaccga actqcqtgaa 360 

25 qcacatgttt ctgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ceceattcqa qcqtgacatc 

acca.acate gtccgcaggt ttacatgtac qctgttccqt accaqtqqat cqtaccqttt 480 

y.ccqcatee qtgacqqtgt teaoqetatg qttqctcaqt ctqtt cqtcg tactccqcqt 540 
30 

tcttctatcq acccqcaqqt tasaaactte c aqtqqggtq acctqatccq tqcaattcaq 600 

qaaacccacq accqtqgttt cqaqctqccq ctqctqctqq actqcqacqq tctqctqqct 660 

35 qaaqgtccqq qtttcaacqt tgttqttatc aaaqacqqtq ttgttcgttc tccqqqtcqt 

qctqctctqc cqqqtatcac ccqtaaaacc gttctqqaaa tcqctqaatc tctqqqtcac 780 

40 
qaaqctatcc tqqctqacat caccctqqct qaactqctqq acqctqacqa aqttctqqqt .<0 

tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttqqceqtte qtttctqttq aeqqtaacc c qatctctqac 900 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqt ctatc atccqtcqtt actqqqaact qaacqttqaa 960 

45 tcttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac '" 
<210> 60 

50 <211> 330 
<212> PRT 
<2 13> Secuencia Artificial 

<220> 
55 <223> Variante de ATA117 

60 

<400> 60 

Me, 
1 

Ala Phe Ser Ala Aap Thr Ser G1u , Xl. Val Tyr Thr H~a 
10 

Asp Thr 
15 

Gly Leu As p Tyr I1e Thr Tyr Ser Aap Tyr Glu Leu Asp PrQ A1a Asn 

65 

122 
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20 25 30 

Pro Ley. Ala 
35 

G1y G1y A1a Ala Tq> 
40 

Ile Glu G1y Ala Ph. Val Pro Pro 
4S 

Sar Glu Ala Arg 11. Sar 
50 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
>he 

" 

n . 

" 
PhI!! Asp Gln G1y 

Bis Val. Trp Asn G'y 
75 

Tyr 
60 

Tyr Thr Ser "Aap 

Asn Ala Phe Arq Leu 
SO 

Al5p Aap His Ile GJ. ... Arq Leu Ph. Ser 

" 
Ao. 

" 
Ala Glu Ser Ile Arq 

" 
ne 

Il.e Pro Pro Leu Thr GJ.n Asp Glu 
>O, 

Vol 
>OS 

Ly8 Glu :Ile Ala Leu n, Glu Leu 

Val Ala Lya Thr Glu Leu Arg 
U5 

Glu 

'" 
Ala Xis Val Ser Vol 

'" 
Ser Ile ThJ:' 

Ar9 Gly 

'" 
Tyr Ser Ser Thr Pro Ph. Glu Arq Asp 

m 
Xla Thr Ly. Bis Arq 

'" 
Pro GJ.n Val. Tyr Met 

'" 
Asp Arq Il. Arq Asp 

'" 

Tyr Al. Val Pro Tyr 
>SO 

G1y Val. Ris Ala Het 

'" 

Gl. 
m 

Trp 11e Val. Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
175 

Phe 
>6, 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Il.e Aap 

'" 
Pro 

1" 
GJ.n V~Ü Lyll Aan Ph. 

a, 
Gln Trp 

G1y Asp Leu 

'" 
11e Arq Ala Xle Gln 

20' 
Glu Thr Ris Asp Arq 

20' 
G1y Ph. GJ. ... 

Leo Pro 
no 

Leu Leu Le... As p Cys A sp G1y Leu Leu 

", 
Ah 
220 

Glu G1y Pro Gl.y 

Phe Aan Val. Val. Val 

'" 
Ala Al. Lau Pro G1y 

'"' 

ne 
>JO 

Ly. Asp G1y Val Val. 
235 

Arq Ser Pro Gly Arq 

'"' 
Xle Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu Xle 

2" 
Ah 
255 

Gh 

Ser Leu Gly H15 Gl.u ~~ ¡le Leu ~~ Aap Xl . Thr Leu Al~ Glu Leu 

123 
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260 265 270 

Leu Aap Ala Aap Gl~ Val Leu 
m 

Gly 
2SO 

Cya Ser Thr Gly Gly 
285 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Aap 
290 

Pro Val Thr Gln Ser Ile 
305 310 

Gly 

'" 
Aan Pro lle Ser Asp Gly Val PrQ Gly 

JOO 

Ile Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
315 

Glu 
320 

Ser Ser Ser Leu Leu 

'" 
Thr Pro Val Gln Tyr 

3JO 

<210> i!il 
<211> 990 
<212> ADN 

25 <213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

30 <400> 61 
atqqctttct caqctgacac ctctqaaatc gtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 60 

atcacctact ctqactacqa actqqacccq qctaacccqc tggctqgtqq tqctqcttqq 120 

35 
atcqaaqqtg ctttcqttcc qccqtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa ccagqqttac 1SO 

tatacctctq acqctaccta cacctgtttc cacgtttqqa acqgtaacqc tttccgtctg 240 

40 qacqaccaca tegaaegtet gttctctaac qcqgaatcta tccgtatcat cccqccqctq 300 

acccaqqacq aagttaaag. qatcqctctg gaactgqttg ctaaaac~ga a~tq~qtqaa 360 

qcaatcqttt ctqtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccatatac gcqtgacatc 420 
45 

accaaacatc qtccgcagqt ttacatqtac gctgttccgt accaqtggat cgtaccgtta 480 

gaccgcatcc qtgacgqtqt tcacttaatg qttgctcagt ctgttcqtcg tactccgcgt 540 

50 tcttctatcg acccgcaggt taaaaacttc cagtggggtg acctgatccg tgcaattcag 600 

gaaacccacg accgtggttt cgagctgccg ctgctgctgg actgcgacgg tctgctggct 660 

55 gaag9tcc99 gtttcaacgt tgttqttatc aaagacqqtg ttgttcgttc tccgggtcqt 

gctgctctqc cgqqtatcac ccgtaaaacc qttctqqaaa tcqctgaatc tctqgqtcac 180 

gaagctatcc tqqctgacat caccccggct gaactqctgg acgctgacga agttctgggt 840 
60 

tqctcaaccq gtggtgqtgt ttggccqttc gtttctgttg acgqtaaccc gatctctgac 900 

gqtqttccqg gtccqqtaac ccaqtctatc atccqtcgtt actqqqaact gaacgttgaa 960 

65 

124 
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tcttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac 

<210> 62 
<211> 330 
<212> .. , 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 62 

Met Ala Phe Ser , Ah 
S 

Aap Thr Ser Gl ... lle Val Tyr Thr Hia 
10 

Aop 

" 
,,< 

Gl.y Leu Asp Tyr 

" 
11e Thr Tyr Ser A3p Tyr Glu Lau Aap 

" 
Pro Ala Asn 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp 
35 40 

11. Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Ser G1u Ala Arq 11e Ser 

SO 
n. 
SS 

Phe Allp Gln Gl.y Ty< 
60 

'l'yr Thr Se>: Aap 

Ala Thr Tyr Thr eye 
OS 

Aap Asp His I1e Glu 

" 

Phe His Val Trp Asn 

" 
Are¡ Leu Phe Ser A3n 

" 

Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Ala G1u Ser 11. 

Leo 
BO 

n. 

11e PJ;O Pro Leu 

lO' 
Thr Gln Asp Glu Val 

lOS 
Lys Glu l1e Ala Leo n, Glu I.eu 

Val. Ala ,yo 
US 

Thr Glu Leu Arq Glu Ala Ile Val Ser 
>2' 

Se r 11e Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
>JO 

Tyr Thr Arq Asp n. 

'" 
Thr Lys Hia Arq 

Gln Val. Tyr Met Tyr Ala Val Pro Tyr 
>SO 

G>n 
m 

Trp Ile Val Pro ""o >6, 

Aap Arq 11e Arg Asp Gly Val. Hia Leu Met Val Ala Gln Ser Vol 

'" 165 170 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp Pro Gln Val Lys Asn 
180 185 

125 

phe Gln Trp 

'" 

99' 
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G~y Asp Ile Arg Al.a 11e Gln 
'00 

Glu Thr HLa Asp ~g 
'05 

Gly Phe Glu 

,"o 

210 
Leu Leu Le ... Asp Cys 

m 
Asp Gly Leu Leu Ah 

220 
Glu Gl.y Pro Gly 

Phe 
225 

AIJiIn Val Val Val ne 
230 

Lys Asp Gly val val Arg Se r Pro Gly 
2J5 

Ar. 
'" 

A1a Al.a Le ... Pro Gly 
245 

I le Thr Are¡ Lys Thr Val Leu Gl ... 1le 

'" 
>.l. 
255 

Glu 

Ser Lel,1 Gly His 
260 

Glu Ala 11e Leu A1a Asp 11. Thr Pr o 

'" 
Al. 

'" 
Glu Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 
m 

Gly Cya Ser Thr Gly 
280 

Gly 
285 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 

'" 
Gly 

'" 
ASO Pro 1 le Ser 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

n. 
310 

Ils Arg Argo Tyr T<p 

315 

Ser S e r Ser Leu Le u Thr Pro Val Gln Tyr 
32S 330 

<210> 63 
<211> "O 
<2 12> AO' 
<2 13> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vui3nte de ATA1 17 

<4 00> 63 
atggctttct cagctq8cac ctct.q.aatc qttt.caccc 

atcacctact ctqactacqa actqq.cccq qctaacccgc 

. tc:gaagqtq c:tttc:qttc:e gc:c:qtc:tg •• qc:tc:qtatc:t 

t.t.cctc:tg .c:qc:t.c:c:t. e.c:c:tqttte e.eqtttgg. 

q.c:q.ec:.c:a teq. ac:c¡tc:t gttc:tet •• c: geggaatc:tc: 

.c:c:c:agg .. c:g a.gtta a .. g .. q .. tc:gc:tc:tg g.ac:tggttg 

gc: •• tegttt etqtttc:t.t c:ac:c:c:qtgqt t.etettc:t. 

126 

A,p 
300 

Gly Val P:r;Q Gly 

Gl.u Leu A.n Val Glu 
320 

¡u;:qBcaccgq tctqgactat. 

tqgctq<¡Jtqq t'lc:tqc:ttqq 

c:t.tett.c:ga c:c:aqgqtt.c: 

aeggtilac:gc: tttc:c:qtc:tg 

tgc:c¡t.t:c:at eeeqc:egc:tq 

c:t ..... ec:ga aetgc:qtq •• 

ec:c:c:.tat.c: gc:gtg.c:atc: 

60 

120 

180 

'" 
300 

360 

'" 
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accaaac¡o.t.c qt.ccqcaqqt ttacatqtac gctgttccqt accagtgqat c:qtaccqttt 

qaccqcatcc qt.qacqqt:qt: tcacttaatq qttqctcaqt ctgttcqtcg tacgccqcqt: 

aqctctatcq acccqcaqgt taaaaacttc ca!l"tgggqtg acct:qatccq tqcaattcaq 

o¡aaacccacq accg't:9'gttt cqaqetqccq ctqctqceqq actqcqacqg tctgctqgct 

qaagqtccqg qtttcaacqt tqttqttatc aaagacqqtg ttqttcqttc tccqqqtcqt 

qctqc:tctqc cqqqtatcac ccqtaaaac:c gtt.ctgqaaa tcgctgaatc tctqqqtc:ac 

gaaqctatcc t:gqctgacat caccttqqct qaactqctgq acqctgacqa aqttctqqqt 

tqctcaacc:q qtqqtqqtqt ttO¡9CCqttc qtttctqttg &cgqtaaccc: qatctctqac 

qqtqttccqg qtccqttaac ccaqtctatc atccqtcqtt actqgq,ulct qaacqttgaa 

tcttcttctc eqceqacccc qqtacaqtllc 

<210> " <211> 330 
<212> 'RT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> .. 
Me, Al.a Phe Se< Ah Aap Thr Ser Glu n. Val. Tyr Thr Kia '" Thr , , l' " 
Gl.y Lou Aap Tyr 

" 
Il.e Thr Tyr Sor Aap Tyr Glu Lou A.p Pro Al.a Aan 

Pro Leu Al.a Gl.y Gl.y Al.a Al.a 
35 

Ser Gl.u Al.a Arg Ile Ser 

" 
n. 
55 

Trp 
40 

25 30 

Ile Glu Gl.y Al.a Phe Val Pro Pro 
45 

Phe Aap Gln Gly Tyr Tyr Thr Ser Aa:p 

" 
Ah 
65 

Thr Tyr Thr Cya Phe Mia Val. Trp Aan 
70 

Gly Aan Al.a Phe Ar'l 
75 

Lou 
SO 

Aap Aap H18 ¡l.o Gl.u Arg Leu Phe Ser han Al.a Glu Ser Leu Arg rle 

Ile Pro Pro 1.OU 
>O, 

85 90 95 

Thr Gl.n Aap Gl.u Val 
>O, 

Lya Glu Ile Al.a Leu Glu Leu 
no 

65 Val Al.a 1.ya Thr Gl.u 10eu Arg Glu Ala Ile Val Ser Val Ser Il.e Thr 

127 

.. , 
5<, 

'" 
'SO 
720 

780 

84' 

'" 
'SO 

'" 
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u, 120 125 

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr 
lJO 

>ro 
135 

Tyr Thr Arq Aap n. 
H' 

Thr Lys Ris Arq 

Pro CIn Val 'l'yr Met 
145 

Ala Val Pro Tyr Gln 
155 

Trp 1:18 Val. Pl'O 

Asp Arq I1e Arq ~p Gly Val Bi. Leu 
155 

Me< 
170 

Val Ala Gln Ser Val 

'" 

... 
'" 

Arq Thr Pro Arq Sal' Ser I1e Aap 
180 

Pro Gln Val Lya Asn 
185 

... 
190 

Gln Trp 

Gly Asp Leu 
195 

1le Arq Ala 1le Gl. 

'00 
Glu Thr Ris Aap Arq Gly Phe G1u 

'05 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys 
210 215 

Asp Gly Leu Leu Ala G1u Gly Pro Gly 
22' 

Phe Asn Val Val Val 

'" 
n. 
230 

Lya Aap Gly Val Val 

'" 
Arq Ser Pro Gly Arq 

2<, 

Ala Ala Leu PtcO Gly 

'" 
:tIe Thr Arq Lya 

Ser Leu Gly Hia G1u Ala 118 Le ... 

'" 
>.lo 

'" 

Thr Val Leu Glu I1e 
250 

Aap 110 Thr Leu Ala 

'" 

Ala Glu 
255 

Glu Leu 

Le u Aap Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly 

28' 
Cya Ser 'l'hr Gl.y Gly 

'" 
Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val A5P 

29' 
Gly Asn Pro Il. Ser 

'" 
'op 
JO, 

Gly Val Pro Gl.y 

P<o 
J05 

Leu 'l'hr Gln Ser I1 .. 
310 

:U .. Arq Arg Tyr 

Sal' Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 

<21 0> 6S 
<21 1> 990 
<212> ADN 

325 330 

<213> Secuencia Artificial 

'l'rp Glu Le... Asn Val 
315 

Gl. 
320 
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<220> 
<223> Variante de ATA117 

5 
<400> 65 
atq9~tttct eaqetgseac ctctqaaatc qtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 60 

atcacctact ctgactacqa actqqacccq getaacccqc tqqctqqtqq tqctqcttqq 120 

10 
atcqaaqqtq ctttcqttcc qccqtctq •• gctcqtatct ctatcttcqa ccaqgqttac 180 

tatacttctq acqctaccta cacctqtttc cacqtttqqa acqqt •• cqc tttccgtctg 240 

15 qacqaccaca tcq.acqtct qttctct.ac qcqqaatcta tccqtatcat cccqccqctg 300 

accctqqacq aaqttaaaga gatcqctctq qaactqqttg cta.a8ocga actqcqtq.a 3 60 

qcaatcgttt ctgt ttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcqa gcqtgacatc 420 
20 

accaaBcate qtccqcaqqt ttacatgttc qctattccqt accaqtqqat cqtaccqttt 480 

q.ccqcatee qtgacqqtqt t cacqctatq qttqctcagt ctgttcqtcq tactccqcqt 54 0 

25 tcttctatcq .cccq~qqt taaaaacttc cagtqgggtg acctgatccq tgcaattcag 600 

gaaacccacg accgtggtt t cg.gctgccg ctqctgctq9 actqcqacgq tctqctggct 660 

30 
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaaqacqqtq ttgttcgttc tccqqgtcqt n. 

qctqctctqc cqqqtatcac ccqtaaaacc qttctqqaaa tcqctqaatc tctqqgtcac 780 

qaaqctatcc tqqctgacat caccctqqct qaactqctqq acqctqacqa agttctqqgt 840 

35 tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttqqccgttc gtttctgttq acqqtaaccc qatctctqac '00 
ggtgttccgg qtccqgttac ccaqtctatc atccqtcqtt actgqqaact qaacqttgaa 960 

40 tcttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac ." 
<210> 66 
<211> 330 

45 <212> PRT 

50 

55 

60 

65 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

<400> 66 

Het Ala phe Ser , Ala Asp Th% Ser G1u 
5 

n. ,. val Tyr Thr Hi" A. p 

" 
Thr 

Gly Leu A"p Tyr 
20 

rle Thr Tyr Ser Asp Tyr G1u Leu ~p Pro Ala Asn 

Pro Leu Ala G1y Gly Alllo Alil 
J5 

T." 

" 

25 30 

r1e GJ.u Gly Al llo 

123 

.n. 
" 

VlIol Pro Pro 
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Ser Glu Ala Arg Ile Ser 

" 
ne 
SS 

Pha AlIp Gln Gly Ty< 
60 

Tyr Thr Ser A$p 

Ah 
65 

Thr Tyr Tlu: Cys Pha 
>O 

His Val Trp Asn Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
ASp Aap Hi" Ile Glu Arg Lau Phe Ser 

" 
A.n 
90 

Ala Glu Sal: Ile 

Leu 

" 
n. 

11e Pro Pro Leu Thr Leu Asp Glu 
100 

Val Lys Glu Ile Ala 

'" 
Leu Glu Leu 
no 

Val. Ala Lys Thr Glu Leu Arq 
U5 

Glu 
120 

Ala Ile Val Ser Val 
125 

Ser tle Thr 

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arq Asp Ile Thr Lya Hi" Ar9 
lOO 130 135 

Pro Gln Val Tyr Het 
1<5 

Ph. 
lSO 

Ala Ile pro Tyr 

Aap Arq tle Arq Asp Gly Val Bis Ala 
105 

Me, 
1>0 

Gln 
155 

Trp Il.e Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
115 

Phe 
160 

Arq Tbr Pro Arq Ser Ser Ila Asp Pro 
180 18S 

Gln Val Lys Asn Phe Gln Trp 
190 

Gly ASp Leu 
195 

l1a Arg Ala 11e Gln 
200 

Glu Thr His Asp Arq Gly Phe Glu 
2" 

Leu Pro 
210 

Leu Leu Leu Asp Cys 
215 

ASp Gly Leu Leu Ala 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 
225 

n. 
230 

Lya Asp Gly Val Val 
235 

Arg Ser Pro Gly Arg 
2<0 

Ala Ala Leu Pro Gly 
245 

11e Thr Arq Lys Thr Va1 Leu G1u I1e 
250 

Al. 

'" 
Glu 

Ser Leu G1y His 
260 

Glu Al.a Ile Leu 

Leu Asp Al.a Asp Glu Va1 Leu 
275 

Gly 
280 

Al.a Asp Il. Thr Leu 
265 

Cys Ser Thr Gly Gly 

'" 

Alo 
270 

Glu La u 

Gl.y Va1 Trp 
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Pro Phe VaÁ Ser Val Asp 

'" 
Pro Val Thr Gln Ser 
305 

n. 
3>0 

ES 2 448 816 T3 

Gly Asn Pro lle Ser 
295 

11 ... Arg Arq Tyr Trp 

'" 
Ser Ser Ser Lau Leu Thr PrQ Val Gln Tyr 

<210> 61 
<211> 990 
<212> ADN 

325 330 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 67 

A •• 
300 

Gly Val Pro Gly 

Glu Leu Asn Val G'u 
320 

atgqctttct cagctqacac cccqqaaatc gtttacaccc acqacaccqq tctgqactat 60 

atcacctact ctgactacga actqgacccg qctaacccgc tqqctqgtqg tqctqcttqq 12 0 

atcqaaqgtg ctttcqttcc qqcqtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa ccagqqttac ,so 

tatacttctg acqctaccta caccaccttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttccqtctq 240 

qqqqaccac& tcqaacqtct qttctctaac qcgqaatcta ttcqtttgat cccqccqctg 300 

accaaagacq aaqttaaaga gatcqctctg gaactgqttg ctaaaaccga actqcqtgaa 360 

qcaatcqttt ctgtttctat cacccgtqgt tactcttcta ccccattcqa qcgtqacatc t20 

accaaacatc gtccqcaqqt ttacatqtat qctgttccgt accagtqqat cgtaccgttt ." 
qaccqcqtcc gtqacqqtgt tcacqctatq gttqctcaqt ctqttcqtcq taeteeqcqt StO 

aqetctateq acccqcaqqt taaaaaettc caqtqqqqtq aeetqatceq tqcaattcaq 600 

qaaacccaeq accqtqqttt cqaqetqeeq attctqctqq actqcqacaa eetqetqqet 660 

gaaqqtcegg gtttcaacqt tqttqttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc tccqqgtcgt 720 

qctqctctqc eqqqtatcac ccqtaaaacc qtttttqaaa tcqctqaatc tetqqqteae 780 

qaaqetatcc tqqctqaeat caccctqqct qaaetqtatq acqctqacqa aqttctqqqt 840 

tqcteaaccq qtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttetqttq acqqtaaccc qatctctqac 900 

qqtqttecqq qtccqqttae ccaqtctatc atccqtcqtt aetqqqaact qaacqttqaa 960 

eettcttctc tqctqacccc qqtaeaqtac 990 

<2 1 0> 68 
<2 11,. 330 
<2 12> PRT 

131 
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<213> SecuenciaArtifici31 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

<400> 68 

He, , Ala PhI!! Ser Ala Asp Thr Pro Glu ¡le Val Tye Thr Hi" Asp Thr 
15 S 10 • 

Gly Lel,1 Asp Tye 

" 
Ile Thr Tye Ser Asp 

" 
Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn 

30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 

" 
Trp 
<O 

Ile Glu Gly Al.a Phe val. PrQ Ala ., 
Ser Glu Ala Arq Ile Ser 

SO 
n. 
SS 

PhI!! Asp eln Gly Tye Thr Ser Aap 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
>he 

" 
His Val. Trp Asn 

Gly Asp Bi. Ile Glu Arq Lau Ph. Se r 

" 
"0 
" 

e'y 

" 
Asn Al.a Phe Arg 

Ala Glu Ser I1. Arq 
9S 

Leu 
SO 

Lou 

Ile Pro Pro Leu Th~ Ly. Asp Glu 
100 

Val 
lOS 

Lys G1u :r1e A1a LeU 
110 

G1u I.eu 

Val Ala Lys 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu 
120 

Ala Ile Val Ser Val 
12S 

Ser Ile Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser 'I'hr 
130 

Pro 
13S 

PhI!! Gl.u Arq Asp n. 
,<o 

Thr Lys Hi" Arg 

Pro Gln Val. Tyr Met 
145 

Tyr Ala Val Pro Tye 
150 

Asp Arq Val Aro¡ A.sp Gly Val His Ala Met 
16~ 170 

010 
15S 

Trp I1e Va1 Pro Phe 
160 

Va1 A1a G1n Ser Va1 Arq 

'" 
Arq Thr Pro Acq 

180 
Ser Ser Il. A$p Pro Gln Val Ly. Aan 

'" 
Ph. 
190 

Gln Trp 

Gly Asp Leu 

'" 
Ile Arg Ala Ile Gln Glu Thr Hi" Asp 

'" 
A<9 

"S 
Gly Pho= Glu 

Leu Pro I1e Leu Leu Asp Cya Aap Aan Leu Leu A1a G1u G1y Pro G1y 

132 
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2lO 215 220 

Phe Asn Val Val Val 
225 

l 1e Lya Aap Gly Val 
230 

Val Arq Ser Pro Gly 
235 

A<, 
240 

Ala Al a Leu PrQ G'y 
2<5 

¡le Thr ArIJ Lys Thr Val Phe Glu Ile 
250 

>.1., 

255 

Ser Leu Gly Bis 
260 

Glu Ala IIa Leu Ala 
265 

Aap n.e Thr Leu Glu Leu 

Tyr Asp Ah 
275 

ASp Glu Val Le\! Gly Cys Ser Thr Gly 
280 

G'y 
285 

Gly Val Trp 

P rQ PhI! 
290 

Val Ser Val. Asp Gly 
295 

Aan Pro I1e Ser A.p 
300 

Gly Val. Pro Gly 

Pro Val Thr Gin Ser 
JOS 

n. 
310 

!la Arq Arq 'l'yr 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln 
325 

'y< 
3JO 

<210> " <21 1 > "O 
<21 2 >- AG' 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220>-
<223>- Vari3nte de ATA11 7 

<400> ., 
atqqctttct caqctqacac cccqq.aatc qtttaca ccc 

ateacetact ctgactacqa actqqacccq qctaacccqc 

atcqaaqgtg ctttcqttcc qqcqtctqaa 9ctcqtatct 

t&t&ottot9 acgctaccta e:ae:e:ae:e:t te: e:ae:gtttqqa 

qqg'qaccaca tcqaacgtct gttctcta ac qcqqaate:ta 

acccaqgacq aagttaaaqa qatcqctctq qaactggttq 

gcaatcgttt ctgtttctat cacccgtggt tactctte:ta 

accaaaca.tc qte:e:qcaggt ttae:atqtat qctgttcegt 

gae:e:geatec gtgae:ggtqt tcae:ctgatg gttge:tcaqt 

agetetate:g acccgeagqt taaaaae:tte: cagtggggtg' 

133 

Glu Leu Asn Val ,," 
320 

aC9acaccqq tc:t.q95Ct5t 

tqqctqqtqq t9ct9ctt99 

<:tatcttc9· ccaqqqttae 

ae:q,.taacg'e: t tte:cg'tctq 

ttcgtatt at cccgccqctg 

ctaaaaccqa actqcgtqaa 

ccccattcga qcqtgacatc 

ae:e:agtqqat e:gtae:e:gttt 

e:tgtte:qtcg tae:tce:qe:gt 

acctgatccg' tqcaat tcaq 

60 

>80 

2" 
300 

360 

,"O 

540 

600 
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gaaacecacg accgtqgttt cqagctgccg ctgctqctgg actgcgacaa 

qaaggtccgg qtttcaacgt tqttqttatc .aagacqqtg ttgttcgttc 

g-ctgctctqc cgqgtatcac ccg-ta .... cc qttctqgaaa tcgctg-aatc 

gaaqct atcc tgqctgacat caccccggct gailoctgctqq acgc:tgacga 

tgctcaacc:g qtgqtg qtqt ttqgccqttc qtttctqttq acgqtaactc 

qgtqttccqq <;Jtccg-qtta<;: ccaqtctatc atccqtcqtt act.qqqaact 

ccttctt.ctc tgctga cccc gqtacaqtac 

<210> 70 
<211> 330 
<212> 'RT 
<213> Seeuene i~ Artiti eill l 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA11 7 

<400> 70 

M,O< Al.a Phe 'or A.t. Asp Th r Pro Glu n. Val Tyr Thr His 

• , 10 

Gly Leu Asp Tyr rla Th r Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Aap 
20 25 

' ro 
JO 

cctgctqqct 

tccqqqtcqt 

tctgqqtcac 

aqttctgq<jj't 

tatctctqac 

gaacgttgaa 

"P Thr 
15 

Al.a AlIIn 

Pro Leu A1a Gly Gly A1a Ala 

" 
1 1 a Glu Gly A1a P he Val Pro Al.a 

" 
Ser Glu Ala Arq I~e Ser 

SO 
n. 
55 

Phe Asp Gln Gl y Tyr 

" 
Tyr The Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Ph. 
70 

Kis Val Trp Asn Gly Asn U. Phe Arq 

" 
L •• 
BO 

Gly Asp Kis Ile Glu Arq Leu Ph" Ser Asn 
85 90 

Ala Glu Ser Ile Arq 
9S 

n. 

11. PrQ Pro Leu Thr Gln Asp Glu 
COO 

Va' 
.05 

Lya Glu r1e lis L •• 
110 

Glu Leu 

Val Ala 

Arq Gly 
130 

Ly . 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu Ala Ile Val Ser 
120 

Vol 
125 

Ser Ile 'l"hr 

Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arq Asp 

'" 

134 

Ila Thr Lys Bis Arq 
.<0 

660 

no 

,"O 

840 

900 

9" 
990 
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Gln Val Tyr Het Tyr AJ.a Val Pro Tyr 
150 

010 
>SS 

'l':q> 118 Val. Pro ... 
160 

Asp Arq 1le Arq Asp 
165 

Gl.y Val Bis Lau Met Val ~a Gln Ser 
Ha 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser 118 Aap 
"O 

,"O 

185 
Gln Val Lya Aan >he 

190 
Gln Trp 

Gl.y Asp Lau 
195 

11 .. Arq Al.a I18 Gln 
200 

Glu Tnr Bis Asp Arq 

'05 
Gly Phe Glu 

Leu Leu Lau Leu Aap Cys 
215 

Aap Asn Lau L.u A.l. 
220 

Glu Gly Pro Cay 

Phe Aan Val Val Val. 
22S 

H . 
230 

Lya Asp Gly Val Val Arq Ser Pro Gl.y Arq 
235 240 

Al.a Ala Lau Pro Gly 

'" 
I1. Thr Arq Ly. 

Ser L. u Gl.y Bis Glu Ala 11e Lau 
260 

A.l. 
265 

'l'hr Val. Lau Glu 11. 
250 

Aap 11e Thr Pro Ala 

'" 

Al. 
m 

alu 

Glu Lau 

Lau Aap Ala 

'" 
Asp Glu Val Lau Gly Cys Ser Thr Gly 

280 
Oly 
285 

G1y Va1 Trp 

Pha Val. Ser Val Asp 

'" 
Oly 
'95 

Asn Ser 11e Ser Asp 
JOO 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
JOS 

He 
310 

I:l.e Arg Arq Tyr Trp Gl.u Lsu Asn Val 
m 

Pro Ser Ser Lau Lau Thr Pro Val Gln 

'" 
Ty< 
3JO 

<210> n 
<211> '" <212> AO' 
<213,.. Secuencia Artificial 

<220> 
<223 .. Variante de ATA117 

<400:> 1 1 

alu 
320 

atqg~tttct cagctgacac ccctqaaatc qtttacaccc Ilcgllcaccgg tctggactat 

135 

60 
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atcacetact ctgaet acga actqgacceq qctaacccgc tqqctqgtqq tqctgettqq 120 

atcgaaggtg ctttegttec qccqtctqaa gctcqtatct etatcttega ccaqqqttac 1SO 

tatacttctg acqctaccta caceacctte cacqtttqqa acqgtaacqc tttccqtctg 240 

qacgaccaca tcqaacgtct qttctctaac qC9gaatcta tccqtatcat cccgccqctq 300 

acccaqqacq aagttaaag. gatcqctctg q •• ctqqttq ctaaaacoga actgcqtgaa 360 

aecaaacate qtcc9cagqt ttacatgtac gctgttccgt acc,,"qtgqat cqtaccqttt .. o 

gaccqcatcc qtgacqqtgt tcacqctatg qttqctc aqt ctgttcqtcq tactccqcqt 540 

tcttctatcq acccgcaqqt taaaaacttc cagtggggtq acctgatccg tgo.attcag 600 

q •• acccacg accqtqqttt cqagctqccg etgctgctqg actqcQ&cq9 tctqctgqct 660 

qaagqtccgg qtttcaacqt tgttgttatc aaag'ilcqqtg ttgttcqttc tccqqqtcqt 720 

gctqctetqc eqqqtateac ceqtaaaacc gttctqqaaa tcqctgaatc tctqqqtcac 

qaaqctatcc tqqctgacat caccctqqct qaactgctqq acqctqacqa aqttctqgqt 8 4 0 

tqctcaaccq qtqgtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttg acqqtaaccc gatctctqac 900 

gqtgttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqaact gaacqttgaa 960 

tcttcttctc tqctgacccc qqtaoaqtac 990 

<2 1 0> 72 
<211> 330 
<2 12 > PRT 

40 <213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

45 <400> 72 

50 

55 

60 

65 

Mat A1a Pha S.e Ala Aap Thr Pro Glu 
1 , 

1la Val Tyr Thr Hi. 
10 

Gly Leu Asp 'l'yr 
20 

I1e Thr ~yr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp 
25 

,"O 

JO 

Asp 'l'hr 
15 

Ala Asn 

PrQ Leu Ala Gly Gl y Ala Ala 
35 

T<p 

" 
1le Gl u Gly Al.a >h. 

45 
Val Pro Pro 

,.< Glu Ala Arq 1le Ser 

" 
lle Phe Asp G~n Gly 

" 
Ty< 

" 
Tyr Thr Ser Asp 

Al. Thr Tyr Th r Thr Phe His Val Trp Asn Gly Asn Ala Phe Arg Leu 
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" 
ASp Aap Bis 11e Glu 

85 

ES 2 448816 T3 

70 

Arq Le", Ph. Ser Asn 
90 

75 

Ala Glu Ser Ile 

I1e pro Pro L.u Thr Gln Aap Glu 
100 

va> 

'" 
Lys Gl.u Ile lis 'eu 

110 

'" " 

so 

Xl. 

Glu Leu 

Val Ala 'yo 
as 

Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val Ser 
no 

va> 
125 

Ser Ile Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
1JO 

,"o 

1JS 
phe Glu Argo Asp " e 

140 
Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Mat 
145 

Tyr Al.a Val PrQ Tyr 
150 

o'" 

'" 
Trp Ile Val Pro phe 

160 

Asp Arq l1e Arq Asp Gly Val His Ala Het Val Ala Gln Ser 
165 170 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser 11. Aap 
1SO 

Pro Gln Val Lya Asn 
185 

". 
lOO 

Val 
m 

Gln Trp 

Gly Asp Leu 
195 

11e Arq Ala Il.e Gln Glu Thr Hi. Asp 

'" '" >OS 
Gly Pha Gl", 

Leu Pro Leu L8U L8U Aap 
210 

PhI! Asn Val Val Val 
225 

n. 
230 

Cy. 
215 

Asp Gly Leu Leu 

Lya Asp G1y Va1 Va1 

'" 

>.l. 
220 

GJ.u Gly Pro Gly 

Arg Ser Pro Gly Arg 
240 

Ala .u.. Le1,1 Pro Gl.y 

'" 
Il. Thr Arq Lya Thr Val Le\l Glu 11. 

m 
'h 
2SS 

01u 

Ser Le u Gly His 
260 

Glu Ala 11e Leu Al.. klp 11. Thr Leu 
26S 

Ua 

'" 
Glu Leu 

Leu Aap Ala Asp Glu Val Leu 
275 

01y 
280 

Cys Ser Thr G1y 

Pro phe Val Ser Val Aap 
290 

G1y Asn Pro 118 Ser 

'" 
'0' 
300 

01y 

'" 
G1y Va1 Trp 

G1y Va1 Pro G1y 

Pro Va1 Thr G1n Ser 118 118 Arq Arq Tyr Trp G1u Leu Asn Va1 G1u 
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lO' 310 3>, 320 

5 
S.e Ser Ser Lel> 'eu Thr Pro Val Gln Ty< 

325 330 

10 <210> 73 
<211> '" <212> AO' 
<213> Secuencia Artificial 

15 <220> 
<223> Variante de ATA11 7 

<400> 73 

20 Iltqqctttct caqctqac:ac: c:c:c:tqaaate qtttacac:c:c: acqacac:c:qq tctqqactat 60 

ate.cet.ct ct.<jj'actacqa actqqaccco¡ qctaacccqc tqqctqqt<¡9' tqctqcttqq 120 

atcqaaqqtq ctttcqttcc qccqtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqttac 180 
25 

tatacttctq acqctaccta caccacc:t.tc cacqtttqqa ilcqqtaacqc t.ttccqtctq ,<O 

qqqqaccaca tcqaacgtct qttctctaac qcqqaatctt tqcqtttqat cccqccqct<¡ 300 

30 acccaqqacq aaqttaaaqa qatcqctctq qaactqqttq ctaaaaccqa actqcqtqaa 360 

qcaatcqttt ctqtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcqa qcqtqacatc '" 
accaallcatc qtccg'caqqt ttacatqtat qctqttccqt accaqt99a t CqtilCCqttt <SO 

35 
qaccqcat.cc qtqacqqtgt teaeqetat.q qtt.qet.eaqt etgtt.eqteq tteeeeqegt ,<O 

aqet.et.ateq aeeeqeaqqt t.aaaaaet.t.e eaqtqqqqtq aec:t.qa t.c:c:q t.qeaat.t.eaq "O 
40 

qa .... eee .. eq aeegtqgtt.t. eqaqet.qeeq et.get.get.qg .. et.qegaeqq t.c:t.get.qqet. ." 
qaaggtec:qg qttt.eaaegt tgttqt:t.at.c aaagac:ggtg ttgtt.cgtt.e t.eeqggteqt '" 

45 qctqct.ct.qc: c:qqgtat.cac cc:qtaa .. ac:c: qt.t.et.qqaaa teqc:t.gaat.e t.et.qqgtcac: "O 

qaaqc:t.at.ee t.qqet.qacat. c:ac:c:c:c:qqet. qaaet.gc:t.qq ac:qc:tqaeqa agttc:t.gqgt .<0 

t.qeteaac:cq gtqgtqqtqt t.t.qqc:cqtt.c qtt.t.c:t.qttq acgqtaact.c t.at.ct. ct.gac "O 
50 

qqtqtt.ccgq qtccqqtt.ac ccaqtct.at.c a t. c:cqtcqt t. actqqqaact. qaacqttqaa '" 
ccttct.t.ct.c t.qct.qaccc:c: gqtacaqt. .. c 'OC 

55 
<210> " <211> 330 
<212> PRT 

60 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

65 <400> " 
138 
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Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Gl\1 
, 5 

ne 
'O 

Val Tyr Thr His Asp 

" 
Gly Leu Asp 'l'yr 

'O 
Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Gl ... Leu Asp 

25 
P<o 
JO 

Pro Leu ~a Gly Gly Ala Ala 
J5 

T<p 
.0 

Ile Glu Gly Ala Phe .. Val Pro Pro 

Ser Glu Ala Axq Ile Ser 
50 

Ile Phe Asp Gln Gly 

" 
Ty< 
60 

Tyr Thr Ser As p 

Ala Thr Tyr Tbr Thr 
65 

Gly Aa p His Ile Glu 
SS 

Phe 

" 
Kili Val Trp Aan 

Arg Leu Phe Ser Asn 

" 
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Aap Glu 

'00 
Vd 
>OS 

Gly Aan Ala Phe Ar9 

" 
Ala Glu Ser Leu .<, 

" 

Leo 
80 

Leo 
no 

Glu Leu 

Val Ala Ly. 
as 

Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val Ser 
'20 

Vd 

'" 
SliI'C Ila Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
>JO 

P<. 

'" 
Phe Glu Arq A$p ne 

HO 
Thr Lys His Argo 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr Ala Val PrQ Tyr 

"O 

Aap Arq Ila Arq Aap Gly Val His Ala 

'" 
He' 
no 

O>n 
>SS 

Trp Ile Val Pro Pha 

"O 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

Arq Ser Pro Arq Ser Ser Ile Asp 

'"O 
Gln Val Lys Aan Phe 

190 
Gln Trp 

Gl.y Asp 

Leu Pro 
no 

Ile Arq Ala Ile Gln 
200 

Gl ... Thr Bis Asp Arq 

'" 
Gly Phe Gl ... 

Le... Leu Leu Aap Cya 

'" 
ASp Gly Leu Leu Ala Glu Gly Pro Gly 

220 

Phe Asn Val Val Val 
225 

11e 
230 

Ly' A,p ~ly Val Val Axg Se. P.o 
2J5 

Gly Axg ,<O 
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Ala Ala L&u Pro Gly 

'" 
I la Thr Arg Lys Thr Val Le ... Glu Ile 

25' 
Ala 
'OS 

Glu 

Ser Le\1 Gly Hí" 
26' 

Glu Ala Ile Leu Ala 
26' 

Asp Ile Thr Pro Ala 
270 

Gl.u Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu 
27' 

Gly eya Ser Thr Gly 
'80 

Gly Gly Val Trp 

28' 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
29' 

Gly 
29' 

Asn Ser :Iia Ser A., 
300 

Gly Val Pro Gl.y 

Pro Val Thr Gln Ser 
30S 

n. 
31' 

Ile Argo Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
31' 

Glu 
320 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
J25 330 

<210> " <211> '" <212> AO' 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATAl 17 

<400,. " atqqctttct caqctqacac c:cctqaaatc IjJtttacac:c:c: ac:qaCllccqq tctqgactat 

atcacctact ctgactacqa actqqacccq qctaacccqc tqgc:tqo;rtS'l tgctqcttqq 

atcq··9IjJtg ctttcqttcc: gcc:qtctqaa gctcqtatct ctatcttcga eeaggqtttt 

tatacttcto¡ acgctaccta caccaccttc eac:qt.ttqqa acqqtaacqc: tttccgtc:tg 

9qqqaccaca tcqaaco¡tct o¡ttctctaac g'c9qaatcta ttcgtttqat cccqccqctq 

acccaqqacq aagttaaaqa qatcqctctq qaactqgttq ctaaaaccqa actqco¡tqaa 

qcailtcqttt ctgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcqa qcqtqacatc 

accaaacatc qtccqcaqqt ttacatqtilt qctctqccqt accaqto;rqat cqtaccqttt 

qaccqcatcc gtqacqqtqt tcacqctatq qttqctcaqt ctgttcqtcq ttccccqcqt 

aqctctatcq acccqcaqqt tailaaacttc cagtqqqgtq acctqatccq tqcaattcaq 

qaaacccilcq accgtqgttt cqaqctqccq ctgctgctqq actqcqacaa cctqctqqct 

qaaqgtccqq gtttcaacqt tgttqttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 

qctqctctqc CqqqtiltCilC ccqtaaaacc qtttttqailil tcqctqaatc tctqqgtcac 

14 0 

" >2, 
>8, 

,<O 
300 

3" 

,<O 

'" 
'" 

'"' 
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gllaqct.tco tgqctqacat caCCCC9''lct gatactgtacq acqctqacqa aqttctqqgt 

tqctcaaccg qtqqtqqtgt ttqqccqttc qtttctgttg acgqt~u.ctc tatctctgac 

gqtgttccgq qtccqqttac ccagtctatc atccqtcqtt actgggaact qaacqttgaa 

cctt.cttctc tgctgacccc gqtacaqt.c: 

<210> " <211> 330 
<212> 'RT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> " 
Met Ala Phe Ser 
1 

Ala Asp Thr P r o Glu 
S 

ne 
10 

Val Tyr Thr Hia Aap 
15 

Gly Leu Asp Tyr 

" 
l1e Thr Ty r Ser Asp Tyr Gl u Leu Asp Pr o Ala Aan 

25 30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 

" 
Trp Ile Glu Gly Ala 

" 
Phe 

" 
Val P>:o P>co 

Ser Glu Ala Arq Ile Ser 
SO 

Ile Phe Aap Gln Gly 
SS 

Phe 
60 

Tyr Thr Ser Asp 

Ala 

" 
Th r Tyr Thr Thr phe 

" 
Bis Val Trp Asn 

Gly Aap Bis Ile Glu Arq Leu Phe ser 
as 

Aon 
90 

Gly Asn Ala Ph e Arg­

" 
Ala Glu sez: l1e Ar. 

" 

Le. 
BO 

Leu 

Xle Pro Pro Le. 
100 

Thr Gln Asp Glu Val Lya Glu I l e Ala 
105 

Le. 
110 

G~ ... Le ... 

Lyo 
115 

Thr G~ ... Le ... Arq 

Arq G~y Tyr Ser Ser Thr 
130 

P<o 
135 

G~ ... Ala !~e Va~ Ser 
120 

Phe G~ ... Arq Aap n. 
14 0 

Vd 
125 

Ser !~e Thr 

Thr Lys Bis Arq 

Pro G~n Va~ Tyr Het 

'" 
Tyr Ala Leu Pro Tyr 
150 

Gln 
155 

Trp lle Va~ Pro Ph. 

'" 
Aap Arq !~e Arq Aap Gly Va~ Hi. Ala Het Val Ala G~n Ser Val Arq 

141 

840 

900 

"O 

'" 
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'" 
Arq Ser Pro Arq Ser Ser tle Asp 

'"' 

170 

Gln Val Lys Asn Gln 'l'rp 

Gly Asp Leu tle Arq Ala Il. 

'" "" 200 
Glu Thr His Asp Arq Gly Phe Glu 

20S 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Asn Le u Leu 
210 215 

Phe Asn Val Val Val 
225 

Ile Lys ASp Gly Val 
230 

va> 
235 

Ah 
220 

Glu Gl.y pro Gly 

Arq Ser Pro Gly Ar, 
240 

Ala Al.a Leu Peo Ile Thr Arq Lys Thr Val Phe Glu Ile 
250 

U. 
255 

Ser Leu Gly Kis Glu Ala Ile Leu 

'" 
U. 
265 

ASp Il.e Thr Pro Al.. 
m 

Glu Leu 

Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu 
275 

Gly Cys Ser 'l'hr Gly 
280 

Gly Val Trp 

Phe Val Ser Val Asp 
290 

Asn Ser Ile Ser Asp 
300 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
30S 

:u. Arg- Arq 'l'yr T<p 
315 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val GJ.n Tyr 
325 330 

<210> " <211> '" <212> A" 
<213> Secuencia Artif icia l 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> " atqqctttct caqctqacac: ccctqaaatc gtttacaccc 

ateacctact ctqactacqa actqqacccq qctaacccqc 

atcqaaqqtq ctttcqttcc gccqtctqaa qctcqtatct 

tatacttctq acqctaccta caccaccttc cacqtttqqa 

14 2 

Glu Leu Asn Val 

acqacaccqq tctqqactat 

tqqctqgtqq tqctqcttqq 

ctatcttcqa ccaqqqtttt 

acqgtaacqc tttccqtctq 

60 

120 

180 

2<, 
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gq9qacc~ca tcqaacqtct gttctctaac 9c9gaatett tqcgtttgat cccqccqctg 300 

acccaqqacq aagttaaaga gatcqctctg gaactqgttg ctaaaacega actqcqtgaa 360 

qcaatcgttt ctgtttctat cacccgtqgt tactcttcta ceceattcqa qcqtgacatc 42 0 

accaaacate qtccqcagqt ttacatgtat qctgttccqt accaqtqqat cgtaccqttt . so 

gaccqcatcc gtgacqgtgt teacctg_tg qttqctcaqt ctgttcqtcq ttcoccqcqt 540 

aqctctatcq acccqcagqt taaaaactte caqtqqqgtg acctgatccg tgoaattcaq 600 

qaaacccacg aocqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqq actqcqacaa cctqctqqct 660 

gaaqqtccqq qtttcaacgt tgttgttatc aaagacqqtg ttgttcqttc tccgqqtcqt 720 

gctqctctqc cgqgtatcac ccgtaaaacc gttctgqaa. tcqctgaatc tctgqqtcac 780 

gaagctatcc tqgctgacat caccccqgct gaactgctgq acgctgacqa agttctgqqt 840 

tqctcaaccg qtggtggtgt ttqqccgttc qttactgttq acqgtaactc tatctctqac 900 

qgtqttccqq gtccqgttac ccaqtctat c atccqtcqtt actqqqaact qaacqttqaa 960 

ccttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac 990 

<210> 78 
<211> 330 
<212> PR.T 

35 <213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

40 <400> 78 

45 

50 

55 

60 

65 

Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Gl~ 
5 

rle Val Tyr Thr a~s 

" 
ASp Thr 
15 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Asp ~r Gl~ Leu Asp 
2S 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ila Glu Gly Ala 
3S 40 

Phe V ... l Pro Pro 

" 
Ser Glu Ala Arq Ile Ser 

SO 
Ile Phe Asp Gln Gly 
SS 

Phe 
60 

Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 
6S 

Gly Asp ais Ile Gl~ 
es 

phe ais Val Trp Asn 
70 

Gly 

" 
Asn Ala phe Arq 

Arq Leu phe Ser Asn Ala Gl~ Ser Le~ Arq 
90 9S 

143 

Le. 
BO 
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rle Pro Pro Leu 
100 

Thr Gln Asp Glu Val 
lOS 

Lys Glu Ile Ala 

Val Ala Lys Thr Glu Leu Argo 
115 

Olu 
120 

lia tLe Val Ser Val 
125 

Lou 
110 

Gl", Leu 

Ser Ile Th:r; 

Argo Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arq Asp 
130 135 

Ile Thr Lys H~8 Arq 
1<0 

Pro Gln Val Tyr Met Tyr Ala Val Pro Tyr 
145 150 

Aap Arq I1e Arq Aap 
lO> 

Gly Val Ría Leu Met 
1'0 

01" 
m 

Trp n.e Val Pro 

Val Al.. Gln Ser Val 
m 

>ho 
160 

Arq 

Arq Ser Pro Argo Ser Ser Ile Asp 
lSO 

Pro Gln val Lya Asn 
185 

>h. 
190 

Gl.n Trp 

Gly Asp J.,eu 
195 

IIO!J Al:g Ala t1e 01" 
200 

al ... Th:¡c H.i" A"p Arq 
m 

Gly PhI! Glu 

Le u Pro 
210 

Leu Lau Leu Aap Cys Asp Asn Leu Leu 
215 

ala 
220 

GJ.u Gly Pro Gl.y 

Phe Asn Val Val Val 
225 

Ile Lys Asp Gly Val 
2JO 

Val 
235 

Arq Ser Pro Gly Arq 

'" 
Ala Ala Leu Pro Gly 

OH 
Ile Thr Argo Lys Thr Val Leu Glu 11e 

OSO 
Ala 
2SS 

Olu 

Ser Leu Gly Bis 
260 

Glu Ala Ile Leu ~a Asp Ile Thr Pro 
265 

Ala 
210 

Glu Leu 

Leu Asp Ala Asp Glu VaL Leu 

'" 
01, 
280 

Cys Ser Thr Gly 

>ho 
290 

Val Thr Val Asp Gly Asn Ser I1e Ser 
295 

Aop 
300 

01, 
285 

Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Tbr Gln Ser 
305 

11. 
310 

Ile Azq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
315 

Olu 
320 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
325 330 

144 
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5 <213> Secuencia Artificial 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 79 
atqqetttct caqctgacac ccceqaaatc gtttacaccc acg_oaccgq tctqgactat 60 

ateacct.act ctqactacga actggacccg gota.acoge t.99ctqqtQq tgctgcttqq 120 

atcqaaqqtq ctttcqttcc qccqtctqaa qctcqtatct ctatcttcqa c:caqqqtttt 180 

tatacttctg acgctaccta caccacctte cacgtttgqa acqqtaacqc tttccgtctg 240 

QQ9qaccaca t.cgaacqtct gttctc:taat qoqgaateta ttcgtttgat cccqccqctg '" 
acccaqqacq asgttaaag. gatcqctctg gaactqqttg ctaa8800ga actqcqtgaa 360 

qcqatcqttt ctgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcqa qcqtgacatc 

accaaacate gtccqcaqgt ttacatgtat qctgttccgt accagtqqat cqtaccgttt 480 

gaccqcatcc gtqacqgtgt tcacctgatg gttqctcagt cagttcgtcq tacaocqogt 540 

aqototatoq aoooqoaqqt taaaaaottc caqtqqggtq aootqatccg tgoaattcag 600 

qaaaoocaoq aocgtqgttt oqaqotqooq otqotqctqq actqoqaoaa octqotqqct 660 

qaaqgtocqq gtttcaacgt tgttgttato aaagaoggtg ttgttogtto toogggtogt 720 

gctgototgc cgggtatcac oogtaaaaco gttotgqaaa tcgctgaato totqggtoao 780 

gaagctatcc tggotgacat caccooggct qaaotgtacg aogctgaoga agttotqqqt 840 

tqotoaaoog gtqgtqgtgt ttqqcogttc gtttotqttg aoqqtaacto tatctctqao 900 

ggtgttoogg gtooggttao ccagtctatc atcogtcgtt aotqqqaact qaacgttgaa 960 

oottcttcto tgotgaocoo ggtacagtac 

<210> SO 
.. 211> 330 
<212> PRT 
.. 213> Secuencia Artificial 

.. 220> 

'" 

55 .. 223> Vuiante de ATA117 

60 

65 

.. 400> 80 

He' 
1 

Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu , n. 
10 

Val Tyr Thr His Asp Thr 
15 

Gly Leu Aap Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn 

145 
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20 25 

Pro Le", Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

Ser Gl ... Ala Are¡ 11. Ser 
50 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Phe 

" 

Ila Phe Asp Gln Gly 
55 

Rí.. Val. Trp Aso 

Phe 

" 

>he 
45 

30 

Val Pro Pro 

Tyr Thr Ser Aap 

Asn Ala Phe Are¡ Leu 
80 

Gl.y Aap Hi.. Ile G1u 
BS 

Arq Le ... PhI! Ser Asn 
90 

Ala GJ.u Ser 11e ""-95 
Le. 

11e P¡r;o Pro Le ... 
>O, 

Thr Gln Asp Glu Val 
lOS 

Lys Gl ... Ile Al" 

Val Al" Lys 
11> 

Thr Gl". Leu Ar'l Gl ... 
120 

Ala :Ila Val Ser v.1 

'" 

Leu Glu Leu 

11' 

Ser Ile Thr 

Are¡ Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Ph .. Glu Arg' Asp 11. 

'" 
Thr Lys lIis Arq 

Pro Gln Val Tyr Met 
US 

Aap Are¡ 1le Are¡ Aap 
lOS 

Tyr Ala Val Pro Tyr ,,, 

Gly Val Ri. Leu Met 

'" 

Trp Il.e Val Pro >he 
160 

Val Ala Gln Ser Val Arq 
m 

Are¡ Thr Pro Arq Ser Ser I1e Asp 
180 

Pro Gln Val Lys Asn 
185 

>he 
190 

Gln Trp 

Gly Asp Le ... 
195 

:tla Arq Ala 11e Gln 
20' 

Glu Thr Ría Asp Arq 
20S 

Gly Phe Glu 

Leu PrQ Leu Le ... Leu Aap 

21' 

PhI! Aao Val Val Val 
225 

ne 
230 

Cy" Asp Aan Leu Leu 
21S 

Lys Asp Gly Val Val 
23S 

A.1. 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Arq Ser Pro Gly Are¡ 2<, 

Ala Ala Leu Pro Gly 

'" 
Ile Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu Ile 

250 
Ah 
>sS 

Se~ Leu Gly Bis Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile Th~ p~o Al. Glu Leu 

146 
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15 

20 

26' 

Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Pro Ph. Val Ser Val Asp 

'90 
Gly 
295 

ES 2 448 816 T3 

Gly 

'" 

265 

Cys Ser 'l'hr Gly 

Asn Ser I1. Ser Asp 
300 

Gly 
285 

Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 11e 
305 310 

:U.e Arq Arq Tyr Trp Glu Leu ABn Val 
315 

Glu 
32' 

Pro Ser Ser Lau Leu Thr Pro Val Gln Tyr 

<210> 81 
<211> 990 
<212> ADN 

325 330 

25 <213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

30 <400> 81 
at99ctttct caqotqacac ccctqaaatc qtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 60 

atcacctact ctqactacqa actqqacccq geta.ccoge tqqctqqtqq tgctqcttqq 120 

35 atcqaaqqtg ctttcqttcc qccgtctq •• qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 180 

tatacttctg acqctaccta caccaccttc cacgtttqqa acqgtaacqc tttccgtctq 240 

40 
qqqqaccaca tcqaacqtct qttctctaac 909gaatett tqcqtttqat cccqccqctg 300 

acccaqqacq aagttaaaga gatcqctctq qaactqqttq ctaaaaccqa actqcqtqaa 360 

qcaatcqttt ctqtttctat cacccgtqgt tactcttcta ccccattcqa qcqtqacatc 420 

45 accaaacatc qtccqcaqqt ttacatqtat qctittccqt accaqtqqat cqtaccqttt .. , 
qaccqcatcc qtqacqqtqt tcacctqatg qttqctcagt ctqttcqtcq ttccccqcqt 540 

50 aqctctatcq acccqcaqqt taaaaacttc caqtgqqqtq acctgatccq tgcaattcaq '00 

qaaacccacq accqtqqttt cqagctqccg ctgctgctgg actqcqacgq tctqctqqct 660 

gaaggtccgg gtttcaacqt tgttgttatc aaagacqqtq ttgttcqttc tccgggtcqt 720 
55 

gctgctctqc cqqqtatcac ccgtaaaacc qttctggaaa tcqctqaatc tctqgqtcac 780 

gaaqctatcc tgqctqacat caccccggct qaactgtacq acqctqacqa aqttctqqgt 840 

60 tgctcaaccg qtgqtqgtgt ttqqccgttc qtttctqttq acqqtaactc tatctctqac '" 
gqtgttccgq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqggaact qaacqttqaa 960 

65 
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ecttettctc t9ct~acccc qgtacagtac 

<210> 82 
<211> J30 
<212,.. PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 82 

A.h 
5 

~p Thr Pro Glu n. 
10 

Val Tyr Thr His Aop 
15 

Th< 

Gly Le ... Aap Tyr 
20 

Il. Thr Tyr Ser Aep Tyr Glu Leu Asp 
25 

Pro Le ... Al.a Gly Gly Ala Ala 
35 

T<p 

" 
Ile Glu Gly Ala ". 

" 

,"O 

30 
Ala Asn 

v&~ Pro Pro 

Ser Gl ... Ala Arq Il. Ser 
SO 

n. 
55 

Pne Allp Gln Gly "o 
" 

Ty>:c Thr Se", Asp 

Alo 
65 

Thr Tyr Thr Thr Phe Bis Val Trp Asn 

" 
Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Gly Asp Kis Ila Glv 

85 
Arq Le ... Phe Ser kIIn Ala alu Ser Leu 

90 
Az, 
95 

Lev 
BO 

Lou 

Ile Pro Pro Leu Thr Gln ASp Glu 
100 

Vol 
lOS 

Lys Glu Ile Ala Lov 
110 

Glu Leu 

Val Ala Ly. 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu Ala Il. Val Ser 
120 

Vol 
m 

Ser :tle Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arq Asp 
1JO 135 

Ile Thr Lys Kis Arq 
100 

Gln Val Tyr Met Tyr Ala Val Pro Tyr 
lSO 

Gln 
155 

Trp Ila Val Pro Phe 
160 

Aap Arq Ile Arq Asp Gly Val Ris Leu 
16> 

Met Val Ala Gln Ser 

'" 
Arq Ser Pro Arq Ser Ser 11. Asp Pro Gln Val Lys Asn ... 

lOO lBO 185 

148 

Val 
m 

Gln Trp 

'90 
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Gly Asp Leu 

'" 
11e Arq Ala tle Gln 

'00 
Glu Thr Bis Asp Al:q 

205 
Gly Phe Glu 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp 
"O 

Phe Asn Val Val V"l 
225 

ne 
230 

Cya 
215 

ASp Gly Leu Leu 

Lys Asp Gl y Val Val 
23S 

Al. 
220 

Gl.u Gly Pro Gl.y 

Arq Ser Pro Gly Arq 
240 

Ala Ala Leu Pro Gly t1a Thr Arq Lys 

'" 
Th< 
250 

Val Leu Glu Ile Ala Glu 
2SS 

Ser Leu Gly Hi .. 
260 

Glu Ala t la Leu Ala 

'" 
ASp tle Thr Pro Ala 

'" 
Gl.u Leu 

Tyr A" p Ala A.sp Glu Val Leu 
27S 

Gly 
280 

Cya Ser Thr Gly Gly 

'" 
Gly Vill Trp 

Pro phe Val Ser Val Asp 

'" 
01y 

'" 
Aan Ser t1. Ser Asp 

'" 
Gly val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 

'" 
n . 
310 

11e Arq Arq Tyr 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210;> " <211> '" <21 2> ." 
<213> Secuenc ia Artifi cial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<400> " atqqctttct caqctqacac ccctqaaatc qtttacaccc 

atcacctact ctgactacqa ac:tqgac:ccq qctaacccqc 

atcqaaqqtq ctttcgttcc qccqtctqaa qc:tc:qtatc:t 

tatacttetg aegc:tac:c:ta c:aeeaec:ttc: c:aeqtttqqa 

qqgqa c:c:ac:a tegaaegtet gttetetaat qeqgaateta 

aeeeaqgac:g aagttaaaga gateqetetg qaaetqqttg 

qeqateqttil etqtttetilt c:ac:c:c:qtgqt taetettcta 

148 

acqacaccqq 

tqqctqqtqq 

ctatc:ttcqa 

aeqgtaaeqe 

ttc:qtttgat 

eta aaac:eqa 

ec:c:eattcga 

01. 
320 

t c tgqactat 

tqctqcttqq 

ccaqqqtttt 

tttc:eqtetq 

c:c:egec:getq 

ac:tgc:qtqaa 

qcgtqacat c 

•• 
". 

,"O 

24. 

'.0 
'60 
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aeeaaacatc ,.tccqC&qqt ttacatqtat qctqttccqt accaqtggat cgtaccqttt 

gaccqcatcc qtgacqqtgt tcacctgatg qttgctcaqt caqttcqtcq tacaccqcqt 

aqctctatcq acccqcaqqt taaaaacttc caqtqqqqtq acct';Jatccq tqcaattcaq 

gaaacccacq accqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqq actqcqacaa cctqctqqct 

qaaqqtcco¡9' qtttc •• cqt tqttqttatc a •• q ac'lg1:g ttgttcqttc tccqqqtcqt 

qctqctctqc: c9Qqtatcac ccqtaAa .. "" qtt"tqqalul tcqetqaatc tc:tqqqtcac 

g a a qctatcc tqqetqacat cacccc::qqct qaactqtacq acqct.qacqa aqttctqqqt 

tqct caaccq qtqqtgqtgt ttqqccqttc qtttctgttg acqqtaactc tatctctgac 

gqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccgtcqtt actqqqaact qaa cqttgaa 

ecttcttctc to¡cto¡acccc gqtacaqtac 

<210> 84 
<211> 330 
<212> ORT 
<2 13> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA11 7 

<4 00> 84 

Me, Ala Phe , .. Me Asp Thr P r o GJ.u ne Val Tyr Th r Ría Aap Th. 
1 , 

" 15 

Gl.y Le ... Asp Tyr 
20 

ll.e Thr Tyr Ser Asp Tyr Gl. ... Le ... Asp 

" 
Pro Ala IuIn 
30 

Pro Le ... Ala 

" 
Gly Gly Ala Al.a Trp 

40 
11e Gl. ... Gly Ala 

Ser Gl. ... Ala Arg lle Se r 

" 
1l.. Ph e Aap Gln Gly 

" 
Phe 

" 

Phe Val Pro Pro 

" 
Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Th r Thr 

" 
Phe 
70 

K.is Va l. Trp Asn Gl.y Asn Ala Phe Ar'l 

" 
Le. 

" 
Gly Asp Ris 11e Gl ... Arg Leu Ph e Ser Aan Ala Gl ... Ser lle Arg Le ... 

11e Pro Pro Le ... 
100 

85 90 95 

Thr Gl.n Asp Gl... Val. 
lOO 

Lys Gl ... l1e Ala G1 ... Le ... 

Val Al.a Lya Thr Gl. ... Le u Arg Gl. ... Ala rle Val Thr Val. Ser ll.e Thr 

15 0 

4" 
54' 
60' 

66' 

720 

7" 

84' 

.00 

'" 
'" 
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120 125 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arq Asp I1s Thr Ly. His Arq 
130 l35 140 

Gln Val Tyr Met Tyr Ala Val Pro Tyr 
lSO 

Asp Arq lle Arq Asp Gly Val His Leu 
165 

... t 
1'0 

Gln 
lSS 

Trp 1:1a Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

,.. 
lOO 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser 11e Aap 
1 80 

Gln Val Lya Asn Phe 
190 

Gln Trp 

Gl.y Asp Leu 
195 

l1e Arq Ala lle Gln 
200 

Glu Thr His Asp Arq 
20S 

Gly Phe Glu 

Leu Pro 
210 

Leu Leu Leu Aap Cys Aap Asn Leu Leu 
215 

>.la 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 
225 

ne 
230 

Lys Asp Gly Val Val Arq Ser Pro Gly Arq 
235 240 

Ala Al .. Leu Pro Gly 

'" 
Il.e Thr Arq Lya Thr Val. Leu Glu 11e 

2SO 
>.la 
255 

Glu 

Ser Leu Gly '" 200 
Glu Ala I1a Leu Ala Aap 11e Thr Pro 

265 
>.la 

'" 
Glu Leu 

Tyr Asp Ala 
m 

Asp Glu Val Leu Gly e ys Ser Thr Gly 
280 

Pro Pha Val Ser Val. Asp 
290 

Gly 

'" 
Aan Ser I1e Ser Asp 

"O 

Gly 
285 

Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
30S 

n. 
310 

I1e Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
315 

Glu 
320 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> 85 
<211> 990 
<212> AON 
<2 13> Secuencia Artificial 

151 
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<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

5 <400> 85 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

4 0 

atqqetttct caqctgacac ccctgaaatc qtttacaccc 8egacacegq tctggactat 60 

ateacetact ctgactacga actqqacccq getaaocoge tggctqqtgq tgctqcttgg 120 

atcgaagqtg ctttcqttcc qccqtctgaa qctcqtatct ctatcttcga ccaqggtttt 180 

tataattctg acgctaccta caceacctte cacqtttqqa acqqtaacqc tttccqtctg 240 

qqqqaccaca tcqaacqtct qttctctaat geqgaateta ttcqtttgat cccqccqctg 300 

acceaqq_eq aagttaaaga gatcqctctq qaactqqttg ctaaaaccga actqcqtgaa 360 

gcqatcqttc atgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ceceattcga gcgtgacatc 420 

480 

gacegeatce gtgacgqtgt teacctg_tg qttqctcaqt caqttcgtcq tacaccqcgt 540 

agotetateq acccgcaqqt taa.aactte caqtqgqqtg acctg_tceq tgeaattca; 600 

gaaacccaeq accqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqq actqcqacaa cctqctqqct 660 

qaaqqtccqq qtttcaaoqt tqttqttatc aaagacggtg ttqttcgttc tccqqqtcqt 120 

qctgctctqc cqggtatcac ccqtaaaacc qttctqgaaa tcgctgaatc tctggqtcac "O 
qaagctatcc tqgctqacat caccccggct gaactqtacq acgctgacqa aqttctqqqt 840 

tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttq acqgtaactc tatctctgac 900 

qqtqttccqq gtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actgqqaact gaacqttqaa 960 

ccttcttctc tqctgacccc qqtacaqtac 990 

<210> 86 
<211> 330 
<212> PRT 

45 <213> Secuencia Artifici31 

<220> 
<223> Variante de ATA111 

50 <400> 86 

55 

Met Ala Phe Ser Ala Aap Thr Pro Glu 
1 5 

Gly Le u Asp 'i'yr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Aap 
25 

Ile Val Tyr Thr His 
10 

A.p 
15 

Th. 

Tyr Glu Leu Aap Pro Ala Aan 

" 
60 Pro Leu Ala Gly G1y A1a A1a 

J5 
T<p 
40 

11 .. Glu Gly Ala ,.. 
" 

Val P:ro P:ro 

65 

152 



ES 2448816 T3 

Ser Gl~ Ala Arq Il~ Ser 

" 
l1e Phe Asp Gln Gly 
55 

,.. 
" 

Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 
65 

Pho 

" 
Gly Asn Ala Pt.e Arq 
75 

Lou 
BO 

Gly Asp H~s tle Glu Arq Leu Phe Ser 
85 

A,n 
90 

Ala Gl" Ser 11. Leu 

11e Pro PrQ Leu Thr Gln Asp Gl" 
100 

Val Ala Lyo 
llS 

Thr Glu Leu Arq Glu 
120 

Vol 
lOS 

Ly .. Glu Il" JU. .. 

Ala t1e Val Bia Val 
125 

Leu 
no 

Gl.u Leu 

Ser 11a '1'hr 

Arq Gly 
130 

Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arq Asp 
135 

11. Thr Ly. Bls Arq 

'" 
Pro Gln Val Tyr Met 
14S 

Tyr Al .. Val Pro Tyr 
150 

Gln 
155 

Trp t1e Val Pro Phe 
160 

Asp Arq t1e Arq Asp Gly Val Bls Leu 
16' 

Het 

'" 
Val Ala Gln Ser Val Arq 

'" 
Arq Thr Pro Arq Ser Ser 11. Asp 

180 

Gly Asp Leu 
lOS 

tle Arq Ala U.e Gln 

"O 

P •• 
185 

Gln Val Ly. Asn 

Glu Thr Bi,. Asp Arq 

"S 

Gln Trp 

Gl.y Phe Glu 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Asn Leu Leu Ala Glu Gly Pro Gly 
210 21~ 220 

Phe Asn Val Val Val 
22' 

n. 
230 

Ly. Asp Gl.y Val Vol 
23S 

Arq Ser PrQ Gly Arq 

'" 
Ala Ua Leu Pro Gl.y 

'" 
11e Thr Arq Ly. 1'hr Val Leu Gl.u I:Le 

250 

Ser Leu Gl.y Hí. 
'60 

G1u Al.a 11. Leu A1a Asp 11e Thr Pro 
'65 

Ale 
210 

Ah 
>SS 

G>U 

Gl.u Leu 

Tyr Asp Al.a Asp Gl.u Val. Leu 

'" 
Gly 
280 

Cys Ser Thr G1y Gly 
28S 

G1y Val Trp 
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10 

15 
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Pro Pha Val Ser Val Asp 
29' 

Gly Aan Ser Ile Ser 

'" 
A,p 
300 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

n. 
no 

I le Arq Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val 
m 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln 
325 

Ty< 
3JO 

<210> 87 
<211> 990 
<212> ADN 
<213" Secuencia Artifi cial 

",u 
320 

20 <220> 

25 

30 

35 

40 

4 5 

50 

55 

60 

65 

<223> Vari ante de ATA11 7 

<400> 81 
atqgctttct eaqctqacac ccctqaaatc qtttacaccc acqacaccqq tctqqactat " 
atcacctact ctqactacqa actgqacccq qctaaeccqc tqqctqqtqq tqctqcttQ9 120 

atcqaaqqtq ctttcqttcc qccqtctqaa qctcgtatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 180 

tatacttetq acqctsccta caccaccttc cacqtttqqa acqgtaacqc tttccqtctq ,<O 

qqqqaccaca tcqaacqtct qttctctaat qcqqaatcta ttcqtttqat cccqccqctq 300 

acccaqqacq aaqttaaaqa qatcqctctq qaactqgttq cta ••• ccga actqcqtqaa '" 
gcgatcqtta atgtttctat caeeegtqgt taetettcta ceeeattcqa qcgtqacatc 4 20 

aecaaacate qtccqcaqqt ttaeatqtat qctqttccgt aeeagtqqat eqtaecqttt 480 

qaecqeatce gtqacqgtgt tcacetqatq qttqctcaqt caqtteqteq tacaccqcqt 540 

aqetctateq aeecqcaqqt taaaaaette eaqtqqqqtq acctqa teeq tqeaatteaq 600 

qaaacccaeq aeeqtqqttt cqaqetqecq ctqctqctqq aetqcqacaa cetqctqqet '60 

qaaqqtccqq gttteaaeqt tgttgttate aaaqacqqtq ttgttcqttc tecqqgteqt 720 

qctqctctqc cqqqta teae ceqtaaaacc gttctqqaaa teqctqaatc tctqqgtcae 780 

qaaqctatcc tqqctqacat caecccqqct qaactqtaeq aeqetqacqa aqttctqqqt 840 

tqctcaaccq qtqqtqgtqt ttqqccgttc gtttctgttq acqqtaactc tatctctqac 900 

qgtqttecqq qtccqqttae ccaqtctatc atecqtcqtt actqqqaact qaacqttqaa 

cettcttete tqctqaccce qqtaeaqtac 

<210> 88 
<2 11> 330 
<212> PRT 

154 

,,, 

'" 
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 88 

Met Al. Pne Ser , A.t. , Aap Tbr Pro Glu n. 
10 

Val Tyr Thr His A •• 

" 
Th< 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

rle Thr '1'yr Ser 

Pro Leu Ala 

" 
Gly Gl.y Al.a Ala Trp 

" 

Asp 'I'yr Glu Leu Asp 
25 

Pro A1a IuIn 
30 

11e Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro 

" 
Ser Glu Ala Arg 1le Ser 

" 
n. 

" 
phe Asp Gln Gly 'h. 

60 
Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 
65 

>h. 
70 

Bis Val Trp Asn Gly Asn Ala phe Arg 
75 

Leu 
80 

Gly Aap Hia 11. .. G'u 

" 
Arq Leu Phe Ser Aan 

'O 
Ala Glu Ser n.e Aq 

" 
Lou 

t1 .. Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu 
'00 

Val Ala Lys 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu 
120 

v., 
105 

Lys Glu 11e Ala Leu Glu Leu 
110 

Ala 1le Val Aan Val 
'25 

Ser 11 .. Thr 

Arq Gly 
130 

Tyr Ser Ser Thr Pro 
m 

Pite Glu Arq Asp n. 

'" 
Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Tyr Ala Val Pro Tyr 
150 

Asp Arq Ile Arq Asp Gly Val His Leu 
'65 

He< 
'70 

G'n 
155 

Trp Ile Val Pro 

Va~ Ala G~n Ser Va~ 
175 

>h. 
160 

Ar. 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser 11" Asp 
180 

Pro G~n Va~ Lys Asn 
185 

'h. 
190 

G~n Trp 

Gly Asp Leu 

'" 
tle Arq Ala 1le Gln 

200 
G~u Thr HisAsp Arq G~y Phe G~u 

2" 

Leu Pro Leu Leu Le u Asp Cys Asp Asn Leu Leu Ala G~u G~y Pro Gly 

155 
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220 

Phe Asn Va~ Val Val 

'" 
u. 
no 

Lys Asp Gly Val Val Arg Ser Pro Gly Arg 
235 2 40 

Ala Ala r..u Pro Gly 

'" 
1le Thr Ar g Lys Thr Val Leu Glu tle 

'" 
Ala 
m 

Glo 

Ser Leu Gly His 

"O 
Glu A1a lle Leu Ala Aap tle Thr Pro 

'" 
Ala 
m 

Glu Leu 

Tyr ASp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gl.y Cys Ser Thll' Gly 
>SO 

Gly 

'" 
Gly Val Trp 

,<o Phe Val Ser Val Aa p 

'" 
Gly Asn Ser Xle Ser 

'" 
A.p 
300 

Gly Val. P ro Gly 

P r o Val Th r Gln Ser 
305 

u. 
310 

1le Arg Arg Tyr Trp Glu Leu A4n Val 
315 

Glu 
m 

P r o Ser Ser Leu Leu Thr P ro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> " <21 1> 990 
<212> ." 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATA11 7 

<400> " atgqctttc:t cagctqacac: c:c:c:tgaaatc qtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 

atcacctact ctqactacqa actgqacccq gctaacccqc tgqctqg'tqq tqctqcttqg' 

atcqaaqgtg ctttcqttcc qccqtctqaa gctco¡tatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 

tatacttctq .. cqctacct .. cacc .. ccttc cacqtttqqa acqgtaacqc tttccgtctq 

9'qqqaccac .. tcq .... cqtct qttctctaat qcq'la .. tct .. ttcqtttqat cccqccqctq 

acccaqqacq .. aqtt ...... q .. qatcqctctq qaactqqttq ctaaaaccqa actqcqtqa a 

qcqatcqttt ctqtttctat c .. cccqtqqt tactcttcta ccccattcqa qcqtqacatc 

accaaacat c qtccgcaqqt ttacatqcat qctqttccqt accaqtqqat cqtaccqttt 

qaccgcatcc 9tqacqqtqt tc .. cctqatq qttqctcaqt caqttcqtcq tacaccqcqt 

agctct ... tcq acccqcaqqt t .. aaa ... cttc c ... qtqqqqtq acctg ... tccg tqcaattc ... q 

156 

60 

'" 
l80 

'" 
300 

360 

420 

'" 
5<0 

600 
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gaaaecoa0C)' accqtqqttt cqaqctqccg ctqctgctqq actqcq&caa 

qaaO'qtcc9Q qtttcaacqt t.qttqttatc a tu .. ¡¡acqqtq tt~ttcO'ttc 

o¡ctqctctqc C99qtatcac ccqtaaaacc gt.tctgqaaa tClJetgaatc 

gaaqctatc:c tqqctgacat caccccqgct gaac:tgtacq aC¡j'ctqacqa 

tqctc:aaccq qtqqtqqtgt ttqqc:cgttc: qtttctgttg acgqtaactc 

qqtgttccqq qtccqqttac cc:aqtctatc atccqtcqtt act.qqqaact 

cctt.ct.t<:t.c t.gctgacccc qqtacaqta c 

<210> " <211> 330 
<212> >RT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> " 
Me< 
1 

Ala Phe Ser Ala Asp Thr PrQ Glu 
5 

:Ila Val Tyr Thr Hí" 
10 

cct.qctqqct 

tccqgg1:cqt 

tc:tq9qtcac 

aqttct99'qt 

tatc:tctqac 

qaacgttqaa 

Aop 
15 

Gly Le u Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Aap Tyr Glu Leu Aap 
25 

Pro Ala Asn 
30 

Pro Lau Al.a 
35 

Gll' Gll' Ala Ala Trp 

" 
Il.e Glu Gll' Al .. Phe v ol! Pro Pro 

" 
Ser Glu Ala Arq Ile Ser 

" 
Xle Phe Asp Gln Gly 
55 

Pho 
60 

Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Phe 

" 
Hia Val Trp Aan Gly Asn Ala Phe Argo 

" 
Gly Asp His Xle Glu Argo Leu Phe Ser 

" 
Asn Ala Glu Ser Xl . 

" 
Arq 

" 

Ceu 
80 

Ceu 

Xle Pro Pro Leu 
100 

Thr Gln Asp Glu Val 
105 

Lys Glu Xle Ala ,,"u 

UO 
Glu Leu 

Val Ala Thr Glu Leu Argo Glu Ala Xle Val Ser 

'" 
Argo Gly Tyr Ser Ser Thr 

130 
Pro Phe Glu A%go Asp 
135 

157 

n. 
100 

Vol 
125 

Ser Xle Thr 

Thr Lys His Argo 

660 

840 

'00 

,,, 

'" 
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ES 2 448816 T3 

Ala Val Pro Tyr Gln 
>SS 

'l'rp tle Val Pro 

Asp Arq tle Arq Aap Gly Val Bis Leu 

'" 
He< 
170 

Val Ala Gln Ser Val 
l7S 

Phe 
lOO 

Arq Thr Pro Arq 
>SO 

Ser Ser tle Asp Pro 
lB> 

Gln Val Lys Asn ... 
190 

Gln Trp 

Gly AJop Leu 
lOS 

t le Arq Ala tle Gln 
200 

Glu Thr Bis AJop Arq 
20S 

Gly Phe Glu 

Leu Pro Leu Leu Lou Asp 
210 

Cy. 
"S 

Asp Asn Leu Leu Ah 
220 

Gl u Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 
no 

U. 
230 

Lys Aap Gly Val Val 

'" 
Arq Ser Pro Gly Arq 

,<O 

Ala Ala Leu Pro Gly 

'" 
tle Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu tle 

>SO 

Ser Leu Gly Hh 
260 

Glu Ala tle Leu Ala Asp tle Thr Pro 
26S 

Ala 

'" 

Ala 
2SS 

Gl. 

G1u Leu 

Tyr Asp Ala 
m 

Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Th r Gly 
280 

Gly 
28S 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 

'" 
Gly 

'" 
A .. n Ser tle Ser 

Pro Val Thr Gl n Ser 
30S 

U. 
310 

I1e Arq Arq 'l'yr 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gl n 
325 

<210:> " <211:> 990 
<212:> AO' 
<213:> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223:> Variante de ATA11 7 

<4 00:> 91 

Tyr 
330 

Trp 
3lS 

A.p 
300 

Gly Val Pro Gly 

Glu Leu Asn Val Gl. 
320 

atq9ctttct caqctqacac ccctqaaatc qtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 

158 

60 
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ataacetact ctgactacga actggacccq getaaccoge tgqctqqtqq tqctqcttqq 120 

ategaagql; ctttcqttcc qccgtctgaa qctcqtatct ctatette;. ccaqqgtttt 180 

tatacttct; aoqctaccta caccacctte cacqtttqqa acgqtaaego tttccqtctq 240 

qqqqaccaca tcq8acqtct gttctctaat qcqqaatcta ttcqtttqat cccqccqctg 300 

acccagqacq aagttaaaga gatcgctctg gaactgqttg ctaaaaccga actgcqtgaa 360 

qcqatqgttc atgtttctat cacccgtqgt tactcttcta ceceattcga qcgtgacatc 420 

accaaacate qtccqcaqgt ttacatqcac qctagcccgt accagtqqat cqtaccqttt '"' 
gaccqcatcc qtqacqqtqt tcacctgatg qttqctcaqt caqttcqtcq tacaccqcqt 540 

agotetateg acccqcaqqt taaaaactte caqtgqqqtq acctgatccq tgcaattca; 600 

q •• acccacq accqtqqttt cqaqctqccq ctqctqctqq actqcqacaa cctqct9ict 660 

qaaqqteeqq qttteaaeqt tqttqttate aaaqae9gt9 ttqtte9tte tee99qtcqt 720 

qetqetetqe eqgqtateae ceqtaaaaee qttctqqaaa tegetgaate tetgggteae '"' 
gaagetatee tggetqaeat eaccccqgct gaaetgtaeg acgetgaega agttetgggt 840 

tgeteaaeeg gtggtggtgt ttqqeegtte gtttetgttq aeqgtaaete tatetetqae '" 
qgtgttceqq gtccqgttac eeagtetatc atccqtegtt aetqqgaaet gaaegttgaa 960 

ee ttettete tqet9aecce ggtaeagtae 990 

<210> 92 
<211> JJQ 
<212> PRT 

40 <213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

45 <400> 92 

50 

55 

60 

65 

M,o< 
1 

Ala Phe Ser Ala Aap Thr Pro Glu Ile Val Tyr Thr HLa A.p 
15 

Gly Leu Asp 

Pro Leu Al.a 

" 

Ty< 
20 

5 " 

U_e Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Aap 
25 

Pro Al.a Aan 
30 

Gly Gly Al.a Ala Trp ., Ile G1u Gly Ala Phe Val Pro Pro 
45 

Glu Ala Arq Ile Ser 
50 

Ile Phe Asp Gln Gly 

" 
Phe 
60 

Ala Thr Tyr Thr Thr Phe HLa Val Trp Asn Gly As n Ala Phe Arq Leu 

159 



" 
Gly Asp His Ile Ol. 

85 

ES 2448816 T3 

70 " 
Arq Le~ Phe Ser Asn Ala Glu Ser tle 

" 

60 

Lo. 

tle Pro PrQ Leu 
'00 

Thr Gln Asp Glu Val 
>OS 

Lya Glu 11e lis LO' 
UD 

Glu Leu 

Val Al.a Lya 
n, 

Thr Glu Leu Arq Glu ". 
Al.a Met Val Ris Ser l1e Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 

"0 
'<0 
m 

Phe Glu Arq Asp n. 
UD 

Tbr Lys Ria Arg 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
A8p Arq 1:18 Arq Aap 

'" 

Ki.s 

'" 
Al.a Ser Pro Tyr Gln Trp 11e Val Pro 

'" 
Gly Val Bis Leu Me t Val Ala Gln Ser 

'" 
Vd 
m 

.h. 
HO 

A<g 

Arq Thr Pro Arq 

'"0 
Ser Ser 11e Asp Pro Gln Val Lya Asn 

'" 
.h. 
>90 

Gln Trp 

Gly Asp Leu 

'" 
11e Arq Ala Xl. Gln 

200 
Glu Thr Ria Asp Arq Gly PhI!! Glu 

,O> 

Leu Pro Leu Leu Leu ASp 

'" 
Cyo 
m 

Aap Asn Leu Leu Ala 
220 

Glu Gly Pro Gly 

PhI!! Asn Val Val Val ,,, 

Ala Ala Leu Pro Gly 

'" 

n. 
230 

Lya Asp Gly Val Val Arg Ser Pro Gly 

'" 
11e Thr Arq Lys Thr val Leu Glu 11e 

'" 
Ab 

'" 

~g 

,<O 

G'. 

Ser Leu Gly Kis 

"0 
Gl.u Ala Ile Leu Ala 

'" 
ASp l1e Thr Pro Al.a 

270 
Glu Leu 

Tyr Asp A1a Asp Glu Val Leu 

'" 
G'y 
'"O 

Cys Ser Thr Gl.y 

ho >he 

'" 
va.l. Ser Val Aap Gl.y Asn Ser r16 Ser 

'" 
Aop 
300 

G'y 

'" 
Gl.y Val Trp 

Gl.y Val P:r;Q Gl.y 

Pro Val Thr G1n Ser 11.. Il .. Arg Arg Tyr Trp Glu Leu A. n Val Gl.u 
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30S 310 31S 320 

5 Pro Ser Ser Leu Leu Th. Pro Val. Gl.n Ty. 
J2S 330 

<210> " 10 <211> 9" 
<212> AO' 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
15 <223:>- Variante de ATA11 7 

<400> " at99'ctttct c<lqctg'acac ccctg .... atc gttt.cacee: acqacacc99 tct99actat 60 

20 at.eacetact ctgactacga actqgacccq gctaacccgc t9gctqqtQ9' tqctqcttgq 120 

atcgaagqtq ctttcqttcc qccqtctqll" qctcqtatct ctatcttcga ccagqqtttt 180 

25 tatacttctq acgctaccta caccaccttc cacqtttqqa acqqtaacg<;: tttcc:qtct.q ,,, 
qqgqaccaca tcgaacqtct qttctctaat qcqqaatcta ttcqtttqat cccqccgctg 300 

acccaqqacq aaqttaaaqa qatcqctct9 qaact'lqttq ctaaaaccqa ac:tqcqtgaa 360 

30 
gc:qattqtta ccg1:ttetat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcc¡a qcqt<¡acatc '" 
accaaacatc qtccqcaqqt t tacatqaqt qcttqcccqt accaqtqqat cqtaccqttt . 80 

35 qaccqcatcc qtqacgqtqt tcacctgatg gttgctcaqt caqttcgtcg tacaccgcqt 540 

agctctatcg acccgcagqt taaaaacttc caqtggggtg acctqatccg tgcaattcag 600 

gaaacccacg accqtgqt t t cgagctgccq ctqctqctgg actgcgacaa cctgctggct 660 
40 

gaagqtccqg qtttcaacqt tqttqttatc aaagacgqt<¡ ttgttcqttc tccqqqtcqt no 

gctgctctgc cqqqtatcac ccqtaaaacc gttctqgaaa tcgctgaatc tctgqgtcac 780 

45 qaaqctatcc tqqctqacat caccccqqct qaactgtacg acgctgacqa aqttctggqt 840 

tgctcaaccg gtggtgqtqt ttggccgttc qtttctgttg acgqtaactc tatctctgac 900 

50 gqtqttccgq qtccgqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqgqaact gaacgttgaa 9" 
ccttcttct c tgctgacccc qqtacaqtac '" 

55 <210> ,. 
<2 11> 3JO 
<212> ,.T 
<2 13> Secuencia Artifi cial 

60 <220> 
<223> Variante de ATA11 7 

<4 00> " 
65 

161 



Mo' , Ala PhI! Ser A~a , 

ES 2448816 T3 

Aap Thr Pro Gl. ... n. 

" 
Val. Tyr Thr Ría Aop 

>5 
Thr 

Gl.y Leu Alllp Tyr 

" 
Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp 

" 
Pro Al.a Aso 

" 
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 

35 
T<p 

" 
11e Glu Gl.y Ala >h. 

" 
Val Pro Pro 

Ser Glu Ala Arq lle Ser 
50 

no 

" 
PhI! Aap Gln Gl.y Phe Tyr Tbr Ser Asp 

60 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Gly Asp His ¡le Glu 

85 

Phe Bis Val Trp Aso 

" 
Gly Asn Ala PhI! Argo 

" 
Arq Leu PhI! Ser Asn Ala Glu Ser I1e 

90 
Aro 
" 

Lou 
BO 

Lou 

11e Pro Pro Leu Thr Gl.n Asp Gl.u 

'" 
va> 

'" 
LY!iI G1u U.e Ala Lou 

a' 
Gl ... Leu 

Thr Glu Leu Arq Gl.u Al.a 11e Val. Thr .,. 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
>JO 

Phe elu Argo Asp n. .. , 
va> 

'" 
Ser I1. Thr 

Thr Lys His Argo 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Ser Ala Cys Pro Tyr 
>5, 

e," 

'" 
Trp Il.e Val Pro >h. 

160 

Asp Argo Ill! Ar9 Asp 
165 

Gl.y Val Bis Leu Met 
170 

Val Ala Gln Ser Val Arq 

'" 
Arq Thr PrQ Arq Ser Ser Ile ~p 

lBO 

Gl.y Asp Leu 

'" 
Ile Arq Ala 11e Gln 

200 

'<o 
18' 

Gln Val Lys Asn Ph. a, Gln Trp 

Gl.u Thr Bis ASp Arq Gly Phe Gl ... 

'" 
LOU Pro Leu Leu Leu Aap 

210 
Cy. 
21' 

Aap A"n Leu Leu Ala 
220 

G~u Gly Pro Gly 

Phe Asn v~l Val Val 
225 

n. 
230 

Ly. ~p Cly Val Val Arq Ser Pro Gly 
235 
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Al.a Ala Leu Pro Gly 

'" 
Ila Thr Arq Lys Tltr Val Leu GIu Ile 

m 
.,. 
255 

Glu 

Ser Leu Gly Bis 

"0 
Glu lis Ile Leu Ala 

"5 
Asp tle Tltr Pro Ala 

'" 
Glu Leu 

Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly eys Ser Thr Gly 
'80 

Gly 
285 

Gly Val Trp 

Pro Pite Val Ser Val Asp 
'90 

Gly 
295 

Asn Ser Ile Ser Asp 
JOO 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Tite Gln Ser 
305 

n. 
310 

Ile Arq Arq Tyr T<p 
315 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gl n 
J25 

Tyr 
330 

<210> " <211> "0 
<212> AO' 
<213,.. Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA11 7 

<400> " atQ9ctttet c:aqctqacac ccctgaaa tc qtttacaccc 

atcacctaet ctqac:tacg& actqgacccq qctaacccqc 

atcqaaqqtg ctttcqttcc gccqtctga .. g"c t cqtatct 

tata cttctq acqctaccta caceacctte c .. cqtttgqa 

9Q9ga c:" .. "a tcqallcqtct qt t ctctaat qcq9aatcta 

acccaqgacq aaqttaaaga gatcgctctg g iU.ctgqttg 

qcqatqqtta acgtttctat caeccgtggt taetctteta 

accaaacatc gtccgcaggt ttaeatqtat qctqttccqt 

qaccqcatcc qtga cggtgt tcacctgatg gttgctcagt 

agctctatcg aeccqcaqgt taaaaactte caqtqggqtg 

gaa acceacq accgtggttt cgagttgccg ctgctgctgg 

qaaggtccqq gtttcaacgt tqttgttatc aaagacgqtg 

qctgctctgc cgggtatcac ccqtaaaacc qttctgga .... 

163 

GIu Le\l Asn Val Glu 
320 

acqacacc9Q tctqgactat 

tggctgqtqg tgctqcttqq 

ctatcttcqa ccaqgqtttt 

acqqtaacqc tttccgtctg 

ttcqtttgat cccgccqctq 

ct .. aaaccga actqcgtgaa 

ccceattcqa qcqtgacatc 

accagtggat cgtaccgttt 

cagtteqtcq tacaccgeqt 

acctgatccg tgcaattcaq 

actgcgaeaa cctgctggct 

ttgttcqttc tccgggtcgt 

tcgctgaatc tctggqtcac 

60 

120 

180 

2<0 

300 

360 

540 

600 

660 
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gaagctatcc tqqctqacat caccccQ9ct qaactgtacq acqctqacqa aqttctqqqt 840 

tqctcaaccq gtqqtqqtgt ttqqccqttc qtttctqttq acqqtaactc t a tctctgac 900 

gqtgttccgg qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqa.ct qaacgttq •• 

ccttcttctc tgctgacccc gqtacagtac 

<210> 96 
<211> 330 
<212> "T 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400" 96 

Met A1a Phe Ser A1a Aap Thr Pro Glu , , Ile Val Tyr Thr Bis 

'" 
Gl.y Le ... A.p Tyr 

20 
11e Thr Tyr Ser Aap Tyr Glu Leu Aap 

25 
><. 
30 

Allp Thr 

" 
Ala Asn 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
JS 

lle Glu Gly AJ. a Phe Val Pro Pro 

" 
Ser Glu Ala Arq Ile Ser 

" 
Xle Phe Aap Gln Gly 

" 
Oh. 

" 
Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 
65 

G1y Asp H~1I 11a Glu. 
as 

Phe Hi. Val TJ;p Asn 
70 

Arq Leu. Phe Ser AlIn 

" 
1le Pro Pro Leu. Thr G1n As p G1u. 

'"' 
va> 

'"' 

Gl.y Asn Ala Phe Ar<jj' Leu. 
75 80 

Ala Glu. Ser 1le 

Lo" 
no 

Glu. Leu 

'" 
'" 

50 Va1 Ala Lys Thr Glu. Leu. Argo Glu. Ala Met Val Asn Val Ser 11e Thr 

55 

60 

65 

115 120 125 

Arg Gly Tye S.r Ser Thr 
>JO 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Ty< 
>SO 

Pro Phe Glu Arq Asp 
m 

Al. Val P:r:o Tyr G>n 
>SS 

n. 
UD 

'I'br Ly" Ris Arq 

Trp tle Val PrQ ". >6, 

A5p Arq 11a Argo Asp G1y Val Hi. Leu Mat Va1 A1a G1n Ser Val Arq 

164 
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Ser Ser Ile Asp Pro Gln Val Lys ~n 

'" 
'h. 
190 

175 

Gl.n Trp 

Gly Asp Leu 

'" 
Ile Arq Ala Ile Gln Glu Thr His Asp 

'00 
Az. 
'" 

Gly Ph", Gl.u 

Pro Leu Leu Leu Asp 
'lO 

Phe Asn Val Val Val 
225 

11. 
'lO 

Cy. 
215 

Asp Asn Leu Leu 

Lya Asp Gly Val Val 
235 

Ala 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Arq Ser Pro Gly Arq 
2" 

Ala Ala Leu Pro ely 

'" 
Ila Thr Ar9 Lys Thr Val Leu Glu Ile 

250 
A.la 

'" 
Gl. 

Ser Leu Gly His 
260 

Glu Ala Ile Le u Ala Asp Ile Thr Pro 
265 

Ala 
m 

Glu Leu 

Tyr Asp Ala Asp Glu Val. Leu 

'" 
Pro Phe Val Ser Val Asp 

'" 
ely 

'" 

Gly 
280 

Cys Ser Thr Gly 

Asn Ser Ila Ser Asp 
300 

Gly -Gl.y Val. Trp 
2S5 

Gl.y Val Pro Gl.y 

Pro Val. Thr Gln Ser 
305 

n. 
>lO 

Ile Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Aan Val. el. 
m 

Pro Ser Ser Lftu 

<21 0> 97 
<21 1 > 990 
<212> ADN 

,," 
325 

Thr Pro Val. Gln Tyr 
330 

Jl5 

50 <21 3> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

55 <400> " atq9c qttct c:aqcqqacac c:cctq.aatc 9tttacaccc acqacaccqq tctqgilctat 

atcacctact c:tg8ctacqa act99&Cccq qctaaC:CCg"C tg'9ctqqtQq tqctqcttqq 

60 
atcqaaqqt.q ctttcqttcc qccgtctgaa gctcgtatct ctatc:ttcqa ccaqqgtttt 

tataettctg ac:qc:taccta caecac:c:ttc cacgtttqqa acqqtaacqc tttecqtctg 

65 

165 

60 

120 

180 
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qqqqaccaca tcqaacqtct qttctctaat IJcgqaatcta ttcqtttgat cccqccgctq 

acccagqacq aaqttaaaqa gatcqctctg qaaceqgttq ctaaaaccqa actqcqtgaa 

g'cqatcqttc atqtttctat cacccqtqqt tilcccttcca ccccattcqa qcqtgacatc 

accaaacac c qtccqcaqqt t tacatqtat qctqtteeqt accaqtqqat cqtacc<¡ttt 

gaccgcatcc qtqacqqtqt tcacctqatq qttqctcaqt caqttcqtcg tacaccg-cqt 

aqctetatcq acccqcaqqt taaaaac:t.tc caqt9'9'9'o¡tq acctqatccq tqcaattcaq 

gaaacccacq accqtgqttt cqagctqccq ctqctqceqg actqcg-acaa cctqctgqct 

gaaqqtccgq qtttcaacqt tgttgtcllCC aaaqacqqtq tC<jJctcqt.t.c tceqqqtc:qt 

qctqctctqc cqqqtatcac ccqtaaaacc gttctgqaaa tcqctgaa.tc tctgqqtcac 

o;Jaao;rctatec t90j1'etgacat caccccqqct g.a<:cqtacg .. cgctgacga aqttctgqqt 

tgct caaccq qtqqtgqtqt ttqqccqttc qtttctqtto; acqqtaactc t a tctctqac 

qqtqttcco;q qtccqqttac ccaqtctatc atccqtc<¡tt actqqqaact qaacqttqaa 

ccttcttctc tqctqacccc qqtacaqtac 

<210> " <211> 3JO 
<2 12> , .. 
<2 13> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATA11 7 

<400> " 
N.t ~. ~ho ~or ~a A.p Th r ~ ~o C1u ~ 1. V.1 Tyr Thr Hi. A.p Th r 
1 5 :lO 15 

G1y Leu Aap Tyr 
20 

I1e Thr Tyr Ser Asp Tyr G1u Leu Asp 
25 

Pro Al.a Asn 
JO 

Pro Leu Ala Gly Gly A1a Ala 
3S 

Ser Glu Ala Arq I1e Ser 
50 

n. 
55 

T"p 
40 

I1e Glu Gly A1a 

Phe Asp Gln Gly Phe 
60 

Phe Val Pro P ro 

" 
Tyr Thr Ser Asp 

A.lo 
65 

Thr Tyr Thr Thr Phe 
70 

His Val Trp Asn G1y As n A1a Phe Arq 

" 
Le" 
80 

Gly ASp Hi.s I111 G1u Arq Leu Phe Ser A an A1a G1u Ser I1e Le" 
85 90 

166 

JOO 

360 

600 

'" 
3" 
380 

840 

"O 
960 

'" 
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XlII Pro Pro Leu 

'" 
Thr Gln Asp Glu Val 

'05 
Ly" Glu Ile Ala 

val Ala Thr Glu Leu Arq Glu Ala Ill! Val Bis 

'" 
Vd 

'" 

L.u 
no 

Glu Leu 

Ser Il.e Thr 

Arq Gly Tye Ser Ser Thr 

'" 
Pro PhI! Glu Arq Asp 

'" 
u. 

'" 
Thr Ly.. Bis Arg 

Pro Gln Val Tyr Met 

", 
Tyr Ala Val Pro Tyr 

'" 
O'n 

'" 
Trp Ile Val Pro ... 

'" 
Alsp Arg Ile Arg Jusp 

'" 
Gly Val Ris Leu Met 

no 
Val Ala Gln Ser Val. Arq 

'" 
Arg Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp 

'"' 
Pro Gl" Val Lys Asn 
'", 

Gly Asp Leu 

'" 
n .e Argo Ala 11e Gln Glu Thr Bis As p 

'" 
Ar. 
205 

>h. 

'" 
Gl.n Trp 

Gly Phe Glu 

Leu Pro Leu Le u Le u Asp Cys 
210 215 

Asp Asn Leu Leu Ala Glu Gly Pro Gl.y 
220 

Pb .. Asn Val. Val Val 

'" 
Ile Ly. Asp Gly Val 

'" 
Va> 

'" 
Arq Ser Pro Gly Arq 

'" 
Ala Ala Le ... Pro Gl.y 

2<5 
Ile Thr Arq Ly. Thr Val Leu Glu Ile 

'" 
Ah 

'" 
Oh 

Ser Leu Gl.y Ris Glu Ala Ile Leu 
260 

Ah 
2" 

Aap Ile Thr Pro Ah 
270 

Glu Leu 

Tyr Aap Ala Aap Glu val Leu 

'" 
Pro Phe Val Ser Val Asp 

290 
O'y 

'" 

O'y 

'"' 
Cys Ser Thr Gly 

Asn Se r Ile Ser ASp 

'" 

O'y 
285 

Gly Val Trp 

Gl.y Val Pro Gly 

Pro Val. Thr Gl.n Ser Il.e 
305 310 

Il.e Arq Arq Tyr Trp G1u Leu Asn Val 
m 

O'u 
320 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln 

'" 
Tyr 

'" 



<210> ~9 
<211> 990 

ES 2448 816 T3 

5 <212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

10 
<400> 99 
atqqcgttct caqcqqaeac coctg_aatc gtttaeaecc 8egaeacegq tctgqactat 60 

15 
ateacetact ctgactacga actggacccg getaaacoge tggctgqtgq tgctqcttqq 120 

atcqaaqqtg ctttcgttcc qccgtctgaa qctcgtatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 180 

t.taattctg acqctaccta caccacctte cacqtttgga acqgtaacgc tttccgtctg 240 

20 
gqgqaccaca tcqaacqtct qttctctaat qcqgaatcta ttcgtttgat cccgccgc t9 JOO 

acccaggacq aagttaaag. gatcqctctg gaactqqttg ctaaaaccga actqcgtgaa 360 

25 gcqatggtta acgtttetat cacccgtqqt tactcttcta ccccattcqa qcqtgacatc 

gaccqcatcc qtgacqgtqt tcacctgatg qttqctcaqt caqttcqtcq tacaccqcqt 540 
30 

agotetatcq acccqcaqqt taaaaactte caqtqqqgtq acctqatccq tqcaattcaq 600 

gaaacccacg accgtggttt cgagttgccg ctqctgctgg actgcqacaa cctgctqgct 660 

35 q •• qgtcoqq qtttca.cqt tgttqttatc aaag.cqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 

qctqctctgc cqqgtatc.c ccgt •••• cc qttctqq ••• tcgctg •• tc tctqgqtcac 780 

40 
qa.qctatcc tgqctgacat caccccqqct g •• ctgtacg acqctgacga aqttctqqgt ." 
tqctcaaocq gtqgtqgtgt ttqqccgttc gtttctgttq acqgtaactc tatctctqac 900 

qgtgttcoqq gtccqgttac ccagtctatc atccgtcgtt actqqqaact g.acgttgaa 960 

45 ccttcttctc tgctqacccc ggtacagtac '" 
<210> 100 

50 <211> 330 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
55 <223> Variante de ATA117 

60 

<400> 100 

Met Ala Ph" Ser , AJ.. , Asp Thr Pro G1u Val Tyr Thr H.1s Aop 

" 
Gly Leu Aap Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr G1u Leu Aap Pro Ala Aan 

65 

168 
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,o ,o 

Pro Leu Ala 
35 

Gl.y Gl.y Al. .. Ala Trp 
.0 

~l.e Glu Gly Ala Phe Val. Pro PrQ .. 
Ser Glu Ala Arq Ile Ser 

50 
n. 
55 

Phe Asp Gln Gl.y Phe 

'O 
Tyr Thr Ser Asp 

A1a Thr Tyr Thr Thr 

" 
Glu 

" 

'h. 
'O 

Kis Val Trp A5n Gl.y Asn A1a Ph. Arq 
75 

Arg Leu Phe Ser Asn A1a Gl ... Ser 11e Arg 
90 95 

'ou 
SO 

11e Pro Pro Leu 
100 

Thr Gln Asp Glu Val. 
105 

Lys GJ.u :Il.e Al. .. 'ou 
llO 

Glu Le ... 

Val A.l.a LYIiI 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu Al.. Met Val Asn 
120 

Val 

'" 
Ser Ile Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

pro Pbe Glu Arq Asp 
135 

Gln Val. Tyr Met Tyr Al.. Val. Pro Tyr 
150 

Gln 
155 

Ile Thr Lys Hi. Arq 
1<0 

Trp n.e Val. Pro 'h. 
UO 

Asp Arq 11. Arq Asp Gly Va! Hi . Leu 
165 

Met Val Al. Gln Ser 
1>0 

Val 

'" 
A., 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp 
180 

Gln Val Lys Asn >h. 
190 

Gln Trp 

Gl.y Asp Le ... 
195 

11. Arg Ala Ile Gln 
200 

Glu Thr His Asp Arq Gl.y Fh. Glu 
205 

Leu Pro 
210 

Leu Leu Leu Asp Cys Asp Asn Leu Leu 
215 

Ala 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe A3n Val Val Val 
225 

Ala Ala Leu Pro Gly ,., 

n. 
230 

Lys Asp Gly Val Val 
235 

Arg Ser Pro Gly 

Ile Thr Arg Lys Tbr Val Leu Glu Ile 
250 

Ala 
255 

A., 
'" 
Glu 

65 Ser Leu Gl.y His Clu A1. 11e Leu A1a Asp I1e Thr Pro Al. Glu Leu 

169 
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260 '" 
Tyr Asp Al .. 

2" 
Asp Gl.u Val. Leu Gly 

280 
Cyll Ser Thr Gl.y 

Pro Phe Val. Ser Val. Aap 
290 

Gl.y Asn Ser 1le Ser 

'" 
Asp 
JOO 

G'y 
285 

Gl.y Val. Trp 

Gl.y Val. Pro Gl y 

Pro Val. Thr Gl.n Ser 
JO, 

n. 
no 

Il.e Arg Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val. 

'" 
G>U 
320 

pro Se r Ser Leu Leu Thr Pro Val. Gln Tyr 

<210> 101 
<211> 990 
<212> ADN 

325 330 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 10l 
atggcqttct cagcggacac ccctq"aatc qtttacacee aeqaeaeeqq tetqqactat 60 

atcacctact ctgactacga actqqacccq qct¡UlCCCqC tqqctqqtqq tqctqcttqq 120 

atcqaaqqtg ctttcqttcc qcoqtctgaa qctcgtatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 180 

tatacttctg acgctaccta eaccaccttc cacqtttqqa acqgtaacgc tttccgtctq 240 

qqqqaccaca tcgaacgtct gttctctaat qcqqaatcta ttcgtttgat cccqccqctg JOO 

acccaqqacq aagttaaag .. gatcqctctg qaactqgttq ctaaaaccqa actqcqtg.a 360 

qcq.tqqtt. acqtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcqa qcqtqacatc 

accaa.c.tc qtccqc.qqt ttac.tqtat qctqttccqt .cc.qtqq.t cqt.ccqttt 480 

qaccqcatcc qtqacqqtgt tcacctqatg qttqc tc.gt c agttcgtcg tacaccqcgt 540 

aqctctatcg .cccqc.qgt t.aa •• cttc c.gtqqqqtq .cetqatecq tqcaattc.q 600 

ga.acccacq .ccgtqgttt cq.gttqccq ctqctqctqq .ctqcqaca. cctqctqqct 660 

q.aqgtccqg qtttcaacqt tgttgttatc a •• q.cqgtq ttgttcgttc tccgqgtcgt no 

gctqctctqe cgqgtatc.c ccgt •••• cc qttctqq ••• tcqctqaatc tetqqqtc.c 180 

qaaqctatcc tqqctqacat caccccgqct qaactqtacq acqctqacqa aqttctqqqt 840 

tqctc •• ccq qtqqtqqtqt ttqqccqttc gtttctqttq acqqta.ctc tatctctq.c 900 

qqtgttccqq qtccqqttac ccaqtctatc .tccgtcgtt actqqqaact qaacqttqaa 960 

170 
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ccttcttctc tqctqacccc qgtacactac 

<210> 102 
<211> 3JO 
<212> >RT 
<213> Secuenci3 Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 102 

Me< 
1 

Al.. Phe Ser Ala Asp Thr Pro 01 ... 
5 

~l. Val. Tyr Thr His 
10 

Aop 
15 

Th< 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Gl... Le... Asp 

" 
Pro Leu lis Gly Gly Ala Ala 

J5 
T<p 

" 
Ile Gl u Gly Al.s "e 

" 

Pro Ala Asn 
30 

Val Pro Pro 

Ser alu A1a Arq Ile Se r 
SO 

ne 

" 
Ph. Aap Gln Gly Ph. 

60 
Tyr Thr Ser Asp 

Al. 
65 

Thr Tyr Thr Thr Phe Kis Val Trp Asn 
70 

G1y 

" 
Asn Ala Phe Arg Leu 

SO 

Gly Asp Ris Ile Glu 
85 

Argo Leu Phe Ser Asn 

" 
Al.,. Glu. Ser rle ~q 

" 
Leu 

Ile Pro Pro Leu 
100 

Thr Gln Asp Glu Val 
105 

Lyll GJ.u I1e Ala Leu 
110 

Glu Leu 

Ar'iJ Gly 
130 

Ly. 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu Ala Met Val Asn 
120 

Tyr Ser Ser Thr Pro phe Glu Arq Asp 
135 

ne 
1<0 

Val 
125 

Ser Ile Thr 

Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Met .., Tyr Ala Val Pro Tyr 
1SO 

G1" 
155 

Trp 11. Val Pro Phe 
160 

Asp Arq Il. Arq Asp 
165 

Gly Val His Leu Mat 
no 

Val Ala Gln Ser Val Arq 
115 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp 
180 

Gln Vlll Lys Asn ... 
'" 

Gln Trp 

171 
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Gly A8p Leu 

'" 
Ile Arg Ala Ile Gln Glu Th~ Bis Aap 

"O 
Gly Phe Glu 

Leu P ro 
210 

Le u Leu Leu Asp Cya Asp Asn Leu Leu 
215 

Phe Aan Val Val Val 
225 

Ile LY8 Aap Gly Val 
230 

Val 
235 

Ala 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Arq Ser Pro Gly Argo 
240 

Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arq Lys 
245 

Th< 
250 

Val Leu Glu I1e AJ.a 
2S5 

Gl. 

Ser Leu Gly alo 

2" 
Glu Ala Ile Leu Ala Asp I l.e Thr Pro 

'" 
AJ.. 

'" 
Glu Leu 

Tyr Aap Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gl y Cys Ser Tbr Gl.y 
280 

Gl.y Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val ASp 
290 

Gly Aan Ser Ile Ser 
295 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

n. 
310 

Ile Arq Arq Tyr T<p 
315 

P r o Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val H~s 
325 

Ty< 
330 

<210> 103 
<211> '" <212> AO' 
<213> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATA11 7 

<400> 103 
atgqcqttct cagc:gqacac ccctgaaatc qtttacaccc 

atcacctact ctg .. ctacga actggacccg qcta8cccgc 

atega agqtg et.t.t.eqtt.ee qeeqt.et.qaa qet.eqtat.et. 

t.at.act.t.ctg acgctacct.a eaecacct.t.c cacgtttgga 

ggggaccac .. tcg .. acqtct. gt. t.ct.ct.a ... t. goggaat.ct.a 

aeceaqqaeq aaqtt .. aaqa qatcqct.ct.q qaact.qqt.t.q 

qcqatqqt.ta ccqt t.t.ct.at. cacceqtqqt tact.ctt.et.a 

172 

"P 
300 

Gl.y Val Pro Gly 

Gl u Leu Asn Va l Gl. 
320 

acgacaccgg tctggacta t 

tqqctgqtgg tgctqet tqq 

et.at.et.t.ega eeagqqtt.t.t 

acgqtaaege t.ttccqtct.g 

t.tcgtt.tgat cccqccgctg 

ct.aaaaecga aetqcqtqa ... 

eeecattcqa qcqtqaeat. c 

" 
120 

180 

2<0 

300 

360 

'" 
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aecaaacate qtccqcaqqt ttacatgaqc qcttqcccqt accaqtgqat cgtaccqttt 480 

gaocgcatce gtgacggtgt te.ccts.tg gttqctcagt caqttcqtcg tacaccgcgt 54 0 

agctctatcq acccqcaqqt taaaaactte cagtqgqgtg acctgatccg tgcaattcag .00 

g_aacccaeg accqtqqttt cgagttgccq ctqctgctqg actqeq.caa cctqctqqct 660 

gaaggtccqg qtttcaacgt tgttgttatc .aaqacqgtg ttgttcqttc tccgqqtcgt "O 
qctqctctqc cgqgtatcac ccgt •• aacc qttctqqaaa tcqctg.atc tctqqgtcac '80 

s.asetatce tqqctgacat caccccgqct gaactgtacq aoqets.cga agttctqqgt 840 

tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttgqccgttc gtttctgttg acqgtaactc tatctctgac 900 

qgtgttccqq gtccqgttac ccagtctatc atccqtcgtt actqqqaact q •• cqttgaa 960 

ccttcttctc tqctg.cece qgtacagtac 

<2 10> 104 
<211 > 330 
<212> PR'l' 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

< 4 00> 104 

Mee , Ala Pbe Ser Al.a 
5 

Asp Tbr Pro Glu n. 
10 

Val Tyr Thr Kis "P 
15 

Thr 

Gly Leu Asp Tyl' 
20 

11. Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp 
25 

Pro Ala Asn 
JO 

Pro Leu Al.. Gly Gly Al. Al. Trp 11e G1u Gly Al. Phe Val Pro Pro ., 35 4 0 

Sel' Glu Ala Ar'iJ 11e Ser 
SO 

11e Phe Asp Gln Gly Phe Tyr Thr Ser Asp 

A.1o 

" 
Gly Asp His 11e 

11e P:.:o PI'O Leu 
100 

.'" 
" 

55 60 

Phe His Val Trp Asn 

" 
G1y Asn Ala Phe Arq 
75 

Arg Leu Phe Ser Asn Ala Glu Ser 11e 
go 

Arq 

" 

c"" 
80 

c"" 

Th:.: Gln Asp Glu Val 
105 

Lys Glu 11e Ala LO" 
110 

Glu Leu 

Val Ala Lys Thr Glu Leu Ar'iJ Glu Al.a Het Val Thr Val Ser 11e Thl' 

173 

'" 
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1>5 120 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

,"O 

135 
Ue 

'" 
'I'hr Lys Mi" Arq 

PrQ Gln Val Tyr Het 

'" 
Ser Ala Cys Pro l'yr 
150 

Asp Arq Ile Arq Asp Gly Val His Leu Met 
165 110 

Gln 
155 

Trp Ile Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 

'" 

Phe 
160 

Aro 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp 

lB' 
Pro Gln Val Lya Aan 

'" 
Phe 
lO' 

Gln Trp 

Gly Aillp Leu 

'" 
:I1e Arq Ala Ile Gln 

200 
Glu Thr Hi.s Asp Arq Gly Phe Glu 

205 

Le ... Pro Leu Le ... Leu Asp Cys Asp Aan Lau Leu Ah 
220 

Glu Gl.y Pro Gly 
210 215 

Phe Asn Val Val Val 
225 

Ile Lys Asp Gly Val 
230 

V., 
235 

Arq Ser Pro Gly 

Ala Ala Leu Pro Gly Ile thr Arq Lys 
245 

Thr Val Leu Glu Ile 
250 

Ah 
255 

Aro 
240 

Gl0 

Ser Leu Gly His 
2<, 

Glu Ala I1. Leu Ala Aap Ile Thr Pro 

'" 
>.l, 
no 

Glu Leu 

Tyr Aa p Ala Aap Glu Val Leu 
no 

Gly 
280 

Cya Ser Thr Gl.y 

Pro Phe Val Ser Val Asp 
290 

Gly Asn Ser Ile Ser 

'" 
A •• 
300 

Gly 
285 

Gly Val. Trp 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 
305 

U. 
31' 

na Ar9 Arq 1'y r Trp Glu Leu Asn Val 
J15 

Gl0 
m 

Pro Ser Ser Leu 

<210> 105 
<211> 990 
<212> ADN 

Leu Thr Pro Val Gln 
J25 

65 <213> Secuencia Artificial 

Ty< 
JJO 
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<220> 
<223> Vui3nte de ATA117 

<400> 10:1 
atgqcgttct eaqcgq_cae coctq_aate gtttacaccc 8eqacaccqg tctqqactat " 
ateacct.Bct cts.ctaega actqqacccq qctaacccqe tqqctqqtqg tqctqcttqq "O 
atcqaaqgtq ctttcqttcc qccgtctga. qctcgtatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 180 

qqqqaccaca tcq.acqtct gttctctaat qcqs.atcta ttcgtttqat cccqccqctq 300 

qcqatqqtta ccgttacqat cacccqtqqt tactcttcta cece.ttcqa q.aaq_cate 

acca.acate qtccqc •• qt tt_catq.qc qceqqcccqt acatqtqqat cqtaccgttt 480 

q_ccqcatee qtqacqqtgt teacctq_tq qttqctcaqt ctgttcqtcq taeaccqeqt 540 

q.aacccacq accqtqgttt cqagttqccq ctqctqctqq actqcqacaa cct9ctQ9ct 660 

qaaqgtccqq qtt.tc •• cqt tqttgttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 720 

qctqctctqc cqqqtatcac ccqt •••• ~ qttctqqaaa tcgctgaatc tctg9gtcac 780 

gaagctatcc tggctgacat caccccggct gaactgtacg acgctgacga aqttctgggt .<0 

tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttq acqqtaactc tatctctqac 900 

qgtqttac99 qtacqqttac ccaqtctata atccqtcqtt actqqqaact qaaagttqaa 960 

ccttcttctc tqctqacccc qgtacaqtac 

<210> 106 
<211> 330 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 

'" 

50 <223> Variante de ATA117 

55 

60 

65 

<400> 106 

Me, 
1 

Ala Phe Ser Ala Aap Thr Pro Glu , 
Gly Leu Asp Tyr 

20 
Ile Thr Tyr Ser As p 

25 

Ile Val Tyr Thr Hia 
10 

Aop 
15 

Thr 

Tyr Glu Leu Aap Prc Ala Asn 
JO 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

Trp 
<O 

Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro .. 
175 



ES 2 448 816 T3 

Se r Glu Ala Arq Xle Ser 

'o 
ne 

" 
Phe Asp Gln Gly >h. 

.0 
Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
'he 
'O 

His Val Trp A5n Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Gly Asp Mis lle Glu Arq Leu Phe Ser 

" 
Aan Ala Glu Ser 11e 
.0 

Leu 
'O 

Leu 

lle Pro PrQ l.eu 
100 

Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu lle Ala 

10' 

Leu 
110 

Glu Leu 

Lya 

'" 
Thr Glu Leu Aro¡ Glu Al.a Met Val Thr 

120 
V.l 

'" 
Thr lle Th.o; 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Pro Phe Glu Lya Asp 

'" 
Xle Thr Lys Bis Arq 
lOO 

Pro Gln Val Tyr Met 
145 

, .. 
'" 

Ala Gly Pro Tyr Met 

'" 
Trp 1:10 Val Pro 

Asp Arq lle Arq Asp Gly Val His Leu Met Val Ala Gln Ser Vol 

'" 165 170 

>h. 
160 

Arq Thr Pro Arq 
180 

Ser Ser Xle ~p Pro Gln Val Lys A8n 

'" 
'h. 
100 

Gln Trp 

Gly Asp L.u 11. Arq Ala 11e 

'" 
Leu Pro I.eu Leu Leu Asp 

210 
Cya 

'" 

Gl" 
200 

Glu Thr His Aap Arq Gly Phe Glu 
205 

Asp Asn Leu Leu Ala 

'" 
Glu Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val val 
225 

n. 
230 

Lys ASp Gly Val Val Arq Ser Pro Gly 
235 

A<g 
'00 

Al.a Ala Leu Pro 

Ser Leu Gly His 

'" 

Gly ,.. 11e Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu Ile 
m 

Glu Ala Ile Leu ~a Aap Ile Thr Pro 
2" 

Al. 
". 

Al. 

'" 
Glu 

Glu Leu 

Tyr ASp ~a ASp Glu Val Leu 

'" 
Gly Cys Ser Thr Gly 
>SO 

Gly 

'" 
Gly Val Trp 



5 

10 

ES 2 448816 T3 

Phe Va~ Ser Val Asp 
290 

Gly Asn Ser Ile Ser 

'" 
A.p 
300 

Gly Val. Pro Gly 

Pro Val. Thr Gln Ser 

'" 
n. 
310 

1le Are¡ Are¡ Tyr Trp Gl.~ L.~ Aan Val 
m 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln 

'" 
ryr 
330 

<2l0> 101 

G'u 
320 

15 <211:> 990 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
20 <223> Variante de ATA117 

<400,.. 107 
atqqcqttct caqc99acac ccctgaaate qtttacaccc acgaeaccqq tctggactat 60 

25 atcacctact ctgactacqa actqqacccq qctaacccgc t9'9'ctgqtgq tqctqcttgg 

atcgaaqqtg ctttcgttcc qccgtctgaa gctcgtatct ctatcttcga ccagqgtttt 180 

30 '" 
acccaggacg a.gtt.aaga qatcgctctg gaactgqttg ct.aaaccqa actgcqtgaa 360 

35 
gcgatqgtta ccqtttcgat cacccqtgqt tactcttcta ccccattcqa qcctgacatc "O 
accaa.cate qtCCgcgcqt ttacatgagc gcttccccqt accaqtgqat cgtaccqttt 480 

40 gaccgcatcc qtgacgqtqt tcacctqatq qttqctcaqt caqttcqtcq tacaceqeqt 5<0 

aqctctatcq acccqeaqgt taaaaacttc caqtqqqqtq aeetqatceq tqcaattcaa 600 

qaaacccacq accqtqqttt cqaqttqccq ctqctqetqq actqcqacaa cctqctqQct 660 
45 

qaaqqtccqq qtttcaacqt tqttgttatc aaaqacqqtq ttqttcqttc teeqqqtcqt 720 

qctqctctqc cqqqtateac ecgtaaaacc qttctqqaaa teqetqaate tctqqqtcac 780 

50 qaaqctatcc tqqctqacat cacceeqqct qaactqtacq acqctqacqa aqttctqqqt ." 
tqctcaaccq qtqqtgqtqt ttqqccqttc qtttctqttq aegqtaacte tatetctqac 900 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtetatc atccqtcqtt actqqqaact qaacqttqaa 960 
55 

ccttcttcte tqctqacccc qqtacaqtac ." 
<210> 108 

60 <211> 330 
<212> PRT 

65 

177 
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<213> Secuencia Artificial 

<220" 
<223> Vuiante de ATA117 

<400> 108 

MO< 
1 

Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu 
S 

Ile Val Tyr Thr His 
10 

"P 
15 

Gly Leu Asl' Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser Aap Tyr Glu Leu Aap 

" 
Pro Ala Asn 
JO 

pro l.eu Ala 
JS 

Gly Gly Ala Ala Trp 
.0 

Ile Glu Gly Ala Pha Val Pro Pro 

" 
Ser Glu Ala Arq 110 Ser 

" 
Ila Pha Aap eln Gly 
SS 

Phe 
60 

'l'yr Thr Ser Asp 

ll. 

" 
Thr Tyr Thr Thr Pha 

10 
Hia Val Trp Asn Gly Aan Ala Ph. Ar9 

" 
Gly Allp Bis Ile Glu Arq Leu Pha Sal' 

as 
"n 
50 

Ala Glu Ser 11e ~. 

" 

Le " 
80 

Ile Pro Pro Leu Thr Gln Aap Glu 
100 

Val 
lOS 

Lys Glu :r1 .. Ala ~" 
HO 

Gl ... Le ... 

Val Ala Lys 
ns 

Thr Glu Leu Arq Glu 
120 

Ala Met Val Thr Val 
125 

Sl!~ Il. Th~ 

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

Pro PhI! Glu Pro Asp 
>3S 

U. 
HO 

Thr Lys Bis Argo 

Pro ArOI Val Tyr Het 
145 

Asp Arg I1e Arq Asp 
lOS 

Ser Ala Ser Pro Tyr 
lSO 

Gly Val Ris Leu Met 
UD 

Gln 
lSS 

Trp Ile Val Pro 

Val Ala eln Ser Val 

'" 

>he 
160 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Asp Pro Gln Val Lys Asn Phe 
lOO 

Gln Trp 
180 185 

Ile Arg A1a Il. Gln 
200 

Glu Th~ Kis Asp A~g 
205 

Gly Ph .. Glu 

Leu P~o Leu Leu Leu Asp Cys Asp Asn Leu Leu ~a Gl ... Gly p~o Gly 

178 
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2>. 

fha Aan Val Val Val 

'" 
n. 
230 

Lys Aap Gly Val 

Al. Ala L.u Pro Gly rle Thr Aro¡ Lya 

'" 

Vol 
235 

22. 

Arq Ser Pro Gly ~9 
2<. 

Al. 

'" 
01. 

Ser L.u Gly His Glu Ala I1. t.eu 
'"O 

Al.. Asp 11.8 Thr Pro 
265 

Al. 
270 

Glu Leu 

Tylt At:p Al. "",p Glu Val. Leu 

'" 
Oly 
280 

Cya Ser Thr Gly Oly 

'" 
>ho ". Val Ser Val Aap Gly Aan Ser Ila Sal' 

"5 

Pro Val The Gln Sal' 
3D5 

n. 
31. 

Ile Arg -"'9 Tyr 

pro Sel' Ser loeu L. u Thl' Pro Va l COln Tyr 
325 330 

<210> ,., 
<al> ... 
<212> AO' 
<213> Secuenclll Artifldll 

<220> 
<223> Vlnanle de ATAI1 7 

<400> , .. 
atqqcqtt et eaqcqqaeae cectqa •• tc qtttacaeee 

ate.cet.ct c:tqactacqa actqqacccq qctaacccqc 

atc9'·Qqt.Q cttteqttec qcc:qtc:tq •• qctcqtatct 

tat.cttetq acqctaecta cace.cette caeqttt99a 

QQ99accaca tcqaacqtct qttctcta .. t qcqqa .. tct .. 

.. ccca9gac9 aaqttaaa9a gatC9ctct9 gaactqqtt 9 

qeqatgg'tta ccqttacqat c acccqt'l9t tactcttcta 

accaaaeatc qtcc qcagi't ttacatqagc gcttqecc<¡t 

qaccqcatcc qtgacgqtqt tcaectgatg gttqct.cagt 

aqetctatcg acccqcagqt t aaaaactt.e caqtqqqqt.q 

179 

Ao. 
3 •• 

Gl.y Val Pro Gly 

&C9&C&CC99 

t9qctqqt99 

ctatcttcqa 

aC9qt •• c qc 

tteqtttgat 

ctaaaaee9a 

ccccattcga 

aecaqtqgat 

caqtt.cqtcq 

acctqatccg 

01. 
320 

tct99&ctat 

tqctqctt99 

CC&qqqttt t 

tttccqtctq 

eeeqecqctq 

actg cqtqaa 

'icqt9acatc 

cgtaccqttt 

tacaccqcqt 

tqcaattcaq 

6. 

12. 

". 
240 

300 

360 

<SO 

5<. 

6 • • 
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qaaacccaco¡ accqtqqttt cqaqttqcco¡ ctqctqct 9'9' actqcgacaa 

qaaqqtccqq qtttcaacgt. tqttqt.tatc aaaqacqqtg ttqttcqttc 

qctqctctqc cqgqtatcac ccqtaaaa cc qttctg'qaa{l. tCg'ctgaatc 

g aaqctatcc t.99ctqilcat caccccg9'ct qaactqta cq acqctga cga 

tqctCilBCCq qtqqtqqtqt ttqgccqttc qtttctqttq acqqtaactc 

gqt.qttccqq qtccqqttac ccagtctat.c atccqtcqtt actqqgaact 

ccttcttct.c t qctgacccc g qtacaqtac 

<210> H' 
<211> '" <2 1 2> >RT 
<2 1 3,.. Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223,.. Variante de ATA11 7 

<400> H' 
Me< , Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu 

5 
11e Val Tyr Thr Hia 

" 

cctqctq\Jct 

tccqqqtC!qt 

tctqqqtcac 

a qttctqqqt 

tatctctgac 

qaa cqttqaa 

A.p 

" 
Th< 

Gly Leu ASp Tyr 
20 

11e Thr Tyr Ser Aap 
25 

Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn 
JO 

Pro Leu Ala 
35 

Gly Gly Ala Ala Trp 

" 
11e Glu Gly Ala Phe Val P>:o P r o 

" 
Ser Glu Ala Arq 11e Ser 

" 
ne 
55 

Phe Asp G1n G1y "e 
60 

Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Ph. 

" 
His Val Trp Asn Gly As n Ala Phe Arq 

" 
Leu 

" 
Gl y Asp His 11. Glu Arg Leu Pha Ser A. n Ala Glu Sar 1le Arq 

" 
Ceu 

8S 90 

11. Pro Pro Leu Thr Gln As p Glu Val 
100 lOS 

Lys Glu 11. Ala Leu Glu L.u 
no 

Val Ala Thr Glu Leu Arg 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 

'" 

Glu Ala Met Val. Thr 

'" 
Phe Glu Arq Asp 

18 0 

n. 
'" 

Vd 

'" 
Thr 1le Thr 

Thr Lys His Arg 

66' 

720 

'" .. , 
90' 

'60 
.. , 
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Pro Gln Val Tyr Het 

'" 
,.< 
'" 

Al~ Cys Pro Tyr Gln 
155 

Trp 11e Val Pro Ph. 
160 

Asp Arq Ile Arq Asp 

'" 
Gly Val Ría Leu Met Val Ala Gln Ser 

1" 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser 1le A8p 
180 

,"o 

185 
Gln Val Lys Asn >h. 

lOO 

Val 
m 

Gln Trp 

Gly ASp Leu 

'" 
:n. Arq Ala tle .h 

200 
Glu Thr Ris Asp Arq 

205 
Gly Phe Glu 

Leu Pro Leu Leu Leu Asp 
210 

Cy. 
2lS 

ASp Aan Leu Leu A1a 
220 

Gl.u Gly Pro Gly 

PhI! Asn Val Val Val 
225 

n. 
230 

Lys Asp Gly Val V., 
235 

Arq Ser Pro Gly Arq 
,<O 

Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arq Lys 

'" 
Thr Val Le u Glu Ile 
2>, 

Ser Leu Cly Bis 
260 

Glu Ala I l e Leu Ala As p tle Thr Pro 
265 

Ala 
m 

.lo 
255 

.'u 

Glu Le u 

Tyr Aap Ala Asp Gl1,1 Vlll. Leu 
275 

.'y 
280 

Cys Ser Thr Gly . ' y 
285 

Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp 

'" 
Gly Asn Ser Ile Ser 
295 

A.p 
300 

Gl.y Val Pro Gl.y 

Pro Val Thr Gln Ser 
30S 

n. 
310 

Ile Arq Arq Tyr Trp Glu Lau As n Val 
3lS 

Pro Ser Ser Leu Leu Th r Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> III 
<211> 9" 
<2 12> ." 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<400> 1.1.1. 

.'u 
320 

atqqcgttct c aqcqqacac ccctqaaatc qtttacaccc acqacaccqq tctqqactat 

181 

" 
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ateacetact ctqactacqa actqqaccoq gotaaocoge tqgctqqtqq tgctgcttqq 120 

atcqaaqqtg ctttcqttcc gccgtctgaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 180 

tatacttctg seqetaccta caceacctte cacgtttqga aeggtaaego tttccgtctg 240 

qqqqaccaca tcqaacgtct qttctctaat 909gaateta ttcqtttgat cccqccqctg 300 

acccaqg&cq asgttaAaga gatcqctctg qaactqqttq ctaaaaccga actqcqtgaa "O 
qcqatgqtta ccgtttctat cacccqtqqt tactcttcta ceceattoqa qcqtgacatc 420 

accaaacate qtccqcaqqt ttsestqaqe gcttgcccgt accagtggat cgtaccgttt ." 
gacogcoate gtgacqgtgt teacctg_tg qttgctcaqt caqttcgtcg tacaccgcqt 540 

agotetateg acccgcagqt ta ••• actte caqtgggqtg acctgatccq tgcaattcag 600 

gaaacccaeg accqtggttt cgaqttgccg ctgctgctqq actgegacaa cctqctgqct 660 

qaaqgtccqq qtttcaacgt tgttgttatc aaaqacqgtq ttgttcqttc tccqqgtcqt 120 

qctqctctqc cqqgtatcac ccgtaaaacc gttctqqaaa tcqctqaatc tctqqgtcac 780 

qaaqctatcc tqgctqacat caccccqqct qaactgtacq acqctqacqa agttctqqqt 840 

tqctcaaccq qtqqtqgtqt ttqqccqttc qtttctqttq acqqtaactc tatctctqac 900 

qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqaact gaacqttqaa 960 

ccttcttctc tqctqacccc qgtacaqtac 990 

<210> 112 
<211> 330 
<212> PRT 

40 <213> Secuencia Artifici31 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

45 <400> 112 

50 

55 

60 

65 

Me, , Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu 
5 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

1le Thr Tyr Ser Aap 
25 

I1e Val Tyr Thr Hi. Asp Thr 
10 15 

Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
35 

'<p 

" 
1le Gl ... Gly Ala phe Val Pro Pro 

" 
Ser Glu 

" 
Ala Arg Ile Ser Ile Pha Asp Gln Gly 

" 
Ph. 
60 

Tyr Thr Ser Asp 

~a Thr Tyr Thr Thr Phe Hia Val Trp Asn Gly Asn ~a Phe Arq Leu 

182 
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.. 70 " 80 

Gly Asp Bi .. Xle Glo 

" 
Arq Le" Phe Ser Asn Ala Gl" Sar Xle 

'O "" 
" 

Leo 

Ile Pro Pro Le" Thr eln A .. p Gl" 
100 

Ly .. Thr el" Le" Arq 
115 

Glo 
120 

Val 
105 

Ly .. el" Ile Al .. 

Ala Met Val Thr Val 

'" 

Leu elu Le" 
110 

Arq Gly '1'yr 
130 

Ser Ser Thr 'ro 'he Glu Arg Aap 
135 

na 
140 

TIl.:- Lya Sh Arq 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Ser Ala Cya Pro Tyr 
150 

Gln 
155 

Trp tle Val Pro Phe 
160 

Aap Azq Hi .. Arq Asp Gly Val Sis Le" 
165 

,." 
170 

Val Ala eln Sar Val Arq 
175 

Arq Thr Pro Arq Sar S.r ¡l. A"p 
180 

Gly Asp Le" Xl. Arq Ala 11. 
m 

Gln 

'00 

Pro Gln V .. l Lya A .. n 

'" 
elu Thr Sis Asp Arq 

205 

Ph. 
190 

Gln Trp 

ely Phe elu 

Leu P'o 
210 

Le" Le" Leu Asp Cy .. A .. p Asn Leu Leu 

'" 
.lo 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe Asn Val Val Val 

'" 
n. 
230 

Lys Asp Gly V .. l Val Arq S.r Pro ely 
235 "" 240 

Ala ~a Lau Pro Gly 11. Thr Arq Lys 

'" 
Thr Val Leu elu Ile 
250 

Ser Leu Gly Ki" 
2 .. 

elu Al .. Ile Leu Ala Asp ¡le Thr Pro 
'OS 

Ua 
270 

Ala elu 
255 

elu Leu 

Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu 

'" 
Gly 
280 

Cys Ser Thr ely aly 
285 

Gly V .. l Trp 

Pha 
290 

V .. l Ser v .. l A .. p Gly Asn Ser ¡le Ser 

'" 

'" 

'a. 
JOO 

ely Val Pro Gly 
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" ,o .0 

Gly Asp Ri", Xl. Glo 

" 
Arq Leu Phe S.~ Aan Ala Glu Sar Xl. 

'O 
""9 .. Leo 

:110 Pro Pro Leu 
100 

Thr Gln Asp Glu Val 
105 

Lya Gl.u :110 Ala Leu Gll> Leu 
110 

Lylil Thr Glu Lau Are¡ 
115 

Glo 
120 

Ala Net V~l Thr Val 
125 

Arq Gly '1'yr 
130 

Ser Ser Thr PrQ Pha Glu Arg Asp 
135 

Pro Gln Val Tyr Met 
1<5 

Ser Ala Cy. Pro Tyr 
150 

Gl n 
155 

n. 
140 

Thr Lya Ki. Are¡ 

Trp tl. Val Pro Pha 
100 

A.p Aro¡ Hi. Are¡ Aap Gly Val Hi. Leu 

'" 
.« 
170 

Val Ala Gln Ser Val Arq 
175 

Arg Thr Pro Are¡ Sar Sar 11a A. p ,.0 Pro G1n Val Ly. Aan 
185 

, .. 
lOO 

Gln Trp 

Gly A.p La ... I la Arq Ala I1a 
105 

.'n 
200 

Glu Thr Mi. Aap Arq 
205 

Gly Phe Glu 

L.U ,"o 

210 
t.eu Leu Leu A.p Cya Asp Aan Leu Leu 

215 
Ah 
220 

Glu Gly Pro Gly 

Phe A8n Val Val Val 
225 

Il. Lys Aap Gly Val 
230 

Val Are¡ Ser Pro 
235 

Ala Ala Leu Pro Gly l1a Thr Argo Lya 

'" 
Thr Val Leu Glu Ila 
m 

Ser Le ... Gly HillO 
200 

Glu Al.a I1a Leu Ala Asp Ile Thr Pro 
205 

Al. 
270 

Gly .uq 
240 

Ala Glu 
255 

G11.I Leu 

Tyr Aap Ala Asp Giu Val Leu 

2" 
Gly 
280 

Cya Ser Thr Gly .'y 
285 

Gly Val Trp 

, .. 
290 

Val Ser Val A.p Gly Aan Ser 11. Ser 

'" 

'" 

Ao. 
300 

Gly Val Pro Cly 
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305 310 315 320 

5 P,. Ser Ser Cou c.u Thr Pro Val Gln Ty, 
325 330 

10 <210> 113 
<211> "O 
<212> ." 
<213> Secuencia Artificial 

15 <220> 
<223> Vari3nte de ATA117 

<400> H3 
atqqcqttet eaqcqgacac ccctgaaatc qtttacacc:c: acq&caccgq tctqqactat 60 

20 
atcacctact ct9'actac<¡J& act9'9&ccc9 gctaacccqc t'19'ctgqtgg tqctgcttg'9 '" 
atcqaaqqtq ctttco¡ttcc: gc:cqtetgaa qctcgtatct ct.atettcg. ccagqqtttt >80 

25 tatacttctq acgctaccta caCCilccttc cacgtttgga &cgqtaacgc tttccqtct.q 240 

ggggaccaca tcgaacqtct qttctctaat qcqqaatcta ttcqtttgat cccqccqctg 300 

acccaq9aeg .aqt.t ••• ga qatcqctct'l g~l.Ilctgqttq ct •••• ccqa act'lcqto¡aa 360 
30 

qcgatqqtta ccqttt ctat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcga qcqtgacatc 420 

accaaacate gtccqcaggt tqctatgagc qcttqccc:qt accaqtqqat. eqtaceqttt. <SO 

35 qacc<;I'catcc qtqac'1gtljl't tCllcct'1at o¡¡ qtt'lctcaqt caqttco¡¡tco¡¡ tacacc'1c qt 5<0 

aqctctatcq acccqcaqqt taaaaacttc caqtqqqqtq acctqatccq tqcaattcaq 600 

qaaacccac q accqtqqttt cqaqttqccq 
40 

ctqctqctqq actqcqacaa cctqctqqct 660 

qaaqqtccqq qtttcllacqt tqttqttlltC allllqacqqtq ttqttcqtt.c tccqqqtcqt no 

qctqctctqc cqqqtatcac ccqtaaaacc qttctqqooll- tcqctqaatc tctqqqtcac '80 

45 qaaqctatcc tqqctqacat caccccqqct qaactqtacq acqctqacqa aqttctqqqt ." 
tqctcaaccq <¡tqqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqtt'1 acqqtaactc tatctctqac 900 

50 
qqtqttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqq'1aact qaacqtt'1all '60 

cctt cttctc tqctqacccc qqtacaqtac '" 
55 

<210> 11< 
<211> 330 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artifi cial . 

60 <220> 
<223> Vuiant e de ATA1 17 

<4 00> 11 . 

65 

185 



ES 2 448 816 T3 

Het Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu , , rle Val Tye Thr His 
>O 

A.p 

" 
Th. 

Gly L." Asp Tyr 
20 

1le Thr Tyr Ser Asp Tyr Gl ... Le ... Asp 
25 

Pro Al.a Asn 
30 

Pro Leu Ala 
35 

Gly Gly Ala Ala Trp 

" 
l1a Glu Gly Ala Phe Val Pro Pr o 

" 
Ser Gl ... Ala Arq Ile Ser 

50 
n . 

" 
Ph. Asp Gln Gly Ph. Tyr Thr Ser Aa p 

•• 
Al.a Thr Tye Thr Thr 
65 

Oh. 

" 
Hi... Val. Trp Asn 

G1y Aap Xis I1e Glu AIq Leu Phe Ser 
85 

Ao. ,. 

Gly Aan Ala Ph .. Are} 

" 
Ala Gl.u Ser 11e A<q 

" 

Le. 

" 
Le. 

11 .. Pro Pro Leu Thr Gln ~p Glu 
>O, 

Vd 
>O, 

LV. Glu n.e Ala L •• 

H' 
Glu Leu 

Val Ala Lyo 
m 

Thr Glu Leu Arq Glu 
>2. 

Ala Met Val Thr Val 

'" 
Ser 1le Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
>3' 

Pro Phe Glu Arq JUp 

'" 
n. 
". 

Thr Ly .. His Arq 

Pro Gln Val Ala Met 

'" 
Ser A1a Cys Pro Tyr 
>SO 

Asp Arq 1le Arq Asp Gly Val His Leu 

'" 

G'. 
>SS 

Trp 11e Val Pro 

Val Al a Gln Ser Val. 
m 

Oh. , .. 
A<q 

Arq Thr Pro Ju-q Ser Ser 11e Asp 

'" 
••• 
'" 

Gln Val LV. Aan Oh, 
U, 

Gln Trp 

Gl.y A sp Leu 

'" 
11 .. Arq Ala Il .. G'. , .. Glu Thr His Aa p Arq 

'OS 
Gly Phe G1.u 

Leu p~o Leu Leu Leu Asp 
". 

Phe Asn Val Val Val 

'" 
n. 

'" 

Cys Asp Asn Leu Leu 
m 

Al.. 

'" 
Glu G1.y p~o G1.y 

Lys Asp Gly Val Val A~q Se~ p~o Gly 

'" 
A<q 

'" 
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Al. Al. Leu Pro Gly ,., 11_ The Arc¡ Lys Thr Val Leu Gl u 11. 
m 

.lo 
2SS 

G," 

S.r Lau Gl.y His 
26' 

G11,1 Ala 11. Lau Ala 
'65 

Asp 11. Thr Pro Ala 

'" 
<011,1 Leu 

Tyr Aap Ala Asp Glu Val Leu 
275 

Gly 
200 

Cys Ser Thr Gly Gly 
285 

Gly Val Trp 

P.o Phe 
29' 

Val Ser Val As p Gly Aa n Ser 11. Se r 

'" 
Pro Val Thr Gln Ser 

'" 
n. 
'lO 

l1e AJ:q AJ:'l Tyr T<p 
315 

Pro Ser Ser Lau Lau Thr P ro Val Gln Tyr 
325 330 

<2 10 .. 115 
<211> ." 
<2 12:. "'. <l13> Secuencia ArtificIal 

<22 0 .. 
<2 23> Variante de ATAl17 

<400> 115 
atqqcqttc:t caqcqqaeac: c:eet'l ••• t.c: qtt.t.ac:acee 

atc:acc:tac:t ct.qllc:tacc¡a act99ac:ccq qc:taacc:cq<; 

atc:c¡ •• qqtq ctttc:qttcc qccqtc:tc¡aa qctc:gtatct 

tataettc:tq ac:qc:tac:c:ta eac:c:accttc c:ac:qtttqqa 

99998CC8C:. tcqaacqtct qttctct •• t qcqqaatct. 

.ccc .qq.cq aaqtt.aaq. q.tcqctctq qaactqqttq 

qc qatqqtta ccqtttctat c acccqtqqt. tactcttcta 

accaaacatc qtccgcaqqt tt.c.tqaqc qcttqcccqt 

qaccqcatcc gtgacggtqt tcacctoato qttqeteaqt 

.qetct.tcq acc cgc.gqt. t ••••• cttc caqtggqqtq 

q ••• eee.eq aee qtqqttt cg.qttqec:q c:tgctqctqq 

q •• qgtc:cgq qtttc •• cqt tqt.tgtt.tc: •• agacqqtg 

qc:tqc:tctgc c gqqt.at eac: c:cqt •••• cc qttctqq.,a. 

187 

' 0' 
lO' 

Gly Val Pro Gly 

Glu Lau Asn Val Glo 
m 

aC'laeaec99 t.et9ge c:tat. 

t99ctc¡qt99 tqctqc:ttq9 

c t.atc:tt.eq a c:c:aqqqtttt 

aC9qt·acqc tttc:c:qt.c:tq 

ttc qtttqat cccqccqctq 

ct •••• ccqa actqcqtqaa 

c cccattcq. qcqtqacatc 

accaqc aq.t cqtaccqttt 

caqtteqteo t ac.ccqcqt 

.cctgatecq tqc.atteag 

actqcq.caa cctgctqqc t 

ttqttc:qttc: tc:c:qqqtc:gt 

tc:qc:tq •• te tctqqqtc.c 

60 

120 

180 

'" 
'00 

'60 

.80 

'" 
60' 

'" 
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gaagctatce tqqctgacat caccccgqct qaactgtacq acqctgacga aqttctqggt 840 

tqctcaaccq qtqqtgqtgt ttggccqttc qtttctgttg acqqtaactc tatctctgac 900 

qqtgttccqq qtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt actqqqaact gaacqttqaa 960 

ccttcttctc tqctgacccc qqtacaqtac 990 

<210> n, 
<211> 330 
<212> 'RT 
<213> Secuencia Artitici31 

<220> 
<223> Vuia nt .. d" ATA117 

<400> n, 
Met Ala Phe Ser 
1 

Gly Leu Asp Tyr 
20 

li. 
5 

A3p Thr Pl'Q Gl.v. 

Ile Thr Tyr Ser Aap 
25 

n. 
10 

Val Tye Thr His Asp 
15 

Thr 

Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Aan 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 

" 
Tq> 

" 
Ile Glu Gly Al .. ,.. 

OS 

Ser Glu Ala Arq Ile Ser 
50 

Ila Phe Aap Gln Gly 
55 

,.. 
" 

Tyr Thr Ser Asp 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Gly Asp Ki li' rle G1. 

" 

,.. 
" 

aia Val Trp As n 

Arq Le", Phe Ser 'en 
90 

Gl.y Aan A1a Phe Arg 

" 
Ala Glu Ser Ile Arq 

" 

L •• 

BO 

Le. 

Ile Pro Pro Leu 
1 00 

Thr Gln Asp Glu Val 
105 

Ly. Glu Ile ~a L .. u Glu Leu 
110 

Val Ala Ly. 
115 

Thr Glu Leu Arq Glu ~a Met Val Thr 

'" 
Vol 
125 

Ser 11e Thr 

Arq G1y 
130 

Tyr Ser Ser Thr Pro Phe G1u Arq Asp 
135 

Pro G1n Val Tyr Met 
"5 

Ser ~a Cys Pro Tyr 
150 

G1n 
155 

11 .. Thr Lya His Arq 

'" 
Gln 11e Val Pro ,.. 

160 

ASp Arq 11e Arq Asp Gly Val His Le u Het Val ~a G1n Ser Val Arq 

188 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

ES 2 448 816 T3 

165 

Arg Thr Pro Arq Ser Ser 11e Aap Pro G1n Val Lya Aan phe Gl.n Trp 
190 180 185 

Gly Asp Leu 
1 95 

110 Arq Ala 11. Gln Glu Thr Hia Asp 

"O 
Leu Pro Leu Leu Leu Asp 

210 
Cy. 
m 

ASp Asn L e u Leu Al. 
220 

Arq Gl.y PhI!! Glu 
205 

Glu Gly Pro Gl.y 

Phe Asn Val Val Val 
22S 

n. 
"O 

Lys Asp Gl.y Val. V.l 

'" 
Arq Ser PrQ Gly Arq 

'" 
Ala Ala Le u Pro Gl.y 

2<5 
110 Thr Arq Lys Thr Val Leu Glu 110 

250 
Al. 
255 

Gl0 

Ser Leu Gly His Glu Ala Il.e Leu 
260 

Al. 
265 

Aap 11. Thr Pro Ala 
270 

Gl ... Leu 

Tyr ASp Ala Asp Glu val Leu 

'" 
Pro Phe Val Ser Val Asp 

'" 
Gly 
295 

Gly Cys Ser Thr Gl.y 
280 

Asn Ser 1le Ser Aop 
300 

Gl.y Gl.y Val. Trp 
28S 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gl n Ser 
305 

n, 
310 

tla Arq Arg Tyr Trp Gl u Leu Asn Val 
JlS 

G," 
320 

Pro Ser Ser Le u Le u Thr Pro val Gln Tyr 

<210> 117 
<211> 990 
<212> ADN 

325 330 

50 <2 13> Secuencia Artifi cial 

<220> 
<223> Variante de ATA1 17 

55 <400> 117 
atqqcqttct caqcqqscac ccctg •• atc qtttacaccc a cqilcaccqq tctqqactat 

atc acctact ctqactacqa actqqacccq qctaacccqc t'il''iI'ctqqtq'il' tqctg'cttqq 

60 
atcqaag'qt'il' ctttcqttc.c. 'il'cc.qtc.tg'aa qc.tcqtatc.t c.tatcttc'il'a cca'il''iI'qtttt 

tatacttctq aC:'iI'c.taccta caccacc:ttc cacgttt'il''iI'a acqqtaacqc tttccqtct'il' 

65 

18 8 

" 
120 

180 

2" 
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9999acc&0. tcqaacq1:ct 9ttctct •• t qc qq •• teta tt cqtttc;¡oat cccqccqctq 

acccaqqacq aaqtt ••• qa qatc9ctctg- 9aactqqttq ct •••• c cq. actqc gtq •• 

qC9at99tta cc:gttt¡;tat c acccqtqqt tactcttcta ccccattcqa qc qtqacatc 

aceaaacate qtccqcaqqt ttacatgaqc qc:ttgcccqt accaq1:9wat cqtaccqttt 

9 accqcatcg t.qqacgqtqt tcac ctqatq qtt<;Jctc""qt caqttcqte q tacaccqcqt 

ac¡c tctatcq acccqcaqqt t ••••• cttc caqtgggqtq acdgatcc q tqc •• ttcaq 

; ••• eec&cq accqtqqttt c9a qttQeeq ctqetgc:t 99 act9cq.c •• ectqctgqc:t 

qaaqqtccQ9 qtttc •• cqt t.qttqttatc ••• qacqqtq ttq1:tc:qtt.c t c c99qtCqt. 

g'ctqetetgc C99qt_ tcac ccq1: •••• cc qttctq<;r •• '" tcqctq.atc tct999'tcac 

9 aaqctatcc t99ctqacat c accccqqct qaactqtacq aeqc tqacqa aqt.tctqgqt 

eqctca.ccq qtggtqqtqt. ttqqcc:gttc: qtttc:tqttq a c:qqtaac:t c: tat c:t c:tqac: 

qqtqttc:c:qq qtc:c:qgttac: c:c:aqtc:tatc: atccqtc:qtt a c:tqqqaac:t qaac:qttqaa 

cctt c ttc tc tqc tqacc:c:c gogtac:aqtac: 

<21 00>- n. 
<211 0>- 330 
<21 20>- ... 
<21 30>- Secuencia Artiticlal 

<2200>-
<2 23> Variante de ATAl17 

<400> n. 
... , Ala El he Sor U. Ae p Thr Pro Glu n. Val Tyr Thr Hia Aa. ... 
1 5 10 15 

Gly Leu Aap Tyr 
20 

Ile Thr Tyr Ser AIIp Tyr Glu Leu AIIp 

" 
Pro Ala AlIn 
30 

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala 
J5 '''' ' 0 

Ile Glu Gly Ala 

Ser Olu Ala Arg Ile Ser 
50 

Ala Thr Tyr Thr Thr 

" 
Phe 
' O 

Ile Elh. Asp Gln Gly 

" 
Hi. Val Trp Aen G1y 

" 

Phe 

'O 

Phe ., Val Pro Pro 

Tyr Thr Ser Asp 

Le" 
.0 

Gly ~sp Mis Ile Glu 

" 
Arq Leu ~h. ser Aen 

'O 
Ala Glu Ser Il. ... 

" 

190 

300 

360 

'" 
<80 

.. O 

'00 

" O 

72 0 

,"O 

840 

'00 

"O 

" O 
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Ile Pro Pro Leu 
>00 

ES 2448 816 TI 

Thr Gln Aap Glu Val 
>O, 

Lys Glu :U. Al. Le. 
110 

COlu t..u 

Val Ala Lys Thr Gl.u Leu Argo 
as 

Gl. 
120 

Al.s Met Val Thr Val 
12' 

Selt tle Thr 

Arq Gly Tyr Sal' Ser Thr 
130 

Pro Gln Val Tyr Met 

'" 
Ser Ala Cya Pro 'l'yr 
150 

~p Arq Ila Val ~p Gly Val RLa ~u 
165 

.• " 
170 

Gln 
m 

n. 
140 

Trp Ile Val Pro 

Val Ala aln Ser Val 

'" 

... 
'" 
'" 

Are¡ Thr Pro Arq 
lSO 

Ser Ser 11a Aap Pro aln Val Lya Aan 
185 

Phe 
lOO 

Gln Tz:-p 

Gly Aap Leu 

'" 
Ile Arq Ala 11. aln 

'00 
Glu Thr Hi. ~p Arq Gly Ph. Glu 

.o, 

Leu Pro Leu Leu Leu ~p Cya Aap Aan Leu Leu Ala Glu Gly Pro Gly 
210 215 220 

Phe A.n Val Val Val 

'" 
Ala Ala Leu PitO Gly 

'" 

n. 
'30 

Lya Aap Gly Val 

Ila Tblt Arq Lya Th< 
250 

Vel 

'" 
Aro¡ Ser Pro Gly 

Val Leu alu Ile Al. 

'" 

... 
'" 
Gl. 

Ser Le ... Gly 8ia Glu Ala 11. Leu 

'" 
Ale 
26' 

A1Ip 11" Thr Pro Ala 

'" 
Glu Leu 

'l'yr Aap Al. Aap Glu Val Leu 

'" 
Gly Cya Ser Thr Gly 
'SO 

Pro Ph_ Val Ser Val A1Ip 

'" 
Gly Aan Ser Ile Ser 

'" '" 300 

Gly Gly Val Trp 
285 

Gly Val Pro Gly 

Pro Val Thr Gln Ser 

'" 
n. 
3>0 

na Art¡ Arq Tyr Tq> 
315 

Glu Leu ",-n Val Gl. 
320 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
325 330 

." 



<210> 119 
<211,. 990 
<212> ADN 

ES 2448 8 16 T3 

5 <213> Sacu.nd.lArtiticial 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

<220> 
<223> Varl.lnt. da ATA117 

<400> 119 
atqqcgttet caqcqqacac ccctg •• atc qttt.caece acqaeaccqq tctqqaetat 60 

ate.cetact ctqactacqa actqqaccoq qce'Beccqc tqqctqqtqq tqctqc ttqq 120 

180 

eaeacttctq acqctaccta caccaccttc cacqtttqqa acqqt •• cqc tttccqtctq 240 

300 

acceagq_e; •• gte ••• ga qatcqctctq qaactqqttq ct •••• ccg. actqcgtq.. 360 

qcqatqqtta ccqtttctat cacccgtqqt tactcttcta coco.etc;. qcqtqacatc 42 0 

acca •• cate qtccqcaqqt tete.tq_qe qcttqcccqt accaqtqqat cqtaccqttt 480 

'00 

v •• accceeq accqtqqttt cqaqttqccq c tqc tqctqq actqcqac •• cctqctqqct 660 

q •• qqtceq; qtttc •• cqt tqttqttatc ".qacqqtq ttqttcqttc tccqqqtcqt 

qctqctctqc cqqqtatcac ccqt •••• cc qttctqq ••• tcq ctqaatc tctggqtcac 780 

gaaqctatcc tgqctqacat caccccqqct qaactqtacq acqctqacga agttctqqqt 840 

tqctcaaccq qtqqtqqtqt ttqgccqttc gtttctgttq acqqtaactc tatctctqac 900 

qqtqttcc9q qtccqqttac ccaqtctatc a t ccqtcqtt actqggaact gaacqttqaa 960 

ccttcttctc tqctqacccc gqtacagtac 

<210> 120 
<2 11:> JJO 

990 

50 <2 12> PRT 

55 

60 

65 

<2 13> Sec:uanel3 Artifiel31 

<220> 
<223> VulJnta de ATAl17 

<<1100> 120 

Ala Pha Ser Ala Aap Thr Pro Glu , llt!! Va l TyJ; Thr Hi.1II 

" 
A.p 

" 
Gly Le u Alllp TyJ; 1la Thr Tyr Ser Aap Tyr G1u Lau Aap PJ;O Ala Aan 

'" 
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" 30 

Pro Leu Ala G~y Gl.y Al.e A1a 

" 
T"p 

" 
11e GJ.u Gl.y Ala ... 

" 
Val. Pro Pro 

Ser Glu Ala Arg 11 .. Ser 
SO 

n. 
SS 

Ph .. Asp Gl.n Gl.y Ph. 
60 

Tyr Thr Ser J04p 

Ah 
65 

Th:r Tyr Thr Thr "he Bis Val. Trp Asn 
70 

Gly Asn Ala "he Arq 
75 

LO' 
BO 

Gly Asp Ria 1le 01. 
85 

Arq Leu Phe Ser Asn 
90 

Ala Glu Ser 1:10 "'q 

" 
L •• 

tle Pro Pro Le u 'l'hr Gl.n Aap Glu 
100 

Val 
lOS 

Lys GJ.". Ile Ala L •• 
110 

Gl.u Le ... 

Val Ala Lys Thr Glu Leu Arq 
115 

Olo 
120 

Ala Het Val. Thr Val 
125 

Ser 1:1. Thr 

Arg G1y Tyr Ser Ser Thr 
130 

,"o 

135 
Phe GJ.u Arq Asp 

Pro Gl.n Val Phe Het 
1<5 

Ser Ala Cys Pro Tyr 
1SO 

"lo 
lSS 

n. 
140 

Thr Lya Ría Arq 

Trp Xle Val Pro ... 
160 

Aap Arq Ile Arq Asp Gly Val Ris Leu 
165 

Me, 
110 

Val. Ala G1n Ser Val Arq 
175 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser 118 Aap 
180 

Gly Asp Leu Ile Arq Ala Il .. 
195 

010 
200 

,"O 

185 
Gln Val. Lys Asn ... 

190 
Gl.n 'l'rp 

GJ.u Thr Bis Asp Arq G1y Phe Glu 
205 

L •• ,"o 

no 
Leu Leu Le ... Asp Cys Asp Asn Leu Leu 

215 
Ala 
220 

Gl.u Gl.y Pro Gly 

Phe Asn Val. Val Val. 
225 

A1a ~a Leu Pro Gly 
2" 

n. 
230 

Lys Asp Gl.y Val Val 
235 

Arq Ser Pro Gl.y Arq ,<O 

tia Thr Arq Ly. Thr Val Leu Glu 11. 
'50 

Ala 
255 

01. 

Ser Leu Gly His Glu Ala Ila Leu Ala Asp Ile Thr Pro Ala Glu Leu 

193 
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265 

Gly Cys Ser Tnr Gly 
280 

Ph. 
290 

Val Ser Val. A:lp Gly Asn Ser lle Ser 

'" 
Aop 
JOO 

Gly Val Trp 

Gly Val Pro Gl.y 

Pro Val. Thr Gln Ser 
J05 

n. 
no 

l1e Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Aan Val 

'" 
Pro Ser Ser Leu 

<210> 121 
<211> 990 
<212> ADN 

Leu Thr Pro Val Gln 

'" 
Ty< 
3JO 

25 <213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

30 <400> 121 
atqqeqttet eageqqaeae cectqaaatc qtttacaccc acqacaccq9 tct9qactat 60 

35 atcqaaqgtq ctttcqttcc qccqtctgaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqgqtttt 

tatacttctq acgctaccta caccaccttc cacqtttqqa acqqtaacqc tttccqtctq 240 

40 qqgqaccaca tcqaacqtct qttctctaat 909ga.teta ttcqtttgat cccqccqctq JOO 

acccaggacg aaqttaaaga gatcgctctg gaactgqttg ctaaaacoga actqcqttat 360 

gcgatgqtta ccqtttctat cacccqtgqt tactcttcta cccc.ttcg~ gcqtqacatc 420 

45 
accaaacatc qtccgcagqt ttacatgagc gcttgcccqt accaqtqqat cqtaccqttt 480 

gaccgcatcc qtqacgqtqt tcacctqatq qttgctc aqt caqttcqtcg tacaccqcqt 540 

50 aqctctatcg acccgc~gqt taaaaacttc caqtqqqqtg acctqatccg tqcaattcag 600 

gaaacccacq accgtqqttt cqaqttqccq ctqctqctq9 actqcgacaa cctgctqqct 660 

55 
qaaqqtccqq qtttcaacqt tqttgttatc aaagacqqtg ttqttcqttc tccqgqtcqt 

gctgctctqc cgqqtatcac ccqtaaaacc gttctqqaaa tcgctqaatc tctqgqtcac 780 

qaaqetatcc tqgctgacat caceccgqct qaaetqtacq acgctgacqa aqttctqqgt 840 

60 tqe tcaaccq qtgqtqqtqt ttqqccqttc qtttctqttg acgqtaactc tatctctq~c 900 

qqtqttccgq qtccqqttac ccaqtctatc atccgtcqtt actgqgaact qaacqttgaa 960 

65 

184 
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ccttcttctc tqctqacccc qgtacaqtac 

<210> 122 
<211> 330 
<212> ,., 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Vuiante de ATA117 

dOO> '" 
Met 
1 

Ala Phe Ser Ala 
5 

Aap Thr Pro Glu ne 
10 

Val Tyr Thr His 

Gl.y L e u Asp Tyr 
20 

tle Thr Tyr Ser Aap Tyr Glu Leu Aap 
25 

0<0 
30 

Aep 
15 

Ala Asn 

Pro Le ... Ala Gly Gly Ala Ala 
J5 

T." 

" 
Ile Glu Gly Ala >he 

" 
Val Pro Pro 

Ser Glu Ala Arq Ile Ser 
50 

no 

" 
Phe Asp Gln Cly >ho 

60 
Tyr Thr Ser Aap 

Al, 

" 
Thr Tyr Thr Thr Ph. 

" 
Bis Val Trp Aan Gly Aan Ala Phe Arq 

75 

Gly Asp His 11. 01" 

" 
Arq Leu Phe Ser Aan Ala Glu Ser Ila 

90 
Ar9 

" 

Le" 
80 

Le" 

Ile Pro pro Lo" 
100 

Thr Gln Aap Glu Val 
lOS 

Lys Glu 11. lia Le" 
110 

G~u Le ... 

Val Ala Ly. 
as 

Thr Glu Leu Arq Tyr Ala Met Val Thr 
120 

Vol 
125 

Ser I~a Thr 

Arq Gly Tyr Ser Ser Thr 
>JO 

Phe Glu Arq Asp ae 

'" 
Thr Lys His Arq 

Pro Gln Val Tyr Met 
1<5 

Asp Arq Ile Arq ~p 

'" 

Ser Ala Cys Pro Tyr: 

'" 
Gly val Bis Leu Met 

'" 

Oh 
15> 

Trp Ile Val Pro 

Val Ala Gln Ser Val 
m 

"o 
160 

Ar9 

Arq Thr Pro Arq Ser Ser Ile Aap 
180 

'ro 
185 

Gln Va~ Lys Asn Phe 
190 

Gln Trp 

195 

"O 
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Gly Asp L8u 
195 

I~. Arg Ala 11. Gln 
200 

GIu Thr Bi, "'ap Are¡ Gly Phe G1u 
'05 

Leu PrQ Leu Leu !.eu up 
210 

cy. 
m 

Asp Atln 14u Leu 

Phe Asn Val V.l Val 
225 

Al. Ala t...u P",o ely 

'" 

tle Ly. Aap Gly Val 
230 

V.l 
23S 

Al. 
220 

al". Gly Pro Gly 

Are¡ Ser PitO Gly 

Al. 
255 

"" 240 

el. 

Ser Leu Gly Hi, 
'60 

Glu Ala :Ile Leu Ala Asp tle Thr Pro 

'" 
Al. 
270 

GIu Leu 

Tyr Aap Ala "'ap Glu Val Leu 

'" 
Gly Cya Ser Thr Gl y 
280 

ely ", Gly Val Trp 

Pro Phe Val Ser Val Asp ,,, Gly Aan Ser Ile Sal' 

'" 
Ao. 
300 

Gly Val Pro Gly 

Pro v .. l Tlar Gln :!Ier Ile 
305 310 

Ile Are¡ Are¡ Tyr Trp GIu Leu Aan val 
315 

Glu 
320 

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 
325 330 

<210> '" <211> '" <212> AO' 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante da ATA I17 

<400> 123 
atqqo:qttet C89C998C4C ccctq ••• tc 9tttacllccc acq.eaecqq tetqqaet.at 

atcao:o:tact etqactacqa actqqacccq qct •• cccqc tQ9ctqgtQq eqceqcttqI;J 

atcqaaqqtg ctttcc¡ttcc qccc¡tctqaa qctcc¡tatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 

tatacttctq acqetac cta cace.ccttc cacqtttgqa acqqtaacqc tttccqtct'l 

9qqqaccac. tcqa.cc¡tct qttctcta.t qcqq.atcta ttcc¡tttqat cce'lccqctq 

acccaqqacq aac¡ttaaa9a 9atc9ctct'l qaaetqqtt'l ctaaaacc9a act9c9t9aa 

qC'liltqqt.ta ccqtttctat cacccqtqqt tactcttcta ccccattcqa qcqtqacatc 

196 

60 

120 

lao 

,<O 

300 

360 

'" 
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acc ••• cate qtccqcagqt ttacatqaqc qcttgcccqt acqtqtqgat cqtaccqttt 

qaccqcatcc qtqacqqtqt t cacctqatg qttgctcaqt c:a9 ttct¡¡tcq tacaCC9cqt 

aqc tctatcg acccqcaqqt t ••••• ette c:aqt99QqtQ acct9atc:cg tqcaattcaq 

q ••• c ccacq aceqtqqttt eqaqttCllccCJ ctgctqct99 actqcqac •• cct9ct99Ct. 

q •• qqtccqq qtttcaacqt tgttgttatc ••• qacqqtq ttqttc9ttc tccqqqtcqt 

qctqctctqc cQ9qtatca<:: ccqt •••• cc qttetqq ••• t c q ct9··t c tctqqqtcac 

q •• qctatcc tqqctqacat cacCCc99ct 9··ctt¡tacq acqctqacqa aqttctgqqt 

tqctc •• ccg qt9qtqqtqt ttqgccqtt.c qtttctqttq acqqt •• ctc tatctctqac 

qc¡tqttcc99 gtccqqttac ccaqtctatc atccqtcqtt act999·aet. q.acqttq •• 

ccttcttctc tqctqacccc qqtaeaqtac 

<210> >2. 
<211> 33. 
<212> "T 
<213> Secuencia Anifici;¡! 

<22 0> 
<223> Variante de ATA117 

<400> .,. .. , Ala Phe 'o. Al. Aap Thr Pro Glu n. Val Tyr Thr Hia Aop Th< 
1 , 10 15 

Gly Leu Asp Tyr ,. 11e Thr Tyr Sar Asp Tyr Glu Leu Aap 

" 
Pro Ala Asn ,. 

Pro Leu Ala 

" 
Gly Gly Ala Ala Trp 

•• 
1111 Glu Gly Ala >h. .. 

Sar Glu Ala Aro¡ 11e Ser ,. no 

" 
Ph. Asp Gln Gly PhI! 6. Tyr Thr Ser Asp 

Ah 

" 
Thr Tyr Thr Thr Ph. Hia Val Trp Asn 

" 
Gly Asp Hi. 11e Glu 

85 
Aro¡ Lllu Phe Ser Asn 

•• 

Gly Asn Ala Phe Arq 

" 
Arq 

" 
Lo" 

1:111 Pro Pro Leu Thr Gln Aap Glu 
lO. 

Vol ,., Lys Gl u 11a Ala Lo" 
11. 

Glu Leu 

Va.l Ala Ly. Thr Glu Lllu Arq Glu Ala Met Val Thr Val SlIr 1111 Thr 

197 

480 

". 
6 •• ... 
no 
,.. ... 
." ... 
". 
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120 12S 

Arg Gly Tye Ser Ser The 
>JO 

Pro Pha Gl~ Arq Asp 
13S 

no 
1<0 

Thr Ly. Hi.s Arq 

p<. 
us 

Gln Val Tyr Het Ser A1a Cys PrQ Tyr 
lSO 

~p Arq Il. Arq Asp Gly Val Hi.. Leu 
16S 

MeL 
"O 

V., 
lSS 

Trp Ila Val Pro 

Val Ua Gln Ser 

Phe 
160 

Arg Thr Pro Arq ser Ser Ile Aap pro Gln val Ly. Aan 
180 lB5 

Pha can Trp 

190 

Gly Aap Lau l1a Arq Ala I1a 
m 

Lo. Pro Leu Leu Leu Aap 
210 

Cyo 
215 

.," 
200 

Glu Thr His Aap Arq Gly Phe Glu 
20S 

Asp Asn t.eu Leu Ala 
220 

(Uu Gly Pro Gly 

Pha Aan Val Val Val l1a 
225 230 

Ly. Asp Gly Val Val Arq Ser Pro Gly Arq 
23~ 240 

Al. Al. Leu Pro Gly 

'" 
IIa Thr A.l:q Ly. Thr Val Leu Glu I1a 

m 
Ah 
2SS 

Glu 

Ser Lell Gly Hh 
260 

Glu Ala Ila Leu Ala Aap 11. Thr Pro 
26S 

Ab 
270 

G1 ... Leu 

Tyr A!lp U. Aap Glu Val Leu 

'" 
P<. Phe 

m 
Val Ser Val Aap Gly ,,, 

Gly Cya Ser Thr Gly 
'.0 
Aan Ser Ile Ser Aap 

JOO 

.'y 
2.S 

Gly V.l Trp 

Gly Val Pro Gly 

pro Val Thr Gln Sar 
JOS 

n. 
JlO 

Il.. Arq Ar9 Tyr Trp Glu Leu Aan Val 

'" 
.,. 
320 

Pro Ser Ser Lell Leu Thr Pro Val G1n Tyr 
32S 330 

<210> 125 
<211> 990 
<212> AON 
<213> Setuentla Artificial 

198 
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<220> 
<223> Variante de ATA117 

5 <400> 125 
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at99cqttct caqcggacac ccctgaaatc qtttacaccc acgacaccqq tctgqactat 60 

ateacet.ct ctgactacqa act99&Cccq gota.ccoge tqgctgqtgq tqctgcttqq 120 

atcgaagqtg ctttcqttcc gccqtctg •• qctcqtatct ctatcttcga ccagggtttt 180 

tatacttctq acgctaccta cace.cctte cacqtttqga acgqtaacqc tttccqtctg 240 

gggqaccaca tcqaacqtct qttctctaat qcgg •• tcta ttcqtttgat cccgccgctg ,oc 

acccaqqacq •• gtta.ag. qatcgctctg g.actqqttg ct •••• ccga actqcqtg.. 360 

gcgatgqtta ccqtttctat cacccqtqqt tactettcta ccccattcqa gcqtgacatc 420 

acca.acate qtccgcagqt ttacatgaqc gcttqcccqt accaqtqqat cqtaccqttt .. , 
gaccqcatcc ctgacqqtgt tcacctgatg qttqctcaqt caqttcgtcg tacaccgcqt 540 

aqctctatcq acccqcaqqt t ••• aaette eaqtqqqqtq aeetqateeq tqcaatteaq 600 

qaaaeeeaeq aeeqtqqttt cqaqttqeeq etqetqetqq aetqcqaeaa eetqetqqet 660 

gaaqqteeqq qtttcaaeqt tqttqttatc aaagaegqtg ttqttcgttc tccqqqtcqt 720 

gctgetctgc cqggtatcac eeqtaaaacc qttctqqaaa teqetqaatc tctqqqtcae 780 

qaaqctatcc tqqctqacat eaeeecqqct qaactqtaeq aeqetgaeqa aqttctqqqt 840 

tqctcaaecq qtqqtqqtgt ttggeeqtte qtttctgttq acqgtaactc tatetetqae ." 
qqtqttceqq gteegqttac ccagtetatc atceqtegtt aetqqqaaet qaacqttqaa 960 

ccttcttctc tgctgaeeee qqtacaqtac 

<210> 126 
<211> JJO 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Variante de ATA117 

<4 00> 126 

Met Ala Phe Ser 
1 

G1y Leu Asp Tyr 
20 

Ala Aap Thr Pro G1u 
5 

i1. Thr Tyr Ser Asp 
25 

il. Val Tyr Thr Hi. 
10 

A.p Thr 
15 

Tyr G1u Llllu Aap Pro Ala AaQ 

" 
Pro L.u Ala Gly G1y Ala Ala 

" 
ile G1u Gly Ala Phe Val Pro Pro .. 

199 

.90 
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Ser G~u Ala Arg I~e Ser 
>O 

ne 

" 
Phe Asp G~n Gl.y Phe 

60 
Tyr Thr Ser A:ilp 

Ala ThJr Tye Thr Thr 

" 
Phe 

" 
Kis Val. Trp A:iln 

Gl.y Asp Hia 11e Gl.u Arg Leu Phe Ser 

" 
A.n 
90 

Gl.y AlJn Ala Phe Arg 

" 
Ala Gl... Ser Il.. ""q 

OS 

'O" 
80 

Xle Pro Pro Leu Thr Gln Asp Gl ... 
100 

Val LYIiI Glu :ne Ala 
105 

'O" 
110 

Gl.u Leu 

Val Ala Ly. 
11> 

Thr Glu Leu Arq 

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr 
130 

G1" 
120 

Ala Met Val Thr Val 
125 

Ser Ile Thr 

Phe Gl ... Ar9 Asp n. 
.. O 

Thr Ly. Hía Arg 

Pro Gl.n Val. Tyr Met .., Ser lis Cya Pro Tyr 
1>0 

G1n 
155 

Trp Ile Val. Pro Phe 
160 

Asp Arq 11e Pro Asp 

'" 
Gly Val Kis Leu Met 

'" 
Val Ala Gln Se:.: Val. 

m 

Arq Thr Pro Arq Sa r Ser 118 Asp Pro Gl.n Val. Ly. Asn Ph. Gl.n Trp 
lOO 180 185 

Gl.y Asp Leu Ile Arq Ala Ile 

'" 
Leu Pro Leu Leu Le... Aap 

210 
Cy. 
m 

G1n 
200 

Glu Thr Ris Asp Arg Gly Pha Glu 
205 

ASp Asn Leu Leu Ala 
220 

G1u G1y Pro Gl.y 

Phe Asn Val. Val. Val. 
22S 

Ile Ly" Asp Gly Val 
230 

Vol 
23S 

Aro;¡ Ser Pro Gl.y Arq 
2<0 

A1.a Ala Leu Pro Gl.y 

'" 
Ile Thr Arq Ly8 

Ser Leu Gly His 
260 

Glu Al. Ila Leu Al .. 
265 

Thr Val Leu Gl... Ile 
2>0 

ABP Ila Thr Pro Ala 

'" 

Al. 
2SS 

G1" 

Glu Leu 

Tyr Asp Ala Asp Glu V .. l Leu 
m 

Gly Cys Ser Thr Gly 
280 

G1y 
285 

Gly V .. l Trp 



5 

10 

15 

ES 2 448 816 T3 

Pro Ph. 

'" 
Val Ser Val Asp Gly Aan Ser Ile Ser 

'" 
A.p 

3" 
Gly Val Pro Gly 

Pro val Thr Gln Ser 

'" 
n. 
3>0 

I1e Arq Arq Tyr Trp Glu Leu Asn Val 

'" 
Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr 

<210> 127 
<211> 990 
<212> ADN 

325 330 

<213> Secuencia Artifici31 

Glu 
32' 

20 <220> 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

<223> Variante de ATA117 

<400> 127 
atqqcqttct caqc9qacac ccctqaaatc gtttacaccc acq&caccq9 tctqgactat 60 

ateacetact ctgBctacq& actqqacccq gotaacccge tgqctqqtqq tqctqcttqq 120 

atcqaagqtg ctttcqttcc qccqtctgaa qctcqtatct ctatcttcqa ccaqqqtttt 180 

tatacttctq acqctaccta caceacctte cacqtttqqa acqgtaacqc tttccgtctq 24' 
qqqqaccaca tcqaacgtct qttctctaat 909gaateta ttcgtttqat cccqccqctq 300 

acccaqqacq aagttaaaqa gatcqctctq qaactqqttq ctaaa8coga actqcqtqaa 36' 
qcqatqgtta ccqttt~t.t ~ae~egtgqt taet~ttet. eeeeattega gegtgaeat~ 420 

a~~aaa~at~ gt~~geagqt ttaeatgage gettgeeegt aeaettggat egtaeegttt 480 

gaeegeatee gtgaeggtgt teaeetgatg gttgeteagt ~agtt~gt~g ta~a~~geqt '" 
agetetateg aeeegeaggt ta.aaaette eagtgggqtg ae~tgate~g tq~aatteag 600 

qaaae~eaeg aeegtggttt cgaqttge~g etqetgetgg aetgegacaa cctgctggct 66' 
gaagqt~cgg gtttcaacgt tgttqttat~ aaaga~ggtg ttgtteqtte tecgggtegt 720 

gctgctctqc cggqt.tca~ ~~qta ••• ~~ qttctgqa •• tcgctg •• tc t~tggqt~.~ 780 

gaag~tat~~ tqg~tq.~at ~.~~~~gg~t g •• ~tgtacg a~gctg.~ga agtt~tggqt 840 

tg~t~a.~~g qtggtgqtgt ttgq~~qtt~ gtttetqttq a~qqtaa~t~ tat~t~tga~ 900 

ggtgttccgg qtccggttac ccaqtctatc atccgtcgtt actgggaact gaacgttqaa 

cettettcte tgctgacecc gqtacaqtac 

<210> 128 
<211> 330 
<212> PRT 

201 

96' 

'" 
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78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 
126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144,146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 
168;

ii) La transaminasa es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en el producto con una actividad, 50 a 
100  o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 4, en la que opcionalmente la secuencia 5
aminoácido corresponde a la secuencia de la SEC ID Nº: 110, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 
38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 
94, 96, 98, 100, 102, 104,106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 
138, 140, 142, 144, 146, 148, 150,152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

iii) La transaminasa es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en el producto con una actividad, 1,1 a 5  10
o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 22, en la que opcionalmente la secuencia 
aminoácida corresponde a la secuencia de la SEC ID Nº: 110, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 
104,106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 
146, 148, 150,152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.15

iv) La transaminasa es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en el producto con una actividad, 1,1 a 5  
o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 48, en la que opcionalmente la secuencia 
aminoácida corresponde a la secuencia de la SEC ID Nº: 110, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 
72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104,106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 
120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150,152, 154, 156, 158, 160, 20
162, 164, 166 o 168.

v) La transaminasa es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en el producto con una actividad, 1,1 a 5  
o más veces superior a la del polipéptido de la SEC ID Nº 58, en la que opcionalmente la secuencia 
aminoácida corresponde a la secuencia de la SEC ID Nº: 110, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 
90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104,106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 25
134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150,152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

7. Un polinucleótido que codifica a un polinucleótido de cualquiera de las reivindicaciones 1 – 6 en el que 
opcionalmente el polinucleótido corresponde a la secuencia de SEC ID Nº 109: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 
21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 30
81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 
131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, o 167.

8. Una células huésped que incluye un vector de expresión que comprende un polinucleótido de la reivindicación 7, 
que comprende además una secuencia de control, en la que por ejemplo:35

i) la secuencia de control comprende un activador o;
ii) la secuencia de control comprende una señal de secreción,  en la que la célula huésped es opcionalmente 

E. coli.
40

9. Un proceso de preparación de un compuesto cuya fórmula estructural (I) es: 

45

que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso 
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiómero opuesto, en el que50

Z es OR2 o NR2R3;
R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo;
R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o
R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que contiene 55
un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterocíclico por 
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halógeno, C1–4 alcoxi y C1–4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos de flúor; y fusionando el sistema del 
anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema 
de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos 60
saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroátomos seleccionados entre O, S y 
NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre 
hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una 
cetona proquiral de fórmula estructural (II):

65
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5

con un polipéptido de transaminasa de la invención en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente 
orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas, en las que, opcionalmente:

10
i) R1 es un bencilo en el que el grupo fenil de bencil es sustituido, o no, por uno a 3 sustituyentes 

seleccionado del grupo formado por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; o
ii) Z es NR2R3, por ejemplo un heterociclo de fórmula estructural (III):

en la que R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo, sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor.15

20

10. Un proceso según la reivindicación 9  de preparación de un compuesto de fórmula estructural (1):
25

30

que tiene la configuración – (R) en el centro estereogénico marcado con ***, con un exceso enantiomérico de, al 
menos, el 70 % respecto al enantiómero que tiene la configuración – (S) opuesta, en la que:
Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado 35
por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor, en el que el proceso comprende la 
etapa de poner en contacto una cetona proquiral de fórmula estructural (2):

40

45

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un 
disolvente orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas para la conversión del compuesto de 
fórmula (2) en el compuesto de fórmula (1). En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la fórmula (2) es 2, 5 –
difluorofenilo o 2, 4, 5 – trifluorofenilo, y R4 es trifluorometilo. En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la 50
fórmula (2) es 2, 4, 5 – trifluorofenilo.

11. Un proceso según las reivindicaciones 9 o 10 de preparación de un compuesto de fórmula (1a):

55

60

comprende la etapa de poner en contacto un sustrato de la fórmula (2a):
65
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
con un polipéptido de transaminasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 – 6 en presencia de un dador del grupo 
amino en un disolvente orgánico apropiado en las condiciones de reacción adecuadas. 
 15 
 
12.  El proceso de las reivindicaciones 9, 10 o 11: 

i) el compuesto de fórmula (I), el compuesto de fórmula (1) o el compuesto de fórmula (1a) se producen 
con, al menos, el 90 % de exceso enantiomérico. 

ii) el compuesto de fórmula (I), el compuesto de fórmula (1) o el compuesto de fórmula (1a) se producen 20 
con, al menos, el 99 % de exceso enantiomérico. 

iii) En la que el dador del grupo amino se selecciona entre isopropilamina, alanina, ácido 3 – aminobutírico 
o metilbencilamina, por ejemplo en la que el dador del grupo amino es isopropilamina; 

iv) Comprende además la etapa de eliminar el subproducto carbonilo de la reacción, en la que 
opcionalmente el dador del grupo amino es un aminoácido y el subproducto carbonilo es un ácido ceto, 25 
en el que el subproducto carbonilo tiene una presión de vapor mayor que el agua y se elimina el 
subproducto carbonilo inyectando un gas no reactivo o aplicando un vacío, en el que por ejemplo: 
a) el gas no reactivo es gas nitrógeno o; 
b) el dador del grupo amino es isopropilamina y el subproducto carbonilo es acetona; 

v) en la que la condición de reacción tiene un pH que oscila entre 7,0 y 9,0, como en la que la condición 30 
de reacción tiene un pH de 8,5 o se mantiene el pH añadiendo isopropilamina; 

vi) en la que la condición de reacción tiene una temperatura que oscila entre 25 y 50 ºC, en la que 
opcionalmente la condición de reacción tiene una temperatura de 45 ºC. 

vii) en el que el disolvente comprende dimetilsulfóxido, en el que opcionalmente el dimetilsulfóxido oscila 
entre un 10 y un 50 % (v / v), por ejemplo en el que el DMSO tiene un 30 % v / v o; 35 

viii) además comprende la etapa de aislamiento del compuesto de la fórmula estructural (I), del compuesto 
de la fórmula estructural (1) o del compuesto de la fórmula estructural (1a) de la reacción. 

 
13. El proceso de la reivindicación de las reivindicaciones 10 u 11 que comprenden además la etapa de 
convertir el compuesto de fórmula estructural (1) o el compuesto de fórmula estructural (1a) en una sal 40 
farmacéuticamente aceptable poniendo en contacto dicho compuesto con un ácido farmacéuticamente aceptable en 
un disolvente de reacción apropiado, opcionalmente: 

i) en el que el ácido farmacéuticamente aceptable es ácido fosfórico y la sal farmacéuticamente aceptable es 
la sal de fosfato dihidrógeno; 

ii) en el que el compuesto tiene la fórmula estructural (1a), el ácido aceptable farmacéuticamente es un ácido 45 
fosfórico y la sal aceptable farmacéuticamente es una sal de fosfato monohidratado o; 

iii) comprende la etapa de cristalización de la sal farmacéuticamente aceptable a partir del disolvente de 
reacción. 

 
14. Una composición que comprende el polipéptido de transaminasa según cualquiera de las reivindicaciones 1 50 
– 6  y: 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 (a) Un compuesto de fórmula estructural (I): 60 
que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso 
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiómero opuesto, en el que 
 
Z es OR2 o NR2R3; 
R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo; 65 
R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o 
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R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que contiene 
un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterocíclico por 
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halógeno, C1–4 alcoxi y C1–4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos de flúor; y fusionando el sistema del 
anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema 5
de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos 
saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroátomos seleccionados entre O, S y 
NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre 
hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4 alcoxi y trifluorometil;

10
(b) Un compuesto de fórmula estructural (1):

15

que tiene la configuración – (R) en el centro estereogénico marcado con ***, en el que:20

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado 
por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo sustituido, o no por uno a cinco átomos de flúor;

25
(c) El compuesto de fórmula estructural (1a):

30

35
(d) Un compuesto de fórmula estructural (II)

40

que tiene la configuración estereoquímica indicada en el centro estereogénico marcado con un *, en el que:45
Z es OR2 o NR2R3;
R1 es C1–8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo – C1–2 alquilo o heteroarilo – C1–2 alquilo;
R2 y R3 son hidrógenos independientes, C1–8 alquilo, arilo o arilo – C1–2 alquilo; o

R2 y R3 junto al átomo de nitrógeno al que se unen forman un anillo heterocíclico membrado de 4– a 7– que contiene 
un heteroátomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1–4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterocíclico por 50
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halógeno, C1–4 alcoxi y C1–4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco átomos de flúor; y fusionando el sistema del 
anillo heterocíclico a un sistema de anillos carbocíclicos aromáticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema 
de anillos heterocíclicos saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterocíclicos 
saturados o aromáticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroátomos seleccionados entre O, S y 55
NC0–4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre 
hidroxi, amino, flúor, C1–4 alquilo, C1–4 alcoxi y trifluorometil;

(e) Un compuesto de fórmula estructural (2):
60

65

ES 2 448 816 T3

 



255

en el que:

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado 
por flúor, trifluorometil y trifluorometoxi; y

R4 es hidrógeno o C1–4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco átomos de flúor; o5

(f) El compuesto de fórmula estructural (2a)

10

15

15. La composición de la reivindicación 14, comprende además un dador del grupo amino y en la que 20
opcionalmente el dador del grupo amino comprende isopropilamina, alanina, ácido 3 – aminobutírico o 
metilbencilamina.

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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